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Abkiirzungen
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1 Einleitung

Eine schnelle und zuverléssige Qualitdatskontrolle ist eine der wichtigsten Vorausset-
zungen, die in der pharmazeutischen Industrie erfiillt werden muss. Biotische und
abiotische Verunreinigungen konnen eine Produktion schwerwiegend beeinflussen.
Daher ist es notwendig, derartige Verunreinigungen schnellstmoglich zu identifizie-
ren, um sie beseitigen zu kénnen. Da die Reinheitsanforderungen an pharmazeuti-
sche Produktionen sehr hoch sind, miissen auch solche Verunreinigungen, die nur in
sehr kleinen Konzentrationen auftreten, sicher identifiziert werden konnen. Hierfiir
benotigt man eine empfindliche Analysemethode. Die Kenntnis der genauen Zusam-
mensetzung von verunreinigenden Partikeln ist der Schliissel zum Aufspiiren der
Quelle der Verunreinigung.

Die Untersuchung einzelner Partikel ist allerdings eine schwierige Aufgabe, da
die meisten analytischen Methoden grolere Probenvolumina oder aufwéndige Pro-
benpréaparationen erfordern. In allen Féllen ist es notwendig, die Ampulle mit der
pharmazeutischen Losung zu 6ffnen, um die Mikropartikel isolieren zu kénnen. Der
Einsatz der Laserspektroskopie ermoglicht die Verwendung von In-situ-Verfahren,
wie der Laser-Raman-Spektroskopie oder laserinduzierter Fluoreszenz, mit denen
die chemische Zusammensetzung der Mikropartikel direkt bestimmt werden kann.

Eine mogliche Methode hierfiir ist die optische Gradientenfalle.

Optische Gradientenfalle

Verschiedene Analyseverfahren erfordern allerdings, dass sich das untersuchte Ob-

jekt fiir den Zeitraum der Spektren-Integrationszeit in einem bestimmten Beobach-
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tungsvolumen befindet. Die Brown’sche Molekular-Bewegung der Fliissigkeitsmo-
lekiile macht jedoch eine Beobachtung einzelner Mikropartikel iiber einen ldngeren
Zeitraum, ohne dass weitere Vorkehrungen getroffen werden, sehr schwierig. Dieses
Problem kann durch die Anwendung einer optischen Falle oder einer so genannten
, Optischen Pinzette“ zur Stabilisierung der Mikropartikel in der Losung, sowohl in
horizontaler als auch in vertikaler Richtung, gelost werden. Ein durch ein Mikro-
skopobjektiv stark fokussierter Laserstrahl erzeugt ein rdumlich stark inhomogenes
Laser-Feld, welches wiederum starke Gradientenkréifte in lateraler als auch axialer
Richtung, bezogen auf die Achse des Laserstrahls, erzeugt. [1]

Die ,,optische Pinzette“ ist ein vielseitiges Werkzeug, mit dem es moglich ist, kleine
Partikel festzuhalten und zu manipulieren. Daher soll ein kurzer Uberblick iiber die
Entwicklung der optischen Gradientenfalle und ihrer Anwendungen gegeben werden.
In den frithen 70er Jahren hat Ashkin erste Ergebnisse zum Thema Strahlungsdruck
und Mitte der 80er Jahre zur optischen Gradientenfalle veroffentlicht. [1-6] Wenig
spater konnte er erfolgreich demonstrieren, dass es nicht nur moglich ist, abioti-
sche Partikel zu manipulieren, sondern auch biologische, wie Bakterien oder Viren.
Auflerdem war er in der Lage, Manipulationen innerhalb von biologischen Zellen
durchzufiihren. [7,8]

Die Funktionalitdt einer optischen Gradientenfalle wird meistens mit Hilfe von
Polystyrolkugeln demonstriert, deren Durchmesser nur einige Mikrometer betragt.
Kucik et al. haben beispielsweise eine optische Gradientenfalle benutzt, um kleine
Latexkugeln auf Zellmembranen zu positionieren. [9] Andere Arbeitsgruppen ha-
ben modifizierte Mikrokugeln verwendet, um zwei- oder dreidimensionale Muster zu
erzeugen. [10-13]

Einige Arbeitsgruppen haben die gefangenen Partikel sorgfiltig untersucht und so-
wohl die in der Falle auftretenden Kréfte als auch die Kréfte zwischen Partikeln und
den Wénden der Probenzelle berechnet. [14-22] Fuhr et al. fithrten solche Krifte-
messungen in elektro-optischen Kéfigen durch. [23] Es wurden auflerdem Ergebnisse

veroffentlicht, die von Anwendungen der optischen Gradientenfalle zu Manipulatio-




nen in Zellen und bei Zellfusionen berichten. [24-28]

In Kombination mit anderen Methoden hat sich die optische Pinzette eben-
falls als sehr wertvolles Werkzeug erwiesen. So ist es mdoglich, mikroskopisch klei-
ne Proben festzuhalten, wiahrend sie mit anderen Techniken untersucht werden,
ohne dass die Wénde der Probenzelle einen stérenden Einfluss auf die Messung
nehmen konnen. In der Kombination mit Fluoreszenzspektroskopie wurden bei-
spielsweise Latex-Mikropartikel und Co-Polymer-Micellen, Ovarien von Chinesi-
schen Hamstern, menschliche Spermien und die Eigenschaften von T-Zellen un-
tersucht. [29-32] Andere Arbeitsgruppen haben die Fluoreszenzspektroskopie ein-
gesetzt, um den Polystyrol-Anteil einer gefangenen Polymer-Kugel zu bestimmen,
wéhrend wieder andere diese Methode zur Charakterisierung einzelner Molekiile,
die in einem Fliissigkeitsstrom von einer gefangenen Polystyrol-Kugel gelost wur-
den, verwendet haben. [33-35]

Die optische Gradientenfalle wurde auch schon mit Raman-spektroskopischen
Techniken kombiniert. So haben Thurn und Kiefer bald nach der Entdeckung des
Strahlungsdrucks iiber die Anwendung der Optischen Levitation zur Manipulation
kleiner Proben fiir die Raman-Spektroskopie berichtet. [36] Spektroskopische Un-
tersuchungen wurden auflerdem an gefangenen Mikrotropfchen und an einzelnen
gefangenen Zellen durchgefiihrt. [37-40]

Jiingste Arbeiten berichten iiber die Detektion und Charakterisierung einzelner
intermolekularer Bindungen oder untersuchen die Kraft, mit der eine Hefezelle (Can-
dida albicans) an einer Gefiiwand anhaftet. [41,42] Sun et al. fiihren mit Hilfe der
Falle in Kolloiden kiinstliche Partikelkollisionen herbei und untersuchen so das Ag-
gregationsverhalten des Kolloids. [43] Andere Arbeitsgruppen experimentieren mit
der Elektrorotation von gefangenen Polystyrolkugeln oder der Rotation von gefan-
genen bakteriellen Flagellar-Motoren. [44]

Die Methode des ,,optischen Fangen“ kann verwendet werden, um in Losungen
Experimente an Zellen durchzufiihren, ohne dass diese an eine Oberfliche anhaften.

Diese Fallen-Methode mit einem einzelnen Laserstrahl zum Fangen und Anregen
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der Probe wurde bereits auf zahlreiche Mikropartikel, wie etwa Erythrocyten, He-
fezellen, Polystyrolkugeln, Mesithylen-Trépfchen, Kristallen aus Palmitinsdure oder
Metallpartikeln angewendet. [39,40,45-51] Es ist sogar nicht nur mdoglich einzel-
ne Zellen, sondern auch infektiose Erreger von Krankheiten zu fangen. So wurden
bereits Tabak-Mosaik-Viren und F. coli-Bakterien mit Hilfe der optischen Gradien-
tenfalle untersucht. [40,52]

Die optische Gradientenfalle ist allerdings nur fiir Fliissigkeits-basierte Proben
einzusetzen. Fiir heterogene Proben, wie etwa Pflanzenmaterial ist es notwendig

eine andere Technik zu verwenden.

Glasfaser-SERS-Sonde

Fiir pharmazeutische Erzeugnisse beginnt die Qualitdtskontrolle allerdings nicht
erst wihrend der Produktion. Bereits die Rohstoffe stehen im Fokus genauester

Priifungen, bevor sie fiir einen Produktionsprozess freigegeben werden.

Fiir die Identifizierung von Inhaltsstoffen pflanzlicher oder anderer biologischer
Proben eignet sich die Raman-Spektroskopie ebenfalls sehr gut. Die Untersuchung
biologischer Proben stellt verschiedene Anforderungen an die Messmethode. Klas-
sisch wurden die Proben hierfiir bislang meistens extrahiert und die erhaltenen Ex-
trakte mittels GC oder HPLC getrennt und analysiert. Bei dieser Methode kénnen
jedoch keinerlei Informationen {iber die rdumliche Verteilung relevanter Substanzen
in der Probe gewonnen werden. Weiterhin soll die Analyse schnell erfolgen kénnen.
Diese Anforderung wird von spektroskopischen Methoden, wie der NMR~ und der
IR-Spektroskopie erfiillt, allerdings werden die Spektren beider Methoden durch
das in fast allen biologischen Proben enthaltene Wasser negativ beeinflusst. Mit der
Raman-Spektroskopie eréffnet sich eine Methode, mit der es im Allgemeinen moglich
ist, biologische Proben schnell und ohne grofien praparativen Aufwand zu charakteri-
sieren. [53] Wasser in der Probe stort die Messung nicht oder nur sehr wenig. Zudem

bietet die Raman-Spektroskopie bei Verwendung eines Mikro-Raman-Setups eine




sehr hohe Ortsauflosung. Hierbei sind, in Abhéngigkeit von der Laserwellenléinge,
Ortsauflosungen im Mikrometerbereich moglich. [54] Dadurch wird es moglich, die
Verteilung einzelner Komponenten in den oftmals inhomogenen Proben erfassen zu
konnen.

Ein Nachteil der Raman-Spektroskopie ist, dass die Raman-Signale in biologi-
schen Proben haufig durch Fluoreszenz iiberstrahlt werden, da die Quantenaus-
beute der Fluoreszenz im Vergleich zum Raman-Effekt um 6-10 Groéflenordnungen
hoher ist. [55] AuBlerdem kann es bei zu hohen Intensitidten des Anregungslasers zur
Zerstorung des Probengewebes kommen. Als Losung fiir dieses Problem eignet sich
die Oberflachen-verstirkte Raman-Spektroskopie. Als Verstarkungsmedium bietet
sich die Verwendung von Silber-Kolloid an, welches einfach herzustellen und flexibel
einsetzbar ist. [56,57] Allerdings kann es bei der Verwendung von SERS-Substraten
zu einer Verdnderung oder Zerstérung der Probe durch elektrochemische Reaktio-
nen mit den Metallpartikeln kommen. [58] Es wire also wiinschenswert, dass die
Probe nur in geringem Umfang mit dem SERS-Substrat in Kontakt kommt, um
derartige Reaktionen zu vermeiden bzw. zu minimieren. Bei der Verwendung des
Silber-Kolloids lésst sich dies leider nicht erreichen, da die Probe grofiraumig mit
dem SERS-Substrat kontaminiert wird. Eine Mdoglichkeit, ein SERS-Substrat nach
diesen Anforderungen zu gestalten, besteht darin, die SERS-aktive Silber-Schicht
auf eine Glasfaser aufzubringen. Bei den im Anschluss vorgestellten Arbeiten, die
Glasfasersonden einsetzen, werden Fasern oder Faserbiindel mit einem glatten En-
de eingesetzt. Um die Ortsauflosung bei der Messung mit der Glasfasersonde zu
erhohen, soll eine Glasfaser verwendet werden, deren Ende zu einer Spitze ausge-
formt ist. Vo-Dinh hat in seiner Arbeit eine Fasersonde beschrieben, deren Ende zu
einer feinen Spitze ausgezogen wird. [59] Fiir diese Arbeit soll jedoch die Verwendung
einer durch Atzen hergestellten Faserspitze beschrieben werden. [60]

Glasfasern werden schon seit langem als Lichtwellenleiter zur Signaliibertragung
in der Raman-Spektroskopie eingesetzt. In vielen Anwendungen geht es dabei in ers-

ter Linie darum, den eigentlichen Messort von den Messgerdten raumlich trennen zu




1 Einleitung

konnen. [61-69] Die Aus- und Einkopplung des Lichts von und in die Glasfaser wird
dabei héufig durch zusétzliche optische Elemente erreicht. Zweck dieser Anordnun-
gen ist es beispielsweise, die Messung an Orten zu erlauben, die Bedingungen aufwei-
sen, die die Funktion der Messgerite beeintriachtigen wiirden. In anderen Arbeiten
wird {iber die Verwendung von verschiedenen Glasfaser-Anordnungen diskutiert. Da-
bei werden verschiedene Geometrien, die Anregungs- und Signal-Fasern zueinander
einnehmen koénnen, miteinander verglichen. [70,71] Viele Arbeitsgruppen verwenden
ein System mit einer den Anregungslaser iibertragenden Faser und einer oder meh-
reren Fasern, in verschiedenen Anordnungen, die das gestreute Licht sammeln und
zum Spektrometer leiten. [72-77] Desweiteren wurden Faserbiindel verwendet, um
Raman-Imaging-Experimente durchzufithren. [78,79] Schliefllich wurde iiber Son-
den berichtet, die derart préapariert wurden, dass eine pH-Wert-Bestimmung mit-
tels Raman-Spektroskopie moglich ist [80], bzw. dass die Fasersonde als chemisches

Dosimeter verwendet werden kann. [81]

Auf dem Gebiet hoch-ortsauflosender SERS-Mikrosonden ist die Arbeit von Todd
et al. zu nennen, in der erstmalig mit einer gedtzten Silber-Mikroelektrode Messun-

gen an lebenden Zebrafisch-Embryonen vorgenommen wurden. [82]

Ziel dieser Arbeit ist es, Methoden zur Untersuchung empfindlicher Proben, ins-
besondere biologischer Art zu evaluieren. Dabei wird besonderer Wert auf eine hohe
Ortsauflosung gelegt. Zudem sind biologische Proben héufig sehr empfindlich gegen
zu hohe Laserleistungen und stéren die Aufnahme von Raman-Spektren durch Fluo-
reszenz. Es wird also eine Methode benotigt, die einerseits sehr Proben-schonend ist
und andererseits eine geeignete Verstdrkung der Raman-Signale bietet. Zu diesem
Zweck werden zwei Methoden fiir die Anwendung in biologischen Fragestellungen an-
gepasst und an verschiedenen Proben getestet. Dabei wird ein Raman-Spektrometer

mit einer optischen Gradientenfalle und einer Glasfasersonde kombiniert.

Mit der Glasfasersonde werden die Inhaltsstoffe von Pflanzen und Mikroorganis-




men identifiziert. Hierbei liegt der Hauptaspekt auf einer Verwendung kleinster Pro-
benvolumina und einer hohen Ortsauflésung. Es werden Messungen an verschiedenen
Pflanzen, wie z. B. Minzen und Zitrusfriichten, und an Blattern von Weinstocken,
zum Nachweis von Pestiziden, présentiert.

Eine weitere Untersuchungsméglichkeit, insbesondere mikropartikulédrer Proben in
Losungen, bietet die Optische Gradientenfalle. Um die Funktionalitéit der optischen
Falle zu iiberpriifen, werden zunéchst Messungen an gefangenen Polystyrolkugeln
durchgefiihrt. Danach werden die Ergebnisse messtechnisch anspruchvollerer, bioti-
scher Mikropartikel, wie Erythrocyten und Hefezellen, vorgestellt.

Fiir einige Proben hat es sich als sinnvoll erwiesen, einen Aufbau zu verwen-
den, der besonders schonende Messbedingungen fiir das Probenmaterial aufweist.
Hierfiir wird eine Kombination der optischen Gradientenfalle mit der Glasfaserson-
de verwirklicht.

Damit pharmazeutisch relevante Daten moglichst schnell zur Verfiigung stehen,
wird der Prototyp eines transportablen Mikro-Raman-Systems vorgestellt, mit dem
es moglich ist, Raman-spektroskopische Untersuchungen direkt am Ort der Proben-

nahme vorzunehmen, wodurch der Transport ins Labor entfallt.
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2 Grundlagen

In diesem Kapitel werden die wichtigsten Grundlagen der SERS-
Spektroskopie besprochen. Dabei wird kurz auf den elektromagnetische
und den chemischen Verstdarkungseffekt eingegangen. Im darauf folgen-
den Abschnitt werden die SERS-Substrate erldutert, die eine Vorausset-
zung fir den Verstirkungseffekt sind. Danach wird das Prinzip der Licht-
ausbreitung in Glasfasern vermittelt, die fiir einen Teil der Fxperimente
dieser Arbeit zum Einsatz kommen. Zuletzt wird ein Uberblick iiber das
Funktionsprinzip der optischen Gradientenfalle, sowohl fiir dielektrische

als auch fiir metallische Partikel, gegeben.




2 Grundlagen

2.1 Oberflichen-verstirkte Raman-Spektroskopie
(SERS)

2.1.1 Verstirkungsmechanismen

Die Signalintensitdt von Raman-Signalen ist sehr niedrig. So ist beispielsweise die
Quantenausbeute von Fluoreszenz als Konkurrenzprozess zum Raman-Effekt um et-
wa den Faktor 10° intensiver und kann somit das Raman-Signal leicht iiberdecken.
Dies wirkt sich insbesondere bei der Untersuchung von biologischen Proben aus, die
héufig einen Fluoreszenzuntergrund aufweisen. Eine Moglichkeit, diesen Nachteil zu
umgehen, besteht darin, den Effekt der Oberflichen-verstarkten Raman-Streuung
(surface enhanced Raman scattering; SERS) auszunutzen. Die Theorie des SERS-
Effektes soll allerdings nicht das Thema dieser Arbeit sein. Auflerdem wurde der
SERS-Effekt bereits in vielen Publikationen, von denen hier nur einige genannt wer-
den sollen, aufs Ausfiihrlichste diskutiert. [83-95] Daher sollen hier nur kurz die
Verstarkungsmechanismen sowie einige SERS-Substrate, die eine Relevanz fiir die
in der Arbeit behandelten Themen aufweisen, behandelt werden.

Der Verstarkungseffekt des Raman-Signals bei der SERS-Spektroskopie beruht auf
einer Wechselwirkung mit metallischen Oberfléchen. [96] Dabei wurde fiir Raman-
Messungen von Verstirkungsfaktoren von 105-10% bzw. in neueren Messungen sogar
in GroBlenordnungen bis 10! berichtet. [97-99] Desweiteren kann es durch die Ver-
wendung von SERS-Substraten zu einer Fluoreszenz-Quenchung kommen.

Der Raman-Effekt ist auf eine Wechselwirkung des elektromagnetischen Feldes
E mit der molekularen Polarisierbarkeit o zuriickzufiihren. Eine Verstdrkung des
Raman-Signals ist zu beobachten, wenn entweder v oder E erhcht werden. Daher
spricht man von elektromagnetischer (E) oder von chemischer («) Verstirkung.
aufgrund der Reichweite der verschiedenen Verstirkungsmechanismen werden diese
auch als Long-range- oder Short-range-Modelle bezeichnet.

Ein Modell fiir die elektromagnetische Verstirkung wurde von Kerker et al. ent-

10



2.1 Oberflichen-verstirkte Raman-Spektroskopie (SERS)

Detektor

_— Substrat Edip,LM

Abb. 2.1: Schemazeichnung zum elektromagnetischen Modell der Oberflachen-

verstiarkung von Raman-Signalen. [100]

wickelt. [89] Eine stark vereinfachte Darstellung ist im Folgenden wiedergegeben.
Zum besseren Verstandnis wurde aulerdem die Abb. 2.1 eingefiigt. Man geht von
sphérischen Metallpartikeln mit einem Radius R << X aus, wobei A die Wellenlénge
der eingestrahlten elektromagnetischen Welle ist. An diese Metallpartikel sollen Mo-
lekiile der zu untersuchenden Substanzen adsorbiert sein (in einem Abstand r vom
Kugelursprung). Eine elektromagnetische Welle der Frequenz vy, die auf das Sys-
tem trifft, wird im Molekiil ein Dipolmoment p induzieren, das mit der Rayleigh-
Frequenz vy oder der Raman-Frequenz v oszilliert. Das Dipolmoment ergibt sich aus

dem Polarisierbarkeitstensor a und dem anregendem Feld E:

p=aoa-FE. (2.1)

Das anregende Feld E setzt sich dabei aus dem eingestrahlten Feld Ejy und dem

am Metallpartikel elastisch gestreuten Feld Ep,; zusammen:

E = Ey+ Epy. (2.2)

11
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Ery kann entsprechend der Lorentz—Mie-Theorie berechnet werden.

Fiir die Strahlung Fg;,, die vom im Probenmolekiil induzierten Dipol ausgesandt
wird, kann ein analoger Mechanismus postuliert werden, da auch dieses Feld am
Metallpartikel gestreut wird. Die insgesamt beobachtete Intensitét ergibt sich daher

zu:

Eea:p = Edip + Edip,LM- (23)

Die maximale Verstdrkung kann erreicht werden, wenn die Frequenz des einge-
strahlten Lichts genau der Frequenz eines Oberflichenplasmons des verwendeten
Metalls entspricht. [91]

Oberflichenplasmone sind Elektronenwellen, die in einer glatten Metalloberfliche
an diese gebunden sind. Diese Bindung wird fiir eine raue Oberfliche aufgehoben,
so dass die Plasmone nicht ldnger in der Bewegungsrichtung eingeschrankt sind und
die resultierenden Felder auch aus der Metalloberfliche heraus abgestrahlt werden
konnen. [101] Daher sind Oberflichen-Rauigkeiten eine wichtige Voraussetzung fiir
die Entstehung des SERS-Effektes. Das Modell am sphérischen Metallpartikel (z. B.
Metallkolloid) kann damit auch auf aufgeraute Metalloberflichen (z. B. Elektroden,
Metallinselfilme, usw.) erweitert werden.

Durch Wang et al. bzw. Gersten et al. wurde die Theorie von sphérischen auf el-
lipsoide Teilchen erweitert. [90,92,102] Auflerdem wurde in Untersuchungen gezeigt,
dass es aufgrund der Unterschiede in den Permittivitdten zwischen der rauen Ober-
flache und dem umgebenden Medium zu einer Steigerung der elektrischen Felddichte
an scharfen Kanten der Oberfliche kommt, was als , lightning rod effect* bekannt
ist. [103,104]

Fiir den Verstdrkungseffekt besteht eine Abstandsabhéngigkeit zwischen dem un-
tersuchten Molekiil und der Metalloberfliche. Diese Abhéngigkeit wird in der Lite-
ratur mit (a/r)' beschrieben. [96] Dabei ist 7 der Abstand des Molekiils von der

Metalloberfliche mit dem Kriimmungsradius a. Daher sollten auch Molekiile in ei-
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2.1 Oberflichen-verstirkte Raman-Spektroskopie (SERS)

nem gewissen Abstand zur Metalloberflache eine Verstirkung erfahren. Allerdings
nimmt der Verstarkungseffekt mit abnehmenden Abstand zu und sollte fiir eine erste
Monolage des Molekiils auf der Metalloberfliche ein Maximum erreichen.

Noch groflere Verstarkungseffekte konnen fiir aggregierte Metallpartikel, wie bei-
spielsweise aktivierte Metallkolloide oder Metallinselfilme, erzeugen. Dies resultiert
daraus, dass das elektrische Feld zwischen mehreren Metallpartikeln deutlich starker
werden kann als fiir einzelne Partikel, wie durch Untersuchungen verschiedener Ar-
beitsgruppen gezeigt werden konnte. [105-110]

Es treten bei der Oberflachen-verstiarkten Raman-Spektroskopie allerdings auch
Effekte auf, die sich durch den elektromagnetischen Verstarkungsmechanismus al-
leine nicht erkléren lassen. Beispielsweise wird eine chemische Bindung durch ein
elektromagnetisches Feld nicht in ihrer Stérke beeinflusst. Daher sollte die Kraftkon-
stante fiir die Bindung und damit auch die Frequenz fiir die zugehérige Schwingung
konstant bleiben. In SER-Spektren kénnen allerdings bei vielen Substanzen Ban-
denverschiebungen gegeniiber einem herkémmlichen Raman-Spektrum beobachtet
werden. Es muss also einen weiteren Mechanismus geben, der Einfluss auf die che-
mische Bindung nimmt. Man spricht von chemischer Verstarkung. [59]

Ein Ansatz zur Erklarung der chemischen Verstdarkung erklédrt, warum der
Verstarkungseffekt fiir die erste Monolage der adsorbierten Substanz hoher ist als fiir
weitere Adsorptionsschichten. Dabei wird die Verstirkung durch einen charge trans-
fer zwischen Metallpartikel und Adsorbat hervorgerufen. Das bedeutet allerdings
auch, dass die chemische Verstdrkung zwingend nur fiir die erste Monolage auftre-
ten kann, da eine Chemisorption des untersuchten Molekiils Voraussetzung fiir einen
Charge-transfer-Ubergang ist. [101] Als Ursache fiir die Verstérkung wird postuliert,
dass es durch den Charge-transfer-Ubergang zu einer Verkleinerung des Abstandes
zwischen dem Valenzband des Molekiils und dem Leiterband des Metalls kommt
und dadurch elektronische Ubergéinge bereits mit geringerem Energieaufwand statt-
finden konnen, als das ohne einen Charge-transfer-Komplex moglich wére. Diese

Rotverschiebung des elektronischen Ubergangs konnte von Hildebrandt et al. fiir
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2 Grundlagen

Rhodamin 6G im Experiment bestétigt werden. [111]

Ein weiteres der Short-range-Modelle, das Adatom-Modell, postuliert, dass eine
chemische Verstarkung nur an so genannten active sites stattfindet. Diese active
sites sind Oberflachenrauigkeiten des Adsorbats in einer Groflenordnung bis etwa

sechs Atome. [59,93,94,112]

2.1.2 SERS-Substrate

Damit ein Metall SERS-Aktivitat zeigt, ist es notwendig, dass der eingestrahlte
Anregungslaser eine Frequenz im Bereich der Oberflichenplasmonresonanz des ver-
wendeten Metalls hat. Im Umkehrschluss eignen sich besonders Gold, Silber und
Kupfer zum Einsatz als SERS-Substrate, da die Frequenzen ihrer Oberfichenplas-
monresonanzen im sichtbaren Bereich des elektromagnetischen Spektrums zu finden
sind. [113-115] Allerdings gibt es auch Berichte iiber den erfolgreichen Einsatz an-
derer Metalle wie etwa Platin, Nickel oder der Alkalimetalle Lithium, Natrium oder
Kalium. [59,116]

Die Praparation der Metalle muss so erfolgen, dass ihre Oberfliche die notwendige
Rauigkeit aufweist. [96,117,118] Die bekanntesten und mit am hiufigsten verwende-
ten Formen von SERS-Substraten sind elektrochemisch aufgeraute Elektroden oder
auf ein Triagersubstrat aufgedampfte Metallinselfilme. [59, 85, 119-123] Desweite-
ren sind besonders fiir die Raman-spektroskopische Untersuchung von biologischen
Proben kolloidale Losungen der Metalle interessant, fiir die es verschiedene Herstel-
lungsmethoden gibt. [56,84,115,124-131]

Es ist allerdings auch bekannt, dass es durch den Einsatz von kolloidalen
Schwermetall-Solen zu einer Denaturierung von Hiam-Proteinen kommen kann. [132]
Prinzipiell muss ein Schwermetall in biologischen Geweben immer als Zellgift an-
gesehen werden, da es elektrochemische Reaktionen auslésen kann. Fiir In-vivo-
Messungen an oder in biologischen Organismen ist es jedoch erstrebenswert, dass

der Organismus moglichst nicht durch die Messung geschidigt wird. Eine kolloidale
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2.2 Glasfasern als Lichtleiter

Losung wird immer das gesamte eingesetzte Probenmaterial kontaminieren und ist
nach der Messung nicht vollsténdig zu entfernen. Es wurde daher nach einer Méglich-
keit gesucht, die es erlaubt, die in die Probe eingebrachte Menge an Schwermetall
sowohl in Hinsicht auf die Menge als auch auf den genauen Ort der Kontamination
zu kontrollieren. Um diese Voraussetzungen zu erfiillen, muss das SERS-Substrat
gezielt von auflen in die Probe eingebracht, dort manipuliert und nach Moéglichkeit
auch wieder entfernt werden kénnen.

Einen Ansatz dazu bieten Mikroelektroden. Todd et al. haben beschrieben, wie
eine an der Spitze nur Mikrometer grofle Silber-Elektrode hergestellt und zur Unter-
suchung von Zebrafisch-Embryonen eingesetzt werden kann. [82,120] Eine weitere
Moglichkeit ist die Verwendung von Glasfasern oder Glasfaserbiindeln, deren Ende
mit einer SERS-aktiven Metallschicht versehen wird. [133,134] Die Verwendung von
Glasfasersonden erlaubt aulerdem die Messung an Orten, die der herkommlichen
Raman-Spektroskopie nur sehr schwer oder nicht zugénglich sind, wie beispielsweise
zur Karies-Diagnose in vivo. [135] Die meisten dieser Sonden haben ein stumpfes
Ende, um den Lichtdurchsatz zu erhohen. Damit eignen sie sich allerdings kaum
fiir den Einsatz im Gewebe. Daher wurde eine Sonde entwickelt, deren Ende zu ei-
ner Spitze gedtzt wird und die anschlieBend mit Silber beschichtet wird. [136, 137]
Ein weiteres Substrat, das es erlaubt, eine begrenzte Menge an SERS-Substrat in
die Probe einzubringen, sind Silber-beschichtete Mikropartikel. Diese sind gezielt an
den gewiinschten Messort zu manipulieren und kontaminieren damit nur ein kleines
Areal der Probe und nicht das gesamte Probenvolumen. [136] Die gedtzte und Silber-
beschichtete Glasfasersonde, sowie die Silber-beschichteten Mikropartikel sollen in

dieser Arbeit als SERS-Substrate eingesetzt werden.

2.2 Glasfasern als Lichtleiter

Die Verwendung von Lichtleitern bringt mehrere Vorteile mit sich. Sie ermdoglicht

die Ubertragung von Licht, sowohl in Form von Laserstrahlen als Werkzeug, als
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2 Grundlagen

auch zur Signaliibertragung. Insbesondere als Lichtwellenleiter (LWL) haben Glas-
fasern ihr Haupteinsatzgebiet gefunden, da sie im Gegensatz zu elektrischen Uber-
tragungsarten keine Isolierung benétigen, nicht anfallig gegen Magnetfelder sind und
vor allen Dingen eine deutlich hohere Bandbreite erlauben als Kupferkabel. In der
Medizintechnik wire der Einsatz von Lasern oder endoskopischen Methoden ohne
die Moglichkeit zur Verwendung von Glasfasern in der Form und dem Umfang, wie
wir sie heute kennen, ebenfalls kaum moglich. [138] Beispielsweise kann man mit
der Glasfaser den Laserstrahl flexibel von seiner Quelle zu dem Punkt leiten, an
dem er seine Wirkung entfalten soll. Damit entfillt ein offener Strahlengang mit
mehreren optischen Elementen, wodurch Kosten gespart werden kénnen. Auflerdem
wird auch das Unfallrisiko durch Verletzungen gegeniiber einer offenen Fiithrung des

Lasers gesenkt.

Da fiir einige Teilaspekte dieser Arbeit eine Glasfasersonde eingesetzt wurde, sol-
len hier kurz die wichtigsten Eigenschaften von Glasfasern vorgestellt werden.

Generell sind die meisten Glasfasern zylindersymmetrisch aufgebaut. [138, 139]
Es gibt zwar einige Spezialformen von Glasfasern, die aber fiir diese Arbeit keine
Rolle spielen und daher aufler acht gelassen werden sollen. Im Prinzip besteht eine
Glasfaser aus einem Kern (core), dem Mantel (cladding) und einer Kunststoffum-
mantelung, dem jacket (Abb. 2.2a). Das jacket verleiht der Faser Stabilitéat und soll
vor mechanischen Beschddigungen schiitzen. Das cladding ist die den Kern umge-

bende Schicht und der Kern der Faser dient der Ubertragung des Lichts.

Kern und cladding unterscheiden sich in ihrem Brechungsindex, wobei der Bre-
chungsindex des Kerns ny hoher ist als der des Mantels nj;. Auf diese Weise kommt
es bei der Propagation einer Lichtwelle im Kern zur Totalreflexion an der Grenz-
fliche zwischen Kern und Mantel, sofern der Winkel, den der Lichtstrahl mit der

Grenzflichen-Normalen bildet, grofer ist als der Grenzwinkel €, (Abb. 2.2b):

n
€ > e, = arcsin n_M (2.4)
K

16



2.2 Glasfasern als Lichtleiter

mit ny: Brechungsindex des Mantels
ng:  Brechungsindex des Kerns
Eg: Grenzwinkel fiir Totalreflexion.

Strahlen, deren Winkel kleiner ist als €4, werden nur schlecht von der Faser gefiihrt

und verlieren durch Brechung aus der Faser heraus sehr schnell an Intensitét.

Kern

Mantel . (
Jacket

o Kern

Mantel

Jacket

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Aufbaus (a) und der Funktionsweise (b)

eines Lichtwellenleiters.
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2 Grundlagen

Daraus ergibt sich ein Akzeptanzwinkel «, der dem halben Offnungswinkel eines
Strahlenbiindels entspricht, das sich in der Faser ausbreiten kann. Beim Eintritt in

die Faser gilt:

o =90° — ¢, (2.5)
sina’ = cosg, (2.6)
no sina = ng sin o’ (2.7)
mit ng: Brechungsindex des die Faser umgebenden Mediums

(meistens Luft).

Mit Formel 2.4 und cose, = /1 — sin¢, ergibt sich fiir die Numerische Aper-
tur NA der Faser:

— o _ 2 2
NA =ngpsina = ng cose, = \/nj, —n3, (2.8)

Um einen moglichst hohen Lichtdurchsatz zu erreichen, ist es daher notwendig,
dass der Einkoppelwinkel a.,, eines Lichtstrahls in eine Glasfaser kleiner ist als der
Akzeptanzwinkel a. Dies erreicht man am besten, indem man ein Mikroskopobjektiv
benutzt, das die gleiche N A besitzt wie die Glasfaser (Die N A einer gebriuchlichen
Glasfaser aus Glas betrigt etwa 0,24. [139]).

Sind diese Bedingungen alle erfiillt, wird das in die Glasfaser eingekoppelte Signal
nur noch durch Absorption und Streuung geddampft. Da die Démpfung fiir die hier
im Experiment verwendeten Faserlangen jedoch keine Rolle spielt, soll nicht ndher
darauf eingegangen werden. Es muss jedoch noch darauf hingewiesen werden, dass
durch die Fiithrung der Glasfaser durch Kurven mit kleinen Radien méoglicherweise

fiir einen Anteil des Strahlbiindels die Bedingung ¢ > €, nicht mehr erfiillt ist und es

18



2.3 Optische Gradiententalle

so zu hohen Verlusten in der Signalintensitéit durch Lichtbrechung aus dem Faserkern

in den Mantel kommen kann.

2.3 Optische Gradientenfalle

2.3.1 Funktionsprinzip der optischen Gradientenfalle

Das Prinzip der optischen Pinzette beruht auf der Wirkung von Licht auf dielek-

trische und idealerweise sphérischer Partikel mit einem relativen Brechungsindex

m>1(m= numg:;: artibel — d. h. der Brechungsindex des Partikels ist grofler als
der der umgebenden Materie). [28,140] Zum Fangen des Partikels verwendet man
einen Laser mit einem Gauf-férmigen Intensitétsprofil. Diesen Laserstrahl kann man
zur Veranschaulichung in eine Schar von einzelnen Strahlen zerlegen, wobei die In-
tensitdt der einzelnen Teilstrahlen vom Rand zur Mitte des Laserstrahls zunimmt.
Trifft einer dieser Teilstrahlen auf das zu fangende dielektrische Partikel, so erge-

ben sich auf Grund der Lichtbrechung und des Impulserhaltungssatzes die folgenden

Krafteverhéltnisse (Abb. 2.3).

Transversales Intensitatsprofil (gaussformig)

Ausbreitungsrichtung
des Lasers

—

Abb. 2.3: Darstellung der auf ein sphérisches Partikel wirkenden Kriéfte. [140]
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2 Grundlagen

In der Abbildung sind zwei repriasentative Strahlen a und b dargestellt, die das
Teilchen im gleichen Abstand von dessen Mittelpunkt treffen. Ist der relative Bre-
chungsindex m des Teilchen grofler als eins, so werden die Teilstrahlen a und b
entsprechend der gezeigten Darstellung gebrochen. Die bei der Brechung bewirk-
te Impulsdnderung der Photonen resultiert in einer Kraftwirkung auf das Teilchen
durch die einzelnen Strahlen, die durch die Vektoren dargestellt sind. Durch das
GauB-formige Strahlprofil des Lasers ist der Teilstrahl a intensiver als der Teilstrahl
b. Somit ist auch F, grofler als ﬁb, woraus wiederum folgt, dass das Teilchen zum
Ort der hochsten Intensitét, also zur Strahlmitte bewegt wird.

Die auf das Teilchen wirkende resultierende Kraft lasst sich nach einer Formel von

Gordon [141]

N 10 N _ 1
ja ——(E B) ~ (VE? 2.
agg \ExB)Faz (VE) (29
ﬁaw ﬁtr

mit o dielektrische Polarisierbarkeit des Teilchens
c: Lichtgeschwindigkeit
E: elektrischer Feldvektor
B: magnetischer Feldvektor

in den Strahlungsdruck ﬁam und die Gradientenkraft ﬁtr aufteilen. Hierdurch wird
das Teilchen zum Ort der héchsten Laserintensitit gezogen und dort stabil gefangen.

Durch einen sehr stark fokussierten Laserstrahl ist es weiter moglich, das gefan-
genen Partikel auch gegen den Strahlungsdruck zum Laserfokus zu ziehen. Hierbei
werden durch das stark inhomogene Laser-Feld Gradientenkréfte erzeugt, die sowohl
die Gewichtskraft des gefangenen Teilchens als auch den Strahlungsdruck des Lasers
auf das Teilchen kompensieren und so das Teilchen halten kénnen. Voraussetzung
hierfiir ist allerdings, wie bereits weiter oben erwéhnt, dass das durch den Laser

erzeugte Strahlungsfeld sehr stark inhomogen ist. Um eine derartige Inhomogenitét
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2.3 Optische Gradiententalle

zu erreichen, verwendet man ein Mikroskopobjektiv mit einem moglichst grofien
Offnungswinkel, also mit einer moglichst grofen Numerischen Apertur NA. AuBer-
dem ist es wichtig, dass das Mikroskopobjektiv von der Riickseite her vollstdndig
ausgeleuchtet wird, da besonders die Randstrahlen des Lasers einen groflen Beitrag
zur Haltekraft liefern. Der Strahlengang und die besondere Rolle der Randstrahlen
wird durch die Abb. 2.4 nochmals verdeutlicht. In dem stark fokussierten Laser-
strahl werden die Teilstrahlen des Lasers (exemplarisch dargestellt durch a und b)
durch das Partikel derart gebrochen, dass die aus der Impulsiibertragung resultie-
rende Kraft dem Strahlungsdruck entgegenwirken kann und das gefangene Teilchen

zum Laserfokus zieht.

Laserstrahl

Abb. 2.4: Das gefangene Partikel wird in einem sehr stark fokussierten Laserstrahl
durch die Gradientenkrafte gegen den Strahlungsdruck in den Laserfokus
gezogen. [142]

Daraus ergibt sich, dass die dielektrischen Teilchen auch dann gefangen und drei-
dimensional manipuliert werden kénnen, wenn der Laser ,,von oben* kommt und die
Gewichtskraft des gefangenen Teilchens nicht durch den Strahlungsdruck kompen-

siert werden kann, sofern ihr Eigengewicht nicht zu hoch ist.
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2 Grundlagen

2.3.2 Funktionsprinzip einer optischen Gradientenfalle fiir

Metallpartikel

Fiir Partikel, deren relativer Brechungsindex m kleiner als eins ist oder die eine
reflektierende Oberfliche besitzen, wie etwa Metallpartikel, ist ein Fangen mit der im
letzten Abschnitt beschriebenen Form der optischen Pinzette nicht moglich, da auf
Grund der verénderten Brechungsverhéltnisse bzw. der Reflektion der resultierende
Impuls derart an das Partikel iibertragen wird, dass es aus dem Laserstrahl verdrangt
wird. [143,144] Der Aufbau der Falle muss daher an die verdnderten Verhéltnisse

angepasst werden.

A B C

([

L
VA

Potentialenergie

Abb. 2.5: Schematische Darstellung von verschiedenen Partikeln in Wechselwir-
kung mit dem Laserstrahl (oben) und die entsprechenden Potentialener-

gieverhéltnisse (unten). [143,144]

Um sich ein Bild {iber die unterschiedlichen Bedingungen in der Gradientenfalle

machen zu koénnen, wurde die Abb. 2.5 eingefiigt. Die obere Reihe in der Schema-
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2.3 Optische Gradiententalle

zeichnung zeigt die Verhéltnisse fiir die verschiedenen moglichen Félle, wéhrend in
der unteren Reihe die entsprechenden Potentialenergieverhéltnisse dargestellt sind.
Fall A entspricht der im vorhergehenden Abschnitt beschriebenen Situation. Ein
transparentes Partikel mit einem relativen Brechungsindex von m> 1 wird durch
den Laser erfasst und kann stabil im Fokus gehalten werden. Fiir das Partikel befin-
det sich im Laserfokus ein Potentialenergieminimum. Fall B beschreibt den Effekt
der optischen Gradientenfalle auf ein Partikel, dessen relativer Brechungsindex m< 1
ist oder das eine reflektierende Oberfliche besitzt, wie etwa Metallpartikel. Durch die
umgekehrten Krifteverhéltnisse wird das Partikel aus dem Laserstrahl verdréngt,
es besteht fiir das Partikel ein Potentialenergiemaximum im Laserfokus.

Um dennoch Partikel mit den letztgenannten Eigenschaften stabil fangen zu
konnen, miissen die Eigenschaften des Lasers also dahingehend verdndert werden,
dass sich in der optischen Achse des Aufbaus ein Potentialenergieminimum bilden
kann. Dies ist durch verschiedene Moglichkeiten zu erreichen. Beispielsweise kann
man einen Laser verwenden, der nicht mit einer TEMgg-Mode betrieben wird und
ein GauB-foérmiges Intensitédtsprofil mit dem Maximum in der Strahlachse besitzt.
Stattdessen kann man einen Laser mit einer TEM,-Mode (Donut-Mode), die ein
ringféormiges Intensitdtsmaximum auf einer Kreisbahn um und eine Energiemini-
mum in der Strahlachse besitzt, einsetzen. [3] Diese Losung ist jedoch mit mehre-
ren Nachteilen verbunden. Zum einen ist der Betrieb eines Lasers mit einer solchen
Modenkonfiguration schwieriger als der Betrieb mit einer TEMyy-Mode, da eine ent-
sprechende Modenblende fiir den Laser angefertigt und justiert werden muss. Zum
anderen wére durch die mit der Modenblende festgelegten Geometrie auch gleich-
zeitig die Grofle (oder: ein eng umgrenzter GroBenbereich) fiir ideal zu fangende
Partikel festgelegt.

Eine andere Méoglichkeit zum Fangen von Metallpartikeln mit einer optischen Gra-
dientenfalle besteht darin, eine TEM{;-Mode des Lasers zu simulieren. Dies kann
man erreichen, indem man einen Laser mit einer TEMg)-Mode um eine zentrale

Achse rotieren ldsst. [51] Diese Moglichkeit ist schematisch in Abb. 2.5 C darge-
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2 Grundlagen

stellt. Durch einen schnell um das zu fangende Partikel rotierenden Laser erfahrt
das Partikel im zeitlichen Mittel allseitig repulsiv wirkende Kréfte und kann so sta-
bil gehalten werden. Dies wird auch nochmals durch die untere Reihe der Abbildung
deutlich. Das fiir den Fall B dargestellte Potentialenergiemaximum wird durch die
Rotation des Laserstrahls um das Partikel herum projiziert, so dass am Ort des
Partikels auf der Rotationsachse ein lokales Potentialenergieminimum erzeugt wird.
Die Rotation des Lasers lasst sich durch die periodische schnelle Verkippung von
Spiegeln im Strahlengang des Fallenlasers erzeugen, wobei die Verkippung in x- und
in y-Richtung phasenverschoben erfolgen muss. Diese Methode hat gegeniiber der
Verwendung einer echten TEM;-Mode den Vorteil, flexibler zu sein. So muss bei-
spielsweise keine Modenblende am Laser eingebaut werden und die rdumliche Aus-
dehnung des durch die Rotation erzeugten lokalen Minimums kann einfach durch die
Verdnderung der Amplitude fiir die Verkippung variiert und damit an verschiedene

Partikelgroflen angepasst werden.
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3 Material und Methoden

Dieses Kapitel widmet sich der Beschreibung der verwendeten Gerdte
und der Methoden der Probenpriparation. Zu Beginn wird das verwen-
dete Spektrometer und der Aufbau der mobilen Apparatur beschrieben.
Danach wird auf die Herstellung und Verwendung der Glasfasersonde
eingegangen. Der dritte Abschnitt dieses Kapitels behandelt die Imple-
mentierung der optischen Gradientenfalle in den bestehenden Aufbau.
Nach ewner kurzen Beschreibung der Kombination von Fasersonde und
Gradientenfalle werden die Methoden zur Oberflichencharakterisierung
der SERS-Substrate erldutert. Der letzte Abschnitt befasst sich mit der

Prdparation der in den Messungen verwendeten Proben.
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3 Material und Methoden

3.1 Spektroskopische Untersuchungen

Die Raman-spektroskopischen Messungen wurden an einem Labram-System (Jobin—
Yvon) und an einem mobilen System, das auf einem HE-Spektrometer (Jobin—Yvon)
basiert, durchgefiihrt. Diese beiden Grundsysteme sollen im folgenden néher be-

schrieben werden.

3.1.1 Labram

Beim Labram-System (Jobin—Yvon) handelt es sich um ein auf einen hohen Licht-
durchsatz optimiertes Raman-Spektrometer, bei dem es moglich ist, ohne grofien
Justageaufwand zwischen verschiedenen Anregungslaserwellenldangen zu wechseln.
In Abb. 3.1 ist der geréteinterne Strahlengang schematisch dargestellt.

Zur Anregung der Proben stehen die 514,5 nm Linie eines Argon-lonen-Lasers
(Spectra Physics, model 2016) und die 633 nm Linie des Labram-internen He:Ne-
Lasers zur Verfiigung. Der Wechsel zwischen den unterschiedlichen Anregungswel-
lenldangen wird durch die Montage der entsprechenden Interferenz- (IF) und Notch-
filter (NF) sowie eines zusitzlichen Spiegels M, im Strahlengang ermdoglicht. Der
Justageaufwand beim Wechsel der Laserwellenldnge ist durch die spezielle Anord-
nung von Spiegeln und Notchfiltern sehr klein. Der Notchfilter, der in einem Rahmen
vorjustiert ist, wird auf zwei Pfosten geschoben. Die Position der Pfosten und der
Winkel beziiglich des einfallenden Laserstrahls, sowie des im Strahlengang vor dem
Notchfilter positionierten Spiegels, konnen mittels einer kinematischen Aufhdngung
durch einen Spacer eingestellt werden. Der so in das Mikroskop eingekoppelte Laser-
strahl wird durch ein Mikroskopobjektiv auf die Probe fokussiert. Die maximale
Laserleistung auf der Probe betrégt bei Verwendung des Argon-lonen-Lasers 50 mW
und bei Verwendung des He:Ne-Lasers 1 mW. Diese Laserleistungen kénnen im Be-
darfsfall allerdings noch durch Geréte-interne Graufilter (GF) weiter abgeschwécht
werden.

Zur Beobachtung und Justage der Probe kann diese durch zwei Weifilichtquellen,
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M: Spiegel

M,: entfernbarer Spiegel
IF: Interferenzfilter

GF: Graufilter

NF: Notchfilter

BS: Beamsplitter

WL: WeiRlichtquelle

Spektrometer TV: CCD-Kamera
OPT: optionale Modulplatte

HeNe-Laser

——— Strahlengang
(interner Laser)

—— Strahlengang
mm (externer Laser)
TV
£
c
l:.’-“ - Mikroskop
o OPT
E I [ @
" BS J %
©
-
ke WL
o

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Strahlengangs im Labram.

entweder im Durchlicht oder im Auflicht (oder beides gleichzeitig), beleuchtet wer-
den. Da das Mikroskop aus Sicherheitsgriinden kein Okular besitzt, erfolgt die Be-
obachtung der Probe iiber eine TV-Kamera. Die Auskopplung der Bildinformation
bzw. die Einkopplung des Weiflichts fiir die Auflichtbeleuchtung in den Strahlengang
erfolgt durch zwei bewegliche Strahlteiler (BS), die {iber einen Bajonettmechanismus

wéahrend der Messung aus dem Strahlengang entfernt werden konnen.

Das von der Probe riickgestreute Laserlicht wird vom Mikroskopobjektiv (Olym-
pus LMPlanF1 50x oder 100x) gesammelt und trifft wieder auf den Notchfilter (NF),
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3 Material und Methoden

wobei der inelastisch gestreute Anteil des Laserlichts den Notchfilter passieren kann
und iiber weitere Optiken zum Spektrometer geleitet wird. Das Spektrometer ist mit
zwei verschiedenen Gittern (950 1/mm bzw. 1800 1/mm) ausgestattet, die fiir die un-
terschiedlichen Anregungswellenléngen optimiert sind. Die Detektion der Spektren
erfolgt mit einer Peltier-gekiihlten CCD-Kamera mit einem Aufnahmefenster von
1024 x 256 Pixeln.

Die in Abb. 3.1 dargestellte optionale Modulplatte OPT kann in der Standard-
ausfithrung des Labram entweder leer oder mit einer Autofokus-Einheit ausgeriistet
sein (nicht dargestellt). Die von uns durchgefiihrte Modifikation wird in Abschnitt
3.3 beschrieben.

3.1.2 Mobiler Raman-Aufbau

Um Raman-Messungen an biologischen Proben vor Ort (d.h. auerhalb des Labors,
im Feld) durchfiihren zu kénnen, wurde eine transportables Raman-Apparatur unter
Verwendung von kommerziell erhéltlichen Komponenten entwickelt. Bei der Aus-

wahl der Komponenten standen insbesondere eine kompakte Bauweise und geringes

Elektronik

Fasefeinkopplung Laser

47 cm

Spektrometer und CCD

<« >

53 cm 75cm

A
v

Abb. 3.2: Schematischer Aufbau fiir die mobile Raman-Apparatur mit Spektrome-
termodul, Computer, Elektronik und Mikroskopmodul.
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3.1 Spektroskopische Untersuchungen

Gewicht sowie Robustheit gegeniiber Stéfen und Vibrationen im Vordergrund, um
den Transport des Gerites so einfach wie moglich gestalten zu konnen. Es wurde
auflerdem ein modularer Aufbau gewéhlt, da hierdurch das Verlademaf} deutlich ver-
ringert werden konnte. Die Verbindung der einzelnen Module untereinander erfolgt
durch Glasfaserkabel. Diese ermoglichen eine schnelle und flexible Ubertragung der
optischen Signale zwischen den Modulen bei minimalem Justageaufwand. Zum Ein-
satz kommen zwei vorkonfektionierte beidseitig mit SMA-Steckern versehene Multi-
mode-Fasern mit einem Kerndurchmesser von 50 pm.

Im Folgenden werden nun die einzelnen Module mit den jeweils dazugehorenden
Komponenten beschrieben.

Die mobile Raman-Apparatur besteht aus zwei Modulen, dem Spektrometermo-
dul und dem Mikroskopmodul, und der zum Betrieb notwendigen Elektronik sowie
einem Computer (Abb. 3.2; elektrische und Datenverbindungskabel wurden in der
Schemazeichnung aus Ubersichtlichkeitsgriinden weggelassen).

Das Spektrometermodul (Abb. 3.3) beinhaltet den Laser und das Spektrometer.
Die Komponenten beinhalten kaum bewegliche Bauteile und sind daher verhélt-
nisméafig robust gegeniiber Dejustage durch Transport oder Stofe. Als Laser wird
ein CRL-GCL-100-S Diodengepumpter Festkorperlaser mit einer Wellenldnge von
532 nm (100 mW) verwendet. Fiir das Spektrometer kommt ein HIGH EFFICIEN-
CY Raman-Process-Analyzer HE532 (Jobin-Yvon) mit Wright-CCD (1024 x 256
Pixel) als Detektor zum Einsatz, der auf diese Anregungswellenldnge optimiert ist.
Die beiden Einzelkomponenten wurden in einen Rahmen aus Alu-Profilen verbaut,
der sie beim Transport vor direkten Stoflen schiitzt. Der Rahmen wurde mit ein-
schiebbaren Wénden ausgestattet und kann den Komponenten so zusétzlich auch
Schutz vor Staub und in gewissem Mafle vor Nésse bieten. Abb. 3.3 zeigt das Spek-
trometermodul mit gedffneten Seitenwénden. In der oberen Ebene ist der Laser (A)
zu sehen und rechts davon die Fasereinkopplung (B), mit der der Laser in eine Glas-
faser (B’) eingekoppelt wird, die die Module verbindet. Direkt unter diese Ebene ist

héngend das Netzteil fiir den Laser (C) montiert. Im unteren Teil des Moduls sitzt
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3 Material und Methoden

das Spektrometer (D) mit der links angeflanschten CCD-Kamera (E). Aulerdem ist
noch die Glasfaser (F) zu sehen, die das Raman-Signal zum Spektrometer leitet. Sie
wird durch eine Offnung durch den Boden der oberen Ebene gefithrt und auf den
Anschluss am Spektrometer geschraubt.

Das Mikroskopmodul (Abb. 3.4) besteht aus einer Grundplatte, auf der die ein-
zelnen Komponenten montiert sind. Als Mikroskop kommt ein modifiziertes Olym-
pus BX41 (A) mit einem Olympus LMPlanF1 50x Mikroskopobjektiv zum Einsatz.
Zum Schutz vor Streulicht von auflen und vor Windbewegungen wiahrend Messungen
wurde um den Mikroskoptisch eine Schutzkammer gebaut, die auBlerdem zusétz-
lich noch die Mikroskopobjektive vor Staub und Stéflen wihrend des Transports
schiitzen. Seitlich von der Lichtschutzabdeckung ist ein Leica Mikromanipulator L
(C) montiert, der in erster Linie dazu dient, die Sondenspitze bei Verwendung der
Fasersonde (siehe Kapitel 3.2) auf der Probe zu positionieren, aber auch zur Ma-
nipulation der Proben selbst verwendet werden kann. Der Manipulatorarm erhélt
durch eine seitliche Offnung im Lichtschutz (B) Zugang zum Mikroskoptisch. Diese
Offnung wird wihrend der Messungen durch eine flexible Stoffmanschette (Abb. 3.5)
gegen Lichteinfall abgedichtet. Die fiir die Probenbetrachtung notwendige Weifllicht-
quelle (WL) ist mit dem Mikroskop durch Lichtleiterkabel verbunden und erlaubt die
Beleuchtung der Proben sowohl im Durch- als auch im Auflichtmodus. Hinter dem
Mikromanipulator sind aulerdem noch die Fasereinkopplung (D) zur Einkopplung
des Anregungslasers in die Fasersonde und der direkte Anschluss fiir den Anregungs-
laser an das Mikroskop (E) zu sehen.

In Abb. 3.6 ist ein Teil des Strahlengangs fiir Laser und Signale fiir konventionel-
le Mikro-Raman-Messungen anhand der geoffneten Mikroskopriickwand dargestellt.
Der Strahlengang ist in analoger Weise wie der des Labram mit entsprechenden An-
passungen an die Erfordernisse des Geréts und der Glasfaseranbindung aufgebaut.
Der Laser wird durch das Glasfaserkabel (bei A, nicht sichtbar) in das Mikroskop
eingekoppelt und iiber verschiedene optische Elemente auf den Notchfilter B ge-
lenkt. Die Notchfilterkonfiguration ist wie die des Labram-Systems einstellbar, d. h.
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3.1 Spektroskopische Untersuchungen

Abb. 3.3:

Abb. 3.4:

Spektrometermodul mit offenen Seitenwénden. A: Laser; B: Faserein-
kopplung; B’: Glasfaserkabel fiir die Ubertragung des Anregungslasers;
C: Netzteil fiir den Laser; D: Spektrometer; E: CCD-Kamera; F: Glas-

faserkabel fiir die Ubertragung des Raman-Signals.

Mikroskopmodul mit dem eigentlichen Mikroskopgrundkérper (A), ange-
bautem Licht- und Windschutz (B), Mikromanipulator (C), WeiBlicht-
quelle (WL), Faserkopplung zur Verwendung der Fasersonde (D) und
Anschluss fiir den Laserinput (E).
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3 Material und Methoden

Abb. 3.5: Stoffmanschette zur Abdeckung der Offnung fiir den Mikromanipulator
im Licht- und Windschutz des Mikroskopmoduls.

Abb. 3.6: Strahlengang von Anregungslaser und Signal im Mikroskop.
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3.1 Spektroskopische Untersuchungen

der Winkel des Notchfilters zum Laserstrahl ist durch einen Spacer (C) festzulegen.
Der Laser wird am Notchfilter reflektiert und gelangt in Richtung D iiber weitere
optische Elemente zur Probe (hier nicht gezeigt). Das inelastisch gestreute Licht ge-
langt iiber den selben Strahlengang zuriick und kann den Notchfilter passieren. Bei
E passiert der Strahl eine einstellbare Irisblende, wodurch auch konfokale Messun-
gen moglich sind. Bei F wird das Signal in ein zweites Glasfaserkabel eingekoppelt
und zum Spektrometer {ibertragen.

Bei Verwendung der Glasfasersonde wird der Anregungslaser vom Glasfaserka-
bel (Abb. 3.7, (A)) durch einen aufgeschraubten Kollimator (B) parallelisiert und
anschlieBend durch ein Mikroskopobjektiv in die Sondenfaser eingekoppelt (C). Ei-
ne eingehende Beschreibung der Glasfasersonde und der Einkopplung des Lasers in
dieselbe erfolgt in Abschnitt 3.2.

Die Positionierung der Sondenspitze auf der Probe erfolgt mit Hilfe eines Leica
Mikromanipulators L. Die in Abb. 3.8 gezeigte Fotographie wurde der Ubersicht
wegen ohne Lichtschutz aufgenommen.

Fiir die Module wurde ein Wagen konstruiert, der eine problemlose Bewegung
des Geréts auch in unebenem Gelande erlaubt, und nahezu alle Komponenten des
Aufbaus fiir den Transport aufnehmen kann.

Die Abb. 3.9 zeigt den Wagen in verschiedenen Konfigurationen. In Bild A ist der
Wagen in seiner ,, Nutzungs“-Konfiguration zu sehen. Das Mikroskopmodul sitzt da-
bei auf dem oberen Rahmen des Wagens und wird durch 4 Fliigelmuttern fixiert. Im
unteren Teil des Wagens finden das Spektrometermodul, der Computer und die ge-
samte Elektronik Platz. Der Wagen erlaubt durch seine dicke Gummibereifung auch
ein Fahren in unbefestigtem Gelédnde, wie etwa Schotterwegen oder Wiesen. Bei der
Konstruktion des Wagens wurde bewusst auf eine Lenkbarkeit der Rédder verzichtet.
Hierdurch kann die Gefahr minimiert werden, dass sich ein gelenktes Rad in einer
Bodenunebenheit verfangen und den Wagen zum Umstiirzen bringen konnte. Bild
B zeigt den Wagen im Transport-Zustand. Hierfiir wird die untere Ebene des Wa-

gens entladen und die Sicherung des Mikroskopmoduls gelost. Dieses kann dann auf
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3 Material und Methoden

Abb. 3.7: Anordnung zur Einkopplung des Anregungslasers vom Glasfaserkabel
in die Glasfaser der Fasersonde. A: Glasfaserkabel; B: Kollimator; C:

Fasereinkopplung.

Abb. 3.8: Mikromanipulator mit Glasfasersonde.

34



3.1 Spektroskopische Untersuchungen

die untere Ebene des Wagens gesetzt werden, bevor der Tragrahmen des Wagens
zusammengeschoben wird. Auf diese Weise wird das Verlademafl des Wagens um
etwa 50 % verringert und das Mikroskopmodul ist durch die umgebende Rahmen-
konstruktion wihrend des Transports vor Stoflen geschiitzt. Mit dem verringerten
Verladema$ ist es nun moglich, sémtliche fiir den Betrieb der transportablen Appa-

ratur notwendigen Komponenten in einem VW Golf IV (Bild C) zu transportieren.

Abb. 3.9: Transportwagen fiir die mobile Apparatur. A: Wagen mit Modulen; B:
Wagen mit Mikroskopmodul in Transportkonfiguration; C: Wagen ver-

laden in einem VW Golf IV.

Abb. 3.10: Mobile Raman-Apparatur bei leichtem Nieselregen im Botanischen

Garten der Universitat Wiirzburg aus verschiedenen Perspektiven.

Um eine universelle Einsatzfahigkeit des mobilen Gerétes zu erméglichen, wur-
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de bei der Auswahl der Komponenten darauf geachtet, dass die Stromaufnahme
moglichst gering ist. Daher ist auch ein netzunabhéngiger Betrieb méglich, bei dem
die Stromversorgung durch ein kleines Diesel- oder Benzin-betriebenes Generator-
aggregat sichergestellt werden kann. In Abb. 3.10 ist ein Foto des Aufbaus zu sehen,
das bei leichtem Nieselregen im Botanischen Garten der Universitiat Wiirzburg auf-
genommen wurde. Das fiir die Stromversorgung verwendete Aggregat ist im rechten
Bild zu erkennen.

Der gesamte Aufbau ist aufgrund seiner Bauweise verhéaltnisméflig unempfindlich
gegen Witterungseinfliisse, solange die elektronischen Komponenten vor direktem
Regen geschiitzt sind.

Der im Bild sichtbare Tisch wurde zur Ablage von Bildschirm, Tastatur und Maus
verwendet. Auflerdem wurden auf ihm die Probenpréaparationen durchgefiihrt. Diese
Trennung zwischen Mikroskopmodul und Préparationsarbeitsplatz hat den Vorteil,
dass das Mikroskop wéhrend der Messungen nicht durch Vibrationen beeinflusst
wird, die durch Prédparationsarbeiten oder Eingaben mit Tastatur oder Maus ent-

stehen konnen.

3.2 Glasfasersonde

Zur Untersuchung kleiner und empfindlicher Strukturen bei hoher Ortsauflosung
wurde eine Glasfasersonde entwickelt und erprobt.

Abb. 3.11 zeigt schematisch die Position der Sondenspitze an der Probe unter
dem Mikroskop. Zur Messung der Raman-Spektren mit der Glasfasersonde wird
der Anregungslaser in die Glasfaser eingekoppelt und die Sondenspitze mit einem
mechanischen Mikromanipulator (Leica) auf der Probe positioniert. Zur Anregung
von Raman-Streulicht wurde die 514,5 nm Laserlinie eines Spectra Physics model
2016 Argon-lonen-Lasers verwendet. Das von der Probe gestreute Licht wird durch
ein Mikroskopobjektiv (Olympus LMPlanF1 50x) gesammelt und zum Spektrome-

ter geleitet. Durch einen Notchfilter wird dabei das elastische Streulicht des Lasers
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Spektrometer
CCD
elastisch
gestreutes Raman gestreutes Licht
Licht
O

f\r;rjgungs;aser /Faserspitze
514,5 nm

Probe

Abb. 3.11: Schematische Darstellung des Meflsetups. O: Mikroskopobjektiv; NF:
Notchfilter

unterdriickt.
In den folgenden Abschnitten wird zunéchst die Herstellung der Sondenspitze
durch Atzung und die Funktionalisierung der Spitze beschrieben. Danach wird die

Einbindung der Glasfasersonde in das Labram-Setup erlautert.

3.2.1 Herstellung der Sondenspitze durch Atzen der Glas-

faser

Zur Herstellung der Glasfaserspitzen werden die Fasern mit Flusiure geétzt, wo-
bei vor dem Atzvorgang das Kunstoffjacket nicht vom Faserende entfernt wird. Die
Methode des tube etching [60] und die dafiir notige Halterung wurden nach der Vor-
schrift von Stockle et al. iibernommen und wurden in dieser Form bereits angewandt.
Eine genaue Beschreibung ist in der Literatur zu finden. [136]

Zur Herstellung der Fasersonde wurden Alcatel Single-mode-Fasern mit einem
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3 Material und Methoden

Kerndurchmesser von 9 pm und einem Cladding-Durchmesser von 125 pm, sowie

einem Auflendurchmesser des Kunststoffjackets von 250 pum verwendet.

Es wurden ebenfalls Alcatel Multi-mode-Fasern mit einem Kerndurchmesser von
50 pm und einem Cladding-Durchmesser von 125 pm, sowie einem Auflendurchmes-
ser des Kunststoffjackets von 250 pum getestet, jedoch haben sich diese als ungeeig-
net erwiesen. Beim Atzen der Glasfaser wird das Material des Kerns stiirker von
der FluBsdure angegriffen als das Cladding, wodurch es nicht zu der gewiinschten

Ausbildung einer Faserspitze kommt.

Um die SERS-aktive Metall-Schicht auf die Glasfaserspitzen aufzubringen, wur-
den drei verschiedene Methoden verwendet und in ihren Anwendungsméglichkeiten

getestet.

3.2.2 Vakuum-Bedampfung

Ein Teil der gedtzten Glasfaserspitzen wurde in einer Vakuum-Bedampfungsanlage
(Edwards Aufdampfanlage 610) mit Silber bzw. Gold bedampft. Die Bedampfung
wurde am Institut fiir Physik (Universitit Wiirzburg) durchgefiihrt. Hierfiir werden
die Glasfasern in ihren Halterungen in einer Vakuumkammer iiber einem beheizbaren
Wolframschiffchen positioniert, das mit Silber bzw. Gold bestiickt wird und als Me-
talldampfquelle dient. Anschlieend wird die Kammer evakuiert und der Heizstrom
angeschaltet. Uber einen parallel zur Probe angebrachten Schwingquartzsensor kann
sowohl die Aufdampfrate als auch die gesamte aufgebracht Schichtdicke kontrolliert
werden. Die so auf die Fasern aufgedampfte Silber-Schicht hat nach den Messun-
gen mit dem Sensor eine Dicke von 40-80 nm. Allerdings muss davon ausgegangen
werden, dass die tatsichliche auf den Fasern aufgebrachte Schichtdicke von diesen
Werten abweicht, da die Fasern senkrecht zur Silber-Quelle hdngen, und damit dem

Silber-Dampf nur wenig Fliche bieten.
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3.2.3 Nasschemische Beschichtung

Fiir einige Glasfasern wurde versucht, eine SERS-aktive Silber-Beschichtung zu
schaffen, indem aus einer Silbernitrat-Losung durch Reduktion mit Natriumcitrat ein
Silber-Kolloid hergestellt wird. Die Faserspitzen wurden hierzu in die Silbernitrat-
Losung gehéngt. Die Vorschrift entspricht dabei den Anweisungen von Lee und Mei-
sel [56] zur Herstellung eines Silber-Kolloids, jedoch wurde nicht geriihrt, um die

Faserspitzen nicht zu beschiadigen.

3.2.4 Funktionalisierung der Glasfaseroberfliche

Fiir einen anderen Teil der Glasfasern wurde vor der Beschichtung mit Silber die
Glasoberfliche mit 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) funktionalisiert, um
eine bessere Haftung des Silbers auf der Glasfaserspitze zu erreichen. [134,145]

Um sicherzustellen, dass auf den Faserspitzen vor der Funktionalisierung keine
Reste des Kunststoffjackets mehr haften, wird die Oberfliche durch einstiindiges
Einhéngen in konzentrierte Schwefelsdure mit gelostem Kaliumpermanganat (Mi-
schungsverhéltnis: 10 mg KMnO,4 auf 100 ml HySO4) nochmals gereinigt. Bei der
Handhabung dieser Losung ist besondere Vorsicht angebracht, da sie nicht nur stark
dtzend, sondern auch stark oxidierend wirkt und bei Kontakt mit organischen Stof-
fen explosiv reagieren kann. Anschliefend werden die Faserspitzen mit destilliertem
Wasser und schliellich mit Methanol gespiilt.

Die so vorbereiteten Faserenden werden fiir 24 Stunden in eine 1:4 v/v Losung
von APTMS in Methanol eingehéngt. Danach wird iiberschiissiges Silan durch Wa-
schen mit Methanol entfernt und die Fasern werden fiir 24 Stunden an der Luft
ausgehértet.

Auf die funktionalisierte Oberfliche wird die Silber-Schicht entweder durch Ad-
sorption aus einem wissrigen Kolloid, welches nach der Vorschrift von Lee und
Meisel [56] hergestellt wurde, oder, wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben, durch Be-

dampfung mit Silber im Vakuum aufgebracht. Die bessere Haftung des Silbers auf
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der funktionalisierten Oberflache beruht dabei darauf, dass die Aminogruppe des

Silans und das aufgebrachte Silber eine Bindung eingehen.

3.2.5 Einkopplung des Lasers in die Glasfaser

Zur Einkopplung des Anregungslasers in die Sondenglasfaser wird ein Faser-
Positionierer Modell 9131 (New Focus; Abb. 3.12) mit einem Zeiss MFluar 10x bzw
einem Olympus ULWD 20x Mikroskopobjektiv verwendet. Der Laser wird durch das
Mikroskopobjektiv auf das Ende der Glasfaser fokussiert. Die Justage erfolgt durch
Translation und Verkippung der Faser, bis das Faserende genau mit dem Laserfo-
kus zusammenfillt. Eine Kontrolle erfolgt durch Messung der Leistung am anderen

Faserende.

Abb. 3.12: Fotographie des Faserkopplers.

Abb. 3.13: Kupplung (splice) zur ,,justagearmen® Ubertragung von Licht von einer

Glasfaser zur nachsten.
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3.2.6 Fasersplicing

Um bei Benutzung der Fasersonde eine schnelle Austauschbarkeit der Sondenspit-
ze zu erreichen, wird ein single mode fiber to fiber splice von Thorlabs verwendet
(Abb.3.13).

Dieser dient dazu, das Laserlicht von einem Faserstiick zum néchsten zu iibertra-
gen. Dazu werden an den beiden zu verbindenden Enden der Glasfasern zunéchst
die Jackets entfernt und eine saubere Endfliche geschaffen. Die so erzeugten Glas-
faserenden werden dann vorsichtig in die Kupplung eingefiihrt, die aus einer Kunst-
stofffiihrung und einer Glaskapillare besteht, die mit einem index matching gel gefiillt
ist. Die Endfldchen der Glasfasern werden in der Kapillare in Kontakt gebracht, wo-
bei das Gel dafiir sorgt, dass die Verluste durch Brechung méglichst klein bleiben.
Die Position der Glasfaser in der Kapillare kann dabei {iber das Sichtfenster kon-

trolliert werden.

3.3 Optische Gradientenfalle

Zum Fangen bzw. zur Stabilisierung von Mikropartikeln oder Mikroorganismen in
Losungen wurde eine optische Gradientenfalle (optische Pinzette) am Labram rea-
lisiert. Die hierfiir notwendigen Modifikationen am Standard-Aufbau des Labram
werden im folgenden beschrieben.

Die Implementierung der Gradientenfalle am Labram-System von Jobin—Yvon
wurde mit einem Nd:YAG-Laser (MBB medilas, 1064 nm, ca. 50 mW auf der Probe)
als Fallenlaser realisiert. Die Raman-Spektren, die im sichtbaren Spektralbereich
aufgenommen werden, werden durch den Fallenlaser nicht beeinflusst. Zusétzlich
wird bei dieser Wellenlénge die Anregung von Fluoreszenz seitens des Fallenlasers
vermieden.

Zur Fokussierung der Laser wurden Olympus ULWD 80x, LMPlanF1 50x bzw.

100x Mikroskopobjektive und ein Zeiss C-Apochromat 40x Wasserimmersions-
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objektiv verwendet.

Fiir die Realisierung der optischen Gradientenfalle im Labram wurden zwei un-
terschiedliche Losungswege erarbeitet, die im Folgenden vorgestellt werden sollen.
In beiden Fillen muss dafiir Sorge getragen werden, dass der Fokus des Fallenlasers

und der des Anregungslasers an der gleichen Position sind.

3.3.1 Ein—Mikroskopobjektiv-Anordnung

Das Setup und der Strahlengang fiir die Implementierung der Gradientenfalle in das
Labram-System sind in Abb. 3.14 dargestellt. Der Fallenlaser wird in &hnlicher Weise
wie der Anregungslaser durch einen fiir das sichtbare Licht transparenten IR-Spiegel
in den Strahlengang eingekoppelt. Der IR-Spiegel ist auf einer beweglichen Platte
(OPT) montiert, um ihn aus dem Strahlengang entfernen zu kénnen, wenn er nicht
benétigt wird. Das von der Probe gestreute Licht wird durch das Mikroskopobjektiv
gesammelt. Der IR-Spiegel reflektiert den Fallenlaser, ldsst aber den Anregungslaser
und das Raman-Streulicht passieren.

Die Position des Fallenlaserfokus beziiglich des Fokus des Anregungslasers kann
durch Verkippung der beiden IR-Spiegel Mg beeinflusst werden. In Abb. 3.15 ist
die Anordnung der optischen Elemente dargestellt, wie sie in den Strahlengang des
Anregungslasers (D) eingebracht werden, um beide Laserstrahlen kolinear justieren
zu kénnen. Der Notchfilter (C) soll zum einen den Strahlversatz des Anregungslasers,
der durch den IR-Spiegel (B) verursacht wird, ausgleichen, als auch die anderen
optischen Elemente des Labram vor einer Beschiddigung durch den Fallenlaser (A)

schiitzen.

3.3.2 Zwei—Mikroskopobjektiv-Anordnung

Eine weitere Moglichkeit zur Verwirklichung der optischen Pinzette mit dem
Labram-System soll in diesem Abschnitt vorgestellt werden. Hier wird der Fallen-

laser von unterhalb der Objekttischebene eingekoppelt (Abb. 3.16). Fiir dieses Setup
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Abb. 3.14: Aufbau der Gradientenfalle: N Fj: Notchfilter-System zur Einkopp-
lung des Anregungslasers; M: Spiegel; W L o: WeiBlichtquellen; BS; o:
Strahlteiler; Fallenlaser: Nd:YAG-Laser (1064 nm); N F5: Notchfilter
zum Ausfiltern des Fallenlasers und zur Korrektur des Strahlengangs;

M;g: TR-Spiegel; O: Mikroskopobjektiv; P: Probe.

Abb. 3.15: Fotographie der zur Fallenimplementierung notwendigen optischen Ele-
mente. A: Fallenlaser (rot); B: IR-Spiegel; C: Notchfilter zum Ausfiltern
des Fallenlasers und zur Korrektur des Strahlengangs; D: Anregungs-

laser (griin).
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Abb. 3.16: Experimentelles Setup der Gradientenfalle mit inversem Aufbau: An-
regungslaser (514.5 nm oder 633 nm); NF;: Notchfilter-System zur
Einkopplung des Anregungslasers; M;: Spiegel; WLy: Weifllichtquelle;
BS; 2 Strahlteiler; O: Mikroskopobjektiv; S: Probe; O: Mikroskop-

objektiv fiir den Fallenlaser.

Abb. 3.17: Fotographie des inversen Fallen-Setups. Die rote Linie reprasentiert den

Strahlengang des Fallenlasers.
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3.3 Optische Gradientenfalle

ist es notwendig, den Kondensor unterhalb des Objekttisches auszubauen und durch
einen Spiegel und ein zusétzliches Mikroskopobjektiv fiir den Fallenlaser zu erset-
zen. Durch den inversen Aufbau der Falle tragen nicht nur die durch den Fallenlaser
erzeugten Gradientenkrifte dazu bei, das gefangene Partikel gegen die Schwerkraft
in der Schwebe zu halten, sondern auch der Strahlungsdruck. Damit ist es moglich,
auch groflere und schwerere Partikel zu fangen. Allerdings sind mit diesem Aufbau
auch Nachteile verbunden. So wird durch den Ersatz des Kondensors durch das zwei-
te Mikroskopobjektiv und die damit verbundene schlechtere Ausleuchtung der Probe
die visuelle Erfassbarkeit durch die TV-Kamera sehr schlecht. Die Uberpriifung, ob
man das gewiinschte Partikel fangen konnte, wird dann sehr schwierig.

Die Fotographie in Abb. 3.17 zeigt den realisierten Aufbau. Die rote Linie be-

schreibt den Strahlengang des Fallenlasers.

3.3.3 Optische Gradientenfalle fiir Metallpartikel

Um mit der optischen Gradientenfalle Metall- bzw. reflektierende Partikel oder Par-
tikel mit einem relativen Brechungsindex m < 1 fangen zu kénnen, sind Anpassungen
am Aufbau nétig. Wie bereits in Abschnitt 2.3.2 beschrieben, benétigt man zum Fan-
gen eines derartigen Mikropartikels ein lokales Minimum in der Laserintensitéit, wie
es beispielsweise durch eine TEM,-Mode erzeugt werden kann. Eine derartige Mode
wird simuliert, indem man den Fallenlaser schnell um ein Zentrum rotieren lésst, in
dem die Metallpartikel gefangen werden sollen. Hierzu wird der Strahlengang des
Fallenlasers auf einer kreisformigen Bahn gefiihrt, so dass er das zu fangende Par-
tikel ,,umkreisen” kann. Dies kann man erreichen, indem man den Laser mit Hilfe
eines Piezo-gesteuerten Spiegels periodisch und phasenverschoben in zwei Raum-
richtungen auslenkt. In der schematischen Darstellung des Aufbaus (Abb. 3.14) ist
dies durch die beiden Doppelpfeile am ersten Spiegel des IR-Laser-Strahlengangs
angedeutet. Selbstverstandlich ist es aber auch moglich, diese Option bei dem in

Abb. 3.16 beschriebenen Aufbau einzusetzen. Zur Auslenkung des Spiegels wurde
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3 Material und Methoden

ein Spindler & Hoyer Torque-Drive TD3-200 und ein Piezo-Spiegelversteller PS-5
verwendet. Die Elektronik zur Erzeugung des Eingangssignals fiir die Steuerung

wurde in der Elektronikwerkstatt des Instituts entwickelt und gebaut.

3.4 Kombination von Glasfasersonde und opti-

scher Gradientenfalle

Fiir die Kombination der Glasfasersonde mit der optischen Gradientenfalle musste
der Aufbau fiir die Glasfasersonde angepasst werden. Das fiir die optische Gradi-
entenfalle verwendete Wasserimmersionsobjektiv bedingt durch seinen sehr kleinen
Arbeitsabstand von nur 0,22 mm und seinem im Verhéltnis zu anderen Mikroskop-
objektiven groflen Durchmesser, dass die Glasfasersonde waagrecht an den Fokus
der optischen Gradientenfalle herangefiithrt werden muss. Auflerdem muss die Sonde
gleichzeitig in die Suspension gefiihrt werden, in der das zu untersuchende Partikel
vorliegt und gefangen werden soll.

Hierzu wurde der in Abb. 3.18 gezeigte Aufbau verwendet. Fiir die Messung wird
ein Tropfen (20 pl) der Probensuspension auf einen Objekttriager gebracht, an drei
Seiten mit einem Wulst aus Schlifffett umgeben und mit einem Deckglas abgedeckt.
Der Objekttrager wird dann so auf den Mikroskoptisch positioniert, dass die Glasfa-
sersonde mit dem Mikromanipulator durch die offene Seite der improvisierten Kiivet-
te in den Suspensionstropfen eingefithrt werden kann.

Die Spitze der Glasfasersonde wird dann in die Suspension eingefithrt und so
justiert, dass die Spitze am Rand des Abbildungsbereich des Mikroskopobjektivs
erscheint. Dabei ist es wichtig, dass die Glasfasersonde nicht in den Fokus des Fal-
lenlasers gelangt, da es sonst durch lokale Absorption und Erhitzung an der Ober-
fliche der Sonde zur Bildung von Dampfblasen kommen kann, die es unmoglich
machen wiirden, in diesem Bildausschnitt weiter zu arbeiten. Anschlieend wird das

zu untersuchende Partikel mit dem Fallenlaser gefangen und die Glasfaserspitze vor-
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Abb. 3.18: Schematische Darstellung des Aufbaus zur Messung an der mit der op-
tischen Gradientenfalle kombinierten Glasfasersonde. M: Spiegel; Mg:
IR-Spiegel zur Ein- und Auskopplung des Fallenlasers; NF5: Notchfilter
zum Ausfiltern des Fallenlasers und zur Korrektur des Strahlengangs;

O: Mikroskopobjektiv; P: Probenkiivette; WL: Weifllichtquelle.

sichtig mit dem Mikromanipulator an das gefangene Objekt herangefiihrt. Abb. 3.19
zeigt eine Fotographie der raumlichen Anordnung der Komponenten, aus der schnell
deutlich wird, dass sémtliche Komponenten auf engstem Raum zusammen gebracht
werden miissen und daher eine unachtsame Justage dazu fithren kann, dass die Glas-

fasersonde abbricht.

3.5 Oberflichencharakterisierung

3.5.1 Raster-Elektronen-Mikroskopie (REM)

Fiir die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wird ein Zeiss DSM 940 Raster-
elektronenmikroskop (REM) verwendet. Die Messungen wurden am Lehrstuhl fiir

Funktionswerkstoffe der Medizin und der Zahnheilkunde (Universitit Wirzburg)
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Abb. 3.19: Fotographie des verwendeten Aufbaus zur Kombination von Glasfaser-
sonde und optischer Gradientenfalle (oben) und Detailausschnitt (un-

ten).
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3.5 Oberflachencharakterisierung

durchgefiihrt. Etwa ein Zentimeter der Glasfasersondenspitze wird fiir die Aufnahme
abgebrochen und mit Leitcarbon auf einen Probenteller aufgebracht. Die Aufnah-
men werden durch einen Thermodrucker und durch Belichtung eines Kleinbildfilms

ausgegeben.

Zur Oberflaichencharakterisierung der Silber-beschichteten Mikropartikeln
(Conduct—O-Fil) wird eine kleine Menge der Mikropartikel auf einen Probenteller

aufgebracht. Eine weitergehende Préparation war nicht notwendig.

3.5.2 Kraftfeldmikroskopie (AFM)

Zur Untersuchung der Oberflachenmorphologie Silber-beschichteter Mikropartikel
wurden Kraftfeld-mikroskopische Messungen (AFM) durchgefiihrt. Die Messungen
wurden an einem ThermoMicroscopes-AFM "Autoprobe CP-Research” am Lehrstuhl
fir Funktionswerkstoffe der Medizin und der Zahnheilkunde (Universitiat Wiirz-
burg) durchgefiihrt. Das AFM-Gerit ist mit 'Contact Ultralevers ULCT-AUMT-B’-
Cantilevern ausgeriistet und wurde im Kontakt-Modus betrieben. Als Mess-Software
und fiir die Bildverarbeitung wurde 'ProScan 1.6 beta’ und 'Image Processing 2.0’

von ThermoMicroscopes eingesetzt.

Die Mikropartikel, die in trockenem Zustand als sehr feines Pulver vorliegen, wer-
den fiir die AFM-Messung wie folgt prapariert. Auf einem magnetischen Metall-
pléttchen fiir den Probenhalter des AFM-Geréts wird ein diinner Film eines klaren,
pigmentfreien Nagellacks als Kleber aufgebracht. Uber den angetrockneteten, aber
noch nicht ganz trockenen Film wird das zu untersuchende Pulver geblasen, so dass
einige der Mikropartikel haften bleiben. Danach wird der Nagellack getrocknet und
die Messung durchgefiihrt.
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3.6 Probenpriparation

In diesem Abschnitt wird beschrieben, wie die einzelnen Proben préipariert wurden.

Auflerdem wird Bezug genommen auf die Herkunft der gekauften Materialien.

3.6.1 Metall-beschichtete Mikropartikel

Als SERS-Substrat und zum Testen der optischen Gradientenfalle wurden Silber-
beschichtete Glas-Mikrokugeln mit der Markenbezeichnung Conduct-O-Fil® verwen-
det. Diese wurden von der PQ Corp. (Philadelphia, USA) bezogen und ohne weitere

Vorbehandlung verwendet.

3.6.2 Testsubstanzen

Fiir erste Messungen mit der Gradientenfalle und der Fasersonde wurden folgende
Testsubstanzen verwendet:

Zur Uberpriifung, ob die Gradientenfalle mit dem gegebenen Setup arbeitet, wer-
den Polystyrolkugeln verwendet, die von Aldrich in wissriger Suspension bezogen
wurden und deren Durchmesser bei 11 pum liegt. Die Suspension wird dafiir verdiinnt
und die Verdiinnung auf einen Objekttrager aufgetropft. Der Tropfen wird mit einem
Ring aus Silikonfett umgeben und mit einem Deckglas abgedeckt.

Zum Testen der Fasersonde werden verdiinnte Losungen von Kristallviolett in
Wasser verwendet. Das Kristallviolett wurde von Riedel-de Haén bezogen. Es wur-
den jeweils Losungen mit Verdiinnungen bis zu 107> M hergestellt und bis zur Ver-

wendung lichtgeschiitzt gelagert.

3.6.3 Pflanzen

Im Rahmen der Tests der Fasersonde und des mobilen Gerétes wurden Messungen
an Minzen sowohl mit der Fasersonde an beiden Spektrometern, als auch mit dem

Mikro-Raman-Setup am mobilen Gerédt durchgefiihrt.
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3.6 Probenpréparation

Bei der untersuchten Pflanzen handelt es sich um verschiedene Minzen. Die Pflan-
zenproben stammen von Freilandbeeten des Botanischen Gartens der Universitét
Wiirzburg und wurden bis zur Verwendung in Wasser gestellt. Fiir die Messungen
werden mit einem Skalpell Querschnitte von etwa 0,5 mm Dicke aus den Sténgeln
prapariert.

Die Schnitte werden auf einen Objekttriger prapariert und mit einem Ring aus
Silikonfett umgeben. Diese ,, Messzelle* wird mit Wasser aufgefiillt, um ein Austrock-
nen und damit eine Verformung der Schnitte wihrend der Messungen zu vermeiden.
Anschlieflend wird die Probe noch mit einem Deckglas abgedeckt, um Verzerrungen
durch ein gewolbte Wasseroberfliche und Verdunstung des Wassers zu vermeiden.

Fiir SERS-Messungen mit dem Mikro-Raman-Setup werden die Querschnitte fiir
zehn Minuten in Silber-Kolloid (Herstellung nach der Vorschrift von Lee und Meisel
[56]) gelegt und dann, wie oben beschrieben, auf einen Objekttriager priapariert.

Fiir die Messungen mit der Fasersonde wird ein offenes Kunststoffgefafl verwendet,
das eine groflere Menge Wasser aufnehmen kann, damit optische Verzerrungen durch

die am Rand gewo6lbte Oberfliche nicht die Messungen beeinflussen.

3.6.4 Mikroorganismen

Die untersuchten biologischen Proben wurden vom DSMZ (Deutsche Sammelstelle
fiir Mikroorganismen und Zellkulturen) bezogen. Die benutzten Zelllinien waren das
Bakterium Micrococcus luteus (DSM 348) und die Hefe Rhodotorula mucilaginosa
(DSM 70403). Die Mikroorganismen wurden auf Merck Standard I-Ndhrboden bei
30 (M. luteus) bzw. 25 °C (R. mucilaginosa) geziichtet.

Fiir Messungen mit der Gradientenfalle wird mit einer Ose eine Kolonie der Mikro-
organismen von der Nihrplatte abgehoben und in Wasser vereinzelt. Anschliefend
wird ein Tropfen der so hergestellten Zellsuspension auf einen Objekttrager gebracht,
mit Silikonfett umgeben und mit einem Deckglas abgedeckt.

Fiir Messungen mit der Fasersonde wird ein Ausstrich auf einem Objekttriger
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erzeugt, indem mit einer Ose eine Kolonie der Mikroorganismen von der Nihrplatte
abgehoben und auf der Glasfliche verstrichen wird.
Fiir Vergleichsmessungen wurde eine geséttigte ethanolische Losung von 3-Carotin

(Fluka) verwendet.

3.6.5 Erythrocyten

Fiir die Experimente mit Erythrocyten (RBC; red blood cell) wurde ein Tropfen
Blut aus der Fingerkuppe eines gesunden freiwilligen Spenders 1:1000 mit einer
isotonischen Kochsalzlésung (0,9 %) verdiinnt.

Fiir die Herstellung deoxygenierter RBC wurde eine 1:100 Verdiinnung von RBC
in isotonischer Kochsalzlosung mit einer ebenfalls isotonischen Losung von Natrium-
Dithionit (NagS20y, 26,8 g/1) versetzt.

Zur Carboxylierung der RBC wurde fiir fiinf Minuten Kohlenmonoxid durch die
1:1000-Verdiinnung geleitet, um eine Séttigung der Suspension zu erreichen.

Fiir die Messung des Einflusses von Cyanid-Ionen auf die RBC wurde die 1:1000-
Verdiinnung mit der gleichen Menge an isotonischer Kaliumcyanid-Losung (10,0 g/1)
versetzt.

20 pl der verdiinnten Losungen wurden jeweils auf einen Objekttréager aufgetropft.
Der Tropfen wurde mit Silikonfett umgeben und mit einem Deckglas abgedeckt. Fiir
die Messungen wurden keine Blutproben verwendet, deren Entnahmezeitpunkt aus

dem Korper langer als 30 Minuten vor der Messung lag.
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In diesem Kapitel werden die Ergebnisse, die bei den durchgefiihrten
Ezxperimenten erhalten wurden, prisentiert. Der erste Abschnitt widmet
sich dabei der Fasersonde. Es wird zundchst eine Oberflichencharakteri-
sierung der Faserspitze durchgefiihrt und Testmessungen mit Kristallvio-
lettlosungen bewertet. Anschlieffend wird die Sonde an biologischen Pro-
ben getestet, wobei das dtherische Ol einer Minze und einer Kumquat un-
tersucht wird. Auflerdem werden Experimente zur Detektion von Pflan-
zenschutzmitteln auf Weinstocken beschrieben. Der zweite groffe Bereich
dieses Kapitels befasst sich mit den Resultaten zu den Ezxperimenten
mit der optischen Gradientenfalle. Es werden zuerst Testmessungen mit
Polystyrol-Mikrokugeln beschrieben, bevor zu biologischen Partikeln tiber-
gegangen wird. Hier werden dann Messungen an unterschiedlich behan-
delten Erythrocyten und an einzelnen Hefezellen diskutiert. Schliefslich
werden noch FErgebnisse vorgestellt, die mit gefangenen Metallpartikeln
als SERS-Substrat erhalten wurden. Im letzten Abschnitt wird anhand
von Messungen an Mikrokokken und Erythrocyten die Funktionalitdt der
Kombination von Fasersonde und optischer Pinzette in einem Raman-

Spektrometer verdeutlicht.
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4.1 Messungen mit der Fasersonde

Die Verwendung der Glasfasersonde erméglicht ein minimal-invasives Arbeiten mit
hoher raumlicher Auflosung bei gleichzeitig sehr niedriger Laserleistung. Die von
uns nach der Methode von Stockle et al. [60] hergestellten Sonden haben einen
Durchmesser an der Spitze, der im Submikron-Bereich (0.2-1 pm) liegt. In den
folgenden Abschnitten wird die Fasersonde charakterisiert und es werden die ersten

Experimente vorgestellt, die mit der Sonde durchgefiithrt wurden.

4.1.1 Oberflichencharakterisierung der Fasersonde durch

Rasterelektronenmikroskopie

Die Glasfasersonden wurden in einem Rasterelektronenmikroskop (REM) beziiglich
ihrer Oberflaichenbeschaffenheit untersucht. Da fiir das Auftreten eines SERS-
Vertiarkungseffektes eine raue Oberfliche des SERS-Substrates Voraussetzung ist
[146], ist es notwendig, dass die Oberflichen der Faserspitzen nicht glatt sind. Die
Bilder in Abb. 4.1, insbesondere die Ausschnittsvergrosserung in Bild B, lassen
erkennen, dass bei den beschichteten Glasfasersonden Oberflichenrauigkeiten im
Submikrometerbereich auftreten. Somit sollte ein SERS-Verstarkungseffekt moglich
sein. Selbstverstandlich ist es nicht méglich, mit dem REM Oberflichenrauigkeiten
im atomaren MaBstab aufzulosen, jedoch ist davon auszugehen, dass bei den sichtba-
ren Oberflichenstrukturen geniigend entsprechende Strukturelemente im atomaren

Mafstab auftreten.

4.1.2 Evaluierung der Fasersonde durch Messungen mit
Kristallviolett
Als Testsubstanz zur Charakterisierung der Eigenschaften der Glasfasersonde wur-

den wiassrige Losungen von Kristallviolett verwendet. Das Raman-Spektrum von

Kristallviolett ist bereits gut in der Literatur dokumentiert. Daher sollen hier nur
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Abb. 4.1: Oberflichencharakterisierung einer mit Silber bedampften Glasfaserspit-
ze. A: Ubersichtsbild des gesamten Spitzenkonus bei 200facher Vergrife-
rung; B: Spitze der Faser bei 2000facher Vergréferung.

kurz die intensivsten Banden zugeordnet werden (Abb. 4.2). [146-148]

Den beiden Signale bei 1614 und 1583 cm™! entsprechen verschiedenen C—C-
Streckschwingungen. Der Bande bei 1366 cm™! lisst sich die Streckschwingung
zwischen den Phenylresten und den Amino-Gruppen zuordnen. Den iibrigen drei
Signalen bei 1182, 907 und 805 cm ™! sind verschiedenen C-H-Deformationen in den
Phenylringen des Molekiilgeriists zuzuordnen. Eine Zusammenfassung dieser Zuord-

nung ist in Tab. 4.1 zu finden.

cl

Raman-Intensitat

\T L,

Wellenzahl / cm™
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T T T T T T
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Abb. 4.2: Strukturformel und ein exemplarisches Raman-Spektrum von Kristall-

violett.

55



4 Ergebnisse

Tab. 4.1: Zuordnung der wichtigsten Raman-Schwingungsbanden fiir Kristallvio-

lett in wéssriger Losung. (Zuordnung nach Angeloni et al. und Giquel et

al. [147,148))

Schwingungsbande zugeordnete Schwingung

1614 v(C-C)
1583 v(C-C)
1366 v(-N)
1169 §(C-H)
907 5(C-H)
805 §(C-H)

Da direkt an der Spitze der Sonde die hochste Laserleistung aus der Faser austritt,
kann davon ausgegangen werden, dass hier auch die hochsten Raman-Intensitéaten
erhalten werden koénnen. Diese Annahme wurde durch das folgende Experiment

verifiziert.

Eine mit Silber thermisch beschichtete Glasfasersonde wurde in eine
Kristallviolett-Losung (107> M) plaziert. Die Leistung des Anregungslasers an der
Faserspitze betrug 0,2 mW. Anschliefend wurde die Faserspitze entlang einer Linie
auf der Achse der Glasfaser abgescannt. Hierfiir wurde die in der Kristallviolett-
Losung befindliche Glasfasersonde durch einen elektronisch ansteuerbaren Mikro-
skoptisch unter dem Mikroskopobjektiv bewegt. Die Messpunkte lagen fiir die ein-

zelnen Messungen jeweils 0,5 pym voneinander entfernt.

In Abb. 4.3 sind drei Bilder zu sehen. Bei Bild A handelt es sich um eine Mi-
kroskopaufnahme der beschichteten Glasfaserspitze in der Kristallviolett-Losung.
Der rote Pfeil indiziert die Strecke, auf der im Abstand von 0,5 pm die einzelnen

Spektren aufgenommen wurden. Bild B zeigt in einem zweidimensionalen Plot die
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Abb. 4.3: Raman-Scan iiber die Faserspitze entlang der Achse der Glasfaser. Der
rote Pfeil in Bild A bezeichnet die abgescannte Strecke auf der Faserspit-
ze. In Bild B sind die einzelnen Spektren des Scans aneinandergereiht
dargestellt. Die an den mit den Pfeilen a und b bezeichneten Positionen

aufgezeichneten Spektren sind in Bild C nochmals gegeniibergestellt.
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Abb. 4.4: Raman-Scan iiber die Faserspitze quer zur Achse der Glasfaser. Der gelbe

Pfeil in Bild A bezeichnet die abgescannte Strecke iiber die Faserspitze.
In Bild B sind die einzelnen Spektren des Scans aneinandergereiht dar-
gestellt. Die an den mit den Pfeilen a und b bezeichneten Positionen

aufgezeichneten Spektren sind in Bild C nochmals gegeniibergestellt.
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Aneinanderreihung der gemessenen Spektren. Dabei bedeuten blaue und griine Far-
ben eine niedrige und gelbe und rote Farben dagegen eine hohe Signalintensitiit.
Der rote Pfeil, der an dem Spektrenplot entlang fiihrt, entspricht dem Pfeil aus Bild
A sowohl in der Position als auch in der Richtung. Daraus ist ersichtlich, dass die
Spektren, die auf dem Konus der Spitze aufgenommen wurden, eine relativ niedrige
Intensitédt aufweisen, wiahrend die Spektren, die aus dem unmittelbaren Bereich der
Sondenspitze stammen, deutlich intensiver sind. Dies wird nochmals in Bild C der
Abb. 4.3 verdeutlicht, in dem zwei exemplarische Spektren aus den Scans einan-
der gegeniibergestellt sind. Die relative Position der Spektren im Scan wird durch
die beiden senkrechten weilen Pfeile in Bild B bezeichnet. Spektrum a, das direkt
auf der Faserspitze aufgenommen wurde zeigt eine deutlich hohere Intensitdt und
ein besseres Signal/Rausch-Verhiltnis als Spektrum b, welches auf dem Spitzenko-
nus aufgenommen wurde. Die Qualitdt dieser beiden Spektren ist verhdltnismaBig
schlecht. Dies lasst sich durch die sehr niedrige Anregungslaserleistung in Kombi-
nation mit einer kurzen Integrationszeit begriinden. Ein weiterer negativer Einfluss
ist moglicherweise, dass der Fokus nicht genau iiber der Achse der Glasfaser gefiihrt
wurde. Dieses Problem ist jedoch nicht ohne Weiteres zu beheben, da die Glasfaser
zum einen in der Kiivette nicht so gut fixiert werden kann wie am Mikromanipulator,
der fiir Messungen an biologischen Gewebe eingesetzt wird. Zum anderen kann es bei
der Ansteuerung des Mikroskoptisches durch die Messsoftware zu einem Versatz des
Tisches kommen, so dass der Fokus des Mikroskops nicht mehr exakt auf der Achse
der Faser entlanggefiihrt wird, sondern parallel dazu. Trotzdem ist die Abhingigkeit
der Qualitdat der Spektren von der Position des Messpunktes entlang der Faserachse
deutlich zu erkennen.

In einem weiteren Experiment wurde die Faser mit dem selben Aufbau entlang
einer Linie quer zur Faserachse abgescannt. Bild A in Abb. 4.4 ist eine Mikroskop-
aufnahme der Faserspitze und Bild B zeigt die Aneinanderreihung der einzelnen
gemessenen Spektren. Der gelbe Pfeil gibt die Position und die Abfolge der Mess-

punkte an. In Bild C sind wiederum zwei exemplarische Spektren aus dem Scan (a
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und b, senkrechte weifle Pfeile) gegeniibergestellt. Aus diesen Messungen wird die
hohe Ortsauflosung, die mit der Fasersonde erreicht werden kann, noch deutlicher.
Die Messpunkte, die auf oder sehr nahe an der Glasfaserspitze liegen, zeigen in den
Spektren hohe Intensititen, wobei die maximale Intensitit direkt auf der Achse der
Faser erhalten wird. Spektren, die in groflerer Entfernung zur Faser aufgenommen
wurden, zeigen dagegen kaum Intensitdt. Dies wird nochmals durch den Vergleich
der beiden Spektren a und b in Bild C deutlich, wobei Spektrum a direkt auf der
Faser aufgenommen wurde und Spektrum b mit einem gewissen Abstand von der
Faserachse.

Das Experiment wurde bestétigt, indem eine chemisch beschichtete Sondenspitze
unter sonst identischen Bedingungen in einem zweidimensionalen Mapping abge-
scannt wurde (Abb. 4.6). Die Messpunkte fiir die einzelnen Messungen lagen sowohl
in horizontaler als auch in vertikaler Richtung ebenfalls 0,5 ym voneinander entfernt.
Fiir jeden Messpunkt wurde ein komplettes Spektrum aufgenommen (Laserleistung
auf der Probe: 0,2 mW, Integrationszeit: 10 s, Gesamtzeit: 2,5 h). Aus den Spektren
wurde der Bereich von 1600 bis 1630 cm™! ausgewéhlt (Markierung in Abb. 4.5).

Anhand der in Abb. 4.5 markierten Wellenzahl-Bereiche wird iiber die in der Mi-
kroskopaufnahme markierte Flidche durch die Labspec-Software ein zweidimensio-
nales Intensitétsprofil erstellt. Diese Intensitétsprofile zeigen, dass der Hauptbeitrag
zu der Spektrenintensitit aus dem unmittelbaren Bereich der Sondenspitze kommt
(Abb. 4.6).

Die bis hier beschriebenen Methoden zur Faserpraparation weisen bestimmte Vor-
und Nachteile auf. Die mit Metall bedampften Glasfaserspitzen zeichnen sich durch
eine gute Reproduzierbarkeit aus. Sie eignen sich insbesondere zur Untersuchung
von dtherischen Olen in Pflanzen, wie in den Abschnitten 4.1.3 und 4.1.4 beschrie-
ben. Ein Nachteil dieser Préaparationsmethode ist allerdings die schlechte mechani-
sche Belastbarkeit der Metallbeschichtung, was einen Einsatz der Faser in dichteren
Gewebetypen verhindert, da es durch den Abrieb zu elektrochemischen Prozessen

in der Zelle kommen kann. Bei den nasschemisch hergestellten Fasern kommt zu
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4.1 Messungen mit der Fasersonde

dem Abriebproblem auflerdem noch die sehr schlechte Reproduzierbarkeit hinzu.
Allerdings eignen sich diese Fasern durch ihre besonders raue Silber-Oberfliche als
Verstarkungssubstrat fiir die Raman-Spektroskopie. Um die genannten Nachteile zu
umgehen, ohne die Vorteile zu verlieren, wurde eine weitere Praparationsmethode

getestet.
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Abb. 4.5: Bild einer Silber-beschichteten Glasfaserspitze. In dem durch den weiflen
Kasten bezeichneten Bereich wurde ein Raman-Mapping durchgefiihrt.
Die unten dargestellten Spektren A, B und C wurden von den im Bild

bezeichneten Stellen aus dem Raman-Mapping extrahiert.
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Abb. 4.6: Die Bilder a, b und c¢ zeigen Falschfarben-Intensitétsprofile, die anhand

der in Abb. 4.5 entsprechend bezeichneten Banden erstellt wurden.
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4.1 Messungen mit der Fasersonde

Bei dieser Methode wird eine Glasfaser mit chemisch funktionalisierter Oberfliche
verwendet. Bei der Adsorption von Silber-Kolloid auf der mit einem Aminosilan
funktionalisierten Oberfliche wurde allerdings die Beobachtung gemacht, dass das
Einbringen der funktionalisierten Faserspitzen in das Kolloid zu einer Fallung der
nicht adsorbierten Silber-Partikel fiihrt. Bedingt hierdurch ist es notwendig, fiir je-
den Ansatz zu beschichtender Fasern eine frische Menge Silber-Kolloid zu verwen-
den, um konstante Bedingungen zu gewéhrleisten. Die beschichteten Fasern werden
anschlieflend bis zur Verwendung in destilliertem Wasser aufbewahrt.

Fiir die Untersuchung der Fasern wurde die beschichtete Spitze ebenfalls in eine
Kristallviolett-Losung (1075 M) positioniert. In die Faser wurde ein 514,5 nm-Laser
eingekoppelt (Leistung an der Faserspitze: 0,2 mW). Anschlieffend wurden an eini-
gen reprasentativen Positionen (siehe Abb. 4.6) der Faserspitze Raman-Messungen
durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Messungen entsprechen den der vorhergehenden
Evaluierungsexperimenten und sind daher nicht nochmals dargestellt. Damit konn-
te eine Faser zur Verfiigung gestellt werden, die den Vorteil einer guten raumlichen
Auflésung an der Faserspitze und einer besseren mechanischen Belastbarkeit vereint.

Wie in den oben dargestellten Ergebnisse zu sehen ist, wird die Hauptintensitét
der gewahlten Raman-Banden im vordersten Bereich der Spitze erhalten. Die hin-
teren Bereiche auf der Glasfaser und die Bereiche neben der Glasfaser zeigen kaum
Signalintensitdt. Damit konnte verdeutlicht werden, dass mit der Glasfaserspitze
eine hohe Ortsauflésung erhalten werden kann, da die Beitrédge der anderen Berei-
che, abseits der Sondenspitze, nur in sehr geringem Mafl zum Spektrum beitragen.
Zusétzlich wird das den Messpunkt umgebende Probenmaterial vor einer iiberméfi-
gen Belastung durch den Anregungslaser geschiitzt, da der Laser erst im Bereich
der Faserspitze, die direkt an den Messpunkt positioniert wird, austritt und mit
der Probe wechselwirkt. Ein dritter Vorteil der Fasersonde ist, dass die Probe nicht
komplett mit dem SERS-aktiven Substrat kontaminiert wird, sondern die SERS-
aktive Silber-Schicht nur auf der Faserspitze vorhanden ist, und somit auch nur dort

mit der Probe in Beriithrung kommen kann. Hierdurch kann die Moglichkeit, dass es

63



4 Ergebnisse

an der Oberflache des Schwermetalls zu elektrochemischen Abbaureaktionen in der

Probe kommen kann, minimiert werden.

4.1.3 Messungen an einer Minze

Nach den Evaluierungsexperimenten wurde die Sonde an Minzpflanzen und Mikro-
organismen getestet. Fiir die Messungen an der Minze wurde eine Bergamott-Minze
verwendet. Bei den Minzen wird das #therische Ol in sogenannten Driisenschuppen
produziert und gespeichert. Diese Driisenschuppen haben einen Durchmesser von
etwa 60 um und sitzen auf der Auflenseite der Pflanze.

Fiir die Experimente wurde ein Querschnitt des Stédngels der Minzpflanze herge-
stellt. Die Dichte an Driisenschuppen ist zwar auf den Bléttern der Pflanze hoher,
allerdings sind die Driisenschuppen auf der Stédngelaussenseite leichter fiir die Sonde
zuganglich. Die Fasersonde wurde unter dem Mikroskop mit Hilfe eines Mikromani-
pulators so platziert, dass die Spitze der Sonde mit der Cuticula der Driisenschuppe
in Kontakt kommt (Bild in Abb. 4.7). Gleichzeitig muss der Kontaktpunkt sich im
Fokus des Mikroskopobjektivs befinden, das zum Sammeln des Streulichts verwendet
wird.

Abb. 4.7 zeigt zwei Spektren vom dtherischen Ol einer Bergamott-Minze (Mentha
X piperita L. nm. citrata). [137] Spektrum B wurde mit einem herkémmlichen Mikro-
Raman-Setup bei einer Laserleistung von 60 mW auf der Probe aufgenommen, wo-
bei der Stangelquerschnitt vorher in aktiviertes Silber-Kolloid eingelegt worden ist.
Spektrum A wurde dagegen mit Hilfe der Silber-beschichteten Glasfasersonde auf-
genommen. Die Anregungslaserleistung betrug hier nur 1,2 mW an der Faserspitze.
Die iibrigen Randbedingungen waren fiir beide Spektren gleich. Fiir die Darstellung
wurden die Spektren Basislinien-korrigiert.

Man kann sehr gut erkennen, dass die Qualitdt der Spektren vergleichbar ist,
obwohl fiir das Spektrum, das mit der Fasersonde erstellt wurde, eine Laserleistung

benutzt wurde, die um mehr als eine Gréflenordnung niedriger ist, als die des Mikro-
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Abb. 4.7: Vergleich von SER-Spektren einer Bergamott-Minze mit verschiedenen
Messmethoden: A: Glasfasersonde, 1,2 mW Laserleistung; das Bild zeigt
die Glasfasersonde an der Driisenschuppe (bei stark abgeschwéchtem
Laser); B: Mikro-Raman-Setup, Silber-Kolloid, 60 mW Laserleistung.

Die mit * markierten Banden stammen von 3-Carotin.
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Raman-Setups. Die beiden durch * markierten Banden in der Abbildung bezeichnen

die C—-C-Einfach- und die C=C-Doppelbindungsschwingung von (3-Carotin.

[-Carotin ist zwar im dtherischen Ol der Minze nicht enthalten, aber es ist ein
Bestandteil von Mikroalgen, die auf der Oberfliche der Pflanzen siedeln. Diese Ban-
den sind im Kolloid-Spektrum nicht zu sehen. Dies ldsst den Schluss zu, dass diese
Mikroalgen durch das Silber-Kolloid zerstort werden, wiahrend dies bei Verwendung
der Sonde nicht der Fall ist. Die Sonde ist also wesentlich schonender in Bezug auf

eine Verfilschung der Probensubstanz als das Silber-Kolloid.

Es wurde ebenfalls getestet, ob auch mit dem mobilen Gerdt Messungen mit der
Fasersonde moglich sind. Dabei konnte ein Spektrum von einer Krauseminze (M.
spicata ssp. crispata) erhalten werden, bei dem die Leistung des Anregungslasers
nochmals deutlich gesenkt werden konnte. Fiir die Aufnahme des Spektrums wurde
eine Leistung des Anregungslasers (532 nm) von nur zwei Mikrowatt an der Son-
denspitze gemessen. Die Integrationszeit betrug 300 s. Das Spektrum ist in Abb. 4.8
dargestellt. Trotz der Leistungsminderung des Lasers um einen Faktor von 600 und

eines stdrkeren Grundrauschens sind die Merkmale des Spektrums gut zu erkennen.

Durch eine Senkung der notwendigen Laserleistung auf einen Wert, der sich nur
noch im Bereich von einigen Mikrowatt bewegt, sollte es moglich sein, auch emp-

findlichste Proben untersuchen zu konnen.

Da sich aufgrund der Komplexitédt der Zusammensetzung und den meist sehr ge-
ringen Anteilen der einzelnen Substanzen an der Gesamtmasse des étherischen Ols
eine genaue Zuordnung einzelner Banden zu bestimmten Signalen einzelner Kom-
ponenten recht schwierig gestaltet, sind fiir eine sichere Identifikation der Minz-Art
numerische Methoden notwendig. Das Thema der Identifikation einzelner Mentha-
Arten durch die Anwendung statistischer Methoden auf die Raman-Spektren wurde

in der Literatur ausfiihrlich behandelt. [149]
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Abb. 4.8: Spektrum vom étherischen Ol einer Krauseminze.

4.1.4 Messungen am itherischen Ol einer Kumquat-Frucht

Zusitzlich zu den Minzen wurden auch Spektren vom étherischen Ol einer Kumquat-
Frucht erstellt. Im Gegensatz zu den Minzen befindet sich das Ol bei Citrusfriichten
nicht in Driisenschuppen auflen auf der Frucht, sondern in sogenannten lysigenen

Olbehéltern, die sich direkt im Gewebe der Schale befinden. Auf diese Weise war es
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4 Ergebnisse

moglich, die Fasersonde auch in einem Gewebe zu testen.

In Abb. 4.9 (oben) ist eine Mikroskopaufnahme einer Fasersonde in einem lysi-
genen Olbehélter zu sehen. Die Aufnahme zeigt, wie die Fasersonde zum Erreichen
des dtherischen Ols in den aufgeschnittenen Olbehilter eindringen muss.

Abb. 4.9 (unten) sind die folgenden Spektren zu sehen: Spektrum A zeigt ein Spek-
trum, das mit der Fasersonde in dem lysigenen Olbehélter aufgenommen wurde. Im
Gegensatz zu den bisherigen Untersuchungen wurde fiir diese Messungen eine Gold-
beschichtete Glasfasersonde verwendet. Es wurde bei einer Anregungswellenléinge
von 514,5 nm mit einer Laserleistung von 0,2 mW und einer Integrationszeit von
60 min gearbeitet. Demgegeniiber wurde Spektrum B mit einem konventionellen
Mikro-Raman-Aufbau gemessen (Laserleistung: 12 mW, Integrationszeit: 100 s). Die
Hauptkomponente beider Spektren lasst sich dem Limonen zuordnen, das in Spek-
trum C dargestellt ist. Zusétzlich zu den Banden von Limonen sind in den Spektren
des dtherischen Ols auch noch die Signale von B-Carotin zu erkennen. Wihrend
Spektrum B sehr intensive #-Carotin-Banden zeigt, ist im Spektrum der Faserson-
de die Intensitdt von (-Carotin deutlich niedriger. Das Spektrum des (-Carotin ist
fiir die Untersuchung nicht relevant, da das Signal von der Schale und nicht vom
Ol selbst kommt. Daher ist die Untersuchung mit der Sonde vorteilhaft, da sie ein

besseres Spektrum der Olkomponenten liefert.

4.1.5 Messungen an Mikroorganismen

Fiir Messungen an Mikroorganismen wirkt sich die sehr geringe Laserleistung eben-
falls probenschonend aus. Dies konnte durch folgendes Experiment verifiziert werden:
Auf einem Objekttrager wurde ein Austrich von Rhodotorula mucilaginosa herge-
stellt. Hierbei handelt es sich um eine Hefe, die durch -Carotin rot gefarbt ist.
Die Fasersondenspitze wurde auf einige einzelne Hefezellen des Ausstrichs positio-
niert. [137] Das bei einer Laserleistung von 0,2 mW mit einer Integrationszeit von

20 s an der Faserspitze erhaltene Spektrum ist in Abb. 4.10A zu sehen. Der Versuch,
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Abb. 4.9: Oben: Mikroskopaufnahme einer Fasersonde in einem Olbehélter ei-
ner Kumquat-Schale; unten: Spektren vom &therischen Ol im lysigenen
Olbehilter mit der goldbeschichteten Fasersonde (A), Mikro-Raman (B),

Referenzspektrum von Limonen (C).

einen derartigen Ausstrich mit einem Mikro-Raman-Aufbau zu messen, fiihrte zu kei-
nem Ergebnis, da die Bakterien durch den Laser sofort zerstort wurden. Spektrum B

zeigt das Ergebnis einer Messung, die mit dem Mikro-Raman-Setup (Laserleistung;:
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Abb. 4.10: Spektren von R. mucilaginosa mit verschiedenen Messmethoden: A:
Spektrum einzelner Hefezellen, aufgenommen mit der Glasfasersonde;
B: Spektrum einer Multischicht von Hefezellen, aufgenommen von der
Néhrplatte mit einem Mikro-Raman-Setup; C: Referenzspektrum einer

ethanolischen (3-Carotin-Losung.
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B-Carotin

Abb. 4.11: Strukturformel von (-Carotin.

50 mW; Integrationszeit: 1 s) direkt von der Zuchtplatte durchgefiihrt wurde, auf
der die Zellen in Kolonien mit vielen Multilagen vorliegen. Auch dieser Messpunkt
war nach der Aufnahme des Spektrums sichtbar durch den Laser geschédigt. Spek-
trum C wurde aus einer ethanolischen Lésung von [-Carotin aufgenommen und
wurde hier zum Vergleich eingefiigt.

Die Membranen dieser Hefezellen sind mit S-Carotin (Struktur, siehe Abb. 4.11),
als Lichtschutzpigment, gefarbt. [150] Deutlich sind die Hauptbanden von
B-Carotin bei 1513, 1159 und 1009 cm~! zu erkennen. Diese sind der
symmetrischen C=C-Doppelbindungsstreckschwingung, der symmetrischen C-C—
Einfachbindungsstreckschwingung, bzw. der C-CHs—Streckschwingung des Mo-
lekiilgeriists zuzuordnen.

Die Verschiebung der Banden in der ethanolischen Lésung und den Spektren an
den Hefezellen resultiert dabei darauf, dass das #-Carotin im Mikroorganismus in die
zelluldre Matrix der Zellwand eingebettet ist. Obwohl das Signal /Rausch-Verhéltnis
bei Spektrum B besser ist als bei Spektrum A, koénnen doch alle relevanten Infor-
mationen aus Spektrum A entnommen werden. Insbesondere ist zu beachten, dass
die Leistung des Anregungslasers auf der Probe um den Faktor 250 niedriger war
als bei Spektrum B und eine wesentlich geringere Probenmenge fiir die Messung zur
Verfiigung stand.

Die Anwendung dieser Technik ist insbesondere dann interessant, wenn nur sehr
geringe Probenmengen zur Verfiigung stehen. Gerade bei der Identifizierung von Mi-

kroorganismen kénnte hierdurch ein Zeitgewinn erzielt werden, da es nicht notig ist,
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die Mikroben langwierig auf einem Néhrmedium zu ziichten. Zusétzlich zur niedri-
gen Laserleistung wird die Probe aulerdem auch dadurch geschont, dass der Laser
erst direkt am eigentlichen Messpunkt auf die Probe trifft und nicht das umgebende

Material passieren muss.

4.1.6 Detektion von Pflanzenschutzmittel-Riickstianden auf

Rebpflanzen

Eine weitere Herausforderung fiir spektroskopische Anwendungen ist der Nachweis
von Pflanzenschutzmittelriickstdnden auf den Pflanzen. In einer Zusammenarbeit
mit der Landesanstalt fir Wein- und Gartenbau (LWG) in Veitshochheim wurde
gepriift, ob es moglich ist, die Riickstdnde von Spritzmitteln auf den Blattern von
Wein-/Rebstocken zu detektieren.

Bei dem untersuchten Pestizid handelt es sich um Aktuan, ein im Weinbau unter
anderem gegen den Falschen Mehltau (Rebenperonospora, Plasmopora viticola) und
Grauschimmel (Botrytis cinerea) eingesetztes Fungizid, dessen wirksame Bestand-

teile aus den beiden Substanzen Cymoxanil und Dithianon (Abb. 4.12) bestehen.

o o0 o
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Cymoxanil Dithianon

Abb. 4.12: Strukturformeln von Cymoxanil und Dithianon.

Hierfiir wurden durch einen Mitarbeiter der Landesanstalt fiir Wein- und Garten-
bau (LWG) in Veitshochheim mehrere im Freiland stehende Pflanzen der Silvaner-

Rebe jeweils mit der Fungizid-Losung in einer anwendungsiiblichen Konzentration
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(0,125 % Aktuan in Wasser) bespriiht. Die Anteile der Wirkstoffe an der Formulie-
rung Aktuan betragen 100 mg/g Cymoxanil und 250 mg/g Dithianon. Nach einem
Tag wurden von den Pflanzen einige Bléatter als Proben genommen und im Labor
untersucht. Hierfiir wurden aus den Bléttern Streifen geschnitten und auf einen Ob-
jekttriger prapariert. Fiir die Messung wird mit dem Mikroskop auf den gewiinsch-
ten Messpunkt fokussiert und — im Fall der Messung mit der Glasfasersonde — mit
Hilfe des Mikromanipulators die Spitze der Fasersonde auf den zu messenden Punkt
gefahren.

Die Messungen wurden vergleichend durchgefiihrt, d. h. es wurden sowohl Messun-
gen mit einem Mikro-Raman-Setup als auch mit der SERS-Fasersonde durchgefiihrt
und gegeniibergestellt.

In Abb. 4.13 wird ein SERS-Spektrum einer Aktuan-Losung in Silber-Kolloid
(Spektrum A) mit den beiden Reinsubstanzen Dithianon (Spektrum B) und Cy-
moxanil (Spektrum C) verglichen. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit wurden alle
Spektren Basislinien-korrigiert. Auflerdem wurden die beiden Spektren der Rein-
substanzen jeweils mit einem Faktor 5 multipliziert, um den Vergleich mit dem
Spektrum der Pestizid-Formulierung zu erleichtern. Die Konzentration von Aktuan
in der Silber-Kolloidlssung betrug 10=* M (bezogen auf den Wirkstoff Dithianon),
wéhrend die beiden Reinsubstanzen in kristalliner Form spektroskopiert wurden. Der
Vergleich mit den Spektren der Reinsubstanzen Cymoxanil und Dithianon zeigt ei-
ne hinreichende Ubereinstimmung bestimmter Banden. Am auffilligsten sind jedoch
die Banden der C=N-Streckschwingungen bei 2217 und 2235 cm™!, die als Marker-
bande dienen kénnen, da in diesem Bereich sonst keine anderen Signale auftreten. Im
SERS-Spektrum der Aktuan-Losung ist allerdings nur ein verhéltnisméflig breites
Signal im Bereich 2214 cm™! zu finden. Dies lisst sich einerseits durch Wechselwir-
kungen mit den unbekannten Beimengungen in der Formulierung und andererseits
durch die anteilig niedrigere Konzentration des Wirkstoffs Cymoxanil erkldren. Die
Teile des Aktuan-Spektrums, die nicht durch die beiden Reinsubstanzspektren zu er-

klaren sind, sind wahrscheinlich ebenfalls durch die nicht bekannten Beimischungen
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der Pestizid-Formulierung erklérbar.

Bei der Untersuchung der Weinblatter mit dem Mikroskop fielen kleine Verfarbun-
gen auf der Oberfliche des Blattes auf, die sich bei néherer Betrachtung als mikro-
kristalline Partikel identifizieren lieen. Da es sich bei Aktuan um ein wasserdisper-
gierbares, regenfestes Priparat handelt [151], das teil-systemisch wirkt, wurden diese
Verfarbungen spektroskopisch néher untersucht.

In Abb. 4.14 sind die Spektren solcher Mikrokristallite, die mit der Glasfaserson-
de (A) bzw. mit dem Mikro-Raman-Setup (B) erstellt wurden, gegeniibergestellt.
Spektrum A wurde mit einer Integrationszeit von 300 s bei einer Laserleistung von

0,1 mW an der Faserspitze aufgenommen. Bei der Aufnahme des Mikro-Raman-
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Abb. 4.13: SERS-Spektrum von Aktuan in Losung (A) und den beiden Wirkstoffen
Dithianon (B) und Cymoxanil (C) als Reinsubstanzen. Die Spektren
von Cymoxanil und Dithianon wurden zur besseren Vergleichbarkeit

mit Faktor 5 multipliziert.
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Abb. 4.14: Spektren von Aktuan auf einem Weinblatt. A: Spektrum mit der Fa-

sersonde; B: Mikro-Raman-Spektrum.

Spektrums betrug die Integrationszeit 480 s und die Laserleistung musste durch Ab-
schwécher auf 50 uW gesenkt werden, da sonst die Struktur des Blattes geschéadigt
wurde und der Messpunkt durch Verformung des Blattes aus dem Fokus lief. Bei Ver-
wendung der Glasfasersonde traten derartige ,,Verbrennungen in weit geringerem
Ausmafl auf, obwohl in diesem speziellen Fall die Laserleistung an der Faserspitze
hoher war, als beim Mikro-Raman-Setup. Eine moégliche Erklarung fiir diesen Effekt
liegt in der unterschiedlichen Einstrahlrichtung des Anregungslasers. Wéhrend im
Mikro-Raman-Experiment der Laser senkrecht auf die Probe trifft und damit die
volle Laserleistung auf eine im Vergleich kleine Fléache konzentriert wird, wirkt der
Laser bei Verwendung der Fasersonde nur ,streifend“ auf die Blattoberfliache ein.
Bei etwa 2230 und 2216 cm™' sind die beiden Banden der C=N-

Streckschwingungen fiir die beiden Wirkstoffmolekiile zu erkennen. Ansonsten lésst
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sich allerdings nur das Signal bei 1661 cm™*

mit einer Bande im Spektrum von Di-
thianon in Ubereinstimmung bringen. Die Intensitétsverhiltnisse der beiden Cyanid-
Banden in den Spektren lasst vermuten, dass die Konzentration von Cymoxanil in
den gefundenen Mikrokristalliten hoher ist als in der Original-Formulierung. Des
Weiteren sind in Spektrum A der Abb. 4.14 bei 1522 und 1157 cm ™! die Hauptban-
den von (-Carotin zu erkennen, die in Spektrum B nicht erscheinen. Moglicherweise

ist dies ebenfalls auf die unterschiedliche Bestrahlungsrichtung bei der Anregung der

Probe zuriickzufiihren.

4.2 Optische Gradientenfalle (Optische Pinzette)

Zur Raman-spektroskopischen Untersuchung von Suspensionspartikeln oder Schwe-
beteilchen in der Luft ist es notwendig, diese in geeigneter Weise zu stabilisieren,
da es sonst auf Grund der Brown’schen Bewegung der Fliissigkeitsmolekiile nicht
moglich ist, den Anregungslaser fiir eine ausreichend lange Integrationszeit auf ein
Partikel zu fokussieren. Als geeignete Methode hierfiir hat sich die ,,Optische Gra-
dientenfalle“ bewéhrt. Im folgenden Abschnitt sollen die Ergebnisse, die mit der
Kombination der optischen Gradientenfalle und dem Labram-System erhalten wer-
den konnten, vorgestellt werden.

Mit dem in Abschnitt 3.3 vorgestellten Aufbau ist es moglich, Partikel mit einem
relativen Brechungsindex von m > 1 zu fangen und festzuhalten. Diese kénnen dann
durch Raman-Spektroskopie charakterisiert werden.

Um die Funktionalitdt der Gradientenfalle zu evaluieren, wurden verschiedene

Experimente mit biologischen und nicht-biologischen Proben durchgefiihrt.

4.2.1 Messungen an gefangenen Polystyrolkugeln

Zunéchst wurde die Falle mit in Wasser suspendierten Polystyrol-Mikrokugeln ge-

testet. Zur Fokussierung des Fallenlasers wurde ein Olympus ULWD 80x-Objektiv
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Abb. 4.15: Spektren von Polystyrol-Mikrokugeln in Wasser. A: Spektrum einer
sedimentierten Polystyrolkugel; B: Spektrum einer gefangenen und le-

vitierten Kugel.

mit einer Numerischen Apertur (NA) von 0,75 verwendet. Es zeigte sich jedoch
sehr schnell, dass es mit diesem Aufbau nur schlecht moglich war, Mikropartikel
dieser GroBle zu manipulieren, da sie durch ihr Eigengewicht und den Strahlungs-
druck des Fallenlasers sehr schnell aus der Suspension sedimentierten und an der
Kiivettenwand haften bleiben. Daher wurde ein Aufbau entwickelt, bei dem der
Strahlungsdruck des Fallenlasers der Schwerkraft entgegenwirken sollte. Hierzu muss
der Fallenlaser das zu fangende Partikel von unten treffen. Dies konnte mit dem in

Abb. 3.16 beschriebenen Aufbau realisiert werden.

Als Anregungslaser wurde die 514,5 nm-Linie des Argon-lonen-Lasers verwendet.
Die Leistung des Anregungslasers unter dem Mikroskop betrug 50 mW und die

Integrationszeit fiir die Spektren jeweils 60 Sekunden.
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4 Ergebnisse

Die wichtigsten Banden fiir Polystyrol lassen sich dabei wie folgt zuordnen [152]:
Die Bande bei 1608 cm™! entspricht der C=C-Streckschwingung in Aromaten und
das Signal bei 1037 cm™! einer in plane-Deformationsschwingung am Phenylsubsti-
tuenten. Das sehr starke Signal bei 1007 cm™! lisst sich der Ringatmungsschwingung
des Phenylrings und die Bande bei 626 cm ™! einer Ringdeformationsschwingung zu-
ordnen.

Spektrum A in Abb. 4.15 wurde zum Vergleich an einer sedimentierten Polystyrol-
Mikrokugel aufgenommen. Der Fallenlaser war fiir dieses Spektrum ausgeschaltet.
Spektrum B wurde von einer Kugel aufgenommen, die durch den IR-Fallenlaser
stabil gefangen wurde.

Man kann erkennen, dass zwar fiir das Spektrum der Polystyrolkugel unter Ver-
wendung der Gradientenfalle das Signal/Rausch-Verhéltnis etwas schlechter ist als
bei dem Spektrum, das bei ausgeschaltetem Fallenlaser aufgenommen wurde, al-
lerdings sind alle Banden zu erkennen. Auch kénnte das Signal /Rausch-Verhéltnis
durch eine ldngere Integrationszeit verbessert werden.

Das schlechtere Signal/Rausch-Verhiltnis ist moglicherweise darauf zuriick-
zufithren, dass das gefangene Mikropartikel nicht genau vom Anregungslaser getrof-
fen wird. Dies lie8 sich jedoch nicht vermeiden, da durch den Einsatz des zweiten
Mikroskopobjektivs fiir den Fallenlaser die Bildgebung des Mikroskops sehr schlecht
und eine Justage der beiden Strahlengéinge sehr schwierig war. Die prinzipielle Funk-

tionsfahigkeit des Fallenaufbaus war jedoch mit diesem Experiment erwiesen.

4.2.2 Messungen an gefangenen Erythrocyten

Seit etwa zehn Jahren finden immer mehr Anwendungen Beachtung, die sich mit der
Untersuchung von biologischen Zellen beschiiftigen, wie der letzte Absatz deutlich
macht. An diesen Zellen soll der Verlauf physiologischer Vorgénge, wie beispielswei-
se Infektionen, verfolgt werden. Besonders interessant sind dahingehend vor allem

Blutzellen und hier insbesondere Erythrocyten.

78
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Erythrocyten zeichnen sich durch eine Gréfle von etwa 8 um im Durchmesser
und 2 pm in der Dicke aus und besitzen eine bikonkave Form. Jeder Mikroliter Blut
eines Menschen enthélt im Schnitt etwa 5 x 10° rote Blutkérperchen, die fiir die Rot—
Féarbung des Blutes verantwortlich sind. Ein gesunder Erwachsener besitzt demnach
ungefiahr 25 Billionen Erythrocyten. [153,154]

Die Aufgabe der Erythrocyten besteht darin, Sauerstoff von den Lungen zu den
Organen und allen Teilen des Korpers zu transportieren. Gleichzeitig sind die roten
Blutkorperchen fiir den Transport des vom Organismus produzierten Kohlendioxids
zur Lunge verantwortlich, von wo es abgeatmet wird. Erythrocyten sind fiir alle
energetischen Prozesse im Korper essentiell. Jegliche Krankheit, die die Erythro-
cyten beeinflusst, kann daher moglicherweise tédlich sein. Derartige funktionellen
Einschrankungen der roten Blutkorperchen konnen vielféiltige Ursachen haben. Sie
konnen beispielsweise durch Vergiftungen (z. B. durch Cyanid oder Kohlenmonoxid)
oder durch Infektionen mit Viren, Bakterien oder Parasiten hervorgerufen werden.

Im Falle einer Vergiftung wird die Bindungsstelle fiir das Sauerstoff- bzw.
Kohlendioxid-Molekiil durch eine andere, giftige Substanz blockiert, die eine héhere
Affinitat zu der Bindungsstelle im Erythrocyten besitzt. Hierdurch wird der Sauer-
stofftransport von der Lunge zu den lebenswichtigen Organen blockiert und der
Organismus nimmt Schaden oder stirbt durch Sauerstoffmangel. Im Falle von Infek-
tionen mit Viren, Bakterien oder Parasiten wirken oftmals andere Mechanismen. In
diesen Fillen wird nicht die Bindungsstelle des Sauerstoff blockiert, sondern wich-
tige Strukturen in der Zelle geéindert. Allerdings sind die Mechanismen, wie Viren
mit Blutzellen interagieren, noch nicht vollstéindig aufgeklart. Auch der Infektions-
verlauf des Parasiten Plasmodium falciparum, des Auslosers der Malaria, ist nach
wie vor Subjekt intensiver Forschung. Detaillierte Kenntnisse iiber die Mechanis-
men von Infektionen sind daher ein unverzichtbarer Bestandteil der Entwicklung
von Medikamenten.

Erythrocyten wurden bereits intensiv mit Raman-spektroskopischen Methoden

untersucht. In den meisten Féllen wurden die roten Blutkoérperchen auf eine Poly-
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L-Lysin-Schicht sedimentiert und getrocknet. An diesen getrockneten Erythrocyten
wurden dann Mikro-Raman-, Resonanz-Raman- und Raman-Imaging-Experimente
durchgefiihrt. [155,156] Den Raman-Banden konnten die Schwingungsbanden der
Hém-Gruppe im Hdmoglobin zugeordnet werden. [157,158] Dabei wurde festgestellt,
dass der Spinzustand des zentralen Eisenatoms in der Him-Gruppe in Abhéngigkeit
von dem jeweils koordinierten Liganden gedndert werden kann und dies spektro-
skopisch verfolgbar ist. Durch Variation der Liganden kénnen Hédmoglobin-Spektren
erhalten werden, die besonders fiir medizinische Anwendungen interessant sind.
So wurden beispielsweise die Raman-Spektren von Oxy- und Deoxy-, sowie von
Carboxy- und Cyano-Hamoglobin présentiert. [155, 158-160] Weitere Experimente
wurden mit Erythrocyten durchgefiihrt, deren Zellwénde zerstort wurden. Hierfiir
wurden die Blutzellen entweder mit dem Erreger Plasmodium berghei infiziert oder
die Zerstorung der Zellwand wurde durch Zugabe eines Proteins ausgelost. [161-163]
Weiterhin konnten Zellschdden Raman-spektroskopisch verfolgt werden, die durch
die Zugabe von Wasserstoffperoxid, Lanthan, Kalzium, Gadolinium, Ytterbium
und durch photochemische Methoden ausgeldst wurden. [163-167] Um intakte von
,beschiadigten® Erythrocyten zu unterscheiden, wurden Blut gesunder Testperso-
nen mit dem von Personen verglichen, die einen Herzinfarkt oder eine Blutvergif-
tung erlitten hatten. [168] Die meisten dieser Experimente wurden allerdings nicht
an einzelnen Erythrocyten durchgefiihrt oder erforderten eine Trocknung bzw. die
Adsorption auf einem Triagersubstrat. Es ist daher nicht auszuschlielen, dass die
Experimente in gewisser Weise die Schwingungsbanden der untersuchten Spezies

beeinflussen.

Mit unserem Aufbau wurden Raman-Spektren von gefangenen Erythrocyten
(RBC) aufgenommen. Auflerdem wurden die Einfliisse verschiedener Chemikalien
auf die RBC Raman-spektroskopisch verfolgt. Die Ergebnisse dieser Experimente

werden im Folgenden préasentiert.
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4.2 Optische Gradientenfalle (Optische Pinzette)

Da die gemessenen biologischen Mikropartikel kleiner als die Polystyrolkugeln wa-
ren, war eine gute Bildgebung fiir die Justage des Aufbaus unerlésslich. Es musste
also eine Losung gefunden werden, mit der es moglich ist, geniigend hohe Gra-
dientenkrifte mit dem Fallenlaser zu erzeugen, um die zu fangenden Mikropartikel
stabil festhalten und gleichzeitig den Kondensor des Mikroskops benutzen zu kénnen
(Abb. 3.14). Dies konnte nur erreicht werden, indem ein Mikroskopobjektiv mit einer
grofleren Numerischen Apertur verwendet wird.

Im  Arbeitskreis  stand  hierfir = ein  Zeiss = C-Apochromat  40x-
Wasserimmersionsobjektiv zur Verfiigung, das mit einem Wert von 1,2 die
groffte Numerische Apertur aufwies, und gleichzeitig fiir den IR-Fallenlaser trans-
parent war. Leider war die Vergroflerung des Objektivs nur 40x, wodurch die
biologischen Proben in den Bildern teilweise nur schwer zu erkennen sind.

Erste Experimente an biologischen Proben wurden mit Erythrocyten (red blood
cell; RBC) aus einer frischen Blutprobe durchgefiihrt. Ein Bluttropfen wurde hierfiir
1:1000 mit einer isotonischen Kochsalzlosung verdiinnt. Als Probengefafl wurde ei-
ne improvisierte Kiivette verwendet, die aus einem Objekttrager, Silikonfett und
einem Deckglas hergestellt wurde. Dies war notwendig, da das verwendete Wasse-
rimmersionsobjektiv nur einen Arbeitsabstand von 0,22 mm hatte und daher grolere
Wandstéarken als die eines Deckglases fiir das Probengefafl ungeeignet waren. Diese
Methode hatte den zusétzlichen Vorteil, dass fiir jede Probe ein ,neues®, absolut
sauberes Probengefafl verwendet wurde. Die Messung erfolgte direkt im Anschluss
an die Probenpraparation. Als Anregungslaser wurde die 633 nm-Linie des He:Ne-
Lasers, bzw. die 514,5 nm-Linie (Abschnitt 4.3.2) des Argon-lonen-Lasers verwendet.

Fiir die Messung wurde zunéchst ein frei diffundierendes RBC gesucht und mit
dem Fallenlaser gefangen. Eine Kontrolle, ob die Zelle auch tatséchlich im Laserfokus
gefangen war, konnte optisch erfolgen, indem man die Diffusion der umgebenden
Zellen beziiglich des nun stationéren, ,gefangenen“ RBC betrachtete (Abb. 4.16).
Anschliefend wurde der Messlaser eingeschaltet und die Messung durchgefiihrt. Es

wurden jeweils Spektren bei einer Anregungswellenlidnge von 633 und 514,5 nm
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Abb. 4.16: Mikroskopaufnahme einer gefangenen RBC.

Raman Intensitat

T T T T T
1600 1400 1200 1000 800 600

<— Wellenzahl / cm™

Abb. 4.17: Spektren von einzelnen gefangenen RBC bei einer Anregungswel-
lenlénge von 633 nm (A) und 514,5 nm (B).
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aufgenommen. Die Messbedingungen fiir die dargestellten Spektren waren dabei
jeweils 1 mW bei einer Integrationszeit von 300 s. Die Spektren, die von den RBC

erhalten werden konnten, sind in Abb. 4.17 zu sehen.

Abb. 4.18: Protoporphyrin als Modellsubstanz fiir das Ham im Hamoglobin.

Die Bandenpositionen stimmen relativ gut mit denen iiberein, die Wood und
McNaughton [169] bei ihren Messungen an einzelnen auf eine Poly-L-Lysin-Schicht
sedimentierten RBC erhalten haben. Fiir die Zuordnung der Banden wird Bezug auf
die Arbeiten von Abe et al. sowie Hu et al. genommen, wobei als Modellsubstanz
fiir den roten Blutfarbstoff das Eisen-Protoporphyrin-IX verwendet wurde. [170,171]
Die Struktur dieser Substanz ist zum besseren Verstdndnis der Bandenzuordnun-
gen mit den entsprechenden Indizes an den relevanten Atomen in Abb. 4.18 darge-
stellt. Die Banden bei 1640, 1609 und 1588 cm™! koénnen verschiedenen asymme-
trischen Streckschwingungen zwischen dem C, der Pyrrol-Ringe und dem Briicken-
atom C,, zwischen den Ringen zugeordnet werden. Die Schulter bei 1622 cm™!
wird durch die Doppelbindungsstreckschwingungen in den Seitenketten verursacht.

Die schwache Bande bei 1429 cm™! ist der symmetrischen Streckschwingung von

C, und C,, zuzuordnen. Die Banden bei 1311 und 1254 cm™! gehoren zu den
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Tab. 4.2: Zuordnung der wichtigsten Raman-Schwingungsbanden fiir das mit der

optischen Gradientenfalle gefangene RBC bei verschiedenen Anregungs-

wellenlédngen (Zuordnung nach Wood et al. [169-171])

633 nm 514,5 nm

zugeordnete Schwingung

1640
1622
1609
1580
1567
1550

1399
1371

1342
1311
1254
1227
1174
1131
981
794
759
669

1641
1622
1606
1588

1554
1473
1428
1400

1360
1340
1306

1175
1128
984

755
677

Vas(CaCrm)
v(Co=GCy)
Vas(CaCrm)
Vas(CaCm)
v(CpCg)

v(CsCp)

-CHy (scissor)
vs(CoCrn)

v(pyr quarter-ring)

vs(pyr half-ring)

vs(pyr half-ring)
6(C,,H)

§(C,,H)

§(C,H)

Vas(pyr half-ring)
Vas(pyr half-ring)
das(pyr deform)
v(pyr breathing)
v(pyr breathing)
ds(pyr deform)
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C-H-Deformationsschwingungen der Briickenatome. Die Signale bei 1399, 1371,
1342, 1174 und 1131 cm™! werden durch verschiedene symmetrische und asymme-
trische Streckschwingungen der Pyrrol-Ringe verursacht und die Banden bei 794 und
759 cm gehoren zu den Pyrrol-Ringatmungsschwingungen. Eine Zusammenfassung
der Bandenzuordnung ist in Tab. 4.2 aufgelistet. Die Unterschiede in den Spek-
tren sind auf Resonanzeffekte durch die verschiedenen Anregungslaser-Wellenldngen
zuriickzufiihren. Dies ist besonders gut an den Banden bei 981, 1227 und 1254 cm ™!
zu erkennen, die hauptséchlich in Spektrum A erscheinen.

In einem weiteren Experiment wurde versucht, ob es mit der optischen Gradi-
entenfalle auch moglich ist, den Einfluss von Chemikalien auf die Erythrocyten zu
untersuchen. Hierzu wurde die verdiinnte Losung mit den RBC mit einer ebenfalls
isotonischen Loésung von Natrium-Dithionit versetzt, um dem RBC den Sauerstoff
zu entziehen. Anschliefend wurde die Messung wie oben beschrieben durchgefiihrt.
Als Anregungslaser diente hier die 514,5 nm-Linie des Argon-lonen-Lasers. Dieses
Experiment wurde ebenfalls bereits von Wood et al. [158,169] fiir RBC durchgefiihrt,
die sich aus der Verdiinnung auf einer Poly-L-Lysin-Schicht abgesetzt hatten.

Das Ergebnis dieser Messung ist in Abb. 4.19 dargestellt. Zum Vergleich wurde
auch das Spektrum der oxygenierten Spezies bei der gleichen Anregungswellenlénge
mit eingefiigt. Am auffilligsten sind wohl die Anderungen in der spin state mar-
ker band region von 1650-1500 cm~!. Die hier beobachtbaren Intensititsinderun-
gen werden durch eine Anderung des Spinzustandes des zentralen Eisenatoms in
der Ham-Gruppe verursacht. Das Fehlen der Bande bei 1640 cm™! ist durch das
Weiss-Modell zu erkldaren. [157,172] Nach diesem Modell beeinflusst der Ligand,
der an das Zentralatom gebunden ist, stark den Spinzustand dieses Atoms. Ein
koordiniertes Sauerstoffatom wiirde demnach Elektronendichte vom Eisenatom ab-
ziehen und das Eisen befiande sich in einem Low-spin—Zustand, ohne den koordinier-
ten Sauerstoff dagegen in einem High-spin—Zustand, da dann die Elektronendichte
am FEisen erhoht ist. Der Spinzustand hat jedoch Auswirkungen auf die raumliche

Struktur des Hamoglobins. Im High-spin—Zustand befindet sich das Eisenatom ca.

85



4 Ergebnisse

Raman Intensitat

T
1200

Wellenzahl / cm™

Abb. 4.19: Spektren von einem einzelnen gefangenem RBC bei einer Anregungs-
wellenléinge von 514,5 nm im oxygenierten (A) und deoxygenierten Zu-

stand (B).

0.4 A auBerhalb der Ebene des Porphyrinringes und der Porphyrinring ist somit
etwas gewolbt. Dadurch weist er eine idealisierte Cy,—Symmetrie auf. Im Low-spin—
Zustand ist der Porphyrinring ebener und das Hdmoglobin zeigt eine idealisierte
Cyp—Symmetrie. Dadurch, dass das Eisenatom im Low-spin—Zustand mehr in der
Ebene des Ringes liegt, kommt es zu Storungen der Schwingungen und der Anteil
der nicht-totalsymmetrischen Banden nimmt zu. Eine Zusammenfassung der Zuord-
nung der Signale ist in Tab. 4.3 aufgelistet.

Weiterhin wurde der Einfluss einer Sattigung der RBC-Suspension mit Koh-
lenmonoxid auf des Raman-Spektrum des gefangenen Blutkorperchens untersucht.
Hierfiir wurde ein Kohlenmonoxid-Strom durch die verdiinnte Blutsuspension gelei-
tet. Die Resultate dieses Experiments sind in Abb. 4.20 dargestellt.

Spektrum A wurde von einem unbehandelten, oxygenierten RBC aufgezeichnet.

86



4.2 Optische Gradientenfalle (Optische Pinzette)

Tab. 4.3: Zuordnung der Raman-Schwingungsbanden fiir das mit der optischen

Gradientenfalle gefangene RBC in oxygeniertem und in deoxygeniertem

Zustand. (Zuordnung nach Wood et al. [169-171])

oxygeniert deoxygeniert

zugeordnete Schwingung

1641

1622

1606 1607

1588 1585

1554 1551

1473 1472

1428 1427

1400 1394

1360 1358

1340 1338

1306 1305
1218

1175 1176

1128

984

755 753

677 679

Vas(CaCrm)
v(Co=GCy)
Vas(CaCn)
Vas(CaCin)
V(CsC)

-CH; (scissor)
Vs(CaC)

v(pyr quarter-ring)
vs(pyr half-ring)
vs(pyr half-ring)
5(C,,H)

§(C,H)

Vas(pyr half-ring)
Vas(pyr half-ring)
Oas(pyr deform)
v(pyr breathing)
ds(pyr deform)

Die Integrationszeit betrug 300 s und die Laserleistung 1 mW. Fiir Spektrum B

(carboxyliertes RBC) wurde eine Integrationszeit von 600 s und eine Laserleistung

von 0,25 mW gewéhlt. Um eine bessere direkte Vergleichbarkeit der Spektren zu er-

reichen, wurden die Intensitédtswerte fiir das Spektrum des oxygenierten RBC durch
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Abb. 4.20: Vergleich zwischen den Spektren eines oxygenierten (A) und eines car-
boxylierten (B) RBC.

den Faktor vier geteilt. Trotz der schlechteren Qualitdt des Spektrums ist gut zu
erkennen, dass im Vergleich zu Spektrum A im Bereich bis etwa 1320 cm™! kaum
Anderungen im Spektrum auftreten. Bedeutende Anderungen sind dagegen wieder-
um in der spin state marker band region von 1650-1500 cm™! festzustellen. Die
Bande der C,~C,,-Streckschwingung verschwindet und auch die Bande der Cz—Cg-
Streckschwingung verliert an Intensitit. Dies lasst auf jeden Fall schlielen, dass es
zu einer Verdrangung des Sauerstoffs von seiner Koordinationsstelle am Eisen durch
einen Kohlenmonoxid-Liganden gekommen sein muss.

Im Anschluss sollte noch gepriift werden, ob derartige Anderungen im Raman-
Spektrum von Erythrocyten auch durch Cyanid-Ionen hervorgerufen werden. Hierfiir
wurde die 633 nm-Linie des He:Ne-Lasers zur Anregung verwendet.

Abb. 4.21 zeigt die bei einer Anregungswellenldnge von 633 nm von der RBC-

Cyanid-Losung (Spektrum A) bzw. von der reinen Cyanid-Losung bei einer Laser-
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leistung von 1 mW und einer Integrationszeit von 300 s erhalten werden konnten.
Man kann erkennen, dass in Gegenwart der Cyanid-Losung eine sehr starke Fluo-
reszenz auftritt, die die Raman-Signale fast verdeckt. Dennoch sind einige Banden
des Erythrocyten-Spektrums zu erkennen. Daher wurde in Abb. 4.22 das Spektrum
eines oxygenierten RBC (A) dem Spektrum eines Cyanid-behandelten RBC (B)
gegeniibergestellt. Spektrum B wurde Basislinien-korrigiert, um eine vergleichbare
Darstellung zu erhalten.

Ebenso wie fiir das carboxylierte RBC, zeigen sich im Bereich bis 1500 cm™!
kaum Anderungen im Spektrum. Lediglich in der spin state marker band region
kommt es zu einer Verminderung der Intensitéit der Banden bei 1550 und 1609 cm™*

und die Maxima der Banden bei 1567 und 1640 cm™! (Spektrum A) verschieben

sich nach 1541 und 1646 cm™!. Daher ist auch hier davon auszugehen, dass das

A
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Abb. 4.21: Spektren eines RBC in einer Cyanid-haltigen Suspension (A) und der
Cyanid-Losung ohne RBC (B).
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Abb. 4.22: Vergleich zwischen den Spektren eines oxygenierten (A) und eines
Untergrund-korrigierten, Cyanid-behandelten RBC (B).

den Sauerstoff ersetzende Cyanid-Ion Einfluss nimmt auf den Spinzustand des im
Héamoglobin koordinierten Eisenatoms, wie es fiir einen starken Liganden wie Cyanid

auch zu erwarten ist.

Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe der optischen Gra-
dientenfalle eine Beobachtung von einzelnen Erythrocyten unter sehr schonenden Be-
dingungen moglich ist. Dabei sind Verdnderungen im Spin-Zustand in Abhéngigkeit
der an das zentrale Eisenatom des Hamoglobins koordinierten Liganden zu erkennen.
Durch die Trennung von Anregungs- und Fallenlaser ist es auflerdem moglich, im
Bedarfsfall schnell die Anregungslaserwellenldnge zu wechseln, ohne das gefangene

Partikel zu verlieren.
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4.2.3 Messungen an Rhodotorula mucilaginosa

Zusétzlich zu den Erythrocyten wurden Spektren von Rhodotorula mucilaginosa
aufgenommen. Hierbei handelt es sich um Hefezellen, die keine ideal-runde, sondern
eine ldngliche Form haben. Durch die Gradientenkréfte des Fallenlasers (50 mW)
werden aber auch die ldnglichen Zellen der Hefe in Richtung der Strahlachse der
Laser ausgerichtet und stabil gehalten. Dies hat den Vorteil, dass der Laserfokus,
der ebenfalls seine grofite Ausdehnung in Richtung der Strahlachse hat, in einem
groferen Bereich mit der Probe iiberlappt. Abb. 4.23 zeigt das Spektrum von der
Hefezelle, das bei einer Anregungswellenldnge von 514,5 nm aufgenommen wurde.
Die Integrationszeit betrug 120 s bei einer Anregungslaserleistung von 50 mW auf

der Probe. Messungen ohne den Einsatz der optischen Gradientenfalle erbrachten
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Abb. 4.23: Raman-Spektrum einer mit der Gradientenfalle gefangenen Hefezelle

(Rhodotorula mucilaginosa).
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4 Ergebnisse

dagegen keine verwertbaren Ergebnisse, da die Zellen nicht im Laserfokus des An-

regungslasers blieben.

4.2.4 Messungen mit gefangenen Metallpartikeln als SERS-
Substrat

Bei der Messung von biologischen Proben ist es hidufig wiinschenswert, die Vorteile
der SERS-Verstiarkung nutzen zu kénnen, ohne dass die Probe dabei irreversibel mit
einem beispielsweise kolloidalen SERS-Substrat kontaminiert wird. Deswegen wurde
neben der Silber-beschichteten Glasfasersonde eine weitere Moglichkeit entwickelt,
um ein SERS-aktives Substrat in kleinen kontrollierbaren Mengen in Zellsuspensio-
nen verwenden zu kénnen. Als SERS-Substrat dient Conduct-O-Fil®. Dabei handelt
es sich um Silber-beschichtete Glas-Mikrokugeln, die als Additiv zu Fiillstoffen oder
Lacken konzipiert sind, um diesen eine elektrische und/oder thermische Leitfahigkeit
zu verleihen. Eine ausfiihrliche Diskussion der SERS-Eigenschaften von Conduct-O-
Fil® wurde bereits an anderer Stelle ausfiihrlich diskutiert. [136]

In ersten Tests wurde die Implementierung der Falle in den Aufbau des Labram
gepriift, indem einfache Funktionstest durchgefithrt wurden. Abb. 4.24 zeigt drei

Mikroskopaufnahmen, die wiahrend dieser Experimente erstellt wurden. Bild A zeigt

Abb. 4.24: Mikroskopaufnahmen von der Metallpartikel-Falle in Funktion. A:
rotierender Laserstrahl auf einer reflektierenden Oberfliche; Silber-
beschichtete Glaskugel von rotierendem Laserstrahl gefangen, wird

durch die Suspension bewegt (Startpunkt B, Endpunkt C.)
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4.2 Optische Gradientenfalle (Optische Pinzette)

die Reflektion des Fallenlasers auf dem Objekttrager. Der zusétzlich eingezeichnete
Kreis und der dazugehorige Pfeil sollen die Bahn verdeutlichen, auf der der Fallen-
laser durch die Verkippung des Einkoppelspiegels gefiihrt wird. Die genaue Position
dieses Kreises im Gesamtbild kann ebenfalls iiber den Einkoppelspiegel erfolgen und
damit der Position des Anregungslasers angepasst werden. Bild B und C zeigen den
erfolgreichen Versuch, ein Silber-beschichtetes Mikropartikel zu fangen und gezielt
zu bewegen. In Bild B sieht man die Startposition des zu bewegenden Partikels. Der
Pfeil zeigt die Bewegungsrichtung an. Unter Bewegung ist dabei zu verstehen, dass
das gefangene Partikel durch den Fallenlaser stationér gehalten und die umgebende
Suspension mit Hilfe des Mikroskoptisches ,,darunter” in entgegengesetzter Richtung
bewegt wird. In Bild C ist schliellich zu erkennen, dass die das Partikel umgeben-
den Strukturen verschoben sind, das gefangene Partikel also relativ dazu entlang
des Pfeils verschoben wurde. Auf diese Weise ist es moglich, die SERS-aktiven Sub-
stratpartikel beispielsweise in einer Zellsuspension an den gewiinschten Messpunkt
zu positionieren, so dass man nicht darauf angewiesen ist, grofe Mengen an SERS-
aktivem Material zu der Probe zu geben, um zu erreichen, dass an einem geeigneten

Messpunkt auch SERS-Substrat vorliegt.

Oberflaichencharakterisierung der Silber-beschichteten Mikropartikel

durch Kraftfeldmikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie

Um, ebenso wie fiir die Glasfasersonde, sicherzustellen, dass die Oberflache ei-
ne gewisse Rauigkeit aufweist, wurde die Oberfliche der Glasmikrokugeln durch
Elektronen- (REM) und Kraftfeldmikroskopie (AFM) charakterisiert. Zum Vergleich
mit den Daten fiir die Oberfliche von Conduct-O-Fil® wurden aulerdem noch AFM-
Messungen fiir Glasmikrokugeln angefertigt, bei denen versucht wurde, selbst eine

Silber-Schicht auf die Glasoberfliche aufzubringen [136].

Die Partikel wurden zur Fixierung auf eine noch nicht ausgehértete Nagellack-

schicht prapariert. In Abb. 4.25 sind zunéchst die Ergebnisse von zwei Messungen
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4 Ergebnisse

dargestellt, die an den selbst beschichteten Glaskugeln durchgefithrt wurden. Das
linke Bild zeigt die Darstellung des Oberflichenprofils eines untersuchten Partikels
auf einer Fldche von zehn mal zehn Mikrometern. Das Ergebnis wurde als Falsch-
farbendarstellung aufgearbeitet, wobei hellere Farben einer grofleren Hohe im Profil
entsprechen. In der Darstellung ist das Hohenprofil einer einzelnen Glaskugel zu
sehen, die teilweise in die Nagellackoberfliche eingesunken ist. Fiir die Erstellung
des Hohenprofils im rechten Bild wurde die Auflésung des Geréts erhoht und so ein
Ausschnitt aus dem mittleren Bereich der Kugel aus dem Bild links mit einer Kan-
tenldnge von 0,5 pm untersucht. In dieser Messung wurde eine Oberflichenrauigkeit
festgestellt, bei der die grofiten Hohenunterschiede im Bereich von 10 nm liegen.
Experimente mit diesen Mikropartikeln zeigten auch, dass sie sich nicht oder nur
bedingt als SERS-Substrat eignen.

Die Untersuchungsergebnisse fiir die kommerziell hergestellten Conduct-O-Fil®-
Mikropartikel sind in Abb. 4.26 gezeigt. Die Préparation der Probe wurde in der
zuvor beschrieben Weise durchgefiihrt. Fiir das linke Bild wurde zunéchst eine Fléiche
mit der Kantenldnge 60 pym abgescannt. In der Darstellung sind zwei Mikropartikel
zu erkennen. Die dunklen ,Rinnen“ sind durch den Messmodus bedingt, der es
erlaubt, eine grofle Fliache schnell abzurastern, aber dafiir solche Artefakte erzeugt.
Das eine Partikel wurde fiir das rechte Bild wiederum mit einer hoheren Auflésung
iiber eine Fldche mit der Kantenldnge von einem Mikrometer abgerastert. Man kann
gut erkennen, dass fiir Conduct-O-Fil® die Oberfliche rauer ist, als bei den selbst
beschichteten Glaskugeln. Der Hohenunterschied im Profil liegt hier bei 35 nm.

Zusitzlich wurden fiir Conduct-O-Fil® auch Elektronenmikroskop-Aufnahmen er-
stellt. Diese sind in Abb. 4.27 dargestellt. Das linke Bild zeigt eine Anh&ufung der
Mikrokugeln und verdeutlicht, dass das Substrat keine monodisperse Groflenvertei-
lung hat, wodurch man in der Lage sein sollte, fiir verschiedene Anforderungen das
in der Grofe passende Mikropartikel zu finden. Die das Bild dominierende Kugel hat
einen Durchmesser von etwa 30 pym. Im rechten Bild wurde eine Ausschnittsvergrofie-

rung eines Bereichs dieser Kugel erstellt. Auch in diesem Bild ist, ebenso wie aus
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Abb. 4.27: REM-Bilder von Conduct-O-Fil®.
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Abb. 4.28:
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Mikroskopaufnahme eines gefangenen Silber-beschichteten Mikroparti-
kels in einer J-Carotin-Losung. Die Spektren wurden an den im Bild
bezeichneten Positionen aufgenommen: neben dem Partikel (A), zentral

auf dem Partikel (B) und am Rand des Partikels (C).
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4.2 Optische Gradientenfalle (Optische Pinzette)

der AFM-Untersuchung, zu erkennen, dass das Mikropartikel keine homogene und
glatte Oberfliche besitzt, sondern dass die Oberfliche unregelméfig strukturiert ist.
Dies bestétigt nochmals die Eignung dieser Silber-beschichteten Glas-Mikrokugeln
als SERS-Substrat.

Messungen von SER-Spektren an Conduct-O-Fil®-Partikeln in einer 3-

Carotin-Losung

Um den SERS-Effekt der Conduct-O-Fil®-Partikel zu iiberpriifen, wurde folgendes
Experiment durchgefiihrt: in einer ethanolischen (-Carotin-Losung wurden einige
Mikropartikel suspendiert und in eine Kiivette iiberfiihrt. Anschliefend wurde ein
Mikropartikel mit der optischen Gradientenfalle gefangen und mit dem Anregungs-
laser an verschiedenen Positionen bestrahlt. Als Anregungslaser wurde der He:Ne-
Laser bei einer Laserleistung von 1 mW eingesetzt. Die Integrationszeit betrug fiir

alle Spektren jeweils 60 s.

In Abb. 4.28 ist eine Mikroskopaufnahme des gefangenen Partikels in der [-
Carotin-Losung zu sehen. Die Buchstaben bezeichnen die Positionen, an denen die
einzelnen Spektren aufgenommen wurden, die in der Abbildung unten dargestellt
sind. Fiir Spektrum A wurde der Anregungslaser abseits des gefangenen Partikels in
die Losung fokussiert. Fiir die beiden anderen Messungen wurde der Anregungslaser
zentral auf das gefangene Partikel fokussiert (Spektrum B), bzw. auf den Rand des

Partikels gerichtet (Spektrum C).

Hier ist der Verstirkungseffekt des Silber-beschichteten Mikropartikels sehr gut zu
beobachten, da fiir alle drei Spektren die gleichen Messbedingungen gewéhlt wurden.
Wihrend Spektrum A nur eine sehr niedrige Intensitét aufweist, ist die Intensitét der
Banden in Spektrum B, das zentral auf der Kugel gemessen wurde, schon deutlich
hoher. Das beste Signal /Rausch-Verhéltnis wird allerdings fiir Spektrum C erreicht.
Moglicherweise ist dies darauf zuriickzufithren, dass der Laserfokus, der seine grofite

Ausdehnung in Richtung der Strahlachse hat, in einem grofleren Bereich mit der
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SERS-aktiven Silber-Schicht wechselwirkt.

Messungen an Rhodotorula mucilaginosa

Die Ergebnisse, die fiir die Messungen an den Mikropartikeln in der Losung erhalten
wurden, konnten auch durch Spektren an Mikroorganismen bestétigt werden. Hier-
zu wurde in eine Suspension von Rhodotorula mucilaginosa-Zellen in Wasser eine
geringe Menge von Conduct-O-Fil® gegeben. Unter dem Mikroskop wurde eines der
Mikropartikel mit Hilfe der optischen Gradientenfalle so an sedimentierte Hefezellen
positioniert, dass es moglich war, von der Kontaktstelle zwischen Hefezellen und

SERS-Substrat ein Spektrum aufzunehmen.

Abb. 4.29 zeigt drei Mikroskopaufnahmen von Positionen in diesen Zellsuspensio-
nen, an denen Spektren aufgenommen wurden. In Bild A wurde kein Conduct-O-Fil®
zur Suspension hinzugefiigt. Es sind nur die fadenférmigen Hefezellen zu erkennen.
In den Suspensionen, die in Bild B und C zu sehen sind, wurde SERS-Substrat zu-
gegeben. Zur Aufnahme der Spektren wurde mit der Anregungslaser in Bild A auf
eine der Hefen, in Bild B auf das Zentrum der Substratkugel und in Bild C auf den

Rand der Kugel fokussiert.

In Abb. 4.30 sind die Spektren, die von den drei verschiedenen Positionen aufge-
nommen wurden, zusammengefasst. Die Bezeichnungen korrespondieren dabei mit
denen der Bilder. Alle Spektren wurden bei einer Anregungslaserleistung von 5 mW
(514,5 nm) an der Probe und einer Integrationszeit von 30 s aufgenommen. Spek-
trum A zeigt nur eine sehr geringe Intensitit und es sind nur die drei intensivsten
Banden von [-Carotin zuzuordnen. Auch fiir Spektrum B, fiir das der Anregungs-
laser zentral auf das Silber-beschichtete Glaspartikel fokussiert worden ist, ist keine
Verbesserung der Signale zu beobachten. Wird dagegen, wie fiir Spektrum C gesche-
hen, an den Rand des SERS-aktiven Partikels fokussiert, so erhédlt man ein Spek-
trum, bei dem nicht nur die Hauptsignale deutlich verstérkt hervortreten, sondern

auch Strukturen aufgeldst werden, die eine wesentlich geringere Intensitét aufweisen,
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Abb. 4.29: Mikroskopaufnahmen von Zellsuspensionen ohne (Bild A) und mit
Conduct-O-Fil® (Bild B und C).
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. 4.30: Spektren von Rhodotorula mucilaginosa unter unterschiedlichen Bedin-

gungen. A: Spektrum ohne Conduct-O-Fil®; B: Spektrum mit Conduct-
O-Fil® (zentral fokussiert); C: Spektrum mit Conduct-O-Fil® (am
Rand fokussiert)
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wie etwa die Banden bei 1290 und 1196 cm™!. Diese beiden Schwingungen sind einer
In-plane-Deformationsschwingung sowie einer Ringvibration des ($-Carotin-Geriists
zuzuordnen.

Damit konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, kleine SERS-aktive Partikel in
einer Suspension zu manipulieren und einen Oberflichenverstirkungseffekt erhalten
zu konnen, ohne dass es notwendig ist, die Probe mit einem Kolloid zu kontaminie-

rern.

4.3 Kombination von Glasfasersonde und opti-

scher Gradientenfalle

In einer weiteren Versuchsanordnung sollte gepriift werden, ob es moglich ist, die
Glasfasersonde mit der optischen Gradientenfalle zu kombinieren. Mit einer derarti-
gen Messanordnung wére es moglich, besonders empfindliche Proben in Suspension
zu messen. AuBerdem wire es moglich, SERS-Messungen an den gefangenen Mi-
kropartikeln durchzufiihren, ohne die gesamte Suspension mit einem SERS-aktiven

Substrat kontaminieren zu miissen, da das kolloidale Silber durch die funktionalisier-

furm)y

10 ym

100

(um)

Abb. 4.31: Mikroskopaufnahme einer an einem gefangenen Micrococcus luteus po-
sitionierten Glasfasersonde. Der Pfeil bezeichnet die Position des gefan-

genen Mikroorganismus.
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te Oberflache der Glasfaser an dieser adsorbiert ist und die zu messende Suspension
daher