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, Thinking is the hardest work there is,

which is probably the reason why so few engage in it.*

(Henry Ford)
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Zusammenfassung

Motivation und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Etablierung zwei-
er laserbasierter Spektroskopiemethoden (Fluoreszenz- und Schwingungsspek-
troskopie) im Bereich der Umweltanalytik. Zentrale Fragestellung war dabei ne-
ben praktikablen Gesichtspunkten vor allem die in situ Schnellanalytik, die Mef3-
ergebnisse nichtinvasiv und in Echtzeit bereitstellen soll. Die spezifischen Vor-
und Nachteile der jeweiligen spektroskopischen Methode wurden anhand konkre-
ter Anwendungen erarbeitet: Zur Anwendung kamen die laserinduzierte Fluores-
zenzspektroskopie bei der Detektion von DDT-haltigen Holzschutzmitteln sowie
die konfokale Ramanmikroskopie bei der Analyse zur Abwasserreinigung einge-
setzter Biofilme.

Die vom Gesetzgeber gewiinschte Wiederverwertung von Rohstoffen bedingt die
Determinierung des Schadstoffgehaltes des zu recycelnden Gutes. Schnellanaly-
semethoden sollen helfen, den Grad der Schadstoffbelastung kostengiinstig, schnell
und sicher zu bestimmen. Mit Hilfe eines frequenzvervierfachten, gepulsten Nd:-
YAG-Lasersystems wurden neben statischen Fluoreszenzspektren auch zeitauf-
geloste Messungen durchgefiihrt. In diesen Untersuchungsreihen lieSen sich DDT
sowie ,,Hylotox 59 aufgrund ihrer charakteristischen Fluoreszenz in anwendungs-
iblichen Mengen direkt auf Holz nachweisen.

Der nichtinvasive Nachweis von speziellen, am einstufigen Deammonifikations-
prozeB beteiligter Bakterien direkt in ihrem Lebensraum - dem Biofilm - gelang
mit Hilfe der konfokalen Ramanmikroskopie. Diese sogenannten anaeroben Am-
moniumoxidierer konnten aufgrund spezifischer Schwingungsspektren raumlich
aufgelost im Biofilm aufgezeichnet werden. Neben der Detektion des Bakteri-
ums wurde auch versucht, den Stoffwechsel zu analysieren. Die Verteilung von
Ammonium und Nitrit im Biofilm sollte ortsaufgelost im pm-MaBstab ermittelt
werden. Aufgrund eines breiten, undifferenzierten und relativ intensiven Hinter-
grundsignales sowie eines sehr geringen Probenvolumens (ca. 10 um?) lieBen sich
die im Biofilm vorhandenen Stoffkonzentrationen (unter 1 mM) nicht detektieren.

Erwédhnenswert sowie ein Hinweis auf die Leistungsfihigkeit des MeBsystemes
ist die absolute Stoffmenge, die sich mit dem konfokalen Ramanmikroskop noch
nachweisen lieB3: 1,1 Femtogramm (Nitrat)! Ausschlaggebend fiir die positiven
Ergebnisse sind die Entwicklungen auf dem Gebiet der Laserlichtquellen sowie
auf Seiten der Lichtdetektion (inklusive Auswertung durch die Rechenkapazitit
moderner Computer).

Schlagworter: Laserbasierte Umweltanalytik, Fluoreszenzspektroskopie, Raman-
mikroskopie



viii

Abstract

Motivation and main purpose of the presented dissertation was the application
of two different laser-based spectroscopy techniques in the field of environmen-
tal analysis. Fluorescence and vibrational spectroscopy were used with particular
regard to practical aspects as well as rapid in situ techniques for non-invasive on-
line measurements,. Specific advantages and drawbacks of these methods were
studied on two applications: The wood preservative ,,Hylotox 59 and its active
agent, the insecticide DDT, were detected directly on wood by means of laser
induced fluorescence spectroscopy. Beside this application-oriented investigation
basic research was carried out when analyzing biofilms, which were deployed in
purification plants, with a confocal Raman microscope.

Material recyling as it is desired by the legislator requires a determination of the
degree of pollution of used materials. In order to determine the pollution fast,
reliable, and cost-effective, rapid detection methods are necessary. Multidimen-
sional fluorescence spectra in the time domain were recorded by means of a
frequency-quadrupled, pulsed Nd:YAG-laser. Due to characteristic fluorescence
properties DDT and ,,Hylotox 59“ were detected directly on wood in normally
applied concentrations.

The bacterium which is mainly involved in the onestage deammonification pro-
cess could be detected in its habitate (biofilm). These non-invasive measurements
were performed by a confocal Raman microscope, which detects specific vibratio-
nal bands of the ANAMMOX (anaerobic ammonium oxidation) microorganism.
In addition to the spatial resolved detection of the bacterium, attempts at ana-
lyizing its metabolism were made. Therefore, the distribution of ammonium and
nitrite inside the biofilm should be measured in dependence of the position (um
scale). Due to a rather broad and unspecific background signal as well as a very
small sample volume (ca. 10 um?), the assumed concentration of the substances
(below 1 mM) could not be detected.

However, the achieved absolute amount of substance, which detection was possi-
ble, is remarkable: 1,1 femtogram (nitrate)! This is an indication of the potential
of the used confocal Raman microscope. Crucial for the achieved positive results
are the developments in the field of laser light sources as well as light detection
devices (including the evaluation by modern computers).

Keywords: Laser based environmental analysis, fluorescence spectroscopy, Ra-
man microscopy
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Kapitel 1

Einleitung

Die Anwendung zweier laserbasierter optischer Spektroskopiemethoden in der
Umweltanalytik stand im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit. Eine universel-
le, optische (laserbasierte) Spektroskopiemethode, die alle MeBaufgaben erfiillen
kann, existiert nicht. Vielmehr muf} die Untersuchungsmethode der Fragestellung
und den Anforderungen des Experimentes angepalit werden. In dieser Arbeit wur-
den folgende Aufgaben bearbeitet:

e Detektion von DDT und DDT-haltigem Holzschutzmittel auf Holz

e Analyse von Biofilmen eingesetzt bei der einstufigen Stickstoffelimination
in Abwissern

Zur erfolgreichen Bearbeitung dieser Aufgabenstellung wurden in dieser Arbeit
zwei verschiedene Wechselwirkungen des Laserlichtes mit der Probe gezielt ein-
gesetzt: die Fluoreszenzanregung sowie die inelastische Streuung (Raman-
streuung). Dabei sollten auch unterschiedliche Aspekte bei der stofflichen Ana-
lyse beriicksichtigt werden. Wihrend im Fall der Detektion von DDT-haltigen
Holzschutzmitteln der anwendungsorientierte online Aspekt im Mittelpunkt stand
(viele Proben sind moglichst schnell und zuverlédssig sowie preisgiinstig zu unter-
suchen), wurde in der zweiten Untersuchungsreihe grundlegende Forschung am
und im Biofilm unter dem Gesichtspunkt nichtinvasiv vollzogen.

Im folgenden sollen kurz zur Motivation einige allgemeine Aspekte der laser-
basierten Umweltanalytik aufgezeigt sowie die dieser Arbeit zugrunde liegende
Aufgabenstellung kurz beleuchtet werden. Eine dariiber hinaus gehende, spezifi-
sche Darstellung dissertationsrelevanter Punkte (Holz bzw. Holzschutzmittel so-
wie Biofilm) findet sich im Anhang B ab Seite 133.

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Das gestiegene UmweltbewuBtsein in Politik und Gesellschaft fiihrt neben dem
Waunsch nach einem grundlegenden Verstindnis der Zusammenhénge in der Natur
zu gelangen, auch zu dem Bediirfnis, die anthropogen verursachten Stoffeintrige
in die Umwelt zu erfassen — wobei in letzterem Fall die qualitative wie quanti-
tative Messung von Schadstoffen im Blickpunkt stehen. Optische MeBverfahren
bieten die Moglichkeit, Schadstoffeintrige schnell zu lokalisieren und einem Ver-
ursacher zuzuordnen. Dabei sind die Anforderungen an die Schnellanalytik viel-
seitig und hiangen von der jeweiligen Fragestellung ab. Neben Aggregatzustand
der Probe, MeBdauer, Zuverldssigkeit und zu erreichenden Nachweisgrenzen sind
es vor allem Kostenaspekte, die die Anforderungen an den technischen Aufwand
nach oben hin begrenzen.

Die Vorteile optischer Analysetechniken zei-
gen sich deutlich in Experimenten, in denen
die Probe nichtinvasiv vermessen werden muf3
und bei denen vorher keine Probenpriparation
stattfinden darf oder soll. Das Untersuchungs-
objekt kann somit in seiner natiirlichen Umge-
bung vermessen werden. Diese Art der Unter-
suchungen lassen sich unter den vielfach ver-
Abbildung 1.1: Beriithrungsloses  wendeten Schlagworten in situ, in vivo und
MeBprinZip mit Hilfe von Laser-  online zusammenfassen. Das beriihrungslose
licht MeBprinzip optischer MeBtechniken erlaubt
dariiberhinaus héufig einen relativ einfachen Aufbau des MeBinstrumentes be-
stehend aus Lichtquelle, Probe, Detektor (siehe nebenstehende Abbildung). Die
kurzen Zeitabldufe bei der Wechselwirkung elektromagnetischer Strahlung mit
Materie gestatten es, die MeBergebnisse in Echtzeit! zu erhalten. Diese Eigen-
schaft, bei der das MeBergebnis sofort vorliegt, sind neben dem beriihrungslosen
Verfahren das Hauptargument fiir die Verwendung optischer Methoden.

Detektor
AN

‘I

Durch den Einsatz der laserbasierten Schnellanalytik in Kombination mit im-
mer effizienteren Detektoren lassen sich mittlerweile auch laboranalytische Fra-
gestellung (Spurenanalytik) bearbeiten. Die rasant fortschreitenden Entwicklun-
gen im Bereich der Lasertechnik sowie der Optoelektronik erlauben es, neue For-
schungsfelder zu erschlieBen und Fragestellungen zu bearbeiten. Die in jiingster
Zeit neu- bzw. weiterentwickelten lasergestiitzten Verfahren besitzen ein breit-
gefichertes Anwendungsfeld — von der reinen anwendungsbezogenen Analytik
bis hin zum Finsatz in der Grundlagenforschung [1]. Auf der anderen Seite fin-
den Instrumente aufgrund erschwinglicher Preise einen grofleren Anwenderbe-
reich, so daf auch kleinere Unternehmen an dieser Entwicklung partizipieren:
Was einstmals nur teure Spezialgeréte im Labor ermoglichten, kann nun mobil vor
Ort gemessen werden. Miniaturspektrometer mit integriertem Zeilen-CCD und
fasergestiitzter Strahlfithrung seien hier beispielhaft erwihnt. Eine kleine Aus-

UIn dieser Arbeit soll der hiufig verwendete Begriff online so verstanden werden.



wahl an jlingsten, beeindrucken Entwicklungen: Das Electron Multiplying CCD
(EMCCD) erreicht Einzelphotonenempfindlichkeit, indem es die erzeugten Elek-
tronen bereits auf dem Chip verstirkt und besitzt daher ein exzellentes Signal-
/Rauschverhiltnis [2,3]. Die riickseitengediinnten Exemplare — sogenannte back-
illuminated EMCCDs — stellen die zur Zeit empfindlichsten CCD-Kameras dar.
Die kompakten und gleichzeitig leistungsstarken Laserdioden, die in erster Linie
fiir die Kommunikationstechnik entwickelt werden, stellen mittlerweile Licht sehr
kurzer Wellenldnge bereit — bis hinunter zu 230 nm. Damit stehen diese handli-
chen sowie leistungsfihigen Laserlichtquellen fiir einen weiten Spektralbereich
zur Verfiigung. Ultrakurzpulslaser (fs-Bereich), deren Wellenpaket nur noch ei-
nige Wellenziige lang ist, erlauben u. a. Einsichten in extrem kurze zeitliche Ab-
laufe. Dartiberhinaus existieren sehr empfindliche Methoden, mit denen einzelne
Molekiile nachgewiesen werden konnen [4].

Mit der Realisierung eines Verstirkers fiir elektromagnetische Strahlung im sicht-
baren Bereich Anfang der 1960er Jahre [5] kann der Spektroskopiker seitdem
auf eine in vielerlei Hinsicht ideale Lichtquelle zuriickgreifen. Der Laser gilt
als Schliisseltechnologie des 21. Jahrhunderts. Einen Uberblick iiber Technik und
Einsatzmoglichkeiten von Laserlicht zeigt [6]. Einzigartige Merkmale der Laser-
strahlung sind spektrale Leistungsdichte, Monochromasie, zeitliche wie rdumli-
che Kohérenz, ultrakurze Pulsdauern und eine hervorragende Fokussierbarkeit.
Beispielsweise konnte erst durch den Einsatz des Lasers die bereits 1928 ent-
deckte Ramanstreuung [7] zu analytischen Zwecken genutzt werden. Mittlerweile
besitzt der Laser in der Analytik eine uniiberschaubare Fiille an Einsatzmoglich-
keiten, aus der sich der Spektroskopiker je nach Anforderungen des Mefproblems
bedienen kann. Neben den offensichtlichen Wechselwirkungen des Laserlichtes
mit der Probe (Absorption, Reflexion und Streuung) wird der Laser auch zur Pro-
bennahme bzw. Probenvorbereitung verwendet (Ablation, Desorption, lonisation)
sowie in scannenden Verfahren als Punktlichtquelle eingesetzt (konfokale Laser-
Scanning Mikroskopie und konfokale Ramanmikroskopie — CLSM bzw. CRM).

Unterdessen existiert eine Fiille laserbasierter Umsetzungen in der Umweltanaly-
tik. Ein nichtreprisentativer Querschnitt soll den Erfolg dieser MeBtechnik deut-
lich machen: Eine bereits etablierte Methode ist die LIDAR-Uberwachung der
Atmosphire, bei der die Schadstoffverteilung in der Luft tiber viele Kilometer
gemessen werden kann. Ahnlich 148t sich aus einem Flugzeug heraus eine Ol-
verschmutzung auf dem Meer detektieren. Die laserinduzierte Fluoreszenzspek-
troskopie (LIF) wird u. a. zur groBflichigen Detektion bei der Erfassung des Sa-
nierungsbedarfes von PAK-belasteten Boden eingesetzt. Durch den Einsatz einer
besonderen schwingungsspektroskopischen Methode (CARS) konnten Verbren-
nungsvorginge besser analysiert werden und fiithrten so u.a. zur Entwicklung
schadstoffarmer Verbrennungsanlagen sowie in der Automobilindustrie zu ent-
sprechenden Motoren. Die Mitte der 1990er Jahre bemingelten Probleme, die



4 KAPITEL 1. EINLEITUNG

eine Verbreitung laserbasierter Techniken in der Umweltanalytik aufgrund ho-
her Kosten der Lasersysteme sowie einer aufwendigen Bedienung (Bedarf an
Fachpersonal) verhinderten [8], sind indessen weitestgehend gelost. Eine aktu-
elle Ubersicht iiber den Einsatz von Lasern im Umweltbereich sowie den ,,Life
Sciences* zeigt [9].

Prinzipiell existieren aufgrund der verschiedensten Wechselwirkungen von Licht
mit Materie sowie einer Vielzahl an Parametern (u. a. Anregungswellenlidnge, Zer-
fallskonstanten angeregter Zusténde) eine recht hohe Anzahl (ca. 20) an laserba-
sierten MeBBmethoden [8]. Neben der Verwendung des Lasers zur Probennahme
bzw. -vorbereitung (LIPS, MALDI- und REMPI-TOFMS, RIMS) sind es in erster
Linie die beriihrungslosen MeBverfahren, welche das MeBobjekt nicht verdndern,
die den Anforderungen der Umweltanalytik gerecht werden (s. 0.). Unter diesen
Voraussetzungen sind vor allem zwei Methoden zu nennen, die in dieser Arbeit
erfolgreich eingesetzt wurden:

Fluoreszenzanregung Das Aussenden von Lichtteilchen nach elektronischer
Anregung kann zu Analysezwecken herangezogen werden. Die Fluores-
zenzspektroskopie ist eine sehr empfindliche Nachweismethode (Fluoro-
phorkonzentrationen bis zu 10" mol-I'"). Eine Reihe von Einschrinkun-
gen, wie eine geringe Quantenausbeute zahlreicher Stoffe, breite und un-
differenzierte Spektren, Schwierigkeiten der quantifizierenden Stoffbestim-
mung, Uberlagerung mit anderen Stoffen sowie Fluoreszenzléschung und -
verschiebung grenzen die Einsatzgebiete der Fluoreszenzspektroskopie ein.

Ramanspektroskopie Die spezifische Anregung von Molekiilschwingungen er-
zeugt ein sehr spezifisches Spektrum, dessen scharfe Linien sich hervor-
ragend zur Stoffidentifikation heranziehen lassen—gleich einem Fingerab-
druck des Molekiils. Die Ramanspektroskopie erlaubt die Untersuchung ei-
ner Probe ohne sie vorher aufbereiten zu miissen—im Gegensatz zu ihrer
Schwestertechnik, der IR-Spektroskopie. Dies gilt insbesondere fiir Proben
mit hohem Wasseranteil, deren starke Wasserabsorption eine Untersuchung
im IR nicht zuldBt. Der duBerst geringe Wechselwirkungsquerschnitt der
Ramanstreuung wurde durch Entwicklungen im Bereich der Lasertechnik
und der CCD-Kameras wieder wettgemacht, so daf3 die Ramanspektrosko-
pie geradezu eine Wiederauferstehung seit den 1990ern erlebt. Sie hat sich
als qualitative Methode zur Gemischanalyse und als quantitative Methode
zur Reinstoffanalyse mittlerweile etabliert.

Wie bereits oben geschildert, waren die Vorgaben bei der Analytik von DDT-
behandelten Holzern, eine preiswerte Schnellanalysemethode zu etablieren, die
kostengiinstig eine Vielzahl an Proben untersuchen kann und so als ein einfach zu



bedienendes MeBinstrument auf entsprechenden Sammelhofen eingesetzt werden
kann. Unter diesen Gesichtspunkten wurde als Mittel der Wahl die LIF einge-
setzt, da aufgrund der chemischen Struktur des DDT sowie der Fluoreszenzakti-
vitdt zahlreicher Holzschutzmittel (HSM) eindeutig zuzuordnende Fluoreszenz-
spektren zu erwarten waren. Weil viele Stoffe eine Fluoreszenzaktivitit bei An-
regung im ultravioletten (UV) Strahlungsbereich zeigen, wurde zur Fluoreszenz-
anregung ein frequenzvervierfachtes Nd: YAG-Lasersystem verwendet (Emissi-
onswellenldnge: 266 nm). Die Ergebnisse der fluoreszenzspektroskopischen Un-
tersuchungen an Holz, DDT sowie dem HSM ,,Hylotox 59 werden in Kapitel
4 prasentiert. Es wurde eingehend untersucht, inwieweit mit Hilfe charakteristi-
scher Fluoreszenzspektren eine direkte Detektion der Stoffe auf dem Holz gelingt.
Zu bestimmende experimentelle Parameter waren neben der spektralen Lage der
Fluoreszenzbanden der einzelnen Stoffe, die Abhédngigkeit von der aufgetragenen
Stoffkonzentration sowie die mittlere Lebensdauer des angeregten Zustandes.

Im zweiten Teil der Dissertation, dem eine anderweitig gelagerte Aufgabenstel-
lung zu Grunde lag, sollten die Stickstoffverbindungen Ammonium, Nitrat und
Nitrit im Biofilm ortsaufgelost im pm-Maf3stab in alle Raumrichtungen unter-
sucht werden, wobei insbesondere eine tiefenaufgeloste Stoffverteilung ermittelt
werden sollte. Die Stickstoffverbindungen bilden fiir den Mikroorganismus, der
fiir die anaerobe Ammoniumoxidation (ANAMMOX) verantwortlich ist, die Aus-
gangssubstanzen seines Stoffwechsels. Die Verteilung dieser Stoffe im Biofilm
ist bislang noch nicht erforscht. Die Detektion der Stoffe mit Hilfe von Mikro-
sensoren liefert lediglich ein grobes (> 10 um), eindimensionales Bild der Stoff-
verteilung, das zudem einen relativ groen Eingriff (bis hin zur Zerstorung des
Biofilmes) bedeutet. Dariiberhinaus sind die verwendeten Sensoren Spezialanfer-
tigungen, die nur eine geringe Lebensdauer besitzen (einige Tage).

Als MeBinstrument kam ein konfokales Mikroskop zum Einsatz, daf die gefor-
derte hohe Ortsauflosung auch in axialer Beobachtungsrichtung liefert. Da die
erwéhnten Stoffe nur eine recht geringe Fluoreszenzquantenausbeute aufweisen
und dem Umstand Rechnung tragend, daf3 die Fluoreszenz aufgrund spektral sehr
breiter Banden nicht zur Multikomponentenanalyse geeignet ist, lieB sich die LIF
nicht gewinnbringend einsetzen. Der Wechselwirkungsprozef3 der elektromagne-
tischen Strahlung mit der Probe beruhte in diesem Fall auf dem oben geschilder-
ten Ramaneffekt. Die MeBaufgabe wurde in diesen Untersuchungsreihen daher
von einem konfokalen Ramanmikroskop (CRM) erfiillt, das in der Lage ist, eine
stoffspezifische Abbildung des Meflvolumens zu erzeugen.

Neben der Detektion der stickstoffhaltigen Verbindungen wurde versucht, den Mi-
kroorganismus direkt im Biofilm nachzuweisen. Die CRM ist (bislang) die einzige
Methode, die eine Beobachtung des Organismus ,,bei der Arbeit* gestatten wiirde,
ohne dabei das System Biofilm zu zerstoren.
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Kapitel 2

Theorie und Hintergrund

Nach einer kurzen Erlduterung des Lasers und seinen Besonderheiten im Hin-
blick auf die Spektroskopie sollen in den folgenden Abschnitten dieses Kapitels
zunichst die relevanten Grundlagen der beiden verwendeten unterschiedlichen
Spektroskopietechniken (laserinduzierte Fluoreszenzspektroskopie und Raman-
spektroskopie) erlautert werden. Im Anschluf3 daran erfolgt eine kurze Skizzie-
rung der konfokalen Mikroskopie, in der die Unterschiede (Auflosungsvermogen)
zur konventionellen Lichtmikroskopie dargestellt werden.

In den Abschnitten 2.5 (Holz) und 2.6 (Biofilm) werden die Eigenschaften der be-
probten Objekte aufgezeigt. AbschlieBend wird auf das wichtige Verhiltnis von
Signalintensitit und Rauschen eingegangen (2.7), da dieses in der Analytik (ins-
besondere bei geringen Stoffkonzentrationen) eine entscheidende Rolle spielt.

2.1 Laser

Aufgrund seiner essentiellen Bedeutung sollen kurz die wichtigsten Punkte der
Laserstrahlung vorgestellt werden. Der Laser ist prinzipiell ein Verstiarker fiir
Licht!. Wie bei selbsterregten Verstirkern iiblich, wird ein Teil des Ausgangs-
signales dem Eingang des Verstirkers wieder zugefiihrt. Diese Aufgabe féllt dem
Resonator, gebildet aus zwei Spiegeln, zu. Zwei weitere Hauptkomponenten sind
allen Lasern gemein: Die Energiequelle und das aktive Lasermedium. Damit en-
den allerdings auch bereits die Gemeinsamkeiten. Das aktive Lasermedium kann
aus den unterschiedlichsten Materialien bestehen. Auch die Beschaffenheit spielt

Uight amplification by stimulated emission of radiation

7
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keine Rolle: Es existieren Festkorper-, Fliissigkeits-, Gas-, Halbleiter- und Plas-
malaser. Die Energiezufithrung zur Erzeugung der Besetzungsinversion (s.u.) im
Lasermedium kann ebenfalls auf unterschiedlichste Weise erfolgen (Blitzlampen,
Laser, chemische Reaktionen, Strom, Gasentladung).

Nachfolgend werden kurz die besonderen Charakteristika der Laserstrahlung, die
in dieser Arbeit Verwendung fanden, genannt:

Monochromasie: Aufgrund des Uberganges zwischen zwei Zustinden wird
Licht einer sehr geringen spektralen Bandbreite emittiert, so da} gezielt
elektronische Molekiiliibergénge angeregt werden konnen. Der Einsatz ei-
ner duBerst schmalbandigen sowie frequenzstabilen Lichtquelle ist fiir die
Qualitit der Ramanspektroskopie von herausragender Bedeutung.

Divergenz: Die Lichtenergie wird nur in einen sehr kleinen Raumwinkel abge-
strahlt (im Gegensatz zu herkommlichen Lichtquellen). Mit Hilfe dieses so
erzeugten Strahles kann die Energie des Lichtes ohne grofle Verluste iiber
grof3e Strecken transportiert werden.

Kohiirenz: Die Kohidrenz der Wellenziige erlaubt ferner eine hervorragende Fo-
kussierbarkeit der Strahlungsenergie in einen sehr kleinen Raumbereich.
Fiir das abrasternde Verfahren der CRM stellt diese Punktlichtquelle eine
Grundvoraussetzung dar. Der schwache Ramanproze$ kann durch die ho-
hen Leistungsdichten ausgeglichen werden.

2.2 Laserinduzierte Fluoreszenzspektroskopie

Allgemein versteht man unter Fluoreszenz die Energieabgabe eines (zuvor ange-
regten) Stoffes in Form von Lichtquanten. Bei der laserinduzierten Fluoreszenz-
spektroskopie (LIF) fiihrt die Absorption von Energie aus dem Strahlungsfeld des
Lasers zu elektronisch angeregten Zustinden im Molekiil (oder auch Atom). Die
diskrete Struktur der Zustidnde (siche Abb. 2.1), die durch den Einflul von L&-
sungsmitteln, Temperatur, u. 4. sich meist zu spektral breiteren Bandenbereichen
ausdehnt, macht den Einsatz spezifischer Wellenlidngen zur gezielten Anregung
erforderlich. Die Frequenz eines absorbierten oder emittierten Photons v ist durch
die Energiedifferenz der beiden Zusténde gegeben: F = hv

Aufgrund seiner spezifischen Eigenheiten (s. 0.) 146t sich der Laser bei der Fluo-
reszenzspektroskopie duflerst effizient einsetzen: Die geringe spektrale Bandbrei-
te der Laserstrahlung ermoglicht die gezielte Anregung in einen elektronischen
Zustand. Die hohe Energiedichte, die sich zudem noch weiter fokussieren 14df3t,
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erlaubt es, selbst Stoffe mit geringer Fluoreszenzquantenausbeute zum Fluores-
zieren anzuregen, so daf3 geniigend Photonen zum Nachweis zur Verfiigung ste-
hen. All dies macht die LIF zu einem geeigneten Mittel in der Spurenanalytik (bis
in den sub-ppm Bereich).

__ rotatorisch (102s)
A s ¥ — vibratorisch (10 s)
2 O >~ elektronisch (10°s)
—y
Y¥
S1 |
@ z
5 =
T o E
k) s 9 3
S S
< 8 | S
L < i
Y
SO

Abbildung 2.1: Jablonski-Diagramm (So-S2: Singulett-Zustinde, T;: Triplett-
Zustand, IC: interne Konversion. Durchgezogene Pfeile: Strahlungsemission bzw.
-absorption, gepunktete Pfeile: strahlungslose Ubergiinge)

Die elektronische Anregung eines Molekiils erfolgt in einem duflerst kurzen Zeit-
raum, so daf} sich die Kernabstdnde im beteiligten Molekiil nicht andern (Franck-
Condon-Prinzip). Die Anregung erfolgt daher meist in einen héheren Schwin-
gungszustand des angeregten Zustandes, da das Quadrat der Wellenfunktion an
den Umkehrpunkten des Potentialtopfes ein Maximum aufweist. Allgemein gilt,
daB der Ubergang mit einer starken Uberlappung der beiden Wellenfunktion sich
durch eine entsprechend hohe Ubergangswahrscheinlichkeit auszeichnet. Der mo-
lare Extinktionskoeffizient ist ein direktes Maf fiir diese Wahrscheinlichkeit.

Da Vibrationszustinde nur sehr kurze mittlere Lebensdauern besitzen, zerfillt
dieser Zustand rasch in den niedrigsten elektronisch angeregten Zustand. War
die Energie des absorbierten Photons ausreichend, um in hohere elektronische
Zustdnde als dem S;- Zustand anzuregen, so erfolgt zunéchst der strahlungslose
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Prozef der internen Konversion (IC) bis schlielich der energetisch niedrigste S-
Zustand erreicht ist. Erst von hier aus kann das Molekiil seine Energie in Form
eines Fluoreszenzquantes abgeben. Somit erklirt sich, daf die Fluoreszenz im
Vergleich zur Anregungswellenldnge immer in den langwelligeren Bereich ver-
schoben ist.

2.2.1 Fluoreszenzintensitit

Rein rechnerisch ergibt sich die Intensitit einer Spektrallinie bei einem Ubergang
zwischen zwei Molekiilzustinden aus dem Ubergangsmatrixelement sowie dem
Franck-Condon- und dem Honl-London-Faktor (FC bzw. HL) [10]:

I o | M| -FC-HL

Der erste Term, das Ubergangsmatrixelement, beschreibt die Wahrscheinlichkeit
fiir den Elektroneniibergang und hingt von den elektronischen Wellenfunktionen
der beiden Zustinde ab. Der Faktor FC wird durch den Uberlapp der zugehorigen
Schwingungswellenfunktion bestimmt, wihrend schlielich HL die Rotationsdre-
himpulse des Molekiils beriicksichtigt. Im allgemeinen ist es nicht moglich, die
betreffenden Funktionen analytisch zu losen. Vielmehr lassen sich aus dem Auf-
bau des Molekiils Eigenheiten des Fluoreszenzverhaltens ableiten:

Ein ausgedehntes m-Elektronensystem, wie sie in hochkonjugierten Bindungssy-
stemen vorkommen, sind ein starkes Indiz fiir Strahlungsprozesse. Je geringer die
Anzahl der konjugierten Bindungen, desto energiereicher muf3 die Anregung er-
folgen. Entsprechend kurzwellig wird auch die Fluoreszenz abgestrahlt. Typische
Fluorophore besitzen daher hiufig aromatische Benzolringe (Bsp. Rhodamin B)
und/oder lange ungesittigte Ketten (Bsp. Carotinoide).

Die fiir die Fluoreszenzspektroskopie interessanten Ubergiinge sind n « 7* und
7 « 7*. Insbesondere fiir kleinere Molekiile gilt, daB der 7 « 7* Ubergang
energiereicher ist als der n < 7*. Erster liegt meist im UV-B.

Quantitative Messungen erfordern die Linearitét (oder zumindest einen eindeuti-
gen Zusammenhang) zwischen eingestrahlter Intensitéit und Fluoreszenzlicht. Bei
hinreichend verdiinnten Proben (siehe [11]) ist eine Linearitdt von Fluoreszenz-
mefsignal und der eingestrahlten Laserintensitdt gegeben. Allerdings la6t sich
diese Voraussetzung bei festen Untersuchungsproben relativ schwer erreichen,
wodurch eine quantitative Analyse sehr erschwert wird. Diesen Schwierigkeiten
der quantitativen Erfassung des Analyten gesellt sich noch die Fluoreszenzlo-
schung hinzu, bei der dem angeregten Zustand kompetetive Deaktivierungspro-
zesse (Photochemie, Kollision, Energie- und Resonanztransfer) zur Verfiigung
stehen.
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2.2.2 Zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenz eines Molekiiles ist mehrdimensional, d. h. die Emission beinhal-
tet neben der wellenldngenaufgelosten Intensitit eine Fiille von weiteren, auswert-
baren Informationen (u.a. Stokes Verschiebung, Quantenausbeute, Anregungs-
wellenlidnge, Polarisation, Anisotropie, Lebensdauer). Diese lassen eine Aussage
tiber die chemischen Eigenschaften des Fluorophores und seiner Umgebung zu.
Beispielsweise konnen mit dynamischen Methoden wie Lebensdauer- oder Pola-
risationsmessungen Aussagen iiber Wechselwirkungen zwischen Oberflichen und
Fluoreszenzloschung gewonnen werden. Die Auswertung von eindimensionalen
statischen Fluoreszenzspektren erlaubt aufgrund der starken Uberlappung der Si-
gnale nur im Ausnahmefall eine Mehrkomponentenanalyse. Bei Einsatz dieser
Technik 146t sich die Selektivitdt nur durch Verdnderung des Analyten bzw. sei-
ner Umgebung — z.B. durch Derivatisierung — steigern [8].

In der vorliegenden Arbeit wurde daher zusitzlich zu den statischen Fluoreszenz-
messungen noch die Lebensdauer als Parameter erfal3t. Wie oben ausfiihrlich er-
liutert und in der entsprechenden Abb. 2.1 zu sehen, besitzen die einzelnen Uber-
ginge unterschiedliche Lebensdauern. Dieser Umstand kann in der zeitaufgelo-
sten LIF (WTM?) gewinnbringend genutzt werden. Dabei gestattet die WTM eine
Unterscheidung von verschiedenen Substanzen anhand ihrer jeweiligen Fluores-
zenzlebensdauer (einige 1079 s).

Fiir die zeitliche Anderung der Besetzung eines angeregten Zustandes gilt dN =
—kN, so daB die Zerfallskinetik durch die exponentielle Abnahme N (t) = N(0)-
1

e~ beschrieben wird. Fiir die Lebensdauer 7 gilt: 7 = e

2.3 Ramanspektroskopie

Die Ramanspektroskopie ist eine inelastische Streulichttechnik, bei der Mole-
kiilschwingungen detektiert werden, und zdhlt somit zur Schwingungsspektro-
skopie. Im Gegensatz zur Fluoreszenzspektroskopie zeichnen sich die Raman-
spektren durch spektral schmalbandige Linien aus, die eine stoffspezifische Zu-
ordnung sehr erleichtern.

2Wavelength Time Matrix
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Abbildung 2.2: Elastische und inelastische Streuprozesse

Die am Ramanprozel beteiligten Zustinde liegen energetisch enger beieinan-
der als bei elektronischen Ubergingen (ca. eine GroBenordnung). Aufgrund ihres
wechselwirkungsschwachen Charakters hat die Ramanspektroskopie lange Zeit
kaum Verbreitung gefunden. Vielmehr gelangte ihre ,,Schwestertechnik®, die IR-
Spektroskopie, insbesondere durch die Verwendung lichtstarker, interferometri-
scher Techniken (FT-IR-Spektrometrie) zu einer weiten Verbreitung in der mole-
kiilspezifischen Analytik. Wihrend die IR-Spektroskopie eine Form der Absorpti-
onsspektroskopie darstellt, bei der die Schwingungsiiberginge im Molekiil direkt
angeregt werden, liegt der Ramanspektroskopie ein inelastischer Streuprozef} zu-
grunde, an dessen Ende sich das Molekiil in einem anderen Schwingungszustand
befindet als zuvor (siche Abb. 2.2). Dabei kann dem eingestrahlten Photon Energie
verloren gehen (Stokes Fall), wenn das Molekiil sich zuvor in einem niedrigeren
Niveau befand, oder es hat Energie hinzugewonnen (anti-Stokes Fall).

Bereits eine klassische Betrachtung der Ramanstreuung erklart die wesentlichen
Merkmale. Unter dem EinfluB} des oszillierenden elektrischen Feldes der Laser-
strahlung F = Ejcos(2mvgt) wird in einem Molekiil ein Dipolmoment P in-
duziert. Dieser induzierte Dipol strahlt seinerseits eine elektromagnetische Wel-
le ab. Induziertes Dipolmoment und duBeres elektrisches Feld sind iiber die Po-
larisierbarkeit a (dem Deformationsvermogen der Elektronenhiille) miteinander
verkniipft. Die Fihigkeit der Atomkerne, Schwingungen um ihre Gleichgewichts-
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lage durchzufiihren, verdndert die Polarisierbarkeit des Molekiiles. Ein Tayloran-
satz fiir die Polarisierbarkeit fiihrt zur klassischen Beschreibung des Ramaneffek-
tes [12]:

1 3}
P = aygEy cos(2muot) + Equ?(ﬁ) (cos2m(vp + vj)t + cos2m(vy — vj)t)
J
2.1

Diese Gleichung kennzeichnet einen oszillierenden Dipol, der elektromagneti-
sche Wellen abstrahlt. Betrachtet man die unterschiedlichen Terme, so erkennt
man im ersten Teil den elastischen Streuprozef der Rayleigh-Streuung, der das
eingestrahlte Licht unveridndert wieder abgibt (in irgendeine beliebige Rich-
tung), wihrend die frequenzverschobenen Anteile die Ramanstreuung darstellen:
Vanti—Stokes = Vo + V;j Und Ustores = Vo — V4. Da somit die Lage der Linien im
Spektrum unabhingig von der eingestrahlten Wellenlidnge ist, werden die Linien
in Einheiten relativ zu der Anregungsfrequenz des Lasers (1) angegeben (relative
Ramanverschiebung 7; [cm™']).

Aus obiger Gleichung kann bereits auf die auflerordentliche Stoffspezifitéit der
Ramanstreuung geschlossen werden, da die Polarisierbarkeit vom Aufbau des
Molekiils abhingt und somit auch g;‘? molekiilabhingig ist. Ferner zeigt Gl. 2.1,
daB die Intensititen der elastischen sowie der inelastischen Streuung linear mit

der Laserintensitit zusammenhingen.

Aus der klassischen Betrachtung 146t sich desweiteren die Bedingung fiir eine
ramanaktive Schwingung ablesen. Damit die frequenzverschobenen Anteile im
Spektrum auftauchen, muf3 (g—(;‘?) # 0 gelten. D.h. eine Schwingung ist also
ramanaktiv, wenn sich mit der Schwingung auch die Polarisierbarkeit des Mo-
lekiils dndert. Hieraus erkldrt sich auch das komplementére Verhalten zur IR-
Absorptionsspektroskopie, deren Auswahlregel eine Anderung des Dipolmomen-
tes verlangt. Ein letzter Aspekt 146t sich aus der Taylorreihenentwicklung ab-
leiten, bei der je nach Betrachtungsweise Terme ab einer bestimmten Ordnung
vernachléssigt werden konnen. Da demnach die Rayleigh-Streuung (0. Ordnung)
stirker ausgeprégt sein muf3, als die Ramanstreuung (1. Ordnung), 148t sich zu-
mindest qualitativ der wechselwirkungsschwache Charakter der Ramanstreuung
erkennen’®. Eine genauere Beschreibung der Intensitit einer Ramanlinie beriick-
sichtigt die Laserintensitit sowie die v*-GesetzmiBigkeit des Streuprozesses:

9
Traman(vs) o< N - Jo - (vo = Vj)“(a_;)Q 2.2)
J

3zwischen den Intensititen der Rayleighstreuung bzw. der Ramanstreuung liegen ca. 6 GroBen-
ordnungen.
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Fiir eine bestimmte Teilchensorte ist (g—;) konstant, so daB bei konstanter La-
J

serleistung aus dem Ramansignal direkt auf die Stoffmenge geschlossen werden

kann.

Die Energie eines Schwingungsiiberganges 146t sich aus den beteiligten Partnern
bestimmen und ist abhéngig von deren Masse sowie den Bindungskriften zwi-
schen ihnen. Insbesondere bei groeren Molekiilen betrachtet man nicht jede ein-
zelne der zahlreichen moglichen 3N-6 Schwingungszustinde, sondern unterteilt
das Molekiil vielmehr in dhnliche funktionelle Gruppen und gleichartige Bindun-
gen. Hier helfen gruppentheoretische Uberlegungen und Symmetriebetrachtun-
gen eine Vereinfachung zu erzielen. Existieren zahlreiche gleichartige funktionel-
le Gruppen in einem Molekiil, so wird die entsprechende Ramanlinie eine we-
sentlich groBere Intensitdt aufweisen als die Intensitéit verursacht von nur einer
Gruppe. Gleiches gilt auch fiir Bindungen. Die exakte Lage einer Ramanbande
im Spektrum ist molekiilspezifisch und hingt mit dem Einbau des schwingungs-
fahigen Gebildes im Molekiil zusammen, wo unterschiedliche Partner zu unter-
schiedlichen Kriften der betrachteten Vibration fithren konnen. Mit folgenden
zwei Regeln lassen sich Ramanspektren interpretieren (siche auch Abb. 2.3):

o je stirker die betreffende Bindung desto hoher die Schwingungsfrequenz:
v(C=C) > v(C=C) > v(C-C)

e je groBer die schwingenden Massen desto niedriger die Frequenz: v(C—H)
> p(C—-0) > v(C-Cl)

Da die Schwingungen immer relativ zur Anregungsfrequenz liegen, ist die Auf-
nahme eines Ramanspektrums zunichst prinzipiell unabhédngig von der Anre-
gungswellenlédnge des Lasers. Dennoch sollte die Emissionswellenldnge des La-
sers mit Bedacht gewéhlt werden. In erster Linie handelt es sich dabei um die
Vermeidung von Fluoreszenzanregung in der Probe. Die Laserlinie sollte dem-
nach moglichst langwellig sein. Allerdings bedeutet dies gleichzeitig einen Ver-
lust an Streuphotonen (~ %), so daB hier ein KompromiB einzugehen ist. Bei der
Arbeit mit einer CCD-Kamera ist ferner deren QE zu beachten, die im NIR rasch
nachlaft.

Die UVRR dagegen nutzt gezielt elektronische Niveaus. Diese bieten aufgrund
des reellen Zustandes (im Gegensatz zum virtuellen Niveau des ,,normalen* Ra-
maneffektes) eine wesentlich hohere Wahrscheinlichkeit fiir den Streuprozef3 (zu-
sitzlich zur v*-Abhingigkeit). Allerdings dringt UV-Licht kaum in die Probe ein
(nur einige pm) — im Gegensatz zum NIR, das eine Eindringtiefe von einigen mm
aufweist). Desweiteren sind Ausbleicheffekte durch die intensive UV-Bestrahlung
zu beobachten.
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Eine weitere Moglichkeit, die Schwierigkeiten durch eine Fluoreszenziiberlage-
rung zu umgehen, wire die Analyse der kurzwelligeren anti-Stokes Ramanstreu-
ung. Allerdings befinden sich bei Raumtemperatur (bei der auch alle Messun-
gen dieser Arbeit durchgefiihrt worden sind) nach der Boltzmann-Verteilung der
tiberwiegende Teil der Molekiile im Grundzustand. Die thermische Energie reicht
kaum aus, hohere Vibrationsniveaus zu besetzen, so daf} die Linienintensitit der
anti-Stokes Streuung mit hoheren Schwingungsenergien v; rasch abnimmt. Mit
Hilfe eines kohirenten, nichtlinearen Prozesses dritter Ordnung kann das Mole-
kiil gezielt in hohere Schwingungszustinde iiberfithrt werden. Hierzu ist aller-
dings der Einsatz mindestens zweier Laser (davon einer durchzustimmen) erfor-
derlich [13].

Die Ramanspektroskopie zeigt deutlich, wie durch die Weiterentwicklung eine zu-
nichst kaum beachtete Technik zu neuer Bliite gelangen kann (siehe auch [12]).
Da, wie bereits erwihnt, nur ein geringer Anteil der eingestrahlten Photonen von
der Probe inelastisch gestreut werden, ergeben sich zwei Anforderungen: Viel
Licht und empfindliche Detektoren. Beides ist durch den Einsatz moderner Laser
und duBerst sensitiver CCDs erfiillt. Zusammengefal3t bietet die Ramanspektro-
skopie bei der chemischen Analyse eine Reihe an Vorteilen — auch im Vergleich
zur IR-Spektroskopie:

e keine Probenaufbereitung

e Messungen in der wiBrigen Phase

dullerst molekiilspezifisch

Linearitit des MeBsignales

(unabhiingig von Anregungswellenlinge)*

Aufgrund dieser Eigenschaften wurde die Ramanspektroskopie in der vorliegen-
den Arbeit gezielt zur Untersuchung biologischen Materials eingesetzt.

4Schwingungsenergien sind relativ zur eingestrahlten Wellenlinge. Die Intensitit der Ramanban-
den kann aber sehr wohl von der Wellenlédnge abhingen.
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Abbildung 2.3: Lage wichtiger Ramanbanden
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2.4 Konfokale Mikroskopie

Die Verwendung des konfokalen Prinzips in der Mikroskopie erlaubt es, die beu-
gungslimitierte Auflosung eines konventionellen, sauber konstruierten Lichtmi-
kroskopes um bis zu 30% zu verbessern. Dies gilt sowohl lateral als auch axial.
Der Hauptvorteil eines konfokalen Mikroskopes ist allerdings in erster Linie in der
Fahigkeit zu sehen, nur Licht aus der Fokusebene zu detektieren. Wie aus Abb.
2.4 hervorgeht, wird der Strahlengang im Mikroskop wesentlich durch zwei Loch-
blenden beeinflufit. Diese — idealerweise punktféormigen — Lochblenden sorgen
dafiir, dal nur das Licht aus einer Ebene zum Detektor gelangt. Die mit Hilfe
eines konfokalen Mikroskopes aufgezeichneten Bilder besitzen daher neben der
hoheren Auflosung einen wesentlich hoheren Kontrast, da Streulicht aus anderen
Probenbereichen effektiv unterdriickt wird. Somit lassen sich Proben Schicht fiir
Schicht im Mikroskop analysieren und spdter mit Hilfe eines Rechners zu einem
dreidimensionalen, scharf begrenzten Objekt zusammensetzen, in das sich ,,hin-

einsehen* 14t.
\:otodetektor-&gnal
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Abbildung 2.4: Konfokales MeBprinzip (aus [14])

Im Unterschied zur Lichtmikroskopie, die das Licht der Probe gleichzeitig (par-
allel) in den Bildraum abbildet und das Objekt somit als Ganzes erfaf3t, bedeutet
die konfokale Mikroskopie eine serielle Punktabbildung. Konsequenz dessen ist,
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daB fiir die Bilderzeugung ein abrasterndes Verfahren eingesetzt werden muf.
Die Probe bzw. die Beleuchtungseinheit — meist ein Laser, da dieser einer idea-
len Punktlichtquelle sehr nahe kommt — werden zu diesem Zweck zeilenwei-
se bewegt. Verschiedene Verfahren (z.b. ,,Line-Scan‘) versuchen den Nachteilen
(lange Mefidauern) dieses eindimensionalen Prozesses entgegenzuwirken.

24.1 Auflosungsvermogen Lichtmikroskop

Die unterste Grenze des Auflosungsvermogens in der konventionellen Licht-
mikroskopie ist limitiert durch Beugungserscheinungen. Nach dem Rayleigh-
Kriterium lassen sich zwei benachbarte, inkohérente Lichtquellen gleicher Inten-
sitdt noch getrennt voneinander wahrnehmen, wenn der Abstand zwischen ihnen
gleich dem Radius des Airy-Scheibchens der abgebildeten Punktlichtquelle ent-
spricht. D. h. die laterale Auflosung res;qierq; betrigt idealerweise?

>\em
N Agp;

T€Slateral = T Airy = 0,61- 2.3)

mit Aoy, fiir die Wellenlinge des vom Objekt abgestrahlten Lichtes und
NApj= 1 - sina der numerischen Apertur des Objektivs (n = Brechungsindex des
Immersionsmediums, o= halber Offnungswinkel).

Die minimale axiale Auflosung ergibt sich aus #hnlichen Uberlegungen, wonach
ein punktformiges Objekt mit Hilfe der sogenannten ,,Point Spread Function® in
ein 3D Muster abgebildet wird. Dieses Muster stellt bei Verwendung abberati-
onsfreier Linsensysteme ein ldngliches Rotationsellipsoid dar (xy-Querschnitt in
der Fokusebene ergibt obiges Airy-Scheibchen) [15]. Der Abstand des Zentrums
zum ersten axialen Minimum ergibt die axiale Auflésung (n = Brechungsindex
des Objektes) [16]:

2\
T€Sazxial = ﬁ 24

2.4.2 Auflosungsvermogen CRM

Das Auflosungsvermogen konfokaler Mikroskope wird von zahlreichen Faktoren
beeinflufit’:

SEingesetzte Optiken sind fehlerfrei (keine sphirische oder chromatische Aberration), System ist
aufeinander abgestimmt, gleichmifige Beleuchtung, etc.
6Aus: ,,Die konfokale Laser Scanning Mikroskopie — Grundlagen® von Zeiss
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Pupillenausleuchtung: Eine hohe Uberdeckung sowie eine gleichmiBige Pupil-
lenausleuchtung sorgt fiir eine Airyformige-Abbildung, wihrend eine ge-
ringe Ausleuchtung der Pupille das GauBprofil der Laserstrahlung wider-
gibt. Da die Airy-Verteilung (gleichmifBige Pupillenausleuchtung) gleich-
bedeutend mit der hochsten erzielbaren Auflosung ist, stellt jede Abwei-
chung davon eine Verschlechterung der Auflésung dar. Um den Auflosungs-
verlust auf 5% zu beschrinken, werden lediglich 30% der Beleuchtungs-
energie genutzt. So ergibt sich zwangslaufig der Lasereinsatz als intensive
Lichtquelle.

Wechselwirkung Licht-Objekt: Die Abbildungseigenschaften dndern sich je
nach Art des Objektes (punkt- oder flichenformig) sowie der Art der Licht-
wechselwirkung (Fluoreszenz oder Reflexion)

Lochblendendurchmesser: Fiir sehr kleine Durchmesser (< 1/4 AE”) entspricht
die Lochblende in guter Niherung einer punktférmigen Offnung. Unter die-
sen Voraussetzungen spricht man von wellenoptischer Konfokalitit und die
Aufldsungen (axial wie lateral) verbessern sich um den Faktor v/2. Betriigt
der Durchmesser der Lochblende mehr als 1 AE so liegen die Bedingungen
fiir die geometrisch-optische Konfokalitét vor, bei der das Auflosungsver-
mogen in guter Ndherung der des oben beschriebenen Lichtmikroskopes
entspricht (siehe Gleichungen 2.3 + 2.4). Unterschiedlich ist lediglich die
in den Gleichungen betrachtete Wellenlidnge (Anregungswellenlédnge beim
konfokalen Mikroskop bzw. Emissionswellenlinge beim Lichtmikroskop),
woraus sich Verbesserungen durch Verwendung kurzwelliger Anregungsla-
ser ergeben wiirden.

In dieser Arbeit wurden die Lochblenden auf der Detektionsseite mit Hilfe von
drei Glasfasern unterschiedlichen Durchmessers realisiert (25 um, 50 pm und
100 pm). Ein Diodenlaser (Emissionswellenlidnge 784,6 nm) wurde zur Vermei-
dung der Fluoreszenzanregung sowie einer moglichst grof3en Eindringtiefe in den
Biofilm verwendet. Daraus ergibt sich bei den verwendeten Glasfasern der Fall
geometrisch-optischer Konfokalitit, der nicht zu einer Verbesserung des Auflo-
sungsvermogens fithrt. Somit dient das konfokale Prinzip in erster Linie der Un-
terdriickung von Streulicht und erméoglicht so die Analyse der Probe mit hoher
Ortsauflosung.

7AE = Airy-Einheit: Durchmesser des Airy-Scheibchens
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2.5 Holz

Holz ist aufgrund seiner speziellen Eigenschaften ein weit verbreiteter Rohstoff
und besitzt als Baustoff eine jahrtausendalte Tradition. Zu seinem Schutz wer-
den und wurden verschiedenste Holzschutzmittel (HSM) eingesetzt, die je nach
Verwendungszweck und den Umwelteinfiissen, denen das Holz ausgesetzt ist, va-
riieren. Eine Ubersicht zu diesem Thema gibt [17]. Zu unterscheiden sind biolo-
gische (Pilzbefall, Insektenfral) und abiotische (Temperatur, Feuchtigkeit, Son-
neneinstrahlung, etc.) Schadwirkungen. Der Einsatz von HSM ist im Rahmen des
Hausbaus sogar vorgeschrieben: Nach DIN 68.800 Teil 4 ist die Bekdmpfung ei-
nes Pilzbefalls oder eines Lebendbefalls durch holzzerstdrende Insekten vorge-
schrieben, wenn tragende und/oder aussteifende Bauteile davon betroffen sind.
Dies gilt insbesondere fiir den Dachstuhlbereich, so dafl gerade hier HSM mit
insektizider Wirkung vorzufinden sind (s. u.).

Holz besitzt eine duBlerst heterogene Struktur und setzt sich aus einer Vielzahl
unterschiedlicher Stoffe zusammen (Bestandteile variieren je nach Holzsorte):

Cellulose (ca. 45%): Die Cellulose ist ein fadenformiges Makromolekiil, aufge-
baut aus Kohlehydrateinheiten (C¢H1205), welche fiir die faserigen Eigen-
schaften des Holzes verantwortlich ist. Der hohe Polymerisationsgrad die-
ses Molekiils bedingt die spezifischen Eigenheiten der (noch) unverholzten
Zellwand wie Zugfestigkeit und Elastizitit.

Lignin (22-30%): Lignin verleiht dem pflanzlichen Gewebe den typisch holzar-
tigen Charakter. Lignin tritt nur im Zusammenspiel mit der Cellulose auf.
Eine Isolierung des Lignins aus der Zellwand fiihrt zu dessen Verdnderung.
Innerhalb der Zelle dient es in erster Linie als Fiillstoff zwischen den faser-
artigen, langkettigen Cellulosemolekiilen. Ein hoher Ligninanteil bedingt
daher eine hohe Druckfestigkeit des Holzes.

Holzpolyosen (18-27%): Die Holzpolyosen (frither Hemicellulosen genannt)
bestehen aus Polysacchariden (ebenfalls Kohlenhydrate) und befinden sich
wie die Cellulose in der Zellmembran. Dort sorgen sie fiir den Zusammen-
halt der Zellmembran und stiitzen das Zellwandgeriist. Desweiteren dienen
sie als Reservestoffe. Ihr Polymerisationsgrad ist geringer als der der Cel-
lulose, so dafB} sie keine Fasereigenschaft besitzen.

Nebenbestandteile: Diese sogenannten akzessorischen Bestandteile sind mal3-
geblich beteiligt an den unverwechselbaren Eigenschaften der verschiede-
nen Baumarten. Sie setzen sich aus einer Vielzahl an Stoffen zusammen:
Atherische Ole und Harze, Stirke und Fette, Gerbstoffe sowie weitere Be-
standteile (Phenole, Mineralien).
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2.5.1 Spektroskopische Untersuchungen an Holz

Mit Hilfe einer Quecksilberdampflampe und einem sogenannten ,,Wood Filter®
wurde Holz bereits sehr frithzeitig fluoreszenzspektroskopisch untersucht [18].
Diese ersten Experimente sollten zeigen, dal mit Hilfe des emittierten Fluores-
zenzlichtes (bei Anregung im UV-A) eine Identifikation der Holzsorten moglich
ist. In Ermangelung entsprechender Nachweissysteme wurde seinerzeit das Fluo-
reszenzspektrum der Proben (Holz, Holzmehl und Extrakt) iiber den Farbeindruck
bestimmt. Mit Hilfe dieser etwas ungenauen Methode lie3 sich zumindest zei-
gen, daf} die Extrakte unterschiedlich fluoreszieren. Weitere Untersuchungen zur
Holzbestimmung und -trennung wurden mit Hilfe fluorometrischer Methoden an-
gestellt. Eine sehr ausfiihrliche Studie [19], die das Holz zahlreicher stidafrikani-
sche Baume (108 Gattungen und 179 Arten) fluoreszenzspektroskopisch vermes-
sen hat, kommt zu dem SchluB3, daf die Fluoreszenz ein ,,zuldssiges und niitzli-
ches* Verfahren zur Identifikation des Kernholzes darstellt.

Allerdings zeigten weitere Untersuchungen mit Hilfe der LIF (Excimer-Laser:
Aeze= 308 nm) an unterschiedlichen Holzarten sowie an unterschiedlichen MeB3-
stellen ein- und derselben Probe teilweise starke Unterschiede im Fluoreszenz-
spektrum [20]. Der ebenfalls in diesen Untersuchungsreihen beobachtete Effekt
des Ausbleichens der Fluoreszenz im UV-A wurde zuriickgefiihrt auf die energie-
reiche Anregung im UV-B und der dadurch verursachten Photodissoziation der
Molekiile. Der verwendete MeBaufbau aus Monochromator und PMT® begiin-
stigte diesen Effekt zusitzlich durch die notwendigen zahlreichen Laserpulse. Ei-
ne recht neue Arbeit [21] zum Thema Fluoreszenzspektroskopie an Holz erklirte
die teilweise nicht reproduzierbaren Ergebnisse von [20] aufgrund der Verwen-
dung von frisch geschnittenem Holz, welches unter der Warmeeinwirkung des
Lasers Feuchtigkeit verlor und sich daher auch der Beitrag der Nebenbestands-
anteile (s. 0.) zum Emissionsspektrum verinderte. Desweiteren fand man (analog
zu [19]) in dieser Arbeit, in der neben trockenen Holzproben auch Holzmehl und
Holzextrakte (in Methanol) analysiert wurden, dal die Fluoreszenzspektren von
trockenem Holz unabhingig von der Anregungswellenlédnge sind und somit die
Fluoreszenzspektroskopie als Werkzeug zur Holzidentifikation und -trennung ge-
nutzt werden kann (s. 0.).

Neben den Untersuchungen direkt am Holz beschiftigten sich zahlreiche Arbeiten
mit dem Fluoreszenzverhalten holzspezifischer Stoffe (in erster Linie Cellulose
und Lignin). Fiir die papierverarbeitende Industrie ist es von essentieller Bedeu-
tung, die Ursachen fiir die Papierfiarbung (z. B. Vergilbungen) zu kennen. Eine
Ubersicht der teilweise unterschiedlichen Ergebnisse zu diesem Thema gibt [22].

8Benannt nach Robert Williams Wood (1868-1955), Transmissionsfenster des Filters: 300-400 nm
9Photomultiplier Tube
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2.5.2 Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT)

Als DDT wird allgemein ein Stoffgemisch aus folgenden Isomeren

e 44°-DDT zu 70%
e 24°-DDT zu 15%

e 44°-DDD zu 5%

sowie weiteren Substanzen in geringeren Konzentrationen bezeichnet. Der Stoff
DDT konnte bereits 1874 synthetisiert werden, wohingegen seine insektizide Wir-
kung erst 1939 entdeckt wurde. Danach wurde DDT als Insektizid in groflem
Umfang vor allem zur Malariabekimpfung eingesetzt'®. DDT galt als das Pesti-
zid schlechthin und wurde daher dullerst umfangreich in die Umwelt eingebracht.
Seine chemische Bestidndigkeit fiithrte zu einer weitreichenden, ubiquitidren Ver-
teilung. Als Folge ist eine Anreicherung in der Nahrungskette zu beobachten, in
der naturgeméall der Mensch am Ende steht. Der orale Weg spielt auch die grofite
Rolle bei der DDT-Anreicherung im menschlichen Korper. Als weitere Aufnah-
mepfade kommen noch Haut (dermal) und Lunge (inhalativ) in Betracht, wobei
allerdings letzterer Pfad kaum zur DDT-Belastung im Korper beitrégt [23].

Substanz Strukturformel Summenformel | Fluoreszenzbanden (nm)/ - Intensitit
LM Methanol Anregung 266nm Anregung 355nm

H
p,p’-DDT cl—Q—%—Q—a CHoCl 295365 | ++ | 415 ++

Tabelle 2.1: Fluoreszenzeigenschaftten von DDT (Ausschnitt aus [24])

Da DDT auch im menschlichen Korper kaum abgebaut wird, kommt es hier zu
einer Anreicherung — vornehmlich im Fettgewebe, aber auch die Leber und das
Nervensystem sind betroffen. Die Toxizitit von DDT auf den Organismus be-
steht weitgehend in der Wirkung als Nervengift. In neueren Untersuchungen wird
dariiber hinaus iiber einen Einflu} auf den Hormonhaushalt (6strogene Wirkung)
diskutiert. Im Tierversuch konnte auch eine kanzerogene Wirkung von DDT be-
obachtet werden, wihrend dies beim Menschen noch Gegenstand kontroverser
Diskussionen ist. Aufgrund dieses Gefiahrdungspotentials wurde DDT 1972 in
der BRD verboten.

10Bjs zu dem Verbot in der BRD 1972 wurden weltweit bereits mehr als 2 Millionen Tonnen in die
Umwelt eingebracht.
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Die insektizide Wirkung von DDT wurde auch in HSM zum Schutz vor Holzwiir-
mern u. 4. genutzt. Daher lassen sich besonders im Dachstuhlbereich eines Hauses
hohe Mengen an DDT und seinen Metaboliten (DDE und DDD) im Staub wie-
derfinden. Dies gilt insbesondere in den Neuen Bundesldndern, wo DDT bis 1989
in groem Umfang als Holzschutzmittel eingesetzt worden ist (siehe nichster Ab-
schnitt). Aber auch in alten US-Liegenschaften in Oberbayern beispielsweise lie-
Ben sich in Baumaterialien und Hausstaub DDT-Nachweise wiederfinden [23].

2.5.3 “Hylotox 59

DDT-haltige HSM wurden in der DDR unter dem Markennamen ,,Hylotox* ver-
kauft. Fiir die Innen- und Auflenbereiche des Hauses wurden zwei unterschied-
liche Varianten verwendet. Das fiir den Auflenbereich vorgesehene ,,Hylotox IP*
(wirksame Stoffe: DDT und PCP) und das fiir den Innenbereich verwendete ,,Hy-
lotox 59 (DDT und Lindan). ,,Hylotox 59 wurde in der DDR bis 1989 in Woh-
nungen und insbesondere in Dachstiihlen duBerst umfangreich verarbeitet!!. So
geht man davon aus, daf} beispielsweise allein in dem Bundesland Mecklenburg-
Vorpommern fast jedes zweite Haus von einer Verunreinigung mit diesem HSM
betroffen ist. Als wirksame Bestandteile enthilt es neben DDT (3,5%) noch Lind-
an zu 0,5%. In dem Staub betroffener Hiauser lassen sich teilweise sehr hohe DDT-
Konzentrationen von bis zu 1000 mg-kg™! wiederfinden. Ferner finden sich kri-
stalline DDT-Ausscheidungen auf den Holzbalken. Trotz dieser sehr hohen Kon-
zentrationen liegt die DDT-Belastung in den betroffenen Wohnungen unter den
gesetzlichen Grenzwerten fiir Atemluft bzw. Hausstaub.

GemiB den Verarbeitungshinweisen des Herstellers sollte knapp ein halber Liter
des HSMs auf einem Quadratmeter Holzoberfliche zum Schutz aufgebracht wer-
den. Dies ergibt je kg Holz eine DDT-Menge von ca. 15 g (genauer siche Kapitel
3.3), wodurch sich die oben erwihnten hohen Konzentrationswerte ergeben.

2.6 Anaerobe Ammoniumoxidation (ANAMMOX)

Zur Beseitigung stickstoffhaltiger Komponenten im Abwasser, wie Ammonium,
Nitrat oder Nitrit (NH, NO3 bzw. NO; ), werden in kommunalen wie auch indu-
striellen Kldranlagen biologisch-vermittelte Abbauprozesse eingesetzt. Der dort
etablierte Prozef3 setzt sich zusammen aus zwei Teilprozessen des Stickstoffzy-
klusses — namentlich der Nitrifikation und der Denitrifikation. Wihrend bei der

! Jahresproduktion 1988: 1000 Tonnen
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Nitrifikation NH] mit Hilfe von O zu NOj veratmet wird, benutzen die hetero-
trophen Organismen des Denitrifikationsprozesses (Denitrifikanten) das entstan-
dene NO; fiir die sogenannte Nitratatmung, bei der organisches Substrat, wie
bspw. Methanol, zu Wasser und Kohlendioxid veratmet wird [25].

Bei der Nitrifikation

NHf +2-0y — NO3 + HO+2-H" (2.5)

sind folgende Einzelprozesse beteiligt:

NHf +1,5-02 — NO; + H20 +2- HT (Nitrosomonas) (2.6)

NO; +0,5- 09 — NO3 (Nitrobacter) (2.7

Die Umsatzreaktion der Denitrifikation lautet:

5-CH30H +6-NO; — 5-CO2+7-HyO+3N;+60H™ (2.8)

(Pseudomonas denitrificans)

Die heterotrophen Denitrifikanten sind in der Lage, ihren Stoffwechsel anzupas-
sen. Den Umsatz organischen Substrates konnen sie statt mit NO3™ ebenso mit im
Wasser gelostem Sauerstoff vollziehen. Da dieser letzte Stoffwechselweg mehr
Energie zur Verfiigung stellt, wiirde das im Abwasser vorhandene Nitrat nicht ab-
gebaut werden. Zur effizienten Abwasserreinigung benétigen die beteiligten Mi-
kroorganismen spezifische Umgebungsbedingungen (aerob bei der Nitrifikation,
anoxisches Milieu bei der Denitrifikation), so dal von den Klirwerksbetreibern
zweistufige Anlagen verwendet werden (miissen). Insbesondere hoch stickstoff-
haltige Abwisser mit einem niedrigen C/N-Verhiltnis, wie Deponiesickerwisser
oder Schlammwisser, benotigen zusitzliche externe Sauerstoff- und Kohlenstoft-
quellen (z.B. Methanol). Neben den Materialkosten bedarf es auch sehr viel Ener-
gie, die externen Substanzen in die Anlage einzubringen. Der zweistufige Betrieb
zur Stickstoffeliminierung bedeutet somit fiir den Betreiber der Kldranlage einen
hohen Einsatz an verschiedensten Ressourcen und letztlich hoher Betriebskosten.

Unter diesen Aspekten riickt ein erst Ende der 1980er beobachteter Prozef in den
Blickpunkt. Die damaligen Hinweise auf eine biologische Umsetzung von Am-
monium abseits des beschriebenen Weges der Nitrifikation/Denitrifikation konn-
ten in den folgenden Jahren entschliisselt werden [26,27]. Es zeigte sich, daf} ein
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N-Fixierung

Abbildung 2.5: Stickstoftkreislauf und anaerober Ammoniumoxidation (ANAM-
MOX) mit Zwischenprodukten

bis dahin unbekanntes Bakterium in der Lage ist, Ammonium ohne Sauerstoff
direkt zu molekularem Stickstoff abzubauen. Dieser Proze3 wurde bekannt als
anaerobe Ammoniumoxidation (ANAMMOX).

Beispielsweise ist es in der Schweiz immer noch iiblich, auf die Denitrifikations-
stufe zu verzichten. Die daraus resultierenden hohen Nitrateintridge in den Rhein
fithren zu einer starken Diingung mit anschlieSender Eutrophierung des Flusses.
Daher hat sich die Schweiz verpflichtet, den Eintrag bis 2005 um 2000 Tonnen
zu verringern [28]. Eine Nachriistung der Kldranlagen mit einer Denitrifikations-
stufe wiirde allerdings sehr hohe Kosten verursachen (s.0.), so dal} der ressour-
cenfreundliche ANAMMOX-Prozef in diesem Zusammenhang eine interessante
Alternative darstellt.

Bei der anaeroben Ammoniumoxidation, die einen Teil des Stickstoffzyklus dar-
stellt (siehe Abb. 2.5), wird NH; mit NO; unter anaeroben Bedingungen zu mo-
lekularem N5 und H5O oxidiert:
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Mit Hilfe radioaktiv markierten Stickstoffs (°N) konnte der Reaktionsweg mit
seinen Zwischenprodukten Hydroxylamin (NH2OH) und Hydrazin (NoH4) En-
de der 1990er postuliert werden. Die Energie dieser exothermen Reaktion steht
dem autotrophen Mikroorganismus fiir dessen Stoffwechsel zur Verfiigung. Die
Verdopplungszeit der ANAMMOX-Bakterien von ca. 2—3 Wochen zeigt, daf der
ProzeB nur relativ wenig Energie (358 kJ-mol ') liefert, die dann u. a. dem Stoff-
wechsel zur Verfiigung steht [29]. Als Kohlenstoffquelle wird von den Bakterien
hauptsichlich CO4 verzehrt. Der Organismus wurde mit Hilfe von Gensonden
(16S rDNA-Methode) als ein Vertreter der Gruppe der Planktomyceten identifi-
ziert [30]. Da eine abschlieende Einteilung derzeit noch aussteht, wurden die
beiden bisher von zwei verschiedenen Forschungsgruppen gefundenen Bakteri-
enarten provisorisch wie folgt benannt:

e Candidatus ,,Brocadia anammoxidans*

e (Candidatus ,,Kuenenia stuttgartiensis*

Ein drittes Bakterium (Candidatus ,,Scalindua sorokinii“) wurde erst kiirzlich im
Schwarzen Meer entdeckt. Die zugrundeliegende Forschungsarbeit deutet darauf
hin, daB die ANAMMOX-Reaktion bis zu 70% des Stickstoffkreislaufes in den
Weltmeeren ausmacht [31]. Da es bis heute nicht gelungen ist, die am ANAM-
MOX beteiligten Bakterien zu kultivieren bzw. aufzureinigen [28, 29], konnen
diese nicht grofitechnisch in hoher Anzahl produziert werden. Vielmehr ist es not-
wendig, ihnen ideale Umgebungsbedingungen zur Vermehrung bereitzustellen,
um sie anzureichern [32].

Ein weiterer bemerkenswerter Umstand dieser Mikroben findet sich in ihrem In-
neren. Ein Grofteil des Zellinneren wird von einer Zellorganelle, dem sogenann-
ten Anammoxosom, gebildet. Dieses Anammoxosom wird umgeben von einer
in der Natur einzigartigen bizarren Membran, deren Lipide aus mehreren Cyclo-
butanringen (sogenannten Ladderanen) aufgebaut sind [33]. Die Funktion dieser
einzigartigen Membran ist in ihrer ungewohnlichen Dichte zu sehen, die fiir Diffu-
sionsprozesse nur sehr undurchlissig ist. Fiir den Organismus ist dies lebenswich-
tig, da innerhalb der Zellorganelle toxische Intermediaten (NyHy) auftreten und
so zuriickgehalten werden. In der Abbildung 2.6 ist eine schematische Darstel-
lung des ANAMMOX-Bakteriums gegeben sowie der Stoffwechsel im Organis-
mus und die Diffusionsvorginge dargestellt (c). Die Teilabbildungen (a+b) zeigen
den Aufbau der Membran des Anammoxosoms aus den Lipiden, die sich wie-
derum aus verschiedenen Ladderanstrukturen und unterschiedlichen hydrophilen
Anteilen zusammensetzen. Die Abbildungen wurden aus den hervorragenden Ar-
beiten zu diesem Thema der Gruppen um Marc Strous (Universitdt Nijmwegen,
Niederlande) und Mike Jetten (TU Delft, Niederlande) entnommen.
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Ladderane sind als Substanz nicht kommerziell erhiltlich. Die kiinstliche Herstel-
lung von Ladderanen ist daher ein hochaktuelles Forschungsfeld [34]. Aufgrund
ihres steifen Grundgeriistes, das durch funktionelle Gruppen vielseitig erweitert
werden kann, stellt sich ihr Einsatz als Baukasten in der Optoelektronik als &u-
Berst vielversprechend dar.

OH OH
K[O\/\/\/\/\ O o~
X X
OH 1 OH O/\/\/\/\/X orY

Abbildung 2.6: a — Lipide der Anammoxsommembran aufgebaut aus Ladderanen
(X+Y), b — Dichte der Membran des Anammoxosoms, ¢ — Stoffwechsel und
schematische Darstellung des ANAMMOX-Bakteriums mit: (1) Nukleoid und (2)
Anammoxosom (aus: [33] + [35])



28 KAPITEL 2. THEORIE UND HINTERGRUND

Das fiir die ANAMMOX notwendige NO, wird von der partiellen Nitrifikati-
on (Nitritation) bereitgestellt, bei der das Nitrit nicht weiter zu Nitrat oxidiert
wird (siehe Gl. 2.6). Zusammen mit der Gleichung fiir den ANAMMOX-Prozef3
(Gl. 2.9) ergibt sich fiir das sogenannte (und seit 1999 patentierte) ANAMMOX-
Verfahren:

2-NH;+1,5-0y = No+3-H,O+2-HT (2.10)

In Experimenten unter O-limitierten Bedingungen (weniger als 0,5% Luftstti-
gung) wurde die Ausbildung einer Gemischtkultur von aeroben und anaeroben
Ammoniumoxidierern im Biofilm beobachtet [36]. Die Os-abhédngigen Bakteri-
en sorgen fiir eine starke O2-Zehrung im Biofilm, die zu Sauerstoffgradienten im
Biofilm fiihrt. Dadurch kann fiir die anaerobe Spezies in demselben Biofilm ein
geeignetes Milieu fiir deren Stoffwechsel entstehen. Diese Art der Ammoniumbe-
seitigung in einer gemeinsamen Stufe wird auch als einstufige Deammonifikation
oder CANON-ProzeB bezeichnet (sieche Abb.2.7). Fiir Kldarwerksbetreiber, deren
Abwasser durch ein niedriges C/N-Verhiltnis dominiert wird, ist das Verfahren
von besonderem Interesse, da es folgende Vorteile mit sich bringt ( [28] und [35]):

e keine Zugabe externer Kohlenstoffquellen

60% weniger Sauerstoff

e keine COz-Emission (im Gegenteil: Prozefl verbraucht CO5)

Einsparpotential an Betriebskosten: im Vergleich zu Nitrifikati-
on/Denitrifikation bis zu 90%

e geringere Menge an anfallendem Bioschlamm

Ein erster grotechnisch genutzter Betriebsreaktor entsprechender Grofe, der auf
dem ANAMMOX-Verfahren beruht, wurde 2002 in einem Klidrwerk bei Rotter-
dam (Niederlande) in Betrieb genommen.

Fiir den Nachweis der am ANAMMOX-Prozef beteiligten Bakterien gibt es seit
einiger Zeit entsprechende Gensonden, die mit Hilfe der FISH und CLSM eine
spezifische Untersuchung des Biofilmes ermdéglichen ( [30, 36,37]). Wie bereits
in der Einleitung erwéhnt, bedeutet diese invasive Methode einen starken Eingriff
in die ,,Wohngemeinschaft Biofilm*. Dariiberhinaus ist die Anzahl der Messun-
gen aufgrund des aufwendigen MeBprinzipes limitiert, so dal keine komplette
Ubersicht iiber den Biofilm erzielt werden kann, sondern lediglich Ausschnitte.
Zudem lassen sich auch nur die tatsdchlich markierten Organismen detektieren.
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Abbildung 2.7: Einstufige Deammonifikation in einem Biofilm, zusammengesetzt
aus zwei Teilprozessen: Nitritation und ANAMMOX

Die Analyse mit Hilfe der CRM bietet dagegen aufgrund des nichtinvasiven Mef3-
prinzipes die Moglichkeit, den Biofilm in seiner natiirlichen Umgebung zu unter-
suchen. Dariiberhinaus lieBen sich Vergesellschaftungen bestimmen, da grof3e zu-
sammenhingende Bereiche sich rdumlich und stoffspezifisch aufzeichnen lassen,
wobei es keine Einschrinkung des Bakteriennachweises gibt (keine Markierung
erforderlich).

2.7 Rauschen und Nachweisgrenze

In der Spektroskopie ist heutzutage der Einsatz von Spektrometern in Kombina-
tion mit CCD-Kameras zur spektralen Analyse des MeBlichtes weit verbreitet.
Diese Systeme werden hiufig auch unter dem Begriff ,,optical multichannel ana-
lyzer (OMA) zusammengefaBt. Das Spektrometer als dispersives Element dient
zur rdumlichen Trennung der Frequenzanteile des Lichtes, wihrend die CCD-
Kamera diese auf ihrer lichtempfindlichen Fliche registriert. Wie bereits in der
Einleitung geschildert, hat die Entwicklung im Bereich der CCD-Technik in den
letzten Jahren diese zu dufBerst effizienten und leistungsfihigen Detektoren rei-
fen lassen. Sie besitzen einen sehr hohen Dynamikbereich (besser 1000:1), so
daf intensives und schwaches MeBlicht gleichermallen detektiert werden kann.
Das Rauschen bereits thermoelektrisch gekiihlter CCDs (bis zu -70°C) wird nur
noch von der statistischen Verteilung des Photoeffekts bestimmt (s. u.). CCDs sind
empfindlich liber einen groen Wellenldngenbereich vom UV (ca. 200 nm — nach
Beschichtung) bis ins NIR (ca. 1100 nm). Spezielle CCD-Kameras sind auch fiir
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den Rontgenbereich erhiltlich.

Das vom Spektrometer dispergierte Licht wird auf die lichtempfindliche Fliche
der CCD-Kamera abgebildet. Die CCD-Fléche stellt einen sogenannten Multika-
naldetektor aus einzelnen Untereinheiten (PIXEL) dar, der das einfallende Licht
dhnlich einem Fotofilm in einer zweidimensionalen Ebene aufzeichnet. Die Ab-
messungen eines Pixels bedingen das Auflésungsvermogen (zusammen mit Git-
ter, Brennweite und Spaltbreite des Spektrometers) sowie das Rauschverhalten
(auf der kleineren Fliche werden weniger Photonen absorbiert).

Das Rauschen des von einer CCD-Kamera aufgezeichneten MefBsignales ist fiir
quantitative Messungen von herausragender Bedeutung, da hierdurch die zu er-
wartende Nachweisgrenze fiir den jeweiligen Stoff determiniert wird. Die licht-
empfindliche Fliche einer CCD-Kamera besteht aus Silizium. Eindringende Pho-
tonen konnen in der Verarmungszone des Siliziums Elektronen-Loch-Paare er-
zeugen (innerer Photoeffekt). Die Elektronen werden in den Pixeln bis zum Aus-
leseprozel} aufintegriert. Die Linearitit zwischen Ladungsmenge und Lichtflufl
erlaubt direkte Riickschliisse auf die spektrale Strahlungsintensitit.

Das Auslesen eines solchen Multikanaldetektors erfolgt durch Verschieben der in
den Pixeln gesammelten Ladungsmenge in ein benachbartes Pixel durch Anle-
gen unterschiedlicher Potentiale. Im ersten Schritt geschieht diese Verschiebung
vertikal in eine Auslesezeile, anschlieBend werden die Elektronen horizontal zum
Ausleseregister transportiert. Dort wird die Ladungsmenge verstérkt und als ana-
loges Stromsignal dem A/D-Wandler zugefiihrt, der zur weiteren Datenverarbei-
tung durch einen MefBrechner dieses in einen Zahlenwert umwandelt.

Die Quellen fiir das Gesamtrauschen eines CCD-MeBsystemes sind vielfiltig [12]
und setzen sich im einzelnen zusammen aus:

Verstirkerrauschen: Analoge Meflwerte unterliegen wéhrend der Digitalisie-
rung einem Rundungsfehler.

Quantisierungsrauschen: Bei der Wandlung des analogen Stromwertes in ein
digitales Signal treten Rundungsfehler auf.

Wandlerrauschen: Bei der Wandlung analoger Meflwerte kommt es je nach
Auslesefrequenz zu einem Rauschen, das mit zunehmender Taktfrequenz
groBer wird.

Dunkelstromrauschen: Gemif3 der Boltzmann-Verteilung konnen Elektronen
im CCD-Chip die Bandliicke zwischen Valenz- und Leitungsband des Si-
liziums iiberwinden und tragen so zum MeBsignal bei. Eine Kiihlung der
Kamera ist daher zwingend notwendig (Halbierung des Dunkelstromrau-
schens alle 6°—8° C). Alle CCD-Chips wurden thermoelektrisch mit Hilfe
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eines Peltierelementes gekiihlt. Das Rauschen der auf diese Weise gekiihl-
ten CCD-Kameras ist zu vernachlissigen (Bsp.: Die Andor DU401-BR-DD
erzeugt bei -70° C ein Elektron je Pixel und Sekunde)

Schrotrauschen (oder auch Photonenrauschen): Das Aussenden von Photonen
aus einer Lichtquelle erfolgt nicht-deterministisch. Dieser zufillige Strah-
lungsprozeB tritt insbesondere bei lichtschwachen Quellen in den Vorder-
grund. Das MeBsignal I folgt einer Poisson-Statistik, fiir dessen Schwan-
kungsbreite gilt: AT = v/N mit N =Photonenanzahl. Fiir ein rauscharmes
Signal sollte die Intensitéit des MeBsignales somit moglichst grof3 sein (1000
detektierte Photonen ergeben einen statistischen Fehler von 3%).

Das MefBsignal kann durch Subtraktion einer Dunkelmessung mit gleichen Pa-
rametern (Temperatur und Belichtungszeit) vom Dunkelstromrauschen bereinigt
werden. Dabei werden auch die auf einem CCD-Chip vorhandenen sogenannten
,-Hot Pixel* beseitigt. Der dominante Rauschanteil entfillt dann nur noch auf das
Schrotrauschen, welches prinzipbedingt nicht entfernt werden kann.

Das Mefsignal I setzt sich zusammen aus dem nachzuweisenden Signal S sowie
einem Hintergrundsignal H. Ist das Schrotrauschen des Hintergrundsignales zu
intensiv, so kann das Signal .S in dem Rauschen untergehen. Fiir eine eindeutige
Diskriminierung sollte fiir das Verhiltnis mindestens

S
—=>2
7>

gelten [38]'2. Da das Detektorsignal bei der Lichtmessung, egal ob Nutz- oder
Hintergrundsignal, linear mit der Belichtungszeit ¢ zusammenhéngt,

S~t, H~t

das Rauschen des Hintergrundsignales aber nur mit der Wurzel ansteigt

R=VH

ist es theoretisch moglich, iiber entsprechend lingere Belichtungszeiten das Ver-
hiltnis von Nutz- zu Rauschsignal bis zur Nachweisbarkeit zu vergroBern (liegt
bspw. das Signal in der GroBenordnung des Schrotrauschens, S = R, so miif3-
te die Belichtungsdauer mindestens um den Faktor vier verlingert werden). Bei
Belichtungszeiten von einigen Minuten wirkt sich allerdings bereits die kosmi-
sche Hohenstrahlung limitierend aus. Ferner tragen stundenlange Belichtungszei-
ten den Anspriichen einer Schnellanalytik nicht Rechnung.

121n der einschligigen Literatur ist fiir das Signal-/Rauschverhiltnis hiufig auch der Zahlenwert 3
anzutreffen [39].
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Abbildung 2.8: Zusammenhang zwischen S/R-Verhiltnis und Nachweisgrenze

am Beispiel der Ramanbande einer 5 mM Natriumnitratlosung. Das Hintergrund-
signal wird vom Losungmittel (Wasser) verursacht.



Kapitel 3

Material und Methoden

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, existiert keine universelle Spektrosko-
piemethode. Daher stellen die in den beiden Untersuchungsreihen verwendeten
MeBsysteme Losungskompromisse hinsichtlich der jeweiligen Aufgabenstellung
dar'. Die Konfiguration der verwendeten Instrumente in dieser Arbeit wurde daher
entsprechend der MeBaufgabe ausgelegt. Eine Ubersicht iiber laserspektroskopi-
sche MeBmethoden an Feststoffen unter dem Gesichtspunkt der Umweltanalytik
wird u. a. in [41] gegeben.

Die bei der Detektion von DDT bzw. DDT-haltigen Holzschutzmitteln (HSM)
verwendete Instrumentierung sollte eine leistungsstarke Anregung im langwel-
ligen UV-C (250—280nm) ermoglichen. Fiir die multidimensionale Analyse in
der Zeitdomine (Auflosung 1 ns) mufite eine entsprechend CCD-Kamera mit sehr
schnellen VerschluBzeiten zur Verfiigung stehen. Das entsprechende System wird
in 3.2.1 beschrieben. Eine Verwendung in der Vorortanalytik stellt weitere Anfor-
derungen an das System: mobil, netzunabhédngig, wettergeschiitzt, Laserfithrung
mit Hilfe von Glasfasern, robust. Diese Punkte wurden zum Teil in dem am Insti-
tut aufgebauten mobilen Laserfluoreszenz-MeBsystem realisiert (siehe 3.2.2).

Die Vorgaben der Biofilmanalyse lassen sich demgegeniiber wie folgt zusammen-
fassen: nichtinvasiv, keine Fluoreszenzanregung, moglichst grof3e Eindringtiefe
sowie hohe Ortsauflosung. Letztere Bedingung zwingt zur Verwendung eines kon-
fokalen Mikroskopes, welches nicht nur lateral eine hohe (beugungslimitierte)
Auflosung besitzt, sondern auch axial. Somit 146t sich die gewiinschte tiefenauf-
geloste Analyse realisieren. Die notwendige Lochblende stellt die Begrenzung des

I Aus [40], S. 77: ,.Da der Erfolg eines Experimentes oft von der Wahl geeigneter MeB3- und Nach-
weisgerite abhéngt, ist die genaue Kenntnis moderner Techniken fiir den Spektroskopiker von beson-
derer Bedeutung.*

33
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Lichtflusses dar und bedingt den Einsatz einer Spektrometer-CCD-Kombination,
da diese die Punktlichtquelle effektiver nutzt als die Jacquinot-Blende eines FT-
Ramanspektrometers.

| | Holz Biofilm
;é %0 (zeitaufgeloste) Fluoreszenz inelastische Streuung
g & g (Raman)
=5
B
§ 266 nm, gepulst 785 nm, cw
o
o) ICCD IR-intensivierte CCD
]
@)
S geringe Ortsauflosung (mm) hohe Ortsauflosung (um)

Tabelle 3.1: Angewandte MefBtechnik

3.1 CCD-Kamerasysteme

Die Bedeutung des Bildsensors fiir spektroskopische Analysen wird hiufig iiber-
sehen [39]. Wie bereits in der Einleitung dargelegt, stellt der Fortschritt in der
CCD-Technik dem Spektroskopiker einen bemerkenswerten Lichtdetektor zur
Verfiigung. Das CCD besitzt ein sehr gutes Signal-/Rauschverhiltnis, das bei ent-
sprechenden MaBnahmen (Kiihlung, langsame Ausleserate?) lediglich durch das
nicht zu beseitigende Schrotrauschen determiniert werden. Dariiberhinaus besitzt
das CCD — je nach Ausfithrungstyp — eine duflerst hohe Quanteneffizienz (QE).
Das riickseitengediinnte, IR-intensivierte Exemplar, welches bei den ramanspek-
troskopischen Untersuchungen zum Einsatz kam, besitzt eine QE von 94% bei
800 nm. In beiden Untersuchungsreihen (Holz und Biofilm) bestand das Detek-
torsystem jeweils aus einer Spektrometer-CCD-Kamera-Kombination.

Im Anhang findet sich eine Ubersicht iiber die technischen Daten der Systeme.

2unter 1 MHz
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3.1.1 Fluoreszenzmessungen

Die Detektion der in dieser Arbeit prasentierten Fluoreszenzspektren (Kapitel 4)
wurden mit Hilfe zweier unterschiedlicher Fluoreszenzmefsysteme erzielt:

1. einem Laboraufbau mit einer ICCD-Kamera

2. einem mobilen Aufbau mit einer konventionellen CCD-Kamera

Die bildverstirkende ICCD-Kamera (ICCD-576 G/RB, Spectrocopy Instruments,
Gilching) ermoglicht aufgrund ihres Verschlusses, der auch als Verstirker fun-
giert, sehr kurze Belichtungszeiten (5—6ns). Die hierzu integrierte Multikanal-
platte, deren Kanile mit einer speziellen Beschichtung ausgestattet sind, verstérkt
dhnlich einem Photomultiplier die zuvor in einer Photokathode erzeugten Elektro-
nen durch das Anlegen einer Beschleunigungsspannung. Liegt eine entsprechend
hohe Gegenspannung an der Kanalplatte an, ist die Kamera praktisch blind.

Der mobile MeBaufbau war mit einer ,front-illuminated” CCD-Kamera (In-
staSpec IV von L.O.T.-Oriel GmbH, Darmstadt) ausgestattet, die fiir den UV-
Bereich zusitzlich mit einer entsprechenden Beschichtung versehen wurde.

3.1.2 Konfokale Ramanmikroskopie

An dem modularen CRM 200 der Firma WITec (Ulm, siche Abschnitt 3.4) kamen
drei verschiedene Detektionssysteme (Daten siche Anhang) zum Einsatz:

1. SPEC-10:100B (TE), Hersteller: Roper Scientific GmbH (Ottobrunn)
2. DU 401-BR-DD, Hersteller: Andor Technology (Belfast, Nordirland)

3. Avalanche Photodiode (APD)

Die beiden CCD-Kameras (Pos. 1+2) besitzen riickseitengediinnte CCD-Chips.
Die Schaltungselektronik zum Ladungstransport befindet sich bei diesen Kameras
auf der lichtabgewandten Seite, da diese auf dem CCD zu einer Verringerung der
Lichtdurchlissigkeit von bis zu 50% fiihrt.

Dieser Aspekt spielt insbesondere bei der Detektion von Licht im NIR eine ent-
scheidende Rolle, da die Effizienz hier mit zunehmender Wellenlidnge rasch ab-
nimmt. Riickseitengediinnte CCD-Kameras besitzen allerdings aufgrund des ho-
hen Brechungsindizes des Siliziums sowie der geringen Schichtdicke des Chips
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(ca. 30 um) einen Etalon-Effekt. Insbesondere spektral breite Signale zeigen ein
ausgeprigtes Interferenzmuster (siehe auch Abb. 5.9 auf Seite 84).

Da die Kamera von Roper Scientific einen ausgesprochen storenden Etalon-Effekt
besal}, wurde diese im Laufe der Experimente gegen die DU401-BR-DD von An-
dor Technology ausgetauscht. Deren CCD besitzt aufgrund der Verwendung von
Epitaxial-Silizium eine groere Verarmungszone (,,Deep Depletion™), so daf3 der
Chip eine groBere Dicke aufweisen kann (ca. 60 um). Das ,,Etaloning* dieser Ka-
mera wird dadurch auf ein Minimum gesenkt. Der grofite Anteil der in Kapitel 5
dargestellten Experimente wurde mit dieser Kamera durchgefiihrt.

Im Gegensatz zu den beiden CCDs, die Vertreter der Multikanaldetektoren sind,
1468t die APD spektral aufgeloste Messungen nur in Zusammenarbeit mit einem
Monochromator zu. Das verwendete Spektrometer Acton 308-SP kann zu die-
sem Zweck mit Hilfe eines umklappbaren Spiegels das spektral zerlegte Licht auf
die lichtempfindliche Fliche lenken. Ein einstellbarer Spalt begrenzt die Breite
der nutzbaren APD-Fliache (200 pum). Die APD erméglicht die Einzelphotonen-
detektion im NIR-Bereich. Ihre Empfindlichkeit ist um ca. eine Grolenordnung
besser als die der obigen CCDs. Die hohe Quanteneffizienz der APD sorgt dafiir,
daB jedes einfallende Photon ein Elektron-Loch-Paar erzeugt. Durch die angeleg-
te Verstiarkerspannung am Diodeniibergang erzeugen die beiden Ladungstriger
aufgrund ihrer kinetischen Energie weitere Ladungstriager bei Kollision mit dem
Molekiilgitter (Lawinendurchbruch).

3.1.3 Kalibrierung

Die Spektrometer-CCD-Detektorsysteme wurden mit Hilfe der atomaren Spek-
trallinien von Hg und Ar einer entsprechenden Kalibrierlampe (Is-ArHg, Firma
omt GmbH, Ulm) kalibriert. Die unterschiedlichen Programme zur Auslesung
und Darstellung der Spektren der verschiedenen Detektionssysteme bieten teil-
weise automatisierte Abldufe (,,ScanCRTL Spectroscopy Plus®), bei denen vor-
gegebene markante Linien selbstindig mit Hilfe des Spektrometers angefahren
und auf verschiedene Bereiche der CCD-Kamera abgebildet werden. In jedem
Fall ist eine manuelle Zuordnung der Pixelnummer zur Wellenldnge moglich mit
anschlieBender Interpolation durch Polynome wihlbaren Grades. Durch die Kali-
brierung mit Hilfe bekannter Spektrallinien lie sich der mittlere Fehler auf eine
Pixelbreite begrenzen.

3.1.4 Spektrale Auflosung

Die GroBe der Pixel, deren Anzahl in horizontaler Richtung sowie das lineare
Dispersionsvermogen des verwendeten Gitterspektrometers (alle drei in Czerny-
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Turner-Anordnung) bestimmen prinzipiell das Auflésungsvermogen, wobei das
Herz des dispersiven Systems von einem Reflexionsgitter gebildet wird. Aus der
beleuchteten Anzahl der Gitterfurchen sowie der auf dem CCD abgebildeten Ord-
nung ergibt sich das theoretische Auflosungsvermdgen?. Weitere Faktoren, die das
Auflésungsvermogen allerdings hauptsidchlich bestimmen, sind Eingangsspalt-
breite und Abbildungsfehler, wie Koma und Aberration. Die Minimalwerte der
in dieser Arbeit verwendeten Systeme sind in der Anlage zu finden. Diese bilden
gleichzeitig den Fehler des jeweiligen kalibrierten Spektrums.

3.1.5 Quanteneffizienz und Instrumentenfunktion

Die Quanteneffizienz (QE) beschreibt wellenldingenabhingig, welcher Prozent-
satz der einfallenden Photonen vom Detektor registriert wird. Eine andere, eher
ergebnisorientiertere Beschreibung ist die Instrumentenfunktion des Nachweis-
systems, daB fiir Photonen unterschiedlicher Energie eine unterschiedliche Emp-
findlichkeit besitzt. Diese Beschreibung beriicksichtigt, daf} ein aufgenommenes
Spektrum mit dieser Funktion verkniipft ist. Die in der vorliegenden Arbeit in den
Abbildungen wiedergegebenen Spektren sind allesamt mit einer entsprechenden,
dem jeweilig verwendetem Detektorsystem zugehorigen Funktion behaftet.

Prinzipiell lassen sich die Spektren durch das Aufzeichnen eines bekannten Spek-
trums (beispielsweise einer Lampe oder Referenzsubstanzen) korrigieren [42,43].
Die so gewonnenen Spektren wiren dann mit den Spektren anderer Mel3gerite
absolut vergleichbar. Dies wire von herausragendem Interesse, wiirde man die
gemessenen Spektren in einer Datenbank verdffentlichen. Dies gilt aber auch fiir
die Identifikation eines unbekannten Stoffes mit Hilfe einer online Datenbank,
die mittlerweile auch fiir den Ramanspektroskopiker zahlreiche Stoffe umfaft®.
Die Genauigkeit bei diesem Spektrenabgleich steht und fillt mit der Ubereinstim-
mung der Spektren. Aus mehreren Griinden wurde dennoch auf die Korrektur der
Spektren durch die Instrumentenfunktion verzichtet:

1. Selbst bei sorgfiltigster Kalibrierung mit Hilfe bekannter Emissionskurven
(Deuterium- oder Halogenlampe) besitzen die korrigierten Spektren einen
Fehler von mindestens 10%. Daher ist es tiblich, auf eine Korrektur zu ver-
zichten und stattdessen das technische Equipment ausfiihrlich anzugeben
(siche Abschnitte 3.5 und 3.4), mit dem das Spektrum erzielt wurde [42].

2. Zur Unterdriickung der durch Reflexion und Streuung verursachten intensi-
ven Laserlinie in den Experimenten wurden entsprechende Filter eingesetzt.

3Typ. Werte: 10000 — 100000 (entsprechend 0,05 — 0,005 nm bei 500 nm Wellenlinge).
47.B. SpectraOnline von Thermo Galactic



38 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Eine Korrektur wiirde diesen Effekt wieder autheben — abgesehen von dem
dann schlechteren Signal-/Rauschverhiltnis.

3. Ahnlich einem Zweistrahlphotometer, bei dem sich die Verkniipfung mit
der Instrumentenfunktion aufgrund der Verwendung eines zweiten Strah-
lenganges aufhebt, wurden auch in dieser Arbeit Referenzmessungen an-
gestellt. So sind die Spektren unterschiedlicher Messungen, die aber mit
demselben Versuchsaufbau erzielt worden sind, sehr wohl untereinander
vergleichbar. D. h. es kénnen quantitative Messungen durchgefiihrt werden,
wie bei den Konzentrationsmessungen in 5.2.1 auf Seite 82 gezeigt.

4. Es wurde (noch) nicht beabsichtigt, die Spektren in eine Datenbank zu stel-
len.
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Abbildung 3.2: Gemeinsame Instrumentenfunktion des Spektrometers und der
CCD-Kamera des CRM 200

Die drei QE-Kurven fiir das verwendete Spektrometer (Acton 308-SP) mit sei-
nen drei Gittern sowie angesetzter CCD-Kamera (Andor DU401-Br-DD) sind
in Abb. 3.2 dargestellt. Die Kurven sind nach den Herstellerangaben berechnet
worden. Deutlich ist zu sehen, dal} beispielsweise bei Verwendung des Gitters
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Nr. 2 der fiir die Ramanspektroskopie spektral interessante Bereich mit zahlrei-
chen Schwingungsbanden von ca. 500—1700cm ™! (sogenannter ,,Fingerprint*-
Bereich) in guter Niherung konstant ist (zwischen 50% und 60%). Ein starker
Abfall der QE ist ab ca. 900 nm zu beobachten, der sich in den Ergebnissen (Ka-
pitel 5) wiederfinden 146t. Eine Detektion der Photonen mit einer Wellenlinge
groBer als 1050 nm (entsprechend 3200 cm™' gelingt kaum noch.

Eine in diesem Zusammenhang durchgefiihrte, interessante Messung ergab sich
bei der Referenzsubstanz Cyclohexan (CgHi2). In Abb. 3.3 gibt der Kurvenver-
lauf A das aus einer online Datenbank (McCreery Raman Library) entnommene
Spektrum von Cyclohexan wieder, wihrend das Spektrum B das unkorrigierte,
mit dem konfokalen Ramanmikroskop CRM 200 (siche Seite 45) aufgenommene
zeigt. Dargestellt ist der sogenannte ,,Fingerprint“-Bereich. Ein weiterer Bereich
interessanter Schwingungsbanden organischer Verbindungen um ca. 3000cm !
wurde in der Datenbank nicht wiedergegeben. Dort befinden sich die symmetri-
schen und anti-symmetrischen Streckschwingungen der CH»- und CH;3-Gruppen.
Diese sind allerdings weniger aussagekriftig. Die Kurvenverldufe zeigen sehr
gute Ubereinstimmungen. Der Abfall der Intensititen des CRM 200-Spektrums
konnte auf die nachlassende QE des CRM 200-Systems in diesem Bereich zu-
riickzufiihren sein.

Ein Vergleich mit dem nach [43] korrigiertem Spektrum (rote Kurve C in Abb.
3.3)% von Cyclohexan sowie den Angaben einer weiteren Datenbank® zeigen, dafl
die Lage der Ramanbanden, die mit Hilfe des konfokalen Ramanmikroskop CRM
200 (mittleres Gitter mit 600 Linien-mm~"') aufgezeichnet wurden, einen maxi-
malen, absoluten Fehler von £1 cm ™! besitzen.

3.2 Fluoreszenz

Zur Fluoreszenzanregung standen fiir diese Arbeit zwei unterschiedliche Lasersy-
steme mit verschiedenen Detektionseinheiten fiir die spektrale Lichtmessung zur
Verfiigung:

o leistungsstarker Nd:YAG-Laser mit abbildendem Spektrometer und bild-
verstirkender CCD-Kamera fiir zeitaufgeloste Messungen

o mobiles Fluoreszenzspektrometer basierend auf einem Stickstoff-Laser und
einfachem Spektrometer sowie CCD-Kamera

SSpektrum lag nicht in elektronischer Form vor, wurde daher nachtriglich digitalisiert
6National Institute of Standards and Technology (USA): webbook.nist.gov
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Abbildung 3.3: Absolutvergleich der normierten Ramanspektren von Cyclohexan:
mit CRM 200 und Gitter #2 (A, siche Text), aus McCreery Raman Library (B),
aus [43] (O)

3.2.1 Experimenteller Aufbau Nd:YAG-Lasersystem

Mit Blick auf das Absorptionsspektrum von DDT (siehe Abb. 3.4), welches im
UV-B stark absorbiert, sowie den Angaben aus Tabelle 2.1 auf Seite 22, die ei-
nem Bericht zum Statusseminar der DBU entnommen wurden [24], wurde die
Fluoreszenz mit Hilfe von Laserstrahlung der Wellenldnge 266 nm angeregt.

Dazu wurde als Anregungsquelle ein gepulster Nd: YAG-Laser eingesetzt (Com-
pact Laser 501 DNS, BMI, Frankreich). Seine Grundwellenlédnge (1064 nm) kann
mit Hilfe zweier nichtlinearer KDP°-Kristalle intern frequenzverdoppelt bzw. -
verdreifacht werden (532nm bzw. 355nm). Die Daten der Laserleistung wur-
den mit einem Energiemefigerit wie folgt bestimmt: 850 mJ bei 1064 nm, 380 mJ
bei 532nm und 160 mJ bei 355 nm. Fiir die Messungen der statischen respektive
zeitaufgelosten Fluoreszenz wurde der interne KDP-Kristall zur Frequenzverdrei-
fachung entfernt. Das frequenzverdoppelte Laserlicht wurde nach Verlassen des

9Kaliumdihydrogenphosphat
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Abbildung 3.4: Absorptionsspektren von DDT: entnommen aus NIST® (A), 0,1%
DDT-Methanol-Losung (B), 0,1% ,,Hylotox 59*“-Tetrahydrofuran-Losung (C)

Gehiuses mit Hilfe eines Seperators von der Grundwellenlénge getrennt und an-
schlieBend extern ein weiteres Mal frequenzverdoppelt (266 nm, max. 10 mJ).

Der Durchmesser des Laserstrahles wurde vor dem externen KDP-Kristall mit
Hilfe eines Teleskopes von 9 mm auf 2 mm verkleinert. Der Ausdehnung des
Kristalls aufgrund von Erwédrmung im laufenden Betrieb wurde mit Hilfe von
geregelt temperierbaren Heizeinheiten entgegengewirkt und so die Phasenanpas-
sung konstant gehalten. Die Pulslidnge dieses giitegeschalteten Lasersystems be-
triagt 10 ns.

Das Nachweissystem bestand aus einem abbildenden Spektrometer (Chro-
mex 500, Chromex, USA) mit drei wechselbaren Gittern: 150, 600 und
1800 Linien-mm ~*. Fiir die Messungen wurde zumeist das niedrigauflosende Git-
ter mit 150 Linien-mm ! benutzt. Dieses bildet auf der Photokathode ein Spek-
trum von ca. 167 nm Breite ab. Groere Bereiche lieBen sich durch sukzessi-
ves Verfahren des Spektrometers automatisch aufnehmen. Zur Unterdriickung der
Laserlinie wurde ein Schott-Kantenfilter (WG 295) vor dem Spektrometer ange-
bracht. Quarzlinsen bildeten das Fluoreszenzlicht der Probe auf den Spalt des
Spektrometers ab.

Die Belichtungszeit ist durch den Verschlufl der ICCD-Kamera je einzelnem Puls



42 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Oberwellenfilter

— | —1 1
Nd:YAG [O t—4d —]
@ 532 nm Teleskop  Verdoppler
3
2 12
o)
P
. Probe Linse 3
1 - 5: Spiegel Filter | 5
| 3
| Hp
LI x A
Blende % 8
o ¢
)
4 43

Abbildung 3.5: Versuchsaufbau zur Fluoreszenzanregung mit UV-Laserlicht
(266 nm)

im zumeist verwendetem ,,gate*“-Betrieb mit 5 ns starr vorgegeben. Die Fluores-
zenz einzelner Anregungspulse konnen aber auf der Kamera vor dem Auslesepro-
zel3 aufintegriert werden. Eine Belichtung der Kamera von 10 Sekunden bedeutet
also eine Integration iiber 100 Laserpulsen. Eine Akkumulation im Rechner ist
desweiteren auch noch moglich. Die Belichtungszeiten wurden meist so einge-
stellt, daB der Dynamikbereich der Kamera (16 Bit) ausgenutzt wurde, ohne das
es zur Sittigung kam. Die Moglichkeit des ,,Shutter“-Betriebes, bei der die Ka-
mera fiir einige ms lang geoffnet ist, wurde wegen der Unterdriickung des Umge-
bungslichtes nicht genutzt.

Da der Laserpuls nur ca. 30 cm lang ist, muf} die Kamera rechtzeitig zur Detekti-
on der Fluoreszenz gedffnet werden. Die priizise Ansteuerung des Offnungs- und
Schliefzeitpunktes der ICCD-Kamera (s.0.) wird durch Anlegen einer Gegen-
spannung an die Verstirkereinheit durch einen Verzogerungsgenerator (DG 535,
Stanford Research System, Sunnyvale, USA) gewihrleistet. Der Versuchsaufbau
ist in Abb. 3.5 graphisch dargestellt.

Gesteuert wurde der MeBablauf zentral von einem Computer, der auch fiir die
Spektrenaufnahme bzw. -darstellung benutzt wurde. Hierzu wurde die mitgelie-
ferte Software ,,Winspec 1.6.3* eingesetzt. In dem Softwarepaket ist eine Pro-
grammiersprache integriert, so dafl spezielle Mefroutinen programmiert werden
konnten (u. a. fiir die multidimensionalen Aufnahmen).
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Zeitdoméne

Mit Hilfe des Verzogerungsgenerators konnte der Offnungs- und SchlieBzeitpunkt
der CCD-Kamera im ns-Bereich exakt gesteuert werden. Durch Variation die-
ses Zeitpunktes konnte das Belichtungsfenster der Kamera sukzessive verscho-
ben werden. Die aufgezeichneten Spektren sind somit zeitabhéngig und konnen
in einer 3D-Darstellung visualisiert werden. Legt man einen Schnitt entlang der
Zeitachse und stellt die Intensitit tiber die Zeit aufgetragen graphisch dar, so 1463t
sich aus diesen Profilen die Abklingzeit der Fluoreszenz berechnen. Die mit die-
sem Aufbau erzielbaren Zeitauflosungen liegt im Bereich von 1 —2ns.

3.2.2 [Experimenteller Aufbau Stickstoff-Lasersystem

Neben dem leistungsstarken Laboraufbau konnte noch auf ein mobil einsetzbares,
kleineres Laserspektrometer [44,45] zuriickgegriffen werden (siche Abb. 3.6). Bei
diesem System wird das Laserlicht eines Np-Lasers (MSG 800, LTB, Berlin) iiber
eine Y-Quarzglasfaser direkt zur Probe geleitet, wodurch eine einfache Handha-
bung im Feldbetrieb garantiert wird. Das Fluoreszenzlicht konnte ebenfalls iiber
diesen MeBkopf wieder aufgesammelt und tiber die verzweigte Faser zum Spek-
trometer (MSI 125, L.O.T.-Oriel, Darmstadt) geleitet werden. Die Laserenergie
am Faserende betrug ca. 100 pJ (bei 10 Hz Pulsrate; weitere Daten siehe Anhang).

Das spektral zerlegte Licht wird anschlieBend auf eine CCD-Kamera (In-
staSpec IV, ebenfalls L.O.T.-Oriel) abgebildet. Auch in diesem Aufbau wird ein
Rechner zentral zur Steuerung des Versuches und zur Spektrenaufnahme einge-
setzt (mitgelieferte Software: ,,Instaspec*).

3.3 Holz und applizierte Stoffmengen

DDT und das HSM “Hylotox 59 wurden auf Kantholzern (10cmx 5 cm Quer-
schnittsfliche) der Holzsorten Kiefer und Fichte aufgetragen. Die Beschrinkung
der Untersuchung auf diese beiden Holzsorten geschah mit Blick auf die haufi-
ge Verwendung dieser Holzer beim Hausbau. Wéhrend Fichtenholz insbesondere
aufgrund seines relativ geringen Gewichtes und seiner hohen Festigkeitseigen-
schaften bei der Dachstuhlkonstruktion Verwendung findet, wird Kiefernholz u. a.
gerne zur Vertifelung eingesetzt.

Im Hinblick auf die zu ermittelnden Nachweisgrenzen wurden bei den Unter-
suchungen auftragsiibliche Konzentrationen verwendet. In der Literatur werden
ibliche Einbringmengen von Holzschutzmitteln auf behandelten Flichen von



44 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

/\ Einkoppeloptik
N, - Laser |' '|
Linse
Faser
Spektrometer |
MefRkopf
CCD-Kamera Probe

)

Abbildung 3.6: Mobiles Laserspektrometer (Anregungswellenldnge 337 nm)

200—280g-m~? angegeben [46]. Laut Herstellerhinweis auf der ,,Hylotox 59%-
Flasche sollen auf das zu schiitzende Holz 412 ml-m? aufgetragen werden. Bei
3,5% DDT-Gehalt sind dies 14,4 g~m'2 des Wirkstoffes, die auf der Holzoberfla-
che verstrichen werden. Daher wurden in diesen MeBreihen auf ca. 50 cm? Holzo-
berfliache ein halber Milliliter einprozentiger DDT-Methanol-Losung verstrichen.
Das entspricht in etwa 5 mg DDT auf der Holzoberfliche bzw. 1000 mg-m.

Die in der konventionellen Riickstandsanalytik ermittelten Werte werden jedoch
in mg je kg Trockenholz (mg-kg™') angegeben. Bei einer Standardbeprobung fiir
diese Laboranalyse werden die Proben mit Hilfe eines Forstnerbohrers entnom-
men. Die Beprobungstiefe betrdgt 3 mm, der Durchmesser des Bohrers 20 mm.
Durch die geringe Bohrtiefe wird dem Umstand Rechnung getragen, daf} die
Wirkstoffe in den obersten Holzschichten verbleiben und nicht tief in das Holz
eindringen. Auf einen Quadratmeter umgerechnet ergibt sich bei einer Tiefe von
3 mm demnach fiir die Holzmasse ein Wert von ca. 3 kg. Setzt man den Grenz-
wert fiir DDT von 5 mg-kg™! an, so erhilt man eine aufgetragene Menge je Fliche
von 15mg-m? — also ein Tausendstel der mit dem Anstrich von "Hylotox 59"
eingebrachten DDT-Menge.

Fiir eine erste Abschidtzung der Fluoreszenzmaxima von DDT wurden die bei-
den Isomere (2,4"- und 4,4°-DDT) in Methanol wie folgt gelost: jeweils 100 mg
DDT in 10 ml Methanol. Dieses einprozentige Losungsverhéltnis wurde auch mit
Blick auf das spater untersuchte DDT-haltige Holzschutzmittel ,,Hylotox 59, in
welchem DDT zu 3,5% enthalten ist, angesetzt. Das HSM ,,Hylotox 59 bzw.
die DDT-Methanol-Loésung wurden anschlieBend mit Hilfe eines Pinsels auf die
Holzproben aufgebracht, wobei darauf geachtet wurde, die {iblichen Stoffkonzen-
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trationen (s. 0.) zu erzielen. Dariiberhinaus wurden auch mit Methanol verdiinnte
Losungen (DDT sowie Hylotox) untersucht.

3.4 Konfokales Ramanmikroskop

Das konfokale Ramanmikroskop CRM 200 (WITec, Ulm) ist ein modular auf-
gebautes konfokales Ramanmikroskop, dessen Aufbau ein Zeiss-Mikroskop zu-
grunde liegt (Abb. 3.7). Die einzelnen Komponenten (siehe auch Anhang):

e Diodenlaser XTRA (Toptica, Miinchen), Wellenlidnge: 784,6 nm

e Objektive: 10x (NA), 20x (NA), 40x (Wasserimmersion, IR-optimiert,
NA 0,8), 100x (Olimmersion, IR-optimiert, NA 0.95)

e Spektrometer Acton 308-SP (mit drei Gittern: 150, 600 und
1200 Linien-mm 1)

e _back-illuminated“ CCD-Kamera: Roper Scientific SPEC10:100(B) , An-
dor DU401-BR-DD

Der Anregungslaser ist zur Vermeidung von Fluoreszenzanregungen in der Probe
ein Diodenlaser (XTRA, Toptica Photonics AG, Miinchen) mit interner Wellen-
langenstabilisierung (784,6 nm) zur Vermeidung des ,,Mode Hoppings*. Diesen
Laser zeichnen fiir Ramananwendungen neben seiner Leistungsstirke (200 mW
am Faserende) die geringe spektrale Linienbreite (< 10 MHz) und die iiber einen
groB3en Zeitraum stabile Wellenldnge aus.

Die Wahl der Anregungswellenldnge von 784,6 nm ist als Kompromif3 zu sehen.
Einerseits stellt der Ramanprozel3 wegen seines geringen Wechselwirkungsquer-
schnittes dem Spektroskopiker nur wenige Photonen zur Analyse bereit, so dafl
lange Belichtungszeiten die Folgen sind (insbesondere das Abrastern der Probe
mit mehreren zehntausend Einzelmessungen wird auf diese Weise unpraktika-
bel). Aufgrund der v*-Abhiingigkeit des Streuprozesses wiirde der Einsatz des
weit verbreiteten Argonlasers (488 nm) ein ca. 7fach stirkeres Streusignal erzie-
len und dementsprechend die MeBzeiten verkiirzen- allerdings um den Preis einer
Fluoreszenzanregung in der heterogenen Probe (bspw. Gelbstofffluoreszenz der
organischen Abbauprodukte, die im Abwasser reichlich vertreten sind), welche
die schwachen Ramanbanden génzlich tiberdecken wiirde.

Zur Vermeidung von Fluoreszenzanregung und trotzdem hoher Quantenausbeute
werden seit geraumer Zeit (u. a. auch bei der Identifikation von Mikroorganismen)
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Abbildung 3.7: Konfokales Ramanmikroskop CRM 200 (schematisch)

diodengepumpte Nd: YAG-Lasersysteme in Kombination mit FT/NIR-Ramanmi-
kroskopen eingesetzt. Da wegen des interferometrischen Prinzips keine Spektro-
meter verwendet werden, wird ein hoherer optischer Durchsatz erzielt, so daf}
mehr Photonen den Detektor erreichen. Allerdings ist die Kombination solcher
Instrumente mit einem konfokalen Mikroskop nicht sinnvoll, da der lichtbegren-
zende Faktor die Lochblende ist.

Einen anderen Grund fiir die verwendete Wellenldnge stellt der geringe Absorpti-
onskoeffizient von Wasser in diesem Bereich (784,6- 1050 nm) dar. Da beabsich-
tigt wird, iiber einen sehr grolen Bereich (bis zu einen Millimeter) den Biofilm
im wissrigen Milieu zu vermessen, wird ein spezielles, IR-optimiertes Wasser-
immersionsobjektiv (Olympus LUMPIan FL/IR 40x, NA 0,8) mit relativ groem
Arbeitsabstand von 3,3 mm verwendet. Auch mit Blick auf die zu erwartende du-
Berst unebene Oberfliche des Biofilms ist diese Distanz nicht zu hoch. Die daraus
resultierende numerische Apertur von 0,8 stellt somit ebenfalls einen Kompromif
zwischen gewiinschter hoher axialer Auflosung (Herstellerauskunft: 1,6 um) und
Anwendung dar.

Die Leistungsstirke von 200mW des Diodenlasers sind fiir biologische Proben
mehr als ausreichend, da diese Leistung in ein sehr kleines Probenvolumen appli-
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ziert wird. Im Laufe der in Kapitel 5 geschilderten Versuchsreihen zeigte sich, daf3
Leistungen oberhalb von ca. 10 mW zur Zerstérung des Biofilmes fiithren (siche
hierzu auch Literatur).

Das Laserlicht wird iiber eine ,,Single Mode‘*-Faser in das Mikroskop eingekop-
pelt und iiber einen Strahlteiler (holographischer Bandpalfilter mit 2 nm Band-
breite) zum Objektiv gelenkt. Das Mikroskopobjektiv (s. 0.) fokussiert den Laser-
strahl in die Probe (Durchmesser < 1 pm) und sammelt die gleichzeitig das Pro-
benlicht auf. Das Abrastern der Probe erfolgt iiber den Probentisch, der piezoelek-
trisch verfahrbar ist (s. u.). Zur Unterdriickung der starken Laserlinie wird ein ho-
lographisches Super-Notch-Filter eingesetzt. Das Probenlicht wird anschlieSend
konfokal in die Multimodefaser abgebildet, deren Durchmesser das Auflosungs-
vermogen bestimmt.

Die Detektionsfaser leitet das Analyselicht zum Spektrometer (Acton 308-SP),
das mit seinem Gitterturm bestehend aus drei Gittern (siehe auch Anhang B) das
Licht dispergiert und auf die CCD-Fliche abbildet. Alternativ kann das Licht iiber
einen Spiegel, der in den Strahlengang geschwenkt wird, auch auf die sensitive
APD gelenkt werden. Diese beiden Lichtdetektoren wurden bereits in Abschnitt
3.1.2 vorgestellt.

Zusammenfassender Uberblick iiber die systemimmanenten Vorteile:

APD und CCD: Im Gegensatz zu anderen kommerziell erhiltlichen CRMs, ver-
fiigt das CRM 200 iiber eine Avalanche Photodiode. Mit Hilfe dieses
empfindlichen Detektors konnen vorhandene spektrale Banden wesentlich
schneller erfalit werden. Somit kann in derselben Zeit ein wesentlich gro-
Berer Bereich der Probe untersucht werden.

Modularitiit und Erweiterbarkeit: Das System bietet aufgrund seiner modula-
ren Bauweise die Moglichkeit, andere Komponenten zu verwenden. So 143t
sich beispielsweise die Anregungswellenldnge durch einen Tausch des La-
sers relativ einfach wechseln. Eine Umriistung zu einem konventionellen
CLSM ist ebenso moglich.

Piezotisch und Schrittmotor: Die Verwendung eines Schrittmotors fiir den
axialen Hub gestattet einen grof3en Verfahrbereich. Dieser ist bei den unter-
suchten Biofilmproben unbedingt notwendig. Einen Tiefenscan iiber meh-
rere 100 um bietet kein anderes System. Das Abrastern der Probe mit Hil-
fe eines Piezotisches ermoglicht eine hohe Prizision im nm-Bereich. Die
geringere Geschwindigkeit tragt dem schwachen Ramanprozef3 Rechnung,
der lingere Belichtungszeiten je MeBpunkt erforderlich macht.
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Softwarepaket und Service: Das mitgelieferte Softwarepaket gestattet neben
der einfachen Bedienung und Datenerfassung eine Fiille von verschiede-
nen Betriebsmodi. Die online Auswertung verschiedener Ramanbanden ge-
stattet bereits wihrend des Bildaufbaus dessen Kontrolle. Die Spektren so-
wie die graphische Auswertung lassen sich mit Hilfe verschiedenster Fil-
terfunktion in vielfdltiger Weise manipulieren.

3.4.1 Prinzipieller MeBablauf

Die konfokale Ramanmikroskopie ist ein abrasterndes Verfahren. D. h. die Bildge-
bung erfolgt durch ein Abtasten der Probe mit einer idealerweise punktférmigen
Lichtquelle. Die einzelnen MeBpunkte bezeichnet man auch als PIXEL (im Falle
eines flachigen Scans) oder VOXEL (bei dreidimensionaler Messung).

Gegeniiber der CLSM wird bei dem verwendeten CRM 200 nicht der Lichtstrahl
mit Hilfe von Optiken iiber die Probe bewegt, sondern die Probe selbst mit Hilfe
von Piezoelementen positioniert. Der maximale Stellweg des Probentisches be-
tragt 200 um in lateraler Richtung. Die Positioniergenauigkeit liegt im Bereich
weniger Nanometer. Eine Messung in z-Richtung wird mit Hilfe eines Schrittmo-
tors vorgenommen, der den gesamten Mikroskopkorper iiber einen Bereich von
bis zu 30 mm verfihrt (Genauigkeit: 50 nm). Neben den flachigen Aufnahmen in
x-y- und x-z-Richtung ist das MeBinstrument in der Lage auch dreidimensionale
Messungen aufzunehmen. Eingabeparameter sind neben dem MefBmodus (zwei-
oder dreidimensional) und der entsprechenden Fliche (bzw. Volumen) die Anzahl
der MeBpunkte in die jeweilige Raumrichtung. Hieraus ergibt sich die Pixel- bzw.
Voxel-Auflosung.

Durch das computergesteuerte Anlegen einer Sdgezahnspannung an die entspre-
chende Achse wird die Probe zeilenweise abgetastet. Entsprechend den Einga-
beparametern werden entlang dieser Zeile x Messungen vorgenommen, d. h. die
CCD-Kamera oder die APD x-mal ausgelesen. Z.B. soll ein 100 x 100 um? groBer
MeBbereich in 200 x 200 Pixeln aufgelost werden. D. h. jedes Spektrum entspricht
dann einem Quadrat mit 0,5 pm Kantenldnge. Gemall dem Abtasttheorem nach
Nyquist-Shannon ist es ausreichend, die Probe mit der doppelten optischen Auf-
l6sung abzurastern [47]. Eine weitere Steigerung der Auflosung iiber die Ausle-
serate wiirde keine dariiberhinaus gehende Detailinformationen iiber den Biofilm
enthalten (Oversampling). Aus Gleichung 2.3 ergibt sich fiir das verwendete Was-
serimmersionsobjektiv (NA 0,8) eine bestenfalls erreichbare laterale Auflosung
von 600 nm. In diesem Fall ist es beim Abrastern somit ausreichend, alle 300 nm
ein neues Spektrum aufzunehmen. Auf diese Weise ergeben sich fiir jede rdum-
lich aufgeloste Messung eine Vielzahl an Spektren. Im obigen zweidimensionalen
Beispiel sind es 40.000.
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Aus dem vorherigen geht hervor, dal die Belichtungszeit fiir jeden einzelnen
MeBpunkt immer einen Kompromil darstellt. Sollen viele Messungen gemacht
werden, um beispielsweise einen groBen Ubersichtsbereich zu untersuchen oder
einen kleineren Bereich mit hoher Auflosung, dann ergibt sich die Belichtungszeit
aus der Anzahl der Messungen und einer iiberschaubaren Gesamtmefdauer. Diese
liegt iiblicherweise im Bereich von 1—10 Stunden. Typische Belichtungsdauern
je MeBpunkt liegen dann zwischen 0,1 und 1 Sekunde. Kleinere Bereiche kon-
nen spiter gezielt mit lingeren Belichtungszeiten nochmals untersucht werden.
Einzelne MeBpunkte lassen sich dementsprechend einige Minuten lang belichten,
um eine Ramanbande hervorzuheben. Aufgrund der geringeren spektralen Auf-
spaltung wird bei Verwendung des niedrigaufidsenden Gitters (150 Linien-mm ~1)
mehr Licht auf jedem Pixel des CCD abgebildet, so daf3 die Belichtungszeiten
entsprechend kiirzer gehalten werden konnen. Daher wurde dieses Gitter haupt-
sdchlich eingesetzt.

Allgemein setzt sich eine Messung aus drei Einzelschritten zusammen:

1. Auswahl des Gebietes mit Hilfe der Mikrometerschrauben unter Zuhilfe-
nahme der Okularkamera.

2. Ubersicht und Eingrenzung des MeBbereiches durch ,,Fast Imaging*

3. Abschliefend ,,Full Spectral Imaging* mit der CCD-Kamera. Evtl. Schritt 3
mit lingeren Belichtungszeiten wiederholen, nachdem ein ,,interessantes®,
kleineres Gebiet markiert wurde.

3.4.1.1 ,Fast Imaging*

In diesem Modus wird das MeBsignal mit Hilfe der APD aufgenommen. Dabei
wird eine (vermutete) spezifische Ramanbande v in der Probe mit Hilfe des Spek-
trometers auf die APD abgebildet. Aufgrund der einflichigen Struktur der licht-
empfindlichen Fldche ist die APD jedoch nicht in der Lage, die Photonen nach
ihrer Wellenldnge zu unterscheiden. Sie detektiert somit einen je nach verwende-
tem Gitter mehr oder weniger gro3en Spektralbereich. Die gemessene Intensitit
wird dem entsprechenden Raumpunkt zugeordnet:

Iu(xvya Z)

Vorteil dieser Mefimethode ist deren Geschwindigkeit aufgrund der hoheren Sen-
sitivitit der Photodiode (ca. 10fach). Zu beriicksichtigen ist die Unkenntnis tiber
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die Natur des MefBsignales. Es ist nicht moglich, aus der Aufnahme zu entschei-
den, ob es sich tatsdchlich um die rdaumliche Intensititsverteilung einer Raman-
schwingung handelt oder das MeBsignal vielleicht von einer Fluoreszenzanregung
verursacht worden ist. Dieser MeBmodus ist dem eines CLSM sehr dhnlich.

34.1.2 ,Full Spectral Imaging*

Im Gegensatz zum ,,Fast Imaging™ erhélt man durch das Auslesen der CCD zu
jedem Raumpunkt ein komplettes Spektrum:

I(z,y,z,v)

Hierdurch ist es moglich, verschiedene Ramanbanden auszuwerten. Die nachtrag-
liche Berechnung der Stoffverteilung unter Verwendung verschiedenster Filterme-
thoden (Maximum, Schwerpunkt oder integrale Intensitit der Ramanbande relativ
zu einer Basislinie) ist der entscheidende Vorteil dieser Mefmethode gegeniiber
dem schnelleren ,,Fast Imaging®. Die zum CRM 200 gehorige Software erlaubt
neben diesen Basisfunktionen weitere mathematische Manipulationen der Bilder
wie beispielsweise das gemittelte Spektrum aller Spektren, deren Ramanbande
oberhalb eines bestimmten Schwellenwertes liegt.

3.4.2 Limitierungen

Zentrales Element fiir die Nachweisgrenze eines Stoffes ist, wie oben bereits an-
gedeutet, die Belichtungsdauer. Wie in Abschnitt 2.7 dargelegt, kann das MeBsi-
gnal einer Ramanbande durch hinreichend lange Belichtungszeiten das Rauschen
des Hintergrundsignales iibersteigen und somit detektiert werden. Allerdings er-
geben sich hier massive Einschrinkungen durch praktikable MeBzeiten. Wurde
ein Stoff am Rande seiner Nachweisgrenze bei einer einminiitigen Belichtungszeit
an einem MeBpunkt detektiert, so bendtigt die raumliche Messung der Stoffver-
teilung in einem Volumen von 1000 m? bei einer Auflésung von 1 zm? je Voxel
knapp 17 Stunden. Um noch ein Zehntel dieses Stoffes im betreffenden Volumen
nachzuweisen, erhoht sich die MefBdauer auf fast 70 Tage!

3.4.3 Spektrenauswertung

Wie in Kapitel 2.3 beschrieben, lassen sich die Ramanlinien aus einem Raman-
spektrum funktionellen Molekiilgruppen bzw. Molekiilbindungen zuordnen. An-
hand des Bandenlage (siehe Abb. 2.3 auf Seite 16) konnen bereits zahlreiche Hin-
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weise tiber den Stoff gesammelt werden. So deutet eine ausgeprigte Ramanli-
nie bei 2850 cm™! auf das Vorhandensein einer symmetrischen Streckschwingung
einer Methylengruppe hin: v4,(CH,). Findet sich eine weitere Ramanlinie bei
1460cm™! so wird dieser Verdacht durch die Deformationsschwingung 6(CH,)
erhirtet.

Zahlreiche Spektren in den Biofilmen konnten mit Hilfe rechnergestiitzter Ver-
gleiche anhand von online Datenbanken'? identifiziert werden. Zu diesem Zweck
wurde das von der geriteeigenen Software in einem proprietiaren Format gespei-
cherte Spektrum zunichst als ASCII-Textdatei exportiert. Anschliefend wurde es
mit dem Spektralprogramm ,,SpekWin32*!! in das entsprechende Format konver-
tiert und auf die Seite des Datenbankanbieters hochgeladen.

3.5 Biofilme

Die mit Hilfe des CRM 200 untersuchten Biofil-
me stammten hauptsichlich aus Versuchsreakto-
ren des Institutes fiir Siedlungswasserwirtschaft
und Abfalltechnik (ISAH) der Universitidt Han-
nover. In den Reaktoren werden unter bekann-
ten bzw. gemessenen Zu- und Ablaufbedingungen
die Umsatzleistungen der entsprechenden Biofil-
me bilanziert. Um eine moglichst hohes Maf3 an
Biomasse in den Reaktoren zu erreichen, wer-
den den Bakterien sogenannte Aufwuchskorper
aus Polyethylen (PE) zur Verfiigung gestellt in de-
nen sich die Mikroorganismen zu Biofilmen an-
reichern. Die Aufwuchstréiger sind zumeist zylin-
drisch geformt und koénnen in der Mitte Verbin- Abbildung 3.8: Erster An-
dungsstege zur OberflichenvergroBerung besitzen ~ Wuchs eines Biofilmes im
(siehe nebenstehende Abbildung). Die zu betrach- Aufwuchskdrper

tenden Biofilme des einstufigen Deammonifikationsprozesses werden in spezi-
ellen Reaktoren (Volumen ca. 10 Liter) angeziichtet. Zu diesem Zweck werden
die Umgebungsbedingungen (Sauerstoff, pH-Wert, Lichtverhiltnisse, Tempera-
tur) sowie die Nihrstoffzufuhr kiinstlich an diese Organismen angepal3t, um de-
ren Entwicklung gezielt voranzutreiben. Diese gewiinschte Besiedelung der Auf-
wuchskorper wird durch ein ,,Animpfen* des Reaktors mit den entsprechende
Organismen erreicht. Die hierzu notwendige Bakterienkultur stammten aus Ver-
suchsreaktoren der TU Delft (Niederlande).

In erster Linie wurden die Biofilme, die zu einer einstufigen Stickstoffeliminie-

10§ pectraOnline von Thermo Galactic: http://spectra.galactic.com
Uerhiltlich unter: http:/www.agdal.chemie.uni-konstanz.de/menges/spekwin/
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rung in der Lage sind, eingehend untersucht. Dazu wurde in regelméBigen Ab-
stinden aus den Betriebsreaktoren Aufwuchstriger mit Biomasse entnommen und
in einem speziellen Nahrmedium sowie zur Vermeidung der Besiedlung mit pho-
totrophen Organismen im Dunkeln aufbewahrt. In diesem Nihrmedium wurden
die Aufwuchstrédger, von einer Klammer fixiert, auf den Piezotisch des CRM 200
gelegt und vermessen.

Fiir Fluoreszenz- und Extinktionsmessungen wurde der Inhalt eines Aufwuchs-
trigers (ca. 30 mm? bzw. 0,1 g) zerkleinert und mit 3 ml Wasser in eine Kiivette
gefiillt. In einem Ultraschallbad wurde dieses Gemisch weiter homogenisiert. Die
so erhaltene Losung konnte dann in einem Zweistrahlphotometer (Uvikon 932,
Kontron) bzw. mit Hilfe des oben (siehe Seite 40) beschriebenen Fluoreszenzsy-
stems analysiert werden.

In den Experimenten wurden folgende Biofilme verwendet:

Hochangereicherte ANAMMOX-Bakterienkulturen: Diese wurden gekiihlt
von der TU Delft bezogen. Da ANAMMOX-Bakterien nicht zu kulti-
vieren sind, werden sie in Reaktoren mit speziell auf ihren Stoffwech-
sel zugeschnittenen Nédhrmedien und Umgebungsbedingungen geziichtet.
Es wurden Biofilme aus drei verschiedenen Reaktoren (1-Liter und 10-
Liter-Reaktor mit synthetischem ANAMMOX-Medium sowie Austausch
von NHI gegen Harnstoff) untersucht. Der zu einem hohen Prozentsatz
(ca. 80%) angereicherte Mikroorganismus Candidatus ,.Brocadia anam-
moxidans® gehort der Gruppe der Planktomyceten an.

Einstufige Deammonifikation: Inregelmifligen Abstinden wurden aus zwei am
ISAH betriebenen Betriebsanlagen AWTs entnommen und mit dem CRM
untersucht. Die beiden Reaktoren wurden mit Biomasse aus der Kliranla-
ge Mechernich (Scheibentauchkorper) angeimpft. In der folgenden, anoxi-
schen Phase wurden die Reaktoren mit synthetischem Néhrmedium beste-
hend aus NH; und NO; betrieben, um eine Anreicherung der vorhande-
nen ANAMMOX-Bakterien zu erreichen. In den folgenden Betriebsphasen
wurde die Os-Konzentration in beiden Betriebsreaktoren (MB1 und MB1)
sowie die DurchfluBrate und NH; -Konzentration je Reaktor variiert.

FISH-Proben: Es wurden fixierte Biofilme aus den Betriebsreaktoren des ISAH
zu Ultradiinnschichtpréiparaten verarbeitet, die dann an der TU Miinchen
mit Hilfe der fluoreszenten in situ Hybridisierung analysiert worden sind.
Dieses auf einem Objekttriger befindliche Material wurde ebenfalls mit
dem CRM untersucht, wobei gezielt die angefirbten Bereiche betrachtet
wurden.
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Zulaufstutzen: Die AWT mit angesiedelter Biofilmmasse wurden aus dem Zu-
laufstutzen entnommen. Die beiden obigen Betriebsreaktoren wurden zur
Vermeidung der Ansiedlung von photosynthetisch-aktiven Mikroorganis-
men mit Aluminiumfolie ummantelt. Die Zulaufstutzen waren dem Um-
gebungslicht ausgesetzt, so da} sich hier andere Biofilme in und auf dem
AWT ausbildeten (photoautotrophe Mikroorganismen).

Nitrifizierender Biofilm: Dieser Biofilm benotigt fiir seinen Stoffwechsel Sau-
erstoff, da er das NH; und NO, oxidiert. Aufgrund der hohen O»-
Konzentration sind in diesem Biofilm keine ANAMMOX-Bakterien enthal-
ten, so dafB} er als Gegenreferenz zur ANAMMOX-Bakterienidentifikation
herangezogen wurde.

3.6 Reproduzierbarkeit

Die in den néchsten beiden Kapiteln gezeigten Ergebnisse konnen nur eine Aus-
wahl der im Laufe der Arbeit aufgezeichneten zahlreichen Spektren darstellen.
Diese wurden aber unter dem Gesichtspunkt reprdsentativ ausgewihlt. Die Expe-
rimente wurden hiufig wiederholt, wobei auf Reproduzierbarkeit der Messungen
geachtet wurde. Die Parameter (Laserintensitét, Belichtungszeit, spektrales Auf-
losungsvermogen, etc.) wurden unter folgenden Aspekten optimiert:

keine Zerstorung der Probe durch zu hohe Laserintensitit (Vermeidung von
Ausbleicheffekten)

e Ausnutzung des Dynamikbereiches der CCD-Kameras

hohes Signal-/Rauschverhéltnis

Vermeidung von Fremdlicht
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Kapitel 4

Ergebnisse und Diskussion:
Fluoreszenz

Im Vordergrund stehen in diesem Kapitel die Untersuchungsreihen zur Detek-
tion von DDT und ,,Hylotox 59 auf Holz. Wie im Material- und Methodenteil
niher beschrieben, wurden zunichst die Spektren der Ausgangsstoffe untersucht
(Holz, DDT in Methanol gelost und ,,Hyolotox 59%). Im Anschluf3 daran werden
die Spektren der behandelten Holzer analysiert. Diese Untersuchungsreihen wer-
den aufgeteilt nach der Natur der Fluoreszenzdetektion (statisch in Kapitel 4.1
bzw. zeitaufgelost in 4.2).

Diskutiert werden die Einfliisse des Holzes auf das Mefsignal sowie Ausbleich-
Effekte bei Strahlungsanregung im UV-Bereich. Nachweisgrenzen wurden inso-
fern nur kurz erortert, da davon auszugehen ist, da3 bei Anwendung von HSM die
Herstellerangaben beachtet worden sind. Die so aufgetragene Stoffmenge (siche
Seite 43) liegt um ca. 3 GroBlenordnungen iiber dem Grenzwert fiir unbelastetes
Holz.

Als Beispiel fiir die Moglichkeiten der LIF sind die fluoreszenzspektroskopischen
Messungen an Biofilmen (Kapitel 4.4) zu betrachten.

55



56 KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION: FLUORESZENZ

Intensitét [b.E.]
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Abbildung 4.1: Fluoreszenzspektren von hellen (beiden oberen Kurven) und
dunklen Stellen (unten) des Fichtenholzes, Anregungswellenlidnge: 266 nm

4.1 Fluoreszenz (266 nm)

4.1.1 Holz

In ersten vergleichenden Messungen wurde das reine, unbehandelte Holz mit Hil-
fe der LIF untersucht. Da, wie bereits in Abschnitt 2.5.3 beschrieben, das HSM
,»Hylotox 59% in grolen Mengen im Dachstuhlbereich verwendet worden ist, wur-
den in dieser Arbeit hauptsidchlich die dort verarbeiteten Kanthélzer aus Fichten-
und Kiefernholz als Trigermaterial fiir DDT und das HSM verwendet. In den
Abb. 4.1 und 4.4 sind die entsprechenden Fluoreszenzspektren bei Anregung mit
der Wellenldnge 266 nm zu sehen, die kaum signifikante Unterschiede aufweisen.
Die stofflichen Ursachen fiir die beiden Maxima (342 nm und 440 nm) sind nicht
eindeutig zuzuordnen. In der Literatur werden hierfiir unterschiedliche Fluoro-
phore verantwortlich gemacht (siche zusammenfassenden Ubersichtsartikel von
Olmstead et al. [22]). Fiir das Maximum im UV-A kénnten Proteine (in erster Li-
nie Tryptophan) ursichlich sein, wihrend fiir das zweite Maximum um 440 nm
nach den Arbeiten von Bublitz et al. und Sum et al. [20, 48] Lignin in Frage
kommt.
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4.1.2 DDT in Methanol

Die Fluoreszenzspektren der ca. einprozentigen DDT-Methanol-Losungen (Ge-
wichtsprozent) sind in Abb. 4.2 zu sehen. Deutlich erkennbar ist ein Fluoreszenz-
maximum bei ca. 300 nm. Bei einer Anregung mit der Strahlung des frequenz-
vervierfachten Nd: YAG-Lasers (266 nm) werden nach Untersuchungen des zwei
Fluoreszenzbanden angegeben: 295 nm und 365 nm. Die Quantenausbeute dieser

Fluoreszenzanregung wird dabei als zufriedenstellend bezeichnet (siche Tabelle
2.1).

Intensitat [b.E.]

I I I I I
300 350 400 450 500

Wellenlange [nm]

Abbildung 4.2: Vergleich der Fluoreszenzspektren der beiden Isomere des DDTs
zu je 1% in Methanol gelost (A: 2,4’-DDT, B: 4,4’-DDT) und reinem Methanol
(C), Anregungswellenldnge: 266 nm

4.1.3 DDT auf Fichte

Im darauffolgenden Experiment wurde die DDT-Methanol-Lésung auf einen
Block aus Fichtenholz aufgetragen. Das Methanol verdampfte, und es blieb das
kristalline DDT auf der Oberfliche des Holzes iibrig. Als interessant bei diesen
Messungen ist die Lage des Fluoreszenzmaximums von DDT anzusehen, da das
Fluoreszenzspektrum von unbehandeltem Fichtenholz — wie in Abb. 4.1 zu er-



58 KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION: FLUORESZENZ

kennen — nicht im Bereich um 300 nm fluoresziert (siche Abb. 4.2) und so einen
leichten Nachweis vermuten 14f3t.

Tatsédchlich konnte das DDT direkt auf dem Fichtenholz aufgrund seiner charak-
teristischen Signatur detektiert werden (siche Abb. 4.3). Die verwendeten Stoff-
mengen entsprachen bei diesen Untersuchungen in etwa den beim Aufstreichen
iiblichen Konzentrationen von ca. 1 —10 g-m™.

Intensitét [b.E.]
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Abbildung 4.3: Fluoreszenzspektrum von DDT auf Fichte (A) und Zerstérung von
DDT auf Fichte nach 1000 Laserpulsen (B, Energie pro Puls: 1 mJ), Anregungs-
wellenlidnge: 266 nm

Durch die energiereiche Bestrahlung und hohen Intensitéiten kommt es zu einem
“Ausbleicheffekt”. Die Zerstorung des DDTs nach ca. 1000 Laserpulsen (Energie:
1 mlJ) auf der Holzoberfliche ist in der Abb. 4.3 deutlich zu erkennen. Dieser Ef-
fekt lief} sich auch bei weiteren Substanzen beobachten (Holz und "Hylotox 59" —
Abb. 4.4). In der Literatur wurde dieses Ausbleichen ebenfalls gemessen und ei-
ner Photodegradation der Fluorophore zugeschrieben, die aufgrund der intensiven
Laserbestrahlung im UV dissoziieren [20].
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Intensitat [b.E.]

T T T T T

[ |
300 350 400 450 500

Wellenlange [nm]

Abbildung 4.4: “Ausbleichen” der UV-Fluoreszenz von unbehandeltem Kiefern-
holz nach intensiver Laserbestrahlung (A, B: helle bzw. dunkle Stelle; C, D - die
entsprechende Stelle nach 1000 Laserpulsen mit 1 mJ). Anregungswellenlinge:
266 nm

4.1.4 Holzschutzmittel ,,Hylotox 59

In einer ersten MeBreihe wurde die reine Substanz in einer Kiivette untersucht.
Das Fluoreszenzlicht wurde in dieser Anordnung senkrecht zum Strahlverlauf
des Lasers durch die Kiivette gemessen. Wie beim Wirkstoff DDT ist auch in
diesen Messungen ein charakteristischer Peak zu erkennen (Abb. 4.5), der aber
im Gegensatz zur DDT-Methanol-Losung eine Verschiebung um ca. 30 nm in den
roten Bereich aufweist. Dies ist durch die unterschiedlichen Stoffe (Losungsmit-
tel, Duft- und Farbstoffe, Ole, Wachse, etc.) in diesem Holzschutzmittel bedingt.
Interessant an Abb. 4.5 ist die Superposition der Spektren. Desweiteren ist aus-
driicklich darauf hinzuweisen, dafl Lindan mit Licht der Wellenldnge 266 nm nicht
zum Fluoreszieren gebracht werden kann.

4.1.4.1 ,,Hylotox59 auf Fichte

Das Holzschutzmittel "Hylotox 59" wurde mit einem Pinsel auf das Fichtenholz
aufgetragen, so da3 man von einer iiblichen Auftragsmenge des Stoffes ausgehen
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Intensitat [b.E.]
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Abbildung 4.5: Vergleich der Fluoreszenzspektren von reinem "Hylotox 59" (B),
unbehandeltem Fichtenholz (C) und mit "Hylotox 59" bestrichener Fichte (A),
Anregungswellenlidnge: 266 nm

kann. Nach einer Einwirkzeit von 24 Stunden wurde die Probe analysiert. Das
aufgezeichnete Fluoreszenzspektrum ist ebenfalls in Abb. 4.5 im direkten Ver-
gleich mit der reinen Substanz sowie unbehandeltem Fichtenholz zu sehen. Die
charakteristische Fluoreszenzsignatur von ,,Hylotox 59 tritt im Vergleich zu un-
behandelter Fichte deutlich hervor.

4.1.4.2 Nachweisgrenze ,,Hylotox 59 auf Fichte

Zum Zweck der Abschitzung der Nachweisgrenze wurden Experimente mit ver-
diinntem ,,Hylotox 59% durchgefiihrt. Dabei wurde in etwa dieselbe Menge der
verdiinnten Fliissigkeit auf dem Holzstiick aufgebracht wie in den vorherigen Ex-
perimenten (ca. 500 ml-m~1). In Abb. 4.6 ist deutlich zu sehen, daB eine 2%ige
»Hylotox 59%“-Losung sich noch deutlich vom Holzuntergrund abhebt. Jede ein-
zelne der gezeigten Messungen ist das Mittel aus fiinf verschiedenen MeBpunk-
ten auf derselben Probe. Die Spektren wurden auf das Fluoreszenzmaximum des
Holzuntergrundes bei 440 nm normiert. Die Laserenergie betrug ca. 2 mJ.

Entsprechen dem in Kapitel 3.3 auf Seite 43 dargelegten Umrechnung der Stoff-
konzentration ergibt sich als Nachweisgrenze fiir die fluoreszenzspektroskopi-
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Abbildung 4.6: Fluoreszenzspektren von mit Methanol verdiinntem ,,Hylotox 59*:
Verhiltnis 1:10 (A), 1:50 (B), 1: 100 (C), unbehandeltes Fichtenholz (D). Die
Spektren wurden auf die Intensitét der Holzfluoreszenz bei 440 nm normiert. An-
regungswellenlidnge: 266 nm

sche Detektion des HSM ,,Hylotox 59* auf Holz ein Wert von 144 mg-m*1 (bzw.
48 mg-kg—1). Dieser Zahlenwert liegt somit etwa eine GroBenordnung oberhalb

des Grenzwertes von Smg-kg~!.

4.1.5 Wiederholung der Messungen

Die Holzproben aus obigen Untersuchungen wurden ein zweites Mal nach ca.
zwei Jahren untersucht. Aufgrund der Langlebigkeit von DDT sowie dem An-
spruch eines HSM iiber mehrere Jahre hinweg einen effektiven Schutz zu bieten,
sollten sich eindeutige Fluoreszenzspektren ergeben. Die in Abb. 4.7 dargestellten
Spektren von behandeltem Fichtenholz bestitigten diese Vermutung (Spektrum
A:2,4’-DDT, Spektrum B: ,,Hylotox 59°). In beiden Fillen sind die charakteristi-
schen Emissionsspektrum wiederzufinden. Angenommen, die Proben wiren nicht
beschriftet worden, so konnte eine Zuordnung der unbekannten Probe zu dem auf-
getragenen Stoff anhand dieser Spektren ohne weiteres durchgefiihrt werden.
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Abbildung 4.7: Fluoreszenzmessung zwei Jahre spéter an denselben Holzproben.
2,4’-DDT auf Fichtenholz (A), ,,Hylotox 59* auf Fichtenholz (B). Anregungswel-
lenldnge: 266 nm

4.2 Fluoreszenz (337 nm)

Neben den Messungen mit Hilfe des Laboraufbaus konnten weitere Messungen
mit Hilfe eines mobilen Laserfluoreszenz-Systems durchgefiihrt werden. Die Wel-
lenldnge des Nj-Anregungslaser betrigt 337 nm. Die Fluoreszenzintensitit bei
einer Anregungswellenlidnge von 355 nm liegt in der Groenordnung der oben
prasentierten Anregung mit Strahlung der Wellenldnge 266 nm [24], so daf} die
entsprechende Fluoreszenzbande von DDT bei 415 nm auch bei einer etwas kurz-
welligeren Anregung durch den N,-Laser zu erwarten sein sollte. Dies konn-
te bei Messungen mit dem mobilen Laserspektrometer an den DDT-Methanol-
Losungen auch gezeigt werden (Abb. 4.8).

Die ergidnzenden Messungen mit Hilfe des mobilen Systems lieferten allerdings
keine eindeutige Identifizierung des DDT-Peaks bei 415 nm. Es konnten keine
reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden: Bei einigen Experimenten war ein
Peak zu sehen (Abb. 4.8), bei anderen nicht. Dies 146t auf eine ungleichmaBi-
ge DDT-Verteilung bzw. -kristallisation bei der Methanolverdampfung schliefen.
Bei den hier durchgefiihrten Messungen handelte sich um dieselbe Probe wie bei
der Anregung mit dem vervierfachten Nd: YAG-Laser.
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Abbildung 4.8: Fluoreszenzspektrum von DDT in Methanol (B) sowie DDT auf
Fichtenholz (A) im Vergleich zu unbehandelter Fichte (C), Anregungswellenlén-
ge: 337nm

Die hier nicht gezeigten Messungen an Holzproben, die mit ,,Hylotox 59 behan-
delt worden sind, ergaben ebenfalls keine Moglichkeit, das HSM auf dem Holz
mit Hilfe der Anregungswellenlinge von 337 nm zu detektieren. Betrachtet man
die Absorptionsspektren in der Abb. 3.4 auf Seite 41 so wird deutlich, da DDT
als auch ,,Hylotox 59* einen wesentlich geringeren Absorptionskoeffizienten bei
dieser Anregungswellenléinge besitzen — ganz im Gegensatz zur Anregung im
UV-C. Desweiteren besitzt das verwendete mobile System nur ca. 10% der Laser-
leistung des Laboraufbaus. Ferner wurden die Spektren mit einer konventionellen
CCD-Kamera aufgenommen (im Vergleich zur bildverstirkenden ICCD). Dies
erklirt die negative Ergebnisse dieser MeBserie.

Eine weitere Messung mit Hilfe dieses Systems sollte die Variation des Fluo-
reszenzsignals in Abhingigkeit des Feuchtegrades vom Holz abschitzen. Dies
geschah in Hinsicht auf die unterschiedlichen Witterungsverhiltnissen, die auf ei-
nem Betriebshof fiir Altholz auftreten konnen. Als Ergebnis zeigte sich, daf keine
starken Anderungen im Holzspektrum auftreten (Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9: Fluoreszenzspektren von Fichtenholz unterschiedlichen Feuchte-
grades, Anregungswellenldnge: 337 nm

4.3 Zeitaufgeloste LIF

In den folgenden MefBreihen wurde mit Hilfe der kurzen Verschluf3zeit der ICCD-
Kamera das Fluoreszenzabklingverhalten der unterschiedlichen Stoffe untersucht
und gegebenenfalls die Zerfallskonstante bestimmt.

4.3.1 Fichte

Zunichst wurde das zeitliche Fluoreszenzverhalten von Fichtenholz bestimmt.
Wie in Abb. 4.10 auf Seite 66 zu sehen, ist dieses durch eine sehr kurze Abkling-
zeit unterhalb der MeBbarkeitsgrenze des verwendeten Systems gekennzeichnet.
Letztere liegt im Bereich von 1—2ns. Da Tryptophan eine lingere Abklingzeit
besitzt (3,4 ns, aus: [42]) ist die auf Seite 56 geduBerte Vermutung, daf die Fluo-
reszenz um 340 nm von Proteinen verursacht wird, nicht haltbar.
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4.3.2 ,,Hylotox 59

Die Fluoreszenz des in einer Kiivette befindlichen Holzschutzmittels wurde senk-
recht zur Einstrahlrichtung des Anregungslasers vermessen (im Gegensatz zur
Festkorperanordnung, Abb. 3.5 auf Seite 42). Die aus der Abklingkurve bestimm-
te Abklingzeit der Fluoreszenz liegt bei 5,0£0,1 ns. Dieser im Vergleich zu unbe-
handeltem Fichtenholz hohere Wert ist auch deutlich in den Fluoreszenzprofilen
und in der 3D-Darstellung zu erkennen.

4.3.3 ,,Hylotox 59¢ auf Fichte

In dieser Mefreihe wurde die mit dem Holzschutzmittel bestrichene Holz-
probe und bereits fluoreszenzspektroskopisch vermessene Probe (siehe Abb.
4.5) nochmal dynamisch, also zeitaufgelost analysiert. Vergleicht man die 3D-
Darstellungen von unbehandelter Fichte (Abb. 4.10) und reinem "Hylotox 59"
(Abb. 4.11) so ist eine Addition dieser Spektren erkennbar und der ,,Hylotox 59**-
Peak um 330 nm tritt in Abb. 4.12 auf Seite 68 deutlich hervor. Die aus der expo-
nentillen Anpassung bestimmte Abklingzeit der Fluoreszenz ist etwas kiirzer als
die des reinen "Hylotox 59" und liegt bei ca. 4,7+0,1 ns.

Als Ergebnis aus diesen Messungen kann man somit einen weiteren Parameter
zur Identifizierung der Schadstoffe heranziehen. Allerdings ist damit ein recht
hoher instrumenteller Aufwand verbunden, der der Vorgabe einer preisgiinstigen
Schnellanalytik entgegensteht. Dies gilt insbesondere im Hinblick auf die vor al-
lem 6konomisch arbeitenden Industriebetriebe.



66 KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION: FLUORESZENZ

Fluoreszenz g .
von Fichte

normierte Intensitat [b.E.]
o
”
|

0,0 -4

L
100 10 20 30

Offnungszeitpunkt [ns]

Abbildung 4.10: Obere Abb.: Zeitaufgelostes Emissionsspektrum von Fichten-

holz. Untere Abb.: Schnitt bei 266 nm (schwarz) sowie bei 340 nm (grau). Anre-
gungswellenlidnge: 266 nm
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Abbildung 4.11: Obere Abb.: Zeitaufgelostes Emissionsspektrum von "Hylotox

59". Untere Abb.: Schnitt bei 343nm (—X—) sowie exponentielle Anpassung
(grau). Anregungswellenldnge: 266 nm
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Abbildung 4.12: Obere Abb.: Zeitaufgelostes Emissionsspektrum von "Hylotox
59" auf Fichtenholz. Untere Abb.: Schnitt bei 343 nm (—X—) sowie exponentielle
Anpassung (grau). Anregungswellenldnge: 266 nm
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4.4 Biofilm und Schlamm

Ergidnzend zu den im néchsten Kapitel prasentierten Ergebnissen der konfokalen
Ramanmikroskopie an Biofilmen, wurden fluoreszenzspektroskopische Untersu-
chungen auch an einigen Proben durchgefiihrt. In erster Linie geschah dies zur
Dokumentation der Schwierigkeit einer stofflichen Zuordnung biologischen Ma-
terials bei der Abwasseranalytik mit Hilfe der LIF. In Abb. 4.13 sind die Ergeb-
nisse dreier verschiedener Proben dargestellt:

normierte
Intensitét [b.E.]

T ' | ' | ' | ' |
300 350 400 450 500
Wellenlange [nm]

Abbildung 4.13: Fluoreszenzen von: Schlamm aus Versuchsreaktor zur einstufi-
gen Deammonifikation der Kldranlage Herrenhausen (1), Schlamm aus Versuchs-
anlage der Kldranlage Osnabriick (2), homogenisierter Biofilm aus Versuchsreak-
tor Klidranlage Herrenhausen (3). Anregungswellenldnge 266 nm. Spektren sind
auf Laserintensitdt normiert.

1. Schlamm aus der Versuchsanlage zur einstufigen Deammonifikation an der
Kldranlage in Herrenhausen (Hannover) inklusive Abwasser

2. Schlamm aus der Versuchsanlage zur einstufigen Deammonifikation an der
Klidranlage in Osnabriick inklusive Abwasser
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3. homogenisierter Biofilm (siche Seite 52) aus einem Aufwuchstriger von 1.

Da die Schwebstoffe schnell sedimentieren, wurden die Kiivetten direkt vor der
Messung kriftig geschiittelt. Die Spektren sind auf die Laserintensitidt normiert,
wodurch sich die Fluoreszenzintensititen untereinander zumindest qualitativ ver-
gleichen lassen. Allerdings muf3 eine quantitative Aussage unterbleiben, da die
vorhandene Stoffmenge im MeBfleck rein willkiirlich ist.

Alle drei Kurven zeigen eine ausgeprigte Fluoreszenz im typischen Proteinbe-
reich um 340nm, die auf die Aminosidure Tryptophan zuriickzufiihren ist. Je
nach Protein kann das Fluoreszenzmaximum des Tryptophans im Bereich um
332—342nm liegen (reines Tryptophan: 350- 360 nm). Fiir eine eindeutigere Zu-
ordnung wiirde die Zerfallskinetik der Fluoreszenz in diesem Bereich weiterhel-
fen (siehe Seite 64). Ferner erkennt man im Vergleich zu den anderen beiden
Spektren eine deutliche Fluoreszenz in der Kurve 1 um 439 nm, die auf einen
hohen Anteil an Gelbstoffen (organische Abbauprodukte) im Abwasser schlielen
1aBt. Bei der Schulter in den Kurven 1 und 3 bei ca. 294 nm handelt es sich um die
Ramanbande (OH) von Wasser.

4.5 2-Photonen-Anregung

Eine interessante Messung ergab sich durch den Nachweis von photoautotrophen
Organismen in einer hochangereicherten ANAMMOX-Kultur von der TU Delft
(Kurve 2 in Abb. 4.14). Zur Referenzierung wurde ein Chlorophyllextrakt eines
Efeublattes in einer Acetonlosung hergestellt (Kurve 1). Wihrend das Extrakt die
typischen Fluoreszenzmaxima von Chlorophylla bei 680nm bzw. 730 nm auf-
weist, ist das Maximum der Algenfluoreszenz um ca. 10 nm in den langwelligen
Bereich verschoben. Da Algen unterschiedlichste Pigmente (Carotinoide, Xanto-
phylle, etc.) besitzen, ist diese Verschiebung nicht ungewohnlich.

Diese Messung ist aus zweierlei Sicht erwdhnenswert: Zum einen handelt es sich
um eine sogenannte 2-Photonen-Anregung der Fluoreszenz, da sie im Vergleich
zur Wellenlénge des anregenden Lasers im kurzwelligeren Bereich auftritt. Zum
anderen konnte iiber die Chlorophyllfluoreszenz gezeigt werden, dafl photoau-
totrophe Organismen auch in den Reaktoren zur Anreicherung der ANAMMOX-
Bakterien nachzuweisen sind. Aufgrund des spezifischen Mediums sowie den Be-
triebsparametern zur spezifischen Anreicherung (eigentlich sollte der Reaktor zur
Vermehrung weitestgehend lichtdicht sein, damit das Wachstum photoautotropher
Organismen unterbunden wird) ist dieses Ergebnis interessant.

Die 2-Photonen-Anregung bedeutet, da3 das Chromophor zwei Photonen zeit-
gleich aufgenommen hat. Da das Zeitfenster fiir diesen Prozefl aulergewohnlich
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Abbildung 4.14: Chlorophyllfluoreszenz nach 2-Photonen-Anregung: Chlo-
rophyllextrakt (1), Alge in ANAMMOX-Biofilm (2). Anregungswellenlinge
784,6 nm

kurz ist (einige fs) ist dieser duflerst unwahrscheinlich und tritt nur bei sehr hohen
Photonenfludichten auf, wie sie im Fokus (Durchmesser unter 1 ym) der Laser-
strahlung auftreten. Ahnlich der gezielten Anregung in der Anregungs-Emissions-
Spektroskopie lassen sich sehr genau Molekiiliibergiinge induzieren (im obigen
Beispiel der Ubergang Sy — S; von Chlorophylla). Allerdings bietet die 2-
Photonen-Anregung den Vorteil, dal diese nur in einem sehr kleinen Bereich
(im Fokus) geschieht, wihrend andere Bereiche der Probe unbehelligt bleiben.
Somit konnen bereits hohe Ortsauflosungen ohne Konfokalitét erreicht werden.
Desweiteren kommt es auch nicht zu Photodegradationseffekten in weiten Teilen
der Probe, da die Photonenenergie dazu nicht ausreicht (siehe Holzergebnisse).
Farbmolekiile (bspw. bei der FISH4+CLSM) bleichen somit wesentlich langsamer
aus. Diese Art der Spektroskopie wird daher als ein vielversprechendes Werkzeug
bei der Untersuchung der Proteinfluoreszenz eingesetzt, die normalerweise eine
Anregung im UV-B (280 nm) erforderlich macht [49].
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4.6 Zusammenfassung

Die prisentierten Fluoreszenzuntersuchungen, deren vorrangiges Ziel die Detek-
tion von DDT und DDT-haltigen HSM auf Altholz war, zeigen deutlich, da8 be-
reits mit Hilfe der Fluoreszenzanregung im UV-C (266 nm) der Nachweis der
Stoffe direkt auf Holz gelingt. Eine multidimensionale Analyse (zeitaufgelost
oder nach Anregungswellenlidnge), die in jedem Fall einen hoheren apparativen
Aufwand bedeutet, ist dadurch nicht erforderlich. Dieses positive Ergebnis konn-
te jedoch nur aufgrund der unterschiedlichen Fluoreszenzbanden der beteiligten
Stoffe (DDT, ,,Hylotox 59 und Holz) erzielt werden. Durch die zeitaufgelosten
Experimente konnte ein weiterer Parameter zur eindeutigeren Identifizierung von
,Hylotox 59 gewonnen werden.

Die Schwierigkeit der Fluoreszenzspektroskopie bei der stofflichen Identifikation
aufgrund spektral breiter Signaturen konnte in den Experimenten am Biofilm ge-
zeigt werden. Zwar lassen sich grob die Bereiche der Proteinfluoreszenz von der
der Gelbstoff- und Chlorophylifluoreszenz unterscheiden. Eine Zuordnung aller-
dings um welche Alge z.B. es sich handelt, kann ohne Hilfsmittel (Gensonden,
Fluoreszenzmarker) nicht erfolgen. Eine vielversprechende Moglichkeit diesbe-
ziiglich soll im folgenden niher betrachtet werden.



Kapitel 5

Ergebnisse und Diskussion:
Ramanmikroskopie

Die mit Hilfe des konfokalen Ramanmikroskopes gewonnenen Ergebnisse und
Erkenntnisse der Experimente an verschiedenen Biofilmen werden in diesem Ka-
pitel dargestellt und diskutiert. Die sich im Verlaufe der Messungen ergebenden
Einschriankungen und neuen Moglichkeiten werden présentiert. Insbesondere ge-
lang der nichtinvasive online Nachweis des ANAMMOX-Bakteriums iiber dessen
spektrale Schwingungssignatur unter Verwendung eines konfokalen Ramanmi-
kroskopes.

Die vorrangige MeBaufgabe bestand in der ortsaufgelosten Analyse der Stoffprofi-
le von NH; und NO; im Biofilm im zm-MaBstab. Von besonderem Interesse wa-
ren tiefenaufgeloste Messungen. Die Konzentrationsbestimmung soll helfen, den
Stoffwechsel der anaeroben Ammoniumoxidierer besser zu verstehen. Hierzu war
es notwendig, zahlreiche Biofilme zu vermessen. Im Laufe der Analysen zeigte
sich, daf Biofilme ein iiber das Volumen verteiltes unspezifisches Spektrum besit-
zen, welches den Konzentrationsnachweis der gelosten Stoffe erschwerte. Dieses
typische Signal besaBen alle untersuchten Biofilme. Die im Laufe der zahlreichen
Messungen gefundenen Ramanbanden im Biofilm werden anschlieend betrach-
tet. Neben mineralischen bzw. auskristallisierten Stoffen wurden auch mehrere
organische Verbindungen gefunden. Diese Messungen zeigen eindeutig das Po-
tential der konfokalen Ramanmikroskopie hinsichtlich der nichtinvasiven online
Detektion von Bakterien. Ein Blick in die Literatur zu diesem Thema zeigt, daf3
zwar medizinisch relevante Bakterien mit Hilfe der Schwingungsspektroskopie
(FT-IR und FT-Raman) identifiziert werden konnen, die MeBtechnik der konfoka-

73
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len Ramanmikroskopie allerdings bislang noch nicht an abwasserrelevanten Bio-
filmen eingesetzt worden ist.

Der Begriff ,,Biofilm* wird im Folgenden allgemein fiir Konglomerate aus Mi-
kroorganismen benutzt und bezieht sich nicht ausschlieBlich auf den Spezialisten
der einstufigen Deammonifikation (dieser ist in Abb. 5.1 zu sehen). Wo es fiir die
Messung wichtig ist, wird explizit der Biofilmtyp angegeben.

Die Ergebnisse, die in diesem Kapitel vorgestellt werden, sind zum grof3ten Teil
mit dem in 3.4 erlduterten konfokalen Ramanmikroskop CRM 200 erzielt worden.
Dieses war mit einem Diodenlaser (784,6 nm) als Anregungsquelle ausgestattet.
Daher wird auf die Angabe der Anregungswellenldnge weitestgehend verzichtet
und nur angegeben, falls Resultate nicht mit diesem System erzielt worden sind.

5.1 Geriteparameter

Das in den Untersuchungsreihen verwendete konfokale Ramanmikroskop
CRM 200 ist ein kommerziell erhiltliches Instrument (siehe 3.4). Aufgrund sei-
ner Erweiterungsmoglichkeiten (Mikroskopobjektive, Filtereinsitze, Anregungs-
wellenldngen) wurden zunichst die technischen Leistungsangaben (laterales und
axiales Auflosungsvermogen, Quanteneffizienz des optischen Systemes, usw.) des
Herstellers verifiziert. Bei diesen vorbereitenden Messungen wurden auch die In-
tensitidtsschwankungen und die Wellenldngenstabilitdt des Lasers bestimmt, die
fiir die quantifizierenden Ramanmessungen wichtig sind.

Das Gerit war zunichst mit einer IR-optimierten CCD-Kamera der Firma Ro-
per Scientific (SPEC-10) bestiickt. Zwar besitzt diese Kamera auch im Bereich
oberhalb von 1000 nm eine noch ausreichende Quanteneffizienz zur Photonende-
tektion. Allerdings weist sie aufgrund ihrer Bauweise (,,Back-Illuminated®) einen
ausgeprigten Etalon-Effekt ab ca. 750 nm auf. Insbesondere bei kontinuierlichen
Spektren macht sich dieser Effekt duflerst negativ bemerkbar, wihrend Linien-
spektren, wie sie in der Ramanspektroskopie vorkommen, zumindest qualitativ
nicht so stark betroffen sind. Aus diesem Grund wurde im Laufe der Experimente
die Kamera ausgetauscht. Der CCD-Chip der neuen Kamera (Andor DU401-BR-
DD) besitzt eine groBere Verarmungszone (,,Deep Depletion®), so dal auch der
Chip eine groBere Dicke aufweisen kann und somit den Etalon-Effekt effektiv
reduziert.

Neben den bereits vorgestellten Fluoreszenzmessungen (Kapitel 4.4) wurden auch
Extinktionsuntersuchungen an verschiedenen Biofilmen vorgenommen. Hierzu
wurden die homogenisierten Biofilme im Zweistrahlphotometer analysiert. Als
Referenz diente eine wassergefiillte Kiivette. Mit Blick auf die spéteren tiefenauf-
gelosten Messungen im Biofilm und der Anforderung, die anaeroben Zonen bis zu
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Abbildung 5.1: Oben: Lingsschnitt durch Aufwuchstriger (AWT) mit Biofilm
und mikroskopische Aufnahme (Biofilmfliche: ca. 7x 10 mm?. VergroBerung:
63x). Unten: Aufsicht auf die heterogene Biofilmstruktur (AWT aus Versuchs-
anlage).
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Abbildung 5.2: Extinktionskurve eines in Wasser aufgelosten Biofilmes. Gemes-
sen in Zweistrahlphotometer.

1 mm Tiefe zu untersuchen, wird aus Abbildung 5.2 ersichtlich, daB die gewihlte
Wellenlidnge von 784,6 nm hierfiir sehr geeignet ist.

5.1.1 Wellenléingenstabilitit

Die Frequenzstabilitit eines Lasers ist bei Ramanspektroskopischen Messungen
ein entscheidendes Kriterium, da der MeBwert relativ zu der Laserlinie angegeben
wird. Ein Springen der Laserlinie wiirde zu falschen Ergebnissen (Verbreiterung
der Ramanbande bei langen Belichtungszeiten, falscher Wert bei kurzen) fiihren.
Laut Herstellerangaben besitzt der verwendete Diodenlaser eine Wellenlédngensta-
bilitdt von +0,08 nm (entsprechend +1,3 cm™1). Eine Messung iiber 1000 Ein-
zelspektren (MeBdauer 45 Minuten) der Laserlinie (784,6 nm) bestitigte dies: Ein
Abweichen der Emissionswellenldnge des Lasers von diesem Wert konnte in die-
sem Zeitraum nicht beobachtet werden (das von Diodenlasern bekannte ,,Mode
Hopping* lag unterhalb der Auflésungsgrenze des verwendeten Gitterspektrome-
ters mit 1200 Linien-mm ). Die spektrale Bandbreite der Laserstrahlung betrigt
weniger als 10 MHz.

Die Genauigkeit der Angabe der Wellenzahl fiir eine Ramanlinie ist abhéngig von
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der durchgefiihrten Kalibrierung des Gitterspektrometers sowie des verwendeten
Gitters. Die Kalibrierung wurde mit Hilfe einer ArHg-Kalibrierlampe vorgenom-
men. Der absolute Fehler betrigt in den folgenden Messungen maximal £5cm ™!,
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Abbildung 5.3: Gemessene Schwankung der Laserlinie (—-—-—), der Laserflanke

(graue Kurve) und der Ramanbande (schwarze Kurve) von Kaliumnitrat.

5.1.2 Intensititsschwankungen

Neben der Stabilitdt der Wellenlidnge ist fiir die quantitative Bestimmung der
Stoffkonzentration die Leistungskonstanz der Laserstrahlung wichtig, da die An-
zahl der inelastisch gestreuten Ramanphotonen linear mit der Anzahl der ein-
gestrahlten Photonen korreliert ist (siche Gl. 2.2 auf Seite 13). In Abbildung
5.3 wurde eine MeBreihe mit 100 MeBBpunkten von Kaliumnitrat aufgenommen
(CCD-Kamera: SPEC-10). Die MefBreihe wurde nach ca. 10 Minuten Warmlauf-
zeit gestartet (Herstellerangabe: 5 Minuten). Jede Messung besteht aus 10 Ein-
zelmessungen mit einer Belichtungszeit von einer Sekunde. Wiahrend die von der
CCD-Kamera aufgenommene Laserlinie eine Standardabweichung von 23% be-
sitzt, zeigen die beiden Ramanbanden des Probenstoffes (KNO3) eine wesentlich
geringere Schwankungsbreite (1 - 2%). Die Variation der aufgezeichneten La-
serintensitéit kann daher nicht als Maf} zur Fehlerabschitzung herangezogen wer-
den. Direkte Messungen der Laserintensitit mit Hilfe eines LeistungsmeBkopfes
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(PM200, Soliton), in dem die Laserstrahlung direkt nach der Glasfaser eingekop-
pelt wurde, zeigten dies. Die Standardabweichung betrug hierbei 4,8%. Die star-
ken Schwankungen der Mellergebnisse der von der CCD-Kamera aufgenomme-
nen Laserlinie diirften daher durch das verwendete Super-Notch-Filter verursacht
werden. Die Auswirkungen betreffen lediglich die Laserlinie und nicht die eigent-
lichen Ramanspektren.
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s - 7 LeistungsmeRkopf PS310-WB Messung vom Juli 2002
E —x=—am Faserende
% /.
- 0,1+ (]
%% —e—am Faserende
A
—X o —a—nach 40x Objektiv
0,0 T T T T T T T T
1400 1600 1800 2000 2200

Diodenstrom [mA]

Abbildung 5.4: Laserleistung am Ausgang, am Faserende und auf Probenoberfla-
che sowie zeitlicher Vergleich (nach ca. 1000 Betriebsstunden).

5.1.3 Linearitit der Laserintensitéit

Die Leistung eines Diodenlasers 146t sich iiber den Strom einstellen, der iiber
den Diodeniibergang flieBt. Im konkreten Fall konnte die Stromstirke zum einen
iiber eine am Laser befindliche Madenschraube verstellt oder zum anderen mit
Hilfe der seriellen Schnittstelle direkt iiber ein Terminalprogramm Milliampere-
genau eingestellt werden. In Abbildung 5.4 ist der lineare Zusammenhang zwi-
schen Stromstirke und Laserleistung zu sehen. Desweiteren erkennt man in der
Abbildung die Lichtverluste in der Faser (37% Transmission) und durch die Mi-
kroskopoptiken (Bandpaffilter und Linsensysteme des Objektivs zusammen: 54%
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Transmission). Dies fiihrt dazu, da3 nur ein Fiinftel der Laserleistung in die Probe
appliziert wird.

5.1.4 Axiales Auflosungsvermogen

g  Faserdurchmesser axiale Auflésung

6 100 pym 8,5 um

Intensitat [10° b.E.]

-30 -20 -10 0 10 20
z [um]

Abbildung 5.5: Axiales Auflosungsvermogen sowie Absolutvergleich der Intensi-
tit der Ramanbande von Silizium (520 cm ') bei verschieden Faserdurchmessern

Die fiir das konfokale Prinzip notwendigen Lochblenden werden beim CRM 200
mit Hilfe von Glasfasern realisiert. An dem zur Verfiigung gestellten Gerit konn-
te zwischen drei verschiedenen Glasfasern (Durchmesser: 25 pm, 50 pum und
100 pm) auf der Detektionsseite gewechselt werden. Die Auswirkungen auf das
axiale Auflosungsvermogen wurden mit Hilfe eines Siliziumplittchens gemes-
sen — also in Reflexion. Hierzu wurde mit Hilfe des Schrittmotors das Mikro-
skop in 50 nm-Schritten nach unten bzw. nach oben bewegt, wihrend gleichzei-
tig die Intensitit des Ramansignales (521 cm™~!) aufgezeichnet wurde'. Die Dar-
stellung der Intensitdt in Abhéngigkeit von der z-Position fiir das 40x Wasser-
immersionsobjektiv (NA 0,8) ist in nebenstehender Abbildung aufgetragen. Diese
Messungen zeigten zum einen, da3 bei doppeltem Faserdurchmesser die Signal-
intensitédt ebenfalls um den Faktor 2 zunimmt. Dieser Umstand ist von Interesse,

IDurch dieses Vorgehen konnte der ,.Spiel* im axialen Verfahrweg ermittelt werden. Dieser betrug
ca. nm
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wenn im nédchsten Kapitel die Nachweisgrenzen von gelosten Stoffen bestimmt
werden sollen, und es so auf jedes Photon, das zum Signal beitrigt, ankommt.
Zum anderen wird aus der Abbildung deutlich, daf} eine wesentliche Verbesserung
der Auflosung bei Verwendung der 25 pm-Faser nicht mehr erzielt werden kann.
Die in der Darstellung angegebenen Werte beziehen sich auf die FWHM. Die ver-
wendeten Fasern sind groBer als eine AE?, womit der Fall geometrisch-optischer
Konfokalitit vorliegt (siehe Seite 18). Dies bedeutet fiir das zu erwartende axia-
le Auflosungsvermogen gemil3 Gl. 2.4 ein Wert von 3,3 um. Dieser rechnerische
Wert gilt fiir den Fall eines optischen Strahlenganges ohne Abbildungsfehler. So-
mit ist der gemessene Wert von 5,0 nm ein Hinweis auf die Leistungsfahigkeit des
CRM 200.

5.2 Nachweisgrenzen

Um die im Biofilm erwarteten Stoffwechselprodukte (in erster Linie NH; und
NO; ) zu quantifizieren, wurden Konzentrationsreihen erstellt, bei denen zum
einen die Linearitit von Stoffkonzentration und Signalintensitit iiberpriift wurde.
Zum anderen konnten so auch die Nachweisgrenzen der einzelnen Stoffe ermittelt
werden. Die einschlidgige Literatur ist beziiglich der physikalischen Einheitenver-
wendung bei der Konzentrationsangabe recht vielfiltig. Es finden Verwendung:
ppm, mg-1~* (bezogen auf Molekiil, Ion oder Element), mM (mMol-1~1). Im fol-
genden soll die zugéngliche Einheit ,,Molar* (Stoffmenge pro Volumen) Verwen-
dung finden.

Die Nachweisgrenze wird, wie im theoretischen Abschnitt dargelegt ist, durch das
Signal-/Rauschverhiltnis (S/R-Verhiltnis) bestimmt. Um eine vorhandene Ra-
manbande vom MefBrauschen eindeutig unterscheiden zu konnen, mufl das Ver-
hiltnis besser als 2 sein. Das fiir die Nachweisgrenze limitierende Rauschen ist
das Schrotrauschen und wird verursacht durch ein vorhandenes Hintergrundsi-
gnal (bspw. von Wasser). Wie in Kapitel 2.7 beschrieben, betrigt das Schrotrau-
schen v H der Hintergrundintensitdt H. Geht man davon aus, dall die gemes-
sene Signalintensitit linear mit der Belichtungszeit (eine Verdopplung der Be-
lichtungszeit fithrt auch zu einer doppelten Anzahl an detektierten Photonen),
ist es daher offensichtlich immer moglich, iiber lange Belichtungszeiten S/R>2
zu erreichen. Um die Nachweisgrenze eine Grolenordnung zu verbessern, muf}
100fach ldnger belichtet werden. Belichtungszeiten iiber mehrere Stunden hin-
weg sind fiir Ramananwendungen nicht uniiblich. Bei den heutzutage verwende-
ten CCD-Kameras macht sich hier allerdings die kosmische Hintergrundstrahlung

2 Airy-Einheit
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Abbildung 5.6: Ramanbande v, von Nitrit (obere Abb.) bzw. Nitrat (untere Abb.)
aufgenommen mit der Avalanche Photodiode (APD).

negativ bemerkbar, so daf} typische Belichtungen im Minutenbereich liegen. Meh-
rere Messungen konnen aufakkumuliert werden.



82 KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION: RAMANMIKROSKOPIE

Das verwendete konfokale Ramanmikroskop ist ein scannendes System, d.h.
es erzeugt Bilder, indem der Laserpunkt das Probenvolumen abrastert. Hierbei
kommt es schnell zu einer hohen Anzahl an Einzelmessungen. Solche Messungen
in einem vertretbaren Zeitraum zu beenden, ist aus praktischer Sicht ein weiterer,
limitierender Faktor (siehe Beispiel auf Seite 50).

5.2.1 Stoffnachweisgrenzen in Wasser
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Abbildung 5.7: Ermittlung der Nachweisgrenze fiir Natriumnitrat mit CCD-
Kamera Andor DU 401-BR-DD. Obere Kurve: 20 mM, untere Kurve: 5 mM

Die Stoffe NaNOs, NaNO, und NH4Cl wurden in Konzentrationsreihen mit de-
stilliertem Wasser verdiinnt. Neben der Bestimmung der jeweiligen Nachweis-
grenze konnten dabei auch Linearititsmessungen durchgefiihrt werden. Der linea-
re Zusammenhang zwischen geloster Stoffmenge und Intensitit der zugehorigen
Ramanbande konnte bestitigt werden (gemessen mit CCD-Kamera, Belichtung:
10x 105):

| Konzentration NaNOj3 | Intensitit (1048 cm™) |

200 mM 12380
20 mM 1210
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Die benutzte maximale Belichtungszeit in diesen Experimenten zur Bestimmung
der Nachweisgrenze von gelosten Stoffen betrug fiinf Minuten. Dies geschah im
Hinblick auf spitere, praktikable Mefzeiten. Die Laserleistung betrug in diesen
Untersuchungsreihen zwischen 50 und 100 mW.

Es wurden MeBreihen sowohl mit den beiden CCD-Kameras (von Roper Scien-
tific bzw. von Andor Technologies) als auch mit der Avalanche Photodiode ge-
macht. Die Nachweisgrenzen mit Hilfe der Avalanche Photodiode wurden aus
hoher konzentrierten Proben unter obiger Vorraussetzung (S/R>2, siche Abbil-
dung 5.6) errechnet.

In Abb. 5.7 sind die Ergebnisse einer 5 mM und 20 mM NaNO3-Losung zu sehen.
Deutlich ist die Abnahme der Ramanbande bei 1070 cm~! zu erkennen. Wiihrend
die 20 mM Losung noch eine deutlich zu identifizierende Bande aufweist, tritt
diese bei der verdiinnten Losung aus dem vom Wasser verursachten Rauschen des
Hintergrundes kaum hervor. Aus Abb. 2.8 auf Seite 32 146t sich das Verhiltnis %
der 5mM Losung errechnen. Es betrdgt 5,7. Dies wiirde nach obiger Definition
eine Nachweisgrenze fiir NaNOj3 in Wasser von 1,8 mM erwarten lassen.

In Tabelle 5.1 auf Seite 85 sind die

erzielten Nachweisgrenzen zusam-

mengefafit. Die theoretischen Wer-

te der Avalanche Photodiode sowie 40x 0.8
der CCD-Kamera (Andor) korrelieren
sehr gut miteinander. Der etwas ho-
here Wert fiir die SPEC-10 von Ro-
per Scientific erklirt sich durch den Proben-
Etalon-Effekt dieser Kamera. Die in volumen
der Tabelle zusammengefal3ten Wer-

te stimmen auch mit den Literatur-

werten unter Beriicksichtigung der

MeBparameter iiberein. Bereits in den

1970er Jahren wurden die Nachweis- Abbildung 5.8: MeBvolumen im Laser-
grenzen von verschiedenen anorgani- fokus (Wasserimmersionsobjektiv 40x,
schen Stoffen mit Hilfe der Raman- NAO,8)

spektroskopie erortert [50], [51]. In erster Linie wurden Stoffe mit sehr intensi-
ven Ramanbanden untersucht, wie NO3, POif, SO; . Auch theoretische Uber-
legungen zu den Nachweisgrenzen wurden angestellt, die als limitierenden Fak-
tor (ebenfalls) das Rauschen des Wasserhintergrundsignales sowie Laserfluktua-
tionen verantwortlich machten [38]. Der dabei theoretisch ermittelte Wert von
64 uM fiir die starke Nitratlinie liel sich experimentell nochmal halbieren auf
32 uM [52]. Dieser unter optimalen Umstidnden gemessene Wert wurde mit Hilfe
eines leistungsstarken Argon-Lasers (400mW bei 488 nm) und drei Stunden Be-
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lichtungszeit erzielt. Laserleistung und die *-Abhiingigkeit der Streulichtintensi-
tit ergeben bereits ein ca. 20fach stirkeres MeBsignal. Die hundertfach verldnger-
te MeBdauer sowie ein grof3es Probenvolumen erklédren die restliche Diskrepanz
zu den in dieser Arbeit ermittelten Nachweisgrenzen (vgl. Tabelle 5.1).

Bemerkenswert an den wihrend dieser Arbeit erzielten Nachweisgrenzen ist die
gemessene absolute Stoffmenge: Laserfokus und konfokales MeBprinzip ergeben
ein tatsiichliches MeRvolumen von ca. 10 um?®. Bei einer Nachweisgrenze von
1,8 mM (bzw. 112mg-1-1) befinden sich im MeBfleck 1,1 fg Nitrat!

5.2.2 Nachweisgrenzen im Biofilm

—typisches Biofilmsignal
gesattigtes KNO,

1,51 2 molares KNO,
gesattigtes NH,Cl
Wasser

1,0 1

Intensitat [10° b.E.]
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Abbildung 5.9: Vergleich des typischen Biofilmsignales mit den Ramanspektren
von hochkonzentriertem Ammonium, Nitrit und Nitrat in Wasser sowie Wasser.
Belichtungszeit: 250 ms, Laserleistung: 50 mW

Im Verlaufe der Untersuchungen zeigte sich, dal Biofilme ein typisches Signal im
rotverschobenen Bereich der Anregungswellenlinge aufweisen. Die Zuordnung
des Signales gestaltet sich aufgrund seines undifferenzierten Spektrums recht
schwierig. Da dieses Spektrum im gesamten Biofilm gemessen werden kann,
wird vermutet, dal} es sich bei dem zugehorigen Stoff um EPS handelt, die die
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Tabelle 5.1: Nachweisgrenzen in Wasser geloster Stickstoffverbindungen mit
CCD-Kameras (Roper Scientific und Andor) und Avalanche Photodiode in dqui-
valenten Konzentrationsangaben. (Belichtungszeiten: Andor: 100 s, Roper: 120 s,
APD: 320 s)

Mikroorganismen im Biofilm zusammenhalt (siehe auch 5.3.2). Dieses Signal ist
um etwa eine GroBenordnung intensiver als das Ramansignal von Wasser, so daf}
sich fiir die Nachweisgrenzen der gelosten Stoffe entsprechend hohere Konzen-
trationen ergeben. In Abbildung 5.9 ist der Absolutvergleich von einem typischen
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Biofilmspektrum mit hochkonzentrierten Stickstoffverbindungen zu sehen. Die
Oszillationen auf den Spektren werden durch den Etalon-Effekt der verwendeten
CCD-Kamera (siehe Abschnitt 3.1.2 auf Seite 35) verursacht. In der Abbildung
ist deutlich zu erkennen, daf selbst die Intensitit der Ramanlinien von gesittigtem
NH4CI und KNO3 (7M bzw. 33 M) sowie der 2 molaren KNO3-Losung geringer
sind als die Intensitit des breiten, undifferenzierten Biofilmspektrums.

Aus diesen Versuchsreihen wird deutlich, daf3 die in Biofilmen mit Hilfe von Mi-
krosensoren ermittelten Konzentrationswerte (< 1 mM fiir NH; und NO,, [53])
durch das konfokale Ramanmikroskop nicht erreicht werden konnen. Ursichlich
hierfiir ist neben dem Hintergrundsignal in erster Linie das sehr geringe Proben-
volumen. Befindet sich in diesem Mefraum zudem ein Stoff in geringer Kon-
zentration, ergeben sich aus dem schwachen Ramanwechselwirkungsquerschnitt
desweiteren nur sehr wenige, nachzuweisende Photonen. Festzuhalten bleibt al-
lerdings, daf} die zur Konzentrationsbestimmung benutzten Mikrosensoren zum
einen nicht kommerziell erhéltlich sind, sondern vielmehr spezielle Einzelanfer-
tigungen sind, die zudem nur einige Tage einsetzbar sind. Zum anderen liefert
die invasive MeBBmethode nur punktuelle Ergebnisse, ein Abrastern der Probe und
eine spitere bildliche Darstellung der Stoffverteilung ist nicht moglich. Auch ist
eine axiale Auflosung der MeBpunkte, wie sie das CRM 200 bietet (2 ym mit dem
Wasserimmersionsobjektiv), bei Verwendung der Mikrosensoren nicht moglich.
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5.3 Ramanspektren

Wie im vorangegangenen Kapitel ge-

zeigt, ist es wegen des Hintergrun-

des kaum moglich, die oben genann-

ten Stoffe in geringen Konzentratio-

nen mit Hilfe des konfokalen Raman- ! y
mikroskopes nachzuweisen. Es konn- # ' Ty
ten im Biofilm dennoch zahlreiche i #- “,
Ramanspektren gemessen und identi- .

fiziert werden. Insbesondere erscheint

der Ansatz, die am Metabolismus der

einstufigen Deammonifikation betei-

ligten Organismen direkt iiber ihre

charakteristische Schwingungssigna-

tur nachzuweisen, vielversprechend.

In den MeBreihen wurden Biofilme

unterschiedlichen Ursprungs unter-

sucht. In erster Linie wurden sie vom

ISAH bezogen, das am Klarwerk Her-

renhausen verschiedene Forschungs- Abbildung 5.10: rotlicher, hochange-

reaktoren betreibt (néheres siehe 3.5).  aicherter ANAMMOX-Biofilm (Delft
Die benétigte Oberflache fiir den Auf- NL)

wuchs wird den Biofilmen im Reaktor

in Form von Aufwuchstriagern (AWT) gegeben. Ein Langsschnitt durch einen zy-
lindrischen AWT (Durchmesser ca. 8 mm, Hohe ca. 10 mm) ist in Abb. 5.1 dar-
gestellt. Neben der heterogenen Struktur sind deutlich rotliche Bereiche auf der
linken Seite zu erkennen. Dieser Umstand erscheint insofern interessant, als daf3
hochangereicherte ANAMMOX-Bakterienkulturen ebenfalls eine orange-rotliche
Farbung besitzen. Diese Bereiche wurden auf Gemeinsamkeiten untersucht.

Wie bereits erwihnt, wird die konfokale Ramanmikroskopie bislang noch nicht
zur Untersuchung von Biofilmen im Abwasserbereich eingesetzt. Daher wurden
in der ersten MeBphase in umfangreichen Untersuchungsreihen die verschieden-
artigen Spektren zusammengetragen. Hierzu wurden die Biofilme mit Hilfe des
Piezo-Scantisches sowohl in der Ebene als auch tiefenaufgelost, wie in Kapitel
3.4.1 beschrieben, abgescannt.
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5.3.1 Laserintensitiit

Die Laserleistung in den Experimenten mit organischer Materie lag im Bereich
von 5—50 mW. Insbesondere Biofilme im Aufwuchstriger vertrugen nur geringe
Laserintensitéten, so daf3 sich hier entsprechend schwichere Signale bzw. lingere
MefBzeiten ergaben. Algen, wie sie u.a. in dem Biofilm aus dem Zulaufstutzen
zahlreich vorhanden sind, wurden durch Laserleistungen groB3er als 10 mW sofort
zerstort. Auch zeigte sich, daf} selbst bei niedriger Laserleistung (wenige mW)
nach einigen Minuten Bestrahlung derselben Stelle im Biofilm die Intensitit des
MeBsignales deutlich nachlie8. Sogenannte ,,Kinetic Series®, in denen iiber einen
langeren Zeitraum zu bestimmten Zeitpunkten Spektren aufgenommen werden,
zeigen diesen Ausbleicheffekt deutlich. Hingegen konnte bei Experimenten mit
auf dem Objekttriger verteilter Biomasse (z.B. hochangereicherte ANAMMOX-
Kultur) die Laserleistung bis zu 50 mW wihrend des Abrasterns betragen.
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Abbildung 5.11: Undifferenziertes Spektrum verschiedener Proben: Biofilme aus
Betriebsreaktor in Herrenhausen (A+B), rauhes Quarzglas (C).

5.3.2 EPS

Wie bereits im Kapitel ,,Nachweisgrenzen‘ angesprochen, zeigte sich bei der Ana-
lyse aller Biofilme ein typisches, direkt an der langerwelligen Laserflanke begin-
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nendes, undifferenziertes Spektrum, welches iiber den gesamten Biofilm nach-
weisbar war. Der spektrale Kurvenverlauf war immer dhnlich, lediglich die Inten-
sitdt schwankte in Abhédngigkeit vom MeBpunkt. Trigt man die Intensitit rdum-
lich auf, so zeigten sich deutliche Strukturen. Die Intensitdtsschwankungen dieses
Signals sind korreliert mit der Intensitdt der Laserflanken. Diese lineare Abhin-
gigkeit ist ein Hinweis auf die Natur des Signales: Streuung.
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Abbildung 5.12: Undifferenzierte Spektren verschiedener Proben bei Anregung
mit 532 nm: ANAMMOX-Biofilm (A), in Wasser aufgeloster Biofilm aus Be-
triebsreaktor (B), Schlamm aus Anzuchtreaktor (C), Biofilm aus Betriebsreaktor
(D).

Fiir den Nachweis, ob es sich tatsdchlich um einen StreuprozeB in der Probe han-
delt, wurden weitere Stoffe untersucht. Interessant in diesem Zusammenhang ist
die Messung an einer aufgerauhten Quarzglaskiivette. Wie in Abb. 5.11 zu er-
kennen, zeigt sie ein nahezu identisches Spektrum. Der Abfall im Bereich ab
1500cm~" ist auf die nachlassende Quanteneffizienz der CCD-Kamera zuriick-
zufithren. Der Etalon-Effekt der zu Beginn der Arbeit verwendeten CCD-Kamera
ist deutlich zu erkennen (Spektren B und C).

Das Phianomen dieses breiten Ramanhintergrundes wurde bereits von anderen Ar-
beitsgruppen frithzeitig beobachtet und diskutiert [54, 55]. Die darin geduBlerte,
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naheliegende Vermutung, daf es sich bei diesem Effekt um Fluoreszenz han-
delt, wurde spiter widerlegt. Als Ursache fiir das breite Hintergrundsignal wird
die Wechselwirkung niedrigenergetischer Phononen mit den hoherenergetischen
Schwingungen der CH-Gruppen genannt [56].

Weitere Experimente zu dieser Fragestellung wurden mit dem unter 3.2.1 erldu-
terten Lasersystem sowie bei der Firma WITec in Ulm an dem dortigen CRM 200
mit frequenzverdoppelter Nd: YAG-Laserstrahlung durchgefiihrt (Anregungswel-
lenldnge: 532 nm). Bei Ramanspektroskopischen Untersuchungen an kalzinierten
Hydrotalaciten, die aufgrund ihrer gro3en Oberfliche und Adsorptionseigenschaf-
ten u. a. als Katalysatoren aber auch in der Abwasserbehandlung eingesetzt wer-
den, zeigte sich eine Abhingigkeit des breiten Hintergrundes von der eingestrahl-
ten Laserfrequenz [57].

In Abb. 5.12 sind die Spektren vier verschiedener organischer Proben dargestellt:

A Spektrum der hochangereicherten ANAMMOX-Kultur aus Delft untersucht
mit dem CRM 200

B in Wasser aufgeloster Biofilm aus einem AWT (siehe Abb. 5.2) gemessen mit
Nd:YAG-Lasersystem (IfB)

C Schlamm aus Anzuchtreaktor (Nd:YAG-Lasersystem am IfB)

D Biofilm im AWT aus der Betriebsanlage am ISAH (CRM 200)

Aus der Abbildung geht klar hervor, dafl auch bei Anregung mit 532 nm ein breiter
Hintergrund vorhanden ist. Im Vergleich zu den Experimenten mit dem Dioden-
laser ist hier deutlich zu erkennen, dafl das Signal sich iiber einen sehr grofen
Bereich erstreckt. In A und B 148t sich die breite Schwingungsbande des Wassers
um 3400cm ! deutlich auf dem Hintergrundspektrum erkennen. Ein Vergleich
des undifferenzierten, breiten Hintergrundes bei den beiden verwendeten Anre-
gungswellenldngen zeigt lediglich die geritespezifischen Unterschiede der ver-
wendeten Nachweissysteme, eine effektive Verringerung konnte nicht festgestellt
werden.

5.3.3 Anorganische Ramansignale

In Abb. 5.1 auf Seite 75 sind zahlreiche helle, verschiedenfarbige Punkte im
braunlichen Biofilm zu sehen. Im einzelnen lassen sich weille, blaue, orange- und
pinkfarbene Bereiche (Durchmesser wenige 1—10 pm) mit Hilfe der Okularka-
mera identifizieren. Wihrend in letzterem Bereich keine Ramansignale gemessen
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werden konnten, besitzen die anderen Bereiche teilweise sehr deutliche Schwin-
gungsbanden. Den Ramanspektren dieser Bereiche fehlen die charakteristischen
Schwingungsbanden, u. a. die sehr ramanaktive Streckschwingung v(C=C) orga-
nischer Verbindungen, weshalb es sich in diesen Féllen um kristalline Mineral-
stoffe im Biofilm handelt. Eine spitere Uberpriifung der Ramanspektren anhand
einer Ramandatenbank? bestitigte diese Vermutung.
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Abbildung 5.13: Ramansignale im Biofilm: (A) pinkfarbener Punkt (Fe2O3), (B)
heller weiller Punkt (TiO2), (C) orangefarbener Fleck (BaSO,).

Im einzelnen sind die im Biofilm gemessenen Spektren in Abb. 5.13 bis 5.15 dar-
gestellt. Auffillig an den Spektren ist das kaum vorhandene EPS-Spektrum (siehe
5.2.2). Da dieses ansonsten iiber dem gesamten Biofilm nachgewiesen werden
kann, ist das ein eindeutiger Hinweis darauf, da an dieser Stelle lediglich der
entsprechende Stoff vorliegt. Im Fall des Spektrums C beispielsweise handelt es
sichum SO?[ . Da dieses an dem MeBfleck nicht gelost sondern kristallin vorliegt,
zeigt ein Vergleich mit Stoffen aus der Ramandatenbank, daf3 es sich im konkre-
ten Fall um Barit (BaSO,) handelt. Die honiggelbe Farbe dieses Minerals ist ein
weiteres, starkes Indiz, dal der Nachweis dieses Stoffes im Biofilm gelang.

Spektrum A und B sind an einer pinkfarbenen bzw. weillen Stelle des Biofil-
mes aufgenommen worden. Die MeBergebnisse waren reproduzierbar, d.h. an

3Spectra Online (Thermo Galactic) unter spectra.galactic.com
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der entsprechenden Farbstelle wurden immer dieselben Spektren aufgenommen.
Die pinkfarbene Substanz (Spektrum A) 146t sich dem Spektrum von Eisenoxid
(Feo0O3) zuordnen, die helle weile Stelle wurde als Titandioxid (TiO53) identi-
fiziert. In beiden Fillen wiederum stimmt die Farbgebung des MefBfleckes mit
den Ramanspektren iiberein. FeoO3 oder auch Rost ist sicherlich nichts unge-
wohnliches in einem Biofilm, der mit Abwasser einer Kldranlage in Kontakt
steht. TiOq ist ein Stoff, der hauptsichlich als Pigment eingesetzt wird. Auf-
grund seiner Struktur streut er das Licht sehr stark. Diese Funktion wird nicht nur
als WeiBmacher u. a. in Zahncremes verwendet, sondern ebenfalls in Sonnencre-
mes als UV-Schutz eingesetzt. FeoO3 konnte ebenfalls in den hochangereicherten
ANAMMOX-Bakterienkulturen nachgewiesen werden.
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Abbildung 5.14: ,,Chemical Image* eines Biofilmbereiches (links oben: Oku-
larkamera; Mitte: Ramanbande bei 238 cm™1'; links unten: Ramanbande bei
254cm™1).

Ein schones Beispiel fiir die Moglichkeiten der stoffspezifischen Analyse mit Hil-
fe des CRM ist in Abb. 5.14 zu sehen. Die rotliche Farbung des MeBfleckes lief3
diesen aufgrund der ebenfalls rotlichen ANAMMOX-Bakterien als interessantes
MeBobjekt erscheinen. Die jeweilige computergestiitzte Auswertung und raum-
liche Darstellung* der Ramanbande (238 bzw. 254 cm™!) zeigt deutliche Unter-
schiede in der rdumlichen Stoffverteilung, die in der lichtmikroskopischen Auf-

4MeBbereich: 200 x 200 zm?
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nahme nicht zu entdecken sind. Allerdings handelt es sich auch in diesem Fall
nicht um organisches Material. Hier hilft wieder ein Blick in die online Daten-
bank von ,,Spectra Online*: Zumindest die niederfrequentere Schwingungsbande
14Bt sich mit Al;O3 in Ubereinstimmung bringen.
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Abbildung 5.15: Ramansignal (CaCOj3) gemessen in hochangereichertem
ANAMMOX-Biofilm sowie im Biofilm aus Zulaufstutzen.

Eine weitere ausgepriigte Ramanschwingung bei 1085cm~1! (sieche Abb. 5.15)
konnte in drei verschiedenen Biofilmen nachgewiesen werden. Erstmals wurde
das Spektrum im Rahmen dieser Arbeit in dem Biofilm aus dem Zulaufstutzen
der Versuchsanlage am ISAH gemessen. Dieser Biofilm unterschied sich durch
sein duBeres Erscheinungsbild deutlich von Biofilmen aus der Versuchsanlage, in
der die einstufige Deammonifikation studiert wird. Im Gegensatz zu den langsam
wachsenden Mikroorganismen des ANAMMOX-Biofilmes sieht man diesem die
schneller wachsenden photoautotrophen Organismen aufgrund des duBeren Er-
scheinungsbildes bereits mit bloBem Auge an. Neben den bereits vorgestellten
Fluoreszenzen der Photosynthese betreibenden Organismen wurde hier ein wei-
teres Signal mineralischen Ursprungs gefunden, das sich ebenfalls in den hoch-
angereicherten ANAMMOX-Kulturen als auch in den aus dem Betriebsreaktor
entnommenen Biofilmen gemessen werden konnte. Der zu diesem Spektrum kor-
relierte Stoff ist Kalk (CaCOg). Dieser wird in den Biofilmen aus den Anzucht-
bzw. Betriebsreaktoren nicht zuféllig nachgewiesen. CaCO3 wird als Spurenele-
ment dem synthetischen Ndhrmedium beider Biofilme beigemischt und dient als
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externe Kohlenstoffquelle, die die Organismen zum Wachsen benotigen.

5.3.4 Organische Verbindungen

Da es aufgrund zu geringer und somit nicht meBbarer Stoffkonzentrationen nicht
gelang, den Stoffwechsel des ANAMMOX-Bakteriums zu bestimmen, wurden
die Mikroorganismen selbst Ramanspektroskopisch untersucht. Den Beginn die-
ser MeBreihen (und somit Ausloser fiir die Suche nach spezifischen Bakterien-
spektren) machten Experimente mit Hilfe einer zweiten Anregungswellenléinge.
Wie bereits in Abschnitt 3.4 auf Seite 45 erldutert, wurde das konfokale Ramanmi-
kroskop mit Blick auf die nachzuweisenden NH, NO; - und NO3 -Verbindungen
sowie eine moglichst grole Eindringtiefe in den Biofilm spezifiziert. Aufgrund
von letzterem wurde das CRM 200 mit einem Diodenlaser der Wellenlidnge
784,6 nm bestiickt. Dieses bedingt jedoch eine IR-optimierte CCD-Kamera so-
wie entsprechende Optiken. Mit diesem System ist der Schwingungsbereich bis
1500 cm™! (entsprechend 890 nm) mit hoher Quanteneffizienz (>90%) nachweis-
bar. Jedoch im Bereich der symmetrischen und antisymmetrischen Streckschwin-
gung von CH, bzw. CH3 (ca. 2850-3000cm ! entsprechend von 1010-1026 nm)
detektiert die CCD-Kamera nur noch 20 Prozent der einfallenden Photonen.

Neben diesem fiir die Ramanspektroskopie interessanten Schwingungsbereich ab
2800cm~! war insbesondere die Auswirkung auf das Spektrum der EPS durch
die Verwendung einer anderen Wellenldnge von Interesse. Wie bereits in 5.3.2
dargelegt, wurde eine Abhéngigkeit des breiten Ramanhintergrundes von der An-
regungswellenldnge beobachtet [57].

5.3.4.1 Anregungswellenliinge 532 nm

Da kein entsprechendes zweites Lasersystem zur Verfiigung stand, wurden die
Experimente in Kooperation mit dem Hersteller (Firma WITec, Ulm) in dessen
Labor durchgefiihrt. Der dort verwendete frequenzverdoppelte Nd: YAG-Laser be-
sitzt eine Wellenlidnge von 532 nm. Es wurden folgende Proben mit Hilfe dieses
konfokalen Ramanmikroskopes untersucht:

e Hochangereicherte ANAMMOX-Bakterienkultur

e Biofilm aus Betriebsreaktor in Herrenhausen (einstufige Deammonifikati-
on)

e FISH-priparierte Biofilme aus Betriebsreaktor
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Es wurden zunéchst die hochangereicherten ANAMMOX-Bakterienkulturen von
der TU Delft untersucht. Hierzu wurde eine geringe Menge zusammen mit Wasser
auf einen Objekttriager mit Vertiefung (ca. 1 mm tief und 15 mm im Durchmesser)
gegeben (Abb. 5.10 auf Seite 87). Zwischen dem Deckglas und dem Mikrosko-
pobjektiv (Wasserimmersionsobjektiv von Nikon, 60x, NA 1,0) befand sich als
Immersionsmedium destilliertes Wasser.

Wie iiblich wurde zunéchst mit
Hilfe der APD eine schnelle
Ubersicht iiber die Probe erstellt
(siehe nebenstehende Abb. 5.16),

150 um anschlieBend vielverspre-
chende Bereiche spektral auf-

100 zunehmen. Die Ergebnisse sind
in Abb. 5.17) zusammengefal3t

(Gitter mit 600Linien-mm™1!,

— 90 Belichtungszeit 10 Sekun-
g_ den). Insgesamt konnten in
o 3 dem ANAMMOX-Biofilm drei

verschiedene Ramanspektren
gefunden werden. Die KurveC
zeigt ein Spektrum mit einer
intensiven ~ Ramanbande bei
1093 cm ™1, das bereits in voran-
gegangen Messungen im Biofilm

X [um]

Abbildung  5.16:  xy-Ubersicht eines
ANAMMOX-Biofilmes mit Hilfe der APD nachgewiesen und CaCO3 zuge-

aufgenommen (,,Fast Imaging®). Spektrome- ordnet werden konnte (s. 0.). Das

e -1 5 ga
termitte: 757 cm™ . Anregungswellenldnge: Spektrum B in Abb. 5.17 wurde

532nm. ebenfalls in vorherigen Expe-

rimenten mit Biofilmen aufgezeichnet. Insbesondere in dem Biofilm aus dem
Zulaufstutzen, der dem Umgebungslicht ausgesetzt war, konnte das Spektrum
hiufig im Bereich von Braun- bzw. Griinalgen, bei denen iiber den Prozef der
Zwei-Photonen-Absorption die Chlorophyllfluoreszenz angeregt wurde (siche
4.4), detektiert werden. Die sich daraus ergebende SchluBfolgerung, daf es sich
um Pigmente (Carotinoide) handelt, wurde von der Spektraldatenbank bestitigt:
Ein sehr dhnliches Spektrum besitzt das [-Carotin-Molekiil, welches zu den
Carotinoiden gehort. Das relativ einfache Spektrum erklért sich aus der Struktur
des Molekiiles, dessen zentraler Teil aus acht nebeneinander angeordneten
Isoprenmolekiilen aufgebaut ist. Die drei Ramanbanden (1023cm !, 1146cm ™!
und 1545cm~1!) lassen sich den drei darin vorkommenden Verbindungen
zuordnen: v(C-H), v(C-C) und v(C=C).
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Abbildung 5.17: Verschiedene Ramanspektren in angereichertem ANAMMOX-

Biofilm: ANAMMOX-Bakterium (A), Carotinoid (B), CaCOg3 (C). Anregungs-
wellenldnge: 532 nm.

75

x [um] X [um]

Abbildung 5.18: Okularkameraufnahme (rechts) von Abb. 5.1. Stelle, an der zahl-
reiche Ramansignale gefunden werden konnten. Die linke Abbildung zeigt ein

100x 100 zm? groBes ,,Fast Image* der Ramanlinie 757 cm~!. Anregungswel-
lenldnge: 532 nm.
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Das beziiglich eines nichtinvasiven online Nachweises der ANAMMOX-
Bakterien direkt im Biofilm interessanteste Spektrum zeigt der Kurvenverlauf A
in Abb.5.17. Dieses charakteristische Signal lief sich bei einem Abgleich mit der
online verfiigbaren Ramandatenbank nicht wiederfinden. Dies ist zumindest ein
erster Hinweis auf eine nichttriviale Natur des gemessenen Spektrums.

Im Anschluf} an die Experimente mit der Delfter Kultur wurde Biomasse aus der
Versuchsanlage des ISAH untersucht. Eine zusammengesetzte, mikroskopische
Aufnahme der duBerst heterogenen Struktur war bereits in Abb. 5.1 auf Seite 75
zu sehen. Aufgrund der kugeligen Struktur der Bakterien erschien der in Abb. 5.18
rechts dargestellte Bereich als Untersuchungsobjekt vielversprechend. Es wurde
zunichst ein 100x 100 um? groBer Ubersichtsbereich mit Hilfe der APD erstellt
(linkes Bild, Spektrometer auf 757 cm '), in dem dann gezielt nach Signalen ge-
sucht wurde. Dabei zeigte sich, dal ein im Vergleich zu dem oben geschilderten
Spektrum der hochangereicherten ANAMMOX-Kultur sehr dhnliches Spektrum
gemessen werden konnte (vgl. Spektrum B in Abb. 5.21 auf Seite 99).

Eine ortsaufgeloste Analyse dieses
Signales (die integrale Intensitéit der
Ramanbande bei 757 cm ™! wurde in
Abhingigkeit des MeBortes aufgetra-
gen, Abb. 5.19) zeigt genau diesel-
ben kugeligen Strukturen wie sie be-
reits aus Abb. 5.18 bekannt sind.
Die nebenstehende Darstellung zeigt
diese Strukturen, deren Durchmesser
1—2 pym betragen. Anhand der gu-
ten Korrelation der Spektren (siehe 0 5 10 15
Abb. 5.20) ist somit der Nachweis X [um]

gelungen, daBl sowohl im hochange-
reicherten ANAMMOX-Biofilm als
auch im Biofilm aus dem Betriebs-
reaktor des ISAH zur Untersuchung

y [um]

Abbildung 5.19: Darstellung der ortsauf-
gelosten Auswertung der Ramanlinie bei

757 cm~! im Biofilm aus Betriebsreak-

des einstuﬁgen Deammonifikations- . (ISAH). Bereich 19x 16 um?. Anre-
prozesses dieselben Stoffe vorhanden gungswellenlinge: 532 nm.

sind. Die kugelige Form sowie die

Grofe sind zwei weitere Indizien dafiir, daB es sich bei den gemessenen Proben
tatsdchlich um das ANAMMOX-Bakterium handelt. Den Abschlufl der Unter-
suchungsreihen mit dem frequenzverdoppelten Nd: YAG-Anregungslaser bildeten
Experimente an FISH-Proben des ISAH. Mit Hilfe eines Filtersatzes (Anregungs-
wellenldnge ca. 514 nm, Emissionswellenlidnge: 543 nm) konnten die rotlich an-
gefirbten Bereiche (AMX-Gensonde) identifiziert und mit dem CRM 200 auch
schwingungsspektroskopisch untersucht werden. Dabei konnte ein weiteres Mal
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ein sehr dhnliches Spektrum gefunden werden (siehe Spektrum A in Abb. 5.21).
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Abbildung 5.20: Vergleich der Spektren aus hochangereichertem ANAMMOX-
Biofilm und Biofilm aus dem Betriebsreaktor am ISAH. Anregungswellenlinge:
532 nm.

Das in den angereicherten ANAMMOX-Bakterienkulturen aufgezeichnete Ra-
manspektrum ist zweifelsfrei organischen Ursprungs. Ein Vergleich mit der Spek-
traldatenbank® ergab, wie bereits oben erwihnt, keinen passenden Eintrag, so
daf} ein gewohnlicher Stoff ausgeschlossen werden kann. Der hohe Reinheits-
grad der Anreicherung (80%) legt bereits die Vermutung nahe, daBl es sich um
das ANAMMOX-Bakterium handelt. Das sehr dhnliche Spektrum in den FISH-
Proben, das genau an der Gensonden-markierten Stelle gemessen wurde, bestétigt
diese Vermutung.

SSpectra Online (Thermo Galactic) unter spectra.galactic.com
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Abbildung 5.21: Drei sehr #hnliche Ramanspektren in drei verschiedenen
Proben: FISH-Probe (A), Biofilm aus Betriebsreaktor (B), hochangereicherte
ANAMMOX-Kultur (C). Anregungswellenldnge: 532 nm

Ein weiterer Beweis fiir den Nachweis des ANAMMOX-Bakteriums ist der Auf-
bau der charakteristischen Zellorganelle, dem sogenannten Anammoxosom, aus
linear miteinander verkniipften Cyclobutan-Lipidketten [33]. Diese formen ei-
ne duBerst undurchlissige Membran um das Anammoxosom, in dem dann der
Stoffwechsel mit seinen teilweise duBerst giftigen Zwischenprodukten stattfinden
kann. Eine derartige Membran ist in der Natur einzigartig. Dieser Umstand sowie
die Tatsache, da} die zugehorigen Molekiilverbindungen sehr ramanaktiv sind,
lassen auf ein duBerst spezifisches Ramansignal schlieen.

Aufgrund der sehr guten Ubereinstimmungen (sowohl spektral als auch ortsauf-
gelost) liegt somit abschlieend die Schlulfolgerung nahe, dal die nichtinvasive
online Detektion des ANAMMOX-Bakterium in seiner natiirlichen Umgebung
(Biofilm) erstmals mit Hilfe der konfokalen Ramanmikroskopie gelungen ist.

Ladderane sind zur Zeit (noch) nicht kommerziell erhéltlich (siehe Seite 26). So
konnten die dem ANAMMOX-Bakterium zugeordneten Spektren nicht auch noch
auf diese Weise verifiziert werden. Es wurden Messungen an Stoffen durchge-
fithrt, die aus einem einzelnen Cyclobutanringen bestehen. Diese sind in Abb.
5.22 dargestellt. Auffillig sind eine Vielzahl an Ramanlinien. Dies ist auf den ho-
hen Grad an Unsymmetrie, die die drei Molekiile aufweisen, zuriickzufiihren. Die
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erzielten Spektren lieBen sich allerdings nicht mit den Linien des ANAMMOX-
Bakteriums (s. 0.) korrelieren. Dies auf den unterschiedlichen Aufbau zuriickzu-
fiihren sein: Die zentrale, ebene Struktur der Ladderane ist aus mehreren Cyclo-
butadienringen mit Doppelbindungen zusammengesetzt, wihrend die Einfachrin-
ge des Cyclobutans andere Bindungsarten aufweisen.

ui
o
= Cyclobutan-1,1-
Y Dicarbonsaure
)
C
9
1=
7 Cyclobutancarbonséaure fk
¥ T T T AT T 7
1000 1500 2800 3000

relative Ramanverschiebung [cm’]

Abbildung 5.22: Ramanspektren dreier Molekiile aufgebaut aus einem Cyclobut-
anring.

5.3.4.2 Anregungswellenlinge 784,6 nm

Im Anschluf} an die erfolgreichen Versuche mit 532 nm-Anregung wurde das-
selbe Probenmaterial (hochangereicherte ANAMMOX-Kultur mit unterschiedli-
chen Ndhrmedien, Biofilme aus dem Betriebsreaktor und FISH-Proben) auf Spek-
tren organischen Ursprunges hin mit dem Diodenlaser untersucht. Wie bereits er-
wihnt, ist die Detektion der Streckschwingung von CH, bzw. CH3 im Bereich von
2850-3000cm ! aufgrund der geringen Quanteneffizienz der Silizium-basierten
Detektoren schwierig. Nichtsdestotrotz lieen sich auch hier organische Stoffe
nachweisen:
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Carotinoide

Analog zu den vorgestellten Experimenten mit 532 nm-Anregung, konnte in
der angereicherten ANAMMOX-Kultur das von Carotinoiden verursachte Ra-
manspektrum gemessen werden (Abb. 5.23). Das Spektrum A wurde mit ei-
nem hoher auflosenden Gitter (600 Linien-mm~!) gemessen als das Spektrum B
(150 Linien-mm~1!). Ebenfalls in Spektrum A deutlich zu erkennen ist das Hin-
tergrundsignal der EPS, auf dem die beiden ausgeprigten Ramanlinien noch de-
tektiert werden konnen. Die eingefiigte Grafik zeigt einen tiefenaufgelosten (xz-
Scan, 45x35 m?) Bereich, der die Intensitiit der sehr ramanaktiven Schwingungs-
bande v(C=C) bei 1545cm~"! ortlich darstellt. Deutlich lassen sich Strukturen
erkennen. Diese sind allerdings nicht dem ANAMMOX-Bakterium zuzuordnen,
sondern sind vielmehr ,,Verunreinigungen* in der Biomasse. Hier nicht gezeigt,
aber dennoch in den hochangereicherten ANAMMOX-Biofilmen ebenfalls vor-
handen, sind Photosynthese betreibende Algen. Es verwundert daher nicht, dafl
Ramanspektren von Pigmenten gemessen werden konnten.

Intensitat [b.E.]

1000 1500 2000 2500 3000
relative Ramanverschiebung [cm‘1]

Abbildung 5.23: Ramanspektrum von Carotinoiden im hochangereicherten
ANAMMOX-Biofilm. Anregungswellenldngen: 784,6 nm (A) bzw. 532 nm (B).
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5.3.5 ANAMMOX-Bakterium

Wie bereits beschrieben, standen zwei verschieden, hochangereicherte
ANAMMOX-Bakterienkulturen, die sich durch das verwendete Nihrmedi-
um unterschieden, zur Verfiigung. Eine Kultur wurde mit NH; und NO;
versorgt, wihrend bei der zweiten das Ammonium durch Harnstoff ersetzt wurde.
In Abb. 5.24 ist eine Kolonie von kugeligen Bakterien (Durchmesser ca. 4 ym)
zu sehen. Bei dem 30x30um? groBen xy-Bereich wurde die Intensitit der
symmetrischen und antisymmetrischen Streckschwingung von CH, und CHj
im Bereich von 2800—3000 cm~! riumlich dargestellt, die im abgebildeten
Spektrum B auch bei Anregung im NIR noch eine deutlich meBbare Intensitit
aufweist. Eine hier nicht dargestellte Auswertung der Schwingung v(C=C) von
1520—1670cm ™! zeigte ein sehr dhnliches Ergebnis.

Intensitat [b.E.]

1000 1500 2000 2500 3000 3500
relative Ramanverschiebung [cm™]

Abbildung 5.24: Ramansignale (B) in hochangereichertem ANAMMOX-Biofilm
(Delft, NL) und rdumliche Auswertung der CH3-Schwingungsbande und Ver-
gleich mit 532 nm-Anregung (A).

In Abb. 5.24 ist ferner das bereits auf Seite 99 prisentierte, mit Laserlicht der Wel-
lenldnge 532 nm angeregte Spektrum desselben ANAMMOX-Bakterienstammes
dargestellt (Spektrum A). Der Vergleich zeigt deutlich die nachlassende Quan-
teneffizienz der CCD-Kamera (Roper) ab ca. 1600cm ™!, In beiden dargestellten
Fillen wurde das niedrigaufloésende Gitter mit nur 150 Linien-mm~! verwendet.
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Abbildung 5.25: Verschiedene Spektren in hochangereichertem ANAMMOX-
Biofilm (Medium: Harnstoff). Links — CaPOy, Mitte - HECAMEG, rechts —
Carotinoide. Bild: 15 x 15 ym?
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Abb. 5.25 zeigt die stoffspezifischen Bilder (xy-Scan mit jeweils 15 ym Scanlan-
ge) des gleichen MefBbereiches. Die Probe stammte aus dem mit Harnstoff be-
triebenen Anzuchtreaktor in Delft. Die zugehorigen Spektren sind unterhalb der
entsprechenden Grafik zu finden. Die linke Aufnahme zeigt einen Ausschnitt aus
einer lidnglichen, kristallinen Struktur, die sich tatsdchlich iiber mehr als 200 ym
Linge im Biofilm erstreckt. Aus dem an dieser Stelle gemessenen Ramansignal
lieB sich der Stoff identifizieren: CaPQy.

Die rechte Aufnahme zeigt das Ramanspektrum der bereits bekannten Caroti-
noide, wihrend die Auswertung der Ramanbande des mittleren Spektrums bei
1446 cm~! das mittlere Bild ergibt. Auffillig an dem Spektrum ist die ungewhn-
lich ausgeprigte Linie der symmetrischen und antisymmetrischen Streckschwin-
gung von CH; und CH3 im Bereich von 2800—3000cm ~! mit ihrem Maximum
bei 2849 cm™!. Ein sehr dhnliches Spektrum konnte in der Spektraldatenbank ge-
funden werden. HECAMEG (C;5H29NO~) ist eine Glukose-basierte Detergentie,
die zur Extraktion, Reinigung und Stabilisierung von Proteinen im biologischen
Bereich eingesetzt wird. Es ist allerdings nicht sicher, ob dieser Stoff durch die
Datenbank korrekt identifiziert worden ist.

Interessant an den Untersuchungsreihen der hochangereicherten ANAMMOX-
Bakterienkulturen sind die teilweise unterschiedlichen Spektren. Mit Hilfe der
konfokalen Ramanmikroskopie war es hier moglich, Unterschiede zwischen den
Biofilmen, die unterschiedlich erndhrt worden sind, festzustellen. Der Biofilm aus
dem NH,-substituierten Reaktor besitzt eine grolere Vielfalt an unterschiedlichen
Spektren (u.a. auch Chlorophyllfluoreszenz). Es konnten hier zahlreiche Kristal-
le aus CaPOy4 festgestellt werden. Die Ramanspektren organischen Ursprungs
(Carotinoide und HECAMEG-ihnliches Spektrum) konnten im Biofilm aus dem
Reaktor, der mit NHZ— und NO,, -Zugabe betrieben wurde, nicht festgestellt wer-
den.

In einer Untersuchungsreihe mit nitrifizierender Biomasse, die Ammonium
mit Hilfe von Sauerstoff zu Nitrit veratmet, konnte das Ramanspektrum
des ANAMMOX-Bakteriums (sieche Abb. 5.21) nicht wiedergefunden wer-
den. Vielmehr zeigten sich—im Gegensatz zum hochangereicherten Biofilm aus
ANAMMOX-Bakterien (TU Delft) bzw. dem unter O-limitierten Bedingungen
gewachsenen Biofilm (Betriebsreaktor des ISAH)—eine grofle Anzahl an Fluo-
reszenzen, die die vorhandenen Ramanschwingungen iiberdecken. Die spektrale
Signatur dieses Biofilmes unterschied sich erheblich von den oben vorgestellten,
so daf} auch hier mit Hilfe des konfokalen Ramanmikroskopes eine nichtinvasive
online Charakterisierung des Biofilmes gelang.
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5.4 Zusammenfassung

Als Resiimee der Experimente an Biofilmen zur biologischen Abwasserreinigung
bleibt als duBerst positives Ergebnis festzuhalten, daf3 der direkte, nichtinvasi-
ve online Nachweis des ANAMMOX-Bakteriums (Candidatus ,,Brocadia anam-
moxidans®) im Biofilm gelang. Hieraus ergeben sich neue Moglichkeiten, abwas-
serrelevante Biofilme zu analysieren. Mit Hilfe der CRM lassen sich Fragestellun-
gen wie bspw. der Einflul der Betriebsparameter auf die Etablierung des Biofilms
oder die Ermittlung von Anfahrstrategien bei ProzeBstorungen neu und effektiv
bearbeiten.

Wie bereits im medizinischen Bereich gezeigt [58], lassen sich Mikroorganismen
aufgrund ihrer spektralen Schwingungssignatur unterscheiden. Dieser Umstand
konnte in dieser Arbeit erstmals am Bakterium der anaeroben Ammoniumoxida-
tion ausgenutzt werden. Hilfreich bei der eindeutigen Identifikation ist der in der
Natur einzigartige Membranaufbau des Anammoxosoms (der zentralen Zellorga-
nelle des Bakteriums) aus Ladderanen (Ketten von bis zu 5 Cyclobutanringen).

Die Untersuchungen mit Hilfe des CRM 200 zeigen ferner, daf teilweise deutli-
che Unterschiede in den Biofilmen nachgewiesen werden konnten. Beispielswei-
se zeigten die hochangereicherten ANAMMOX-Biofilme aus der Delfter Kultur,
die mit Harnstoff statt NHZr erndhrt wurden, eine grofere Fiille an unterschiedli-
chen Ramanspektren (u. a. CaPO,, photoautotrophe Organismen). Es steht daher
zu erwarten, dafl mit Hilfe der konfokalen Ramanmikroskopie weitere Mikroorga-
nismen (z.B. Nitrosomonas) im Biofilm detektiert und vermessen werden konnen,
woraus die Moglichkeit erwichst Vergesellschaftungen der unterschiedlichen Mi-
kroorganismen gezielt zu untersuchen.
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Kapitel 6

Zusammenfassung und
Ausblick

Wie in den beiden vorangegangenen Kapiteln ausfiihrlich dargelegt und bereits
diskutiert, lieBen sich mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie sowie der konfo-
kalen Ramanmikroskopie die dieser Arbeit zugrunde liegenden Zielsetzungen er-
folgreich bearbeiten. Die verwendeten Spektroskopiemethoden sind bereits viel-
fach eingesetzte Analysemethoden im Bereich der optischen MefBtechnik, deren
besonderes Merkmal die Fihigkeit des berithrungslosen Messens mit Licht ist.
Das Probenmaterial 146t sich so in seinem urspriinglichen Zustand ohne eine Pro-
benaufbereitung untersuchen. Genau diese Potentiale der optischen, laserbasierten
Messung wurden in dieser Arbeit ausgenutzt und der MeBaufbau der jeweiligen
Problemstellung entsprechend konfiguriert.

DDT und ,,Hylotox 59¢

Der Nachweis des langlebigen Insektizids DDT sowie des DDT-haltigen Holz-
schutzmittels (HSM) ,,Hylotox 59* gelang mit Hilfe der laserinduzierten Fluores-
zenzanregung bei Anregung im V-C (266 nm). Von entscheidender Bedeutung fiir
diese positiven Ergebnisse waren die unterschiedlichen Fluoreszenzspektren der
untersuchten Stoffe, die eine eindeutige Zuordnung der jeweiligen Spektren zu
Holz, DDT bzw. ,,Hylotox 59 erlauben. Wéhrend DDT eine ausgeprigte Fluo-
reszenzbande um 300 nm aufweist, setzt sich das Spektrum des HSM aus einer
Uberlagerung mehrerer Banden zusammen, dessen Maximum bei 331 nm liegt.
Unbehandeltes Fichtenholz wiederum besitzt zwei Fluoreszenzmaxima (342 nm

107
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bzw. 440 nm). Es konnte gezeigt werden, daf} die Fluoreszenzspektren behandel-
ter Holzer sich aus einer Uberlagerung der Einzelspektren ergeben.

Neben dem Nachweis iiber das charakteristische Fluoreszenzspektrum konnte
ebenfalls die Abklingzeit als spezifischer Parameter ermittelt werden. Wihrend
unbehandeltes Holz eine sehr schnelle Fluoreszenzabklingzeit (< 1,0 ns) besitzt,
konnte fiir ,,Hylotox 59* eine deutlich verldngerte Abklingdauer (5,0 ns) bestimmt
werden. Die zur Bestimmung solcher kurzen Zeitrdaume notwendige Kameratech-
nik (ICCDs) ist allerdings aufwendig und teuer. Ferner fehlt dem in dieser Arbeit
verwendetem System, das als stationédres Laborsystem aufgebaut wurde, die in
situ Fahigkeit. Zwar konnten auch Messungen an einem mobilen Fluoreszenz-
spektrometer durchgefiihrt werden. Dessen Anregungswellenldnge von 337 nm
(N2-Laser) war allerdings nicht kurzwellig genug, um die Fluoreszenz bei ca.
300 nm (DDT) bzw. 330 nm (,,Hylotox 59°) anzuregen.

Die in dieser Arbeit priasentierten Ergebnisse sind vorrangig qualitativer Natur.
Die quantitative Bestimmung der Stoffkonzentration auf einer Probe, die mit einer
unbekannten Menge DDT bzw. ,,Hylotox 59 versehen ist, gestaltet sich schwie-
rig (siehe Abschnitt 2.2). Die Nachweisgrenze konnte mit dem verwendeten hoch-
wertigen Aufbau auf 50 mg-kg™! fiir das HSM abgeschiitzt werden.

In den prisentierten Experimenten wurden das DDT sowie das HSM gleichmiBig
aufgetragen, wie es sicherlich bei sachgerechter Anwendung vor Ort auch gesche-
hen ist. Allerdings konnen Heterogenititen nicht ausgeschlossen werden. Dies
gilt insbesondere bei der Wiederverwertung des Altholzes, bei der Schadigungen
der Holzoberfliche! durch Abrif und Transport sowie die Lagerung und Auswa-
schungen auf dem Betriebshof zu Heterogenititen in der Stoffverteilung fiihren.
Dies kann zu stark streuenden MeBresultaten fithren. Eine Spotmessung ist daher
ungeniigend. Das Ergebnis sollte iiber mehrere MeB3punkte gemittelt werden. Hier
zeigen sich die Vorteile der optischen MeBmethode, bei der ohne grolen Aufwand
zahlreiche Messungen vorgenommnen werden konnen. Dies fiihrt zu einem we-
sentlich préziseren Ergebnis.

Die Ergebnisse der fluoreszenzspektroskopischen DDT- und ,,Hylotox 59““-Unter-
suchungsreihen zeigen deutlich, daB bereits mit Hilfe der statischen LIF die Stoffe
auf Holz detektiert werden konnen. Diese weniger aufwendige Technik ist fiir die
Altholz verarbeitende Industrie aus unternehmerischer Sicht von Interesse. Denn
kommerziell erhiltliche Fluoreszenzspektrometer basierend auf Laseranregung
im UV mit entsprechender Leistung liegen immer noch im oberen 5-stelligen
Eurobereich. Das System der Firma LTB (Berlin) beinhaltet dafiir neben einer
ICCD-Kamera auch einen abstimmbaren Farbstofflaser (von 225 nm bis 835 nm-
je nach verwendetem Farbstoff), so dal multidimensionale Fluoreszenzspektren

IDie zum Einsatz gekommene LIF im UV ist eine ,,oberflichliche” Untersuchungsmethode, da die
UV-Strahlung kaum in das Holz eindringt.
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aufgezeichnet werden konnen. Ein solches Gerit stellt ein gutes Beispiel fiir die
Schwierigkeiten und einzugehenden Kompromisse bei der anwendungsorientier-
ten Analytik dar: Auf der einen Seite die ,,eierlegende Wollmilchsau* — zu einem
entsprechenden Preis, auf der anderen Seite ein speziell fiir die MeBaufgabe kon-
fektioniertes Gerit. Im vorliegenden konkreten Fall der kostengiinstigen in situ
Schnellanalytik von DDT-haltigen HSM auf Altholz wurden in dieser Arbeit die
Parameter fiir ein solches Detektionssystem basierend auf der LIF-Spektroskopie
erarbeitet: Anregungswellenlidnge: 250-280 nm, Leistung > 10 mW, MeBzeit: ei-
nige Sekunden, Nachweisgrenze: 50 mg-kg™'.

Mittlerweile kostengiinstig erhiltliche Miniaturspektrometer in Kombination mit
fasergestiitzter Lichtfiihrung und einem UV-Laser wiirden die gewiinschte preis-
werte und anwendungsorientierte Schnellbeprobung grofler Holzmengen gestat-
ten. Die Verwendung von Laserlicht im UV zur Anregung der Fluoreszenzbande
um 300 nm stellt die einzige nichttriviale Anforderung an das MeBinstrument
dar. Die Vorraussetzungen fiir ein mobiles, preiswertes Gerét lassen sich zur Zeit
allerdings nur recht schwer fiir den Laser erfiillen. Die Anforderungen an den La-
ser ergeben sich aus der alltidglichen Routinearbeit. Der Betrieb des Lasers sollte
mit geringem Aufwand verbunden sein (,,turnkey ready*) und er muf} zuverlas-
sig und iiber einen grofen Zeitraum (mehrere Jahre) einwandfrei funktionieren.
Die Effizienz sollte ausreichend hoch sein, so daf die Gesamtleistungsaufnahme
moglichst gering ist. Ebenso sollte die notwendige Kiithlung keinen hohen Auf-
wand erfordern. Anspruchslos erweist sich die Fluoreszenzspektroskopie bei der
Strahlqualitdt. Es muf nicht das TEMg-Profil sein. Multimode-Laser sind zur
Fluoreszenzanregung ausreichend. Mittlerweile existieren verschiedene Lasersy-
steme, die mehr oder weniger diese Anspriiche erfiillen. Gewisse Einschrinkun-
gen sind lediglich hinsichtlich der Mobilitéit hinzunehmen, da zur Zeit noch keine
tragbaren, kompakten Laser entsprechender Wellenlidnge und Leistung existieren.

Die Effizienz des weitverbreiteten Nd: YAG-Festkorperlasers konnte mit Hilfe von
Diodenlasern als Pumpquelle verbessert werden. Auch existieren Systeme mit
12 V-Spannungsversorgung, die erforderliche Frequenzvervierfachung sorgt aller-
dings fiir geringe Lichtleistung (ca. 1,5 mW). Die Abmessungen des Laserkopfes
sind recht kompakt (BxHXT: 10x 5 x 25 cm?), die notwendige Stromversorgung
sollte allerdings auch bei Verwendung von 12 Volt Betriebsspannung in einer aus-
reichend dimensionierten Batterie bestehen.

Zuversichtlich stimmt die Entwicklung auf dem Gebiet der Diodenlaser. Die
Emissionswellenlinge kommerziell erhiltlicher Geréte hat zur Zeit den violet-
ten Bereich um 380 nm erreicht. Wie bereits aud dem Gebiet der CCD-Technik
(hier Digitalphotographie) profitiert die Laser(dioden)entwicklung von der rasan-
ten Entwicklung im multimedialen Konsumbereich, wo geeignete kleine Laserdi-
oden zur Speicherung immer groflerer Datenmengen auf optischen Disks bendtigt
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werden. Es existieren mittlerweile Halbleitermaterialien, deren Diodeniibergang
Licht hinunter bis zu 230 nm emittiert [59, 60]. Hier steht also zu erwarten, daf3
tragbare Laserdioden (inklusive Stromversorgung) in den nichsten Jahren erhilt-
lich sein werden.

Eine dritte Art von Lasern ist aus mehreren Gesichtspunkten fiir den Aufbau eines
aktuellen Endgerites vielversprechend: Die neuen Gaslaser zeichnen sich neben
ihrer kurzen Wellenldnge (HeAg: 224,3 nm, NeCu: 246,6 nm) durch eine relativ
kompakte (vergleichbar mit obigem Nd: YAG-Laser) und stabile Bauweise sowie
einen zuverldssigen Betrieb bei geringer Leistungsaufnahme (unter 50 W) aus.
Zudem bieten sie ein giinstiges Preis-/Leistungsverhiltnis. Auf diese Weise lief3e
sich ein mobiles Gerit realisieren.

Neben dem Preis fiir ein spezifisches Analysesystem fiir Altholzproben, welches
die aufwendige Laboranalytik ersetzen soll, spielt auch dessen Anwendungsbrei-
te und Benutzerfreundlichkeit eine Rolle. D.h. ein derartiges Mefsystem sollte
nicht nur auf einen Stoff beschrinkt sein, sondern nach Moglichkeit eine Viel-
zahl verschiedener Stoffe detektieren konnen. Auch sollte iiberdies die Benut-
zerfreundlichkeit eines solchen Instrumentes von dem Analysierenden moglichst
wenig physikalische Vorkenntnisse erfordern, so daf dieser die Spektren nicht
mehr einordnen muf3. Vielmehr ist es erstrebenswert, da} die Entscheidung, ob
das beprobte Stiick wiederverwendet werden kann oder entsorgt werden muf,
dem MeBgerit zufillt. Hierzu ist eine entsprechende Software, die die Signale
auswertet, einzusetzen.

Festzuhalten bleibt, dafl ein mobiles, einfach zu handhabendes und preiswertes
Detektionssystem zur Analyse von DDT-belasteten Altholzern basierend auf der
LIF aufgebaut werden kann. Allerdings ist ein derartiges System aufgrund der
geringen Eignung der LIF zur Diskriminierung einzelner Stoffe bei der Multi-
komponentenanalyse beschrinkt auf den spezifischen Nachweis von DDT.

Biofilmanalyse

Neben dieser sehr anwendungsorientierten Fragestellung konnte im Rahmen die-
ser Arbeit auch grundlegendere Forschung erfolgreich durchgefiihrt werden. Es
gelang der Nachweis des ANAMMOX-Bakteriums iiber dessen spektrale Schwin-
gungssignatur. Die hierfiir verwendete Ramanspektroskopie zeigt gerade im Be-
reich der eindeutigen Stoffidentifikation auerordentliche Vorteile gegeniiber der
Fluoreszenzspektroskopie. Die Anwendung von Datenbanken (auch online mog-
lich), in denen zahlreiche Stoffe katalogisiert sind, bedeutet eine erhebliche
Zeitersparnis, so dal auch hier die Auswertung der Mefsignale dem Rechner
tiberlassen werden kann.
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Als Referenz diente eine spezielle, hochangereicherte Kultur des Bakterienstam-
mes, in der das Bakterium mehr als 80% der Mikroorganismen ausmacht. Dessen
Ramanspektrum lie sich in den Betriebsreaktoren zur einstufigen Deammonifi-
kation des Kooperationspartners am ISAH wiederfinden, als auch in den spezi-
ell priparierten FISH-Proben. Neben der spektralen Ubereinstimmung ergibt die
rdumliche Verteilung des Ramanspektrums, die eine kugelige Struktur mit einem
Durchmesser von 1 — 1, 3 um aufweist, ebenfalls einen eindeutigen Hinweis auf
das ANAMMOX-Bakterium.

Die zunichst ins Auge gefalite Aufgabenstellung, die Konzentrationsbestimmung
von Stickstoffprofilen im Biofilm zur Untersuchung des Metabolismus, lief3 sich
aus mehreren Griinden nicht verwirklichen. In erster Linie sind es die schwachen
Ramansignale von Nitrit und insbesondere von Ammonium, die eine Detektion im
gewiinschten Konzentrationsbereich (0,1 —1 mM) mit Hilfe des verwendeten kon-
fokalen Ramanmikroskopes praktisch unmdéglich machten. Zwar konnten andere
Arbeitsgruppen wesentlich geringere Konzentrationen mit speziellen Ramantech-
niken detektieren, allerdings sind diese nicht fiir die in diesem Projekt gewiinschte
Schnellanalytik im zm?3-Bereich anwendbar: keine entsprechende Ortsauflosung,
sehr lange MeB3dauern im Bereich mehrerer Stunden und zu hohe Laserleistung. In
dieser Arbeit konnte die Nachweisgrenze fiir Nitrat mit 1,8 mM bestimmt werden.
Die so detektierte absolute Stoffmenge im vermessenen Probenvolumen (konser-
vativ abgeschitzt: 10 um?) betriigt somit 1,1 Femtogramm!

Das Verfahren der Mikroorganismenidentifikation mit Hilfe von spezifischen
Schwingungssignaturen wird seit einigen Jahren erfolgreich u.a. im medizini-
schen Bereich angewendet. Die derzeitige Untersuchungspraxis des Biofilms
durch die Kombination aus Gensonden, FISH und CLSM gestattet es lediglich,
Ausschnitte aus dem Biofilm zu untersuchen. Desweiteren bedeutet dieses gan-
gige Verfahren auf der einen Seite einen empfindlichen Eingriff in die komplexe
Wohngemeinschaft der Organismen, auf der anderen Seiten stellt es sich aufwen-
dig, kosten- und zeitintensiv dar. Die konfokale Ramanmikroskopie kann hier
entscheidend dazu beitragen, die komplexen Gesellschaften und Vorgédnge im
(abwasserrelevanten) Biofilm transparent zu gestalten, indem es Nachbarschaf-
ten von Organismen analysiert sowie Etablierungs- und Wachstumsprozesse zu
optimieren hilft.

Da der schwache Ramanwechselwirkungsprozesses nur wenige Photonen fiir das
MeBsignal liefert, ist es fiir das MeBinstrument von grofter Bedeutung duflerst
effizient hinsichtlich des Lichtweges ausgelegt zu sein — zumal die in die Pro-
be applizierte Laserleistung nach oben begrenzt ist (typisch: 10 mW). Zwar ist
es theoretisch moglich, auf dem Rauschen eines vorhandenen Hintergrundsigna-
les (v/H) ein MeBsignal S bei ausreichend langer Belichtungszeit zu detektie-
ren. Allerdings ist fiir praktikable ortsaufgeloste zwei- oder gar dreidimensionale
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Messungen die MeBzeit je Ort begrenzt®. Da die Intensitit des MeBsignales so-
mit entscheidend fiir die MeB3dauer ist, wird hdufig ein niedrigauflosendes Gitter
verwendet, das die Energie des spektral aufgespaltenen Lichtes auf wenige CCD-
Pixel verteilt, und so zu einem stiarkeren MeBsignal fiihrt. Allerdings werden hier
die feinen Strukturen eines Ramanspektrums nicht mehr aufgelost, so dal Ra-
manbanden zusammenfallen und ein Stoff eventuell nicht mehr erkannt werden
kann.

Wie in Abschnitt 5.3.4 gezeigt, erscheint die nichtinvasive Untersuchung von
Biofilmen mit Hilfe eines frequenzverdoppelten Nd:YAG-Lasers (532nm — im
Vergleich zur Emissionswellenldnge des Diodenlasers bei 785 nm) unter diesen
Aspekten als sinnvoll. Aufgrund der hoheren Quanteneffizienz des Detektions-
systemes sowie des stirkeren Streuprozesses (~ v*) 1iBt sich ein Faktor 20 fiir
die Sensitivitdt im Vergleich zur Ramananregung mit dem Diodenlaser abschit-
zen. Zu beachten ist die daraus resultierende, etwas geringere Eindringtiefe in den
Biofilm. Somit stellt jede Messung mit Hilfe der konfokalen Ramanmikroskopie
einen Kompromif hinsichtlich der Experimentiervorgaben dar.

Ramanspektroskopie zu betreiben, bedeutet immer noch erhebliche technische
Anforderungen an die apparative Ausstattung des Mefsystemes. Der schwache
Wechselwirkungsprozef3 der Ramanstreuung erzeugt prinzipiell wenige, der Mes-
sung zugingliche Photonen und lange MeBzeiten. Dies schldgt sich insbesondere
bei dem scannenden Verfahren der konfokalen Ramanmikroskopie nieder, bei der
raumliche Bilder durch eine serielle MeBweise entstehen. Auch benétigen CCD-
Kameras bei langeren Belichtungszeiten entsprechend aufwendige KiithlmaBnah-
men zur Verringerung des thermischen Dunkelstromes. Das System sollte also
hinsichtlich des Lichtweges optimal ausgelegt sein. Das bedeutet entsprechend
hochwertige Komponenten — wie Objektive, Filter, Spektrometer sowie CCD-
Kamera. Zwar stand in der prisentierten Arbeit ein einzelphotonenempfindliches
MeBgerit zur Verfiigung (APD), das in etwa eine Grofenordnung empfindlicher
ist als die verwendete IR-optimierte CCD. Aufgrund der eindimensionalen Bau-
weise der APD ist sie ungeeignet, Spektren aufzunehmen und so Ramanbanden
zweifelsfrei zu bestimmen. Thr Einsatzgebiet ist die Untersuchung bekannter Sub-
stanzen mit eindeutigen Ramanbanden, beispielsweise in der Prozefkontrolle von
Halbleitern. Der Fortschritt im Bereich der Multikanaldetektoren (CCDs) ist nach
wie vor ungebrochen. Die neueste Entwicklung erlaubt die Elektronenvervielfa-
chung bereits im Silizium, so dafl Einzelphotonenempfindlichkeit, wie sie bislang
ICCDs vorbehalten war, nun auch fiir CCDs mit entsprechend hoher Quantenef-
fizienz und exzellentem Signal-/Rauschverhiltnis zur Verfiigung steht. Die Ver-
wendung dieser Kamera wiirde eine Bereicherung hinsichtlich der online Analy-
tik mit (Laser-)licht darstellen.

2

max. 1 Sekunde (die MeBdauer eines 3D-Quaders aus 100x100x10 Pixeln wiirde tiber einen Tag
dauern)
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Auch an die Laserlichtquelle werden im Gegensatz zur Fluoreszenzspektroskopie
bei der konfokalen Ramanspektroskopie groBere Anspriiche gestellt. Die Lini-
enbreite sollte so gering wie moglich sein, und das Strahlprofil muf} fiir die ge-
wiinschte hohe Ortsauflosung gaulbférmig (TEMqg) sein. Dariiberhinaus muf} der
Laser iiber einen langen Zeitraum sehr frequenzstabil arbeiten. All diese Anfor-
derungen konnen durch heute erhiltliche Laser zu einem entsprechenden Preis
erfiillt werden.

Als Quintessenz der beiden verwendeten unterschiedlichen Spektroskopiemetho-
den kann man festhalten, daf} die laserinduzierte Fluoreszenzspektroskopie mitt-
lerweile den Weg aus dem Labor vollzogen hat und auch fiir einen grofen An-
wenderbereich erhiltlich und erschwinglich ist, wihrend die Ramanspektrosko-
pie neben den hohen Anforderungen an das technische Equipment ebensolche an
das Bedienpersonal stellt. Gleichwohl wird die Ramanspektroskopie aufgrund ih-
rer vielen Vorteile sowie den oben geschilderten Entwicklungen zu Recht ihren
rasanten Weg in der Analytik ungebremst fortsetzen.
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Anhang A
Abkirzungsverzeichnis

AE Airy-Einheit (Durchmesser des Airy-Scheibchens)
ANAMMOX Anaerobe Ammoniumoxidation

APD Avalanche Photodiode

AWT Aufwuchstriger

CCD Charge coupled device

CRM Confocal Raman microscopy (konfokale Ramanmikroskopie)

CLSM Confocal laser scanning microscopy (konfokale Laser-Scanning Mikro-
skopie)

DDT Dichlordiphenyltrichlorethan (Insektizid)

EPS Extrazelluldre polymere Substanzen

FT-IR Fourier Transform Infrarotspektroskopie

FWHM Full width at half maximum (Halbwertsbreite)

HSM Holzschutzmittel

ICCD Intensified CCD (bildverstarkende CCD-Kamera)

ISAH Institut fiir Siedlungswasserwirtschaft und Siedlungstechnik

KrW-/AbfG Kreislaufwirtschaft- und Abfallgesetz
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LIDAR Light detecion and ranging
LIPS Laserinduzierte Plasmaspektroskopie
LIF Laserinduzierte Fluoreszenzspektroskopie

MALDI-TOFMS Matrix assisted laser desorption and ionization time-of-flight
mass spectrometry

NIR nahes Infrarot(es Licht)

NIST National Institute of Standards and Technology (USA)
PAK polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

PCP Pentachlorphenol (HSM)

PCR Polymerase chain reaction

SERS Surface enhanced Raman spectroscopy

UV Ultraviolett(es Licht)

UVRR UV-Resonanz-Ramanspektroskopie



Anhang B

Hintergrund

B.1 Detektion von Holzschutzmitteln

In der heutigen Zeit allgemeiner Ressourcenverknappung wird zum einen das
Konzept eines geschlossenen Stoftkreislaufes verfolgt (z.B. Wasserstoff als Ener-
giequelle), zum anderen wird die Wiederverwertung von Wertstoffen der Entsor-
gung vorangestellt — als Beispiel seien hier Altpapier und der "Griine Punkt"
genannt. Dieser Gedanke des Stoffkreislaufes und des Recyclings zur Scho-
nung der natiirlichen Ressourcen wird auch vom Gesetzgeber aufgegriffen.
Das Kreislaufwirtschafts- und Abfallgesetz (KrW-/AbfG) in der Fassung vom
27.09.1994! fordert eine Riickfithrung der nicht vermeidbaren Abfille in den
Stoftkreislauf, um so die Ressourcen zu schonen und dem "Wegwerfprinzip" ent-
gegenzutreten. Ein wichtiger Aspekt dabei ist die Mal3gabe der umweltvertrag-
lichen Verwertung. Zu beachten ist ferner das Prinzip der Vorrangigkeit. Dies
bedeutet, daf} einer stofflichen Verwertung der Vorzug gegeniiber einer energe-
tischen zu geben ist.

Gerade Holz erfiillt in diesem Sinne alle Voraussetzungen fiir eine stoffliche oder
auch energetische Wiederverwertung. Lange Zeit war allerdings die geforderte
Umsetzung des KrW-/AbfG im Bereich des Altholzes (Industrieholz und Ge-
brauchtholz) unbefriedigend gelost. Weder gab es klare Vorgaben fiir die Grenz-
werte der Schadstoffbelastung, noch war die Einteilung nach Grad der Belastung
und die daraus resultierende Wiederverwertung geregelt. Dieser Zustand wurde
mit Inkrafttreten der neuen Altholzverordnung? am 01.03.2003 beseitigt. Hier-

IBGBI 1 1994, 2705 (Sachgebiet: FNA 2129-27-2, GESTA Q9)
2BGBI 12002, 3302 (Sachgebiet: FNA 2129-27-2-19)
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in wird sowohl die Wiederverwertung als auch die Beseitigung vorgeschrieben,
wobei letztere nur noch thermisch erfolgen darf. Dementsprechend entfillt die
vormals iibliche Deponierung.

Die Art der Verwertung richtet sich nach der Schadstoffbelastung. Das Altholz
wird hierzu formal je nach Belastungsgrad in vier verschiedene Gruppen (A1 —
IV) eingeteilt. Unbelastete Holzer, die nur geringfiigig mit Fremdstoffen verun-
reinigt sind, werden in der ersten Gruppe (A I) zusammengefal3t. Holzer, die nicht
mit Holzschutzmitteln (HSM) oder halogenorganischen Verbindungen, sondern
lediglich lackiert oder sonstwie beschichtet bzw. bestrichen wurden, zéhlen zur
Gruppe A1l Die Gruppe A III umfaBt Holzer, die mit halogenorganischen Ver-
bindungen behandelt worden sind. Alle mit sonstigen HSM behandelten Althol-
zer sowie die nicht eindeutig in die ersten drei Gruppen zuzuordnenden Altholzer
werden schlieflich in der Gruppe AIV zusammengefaft. Demzufolge gehoren
die in dieser Arbeit untersuchten, mit DDT-behandelten Holzer der Gruppe A III
an.

Somit wird klar, dal der moglichst exakten Trennung, Sortierung und Eintei-
lung des Altholzes entsprechend des Schadstoffgehaltes eine grofle Bedeutung zu-
kommt. So gilt Altholz als DDT-unbelastet, wenn es den Grenzwert von 5 mg-kg™!
Trockenmasse nicht iiberschreitet. Holz ist als Rohstoff relativ preiswert (ca. 15,-
Euro je Tonne [61]). Demgegeniiber stehen fiir Gebrauchtholz hohe Labor- und
Analysekosten, die zudem noch zeitintensiv sind. Fiir eine Sortierung des Holzes
im industriellen MaBstab in den Altholzsammelstellen wird daher eine preiswerte
Schnellanalysemethode gesucht, die zuverldssig und in grolen Mengen die ent-
haltenen Schadstoffe vor Ort detektieren kann.

Fiir anorganische Schadstoffe sowie einige organische Holzschutzmittel existieren
bereits Schnellanalyseverfahren (LIPS, Laserinduzierte Plasmaspektroskopie [62]
respektive Tonenmobilititsspektroskopie fiir PCP [63]) , die empfindlich genug
sind, um die geforderten Nachweisgrenzen zu erbringen. Fiir den Nachweis von
DDT-haltigen Holzschutzmitteln, die in der DDR noch bis 1989 in grofem Um-
fang eingesetzt wurden (siehe 2.5.3), sind beide Methoden nicht geeignet, so daf}
zur Zeit noch keine zuverldssige Methode fiir den DDT-Nachweis existiert. Die-
se Arbeit mochte zur Entwicklung eines preisgiinstigen Schnellanalyse-Systems
beitragen und durch vorbereitende Untersuchungen die Moglichkeiten des kon-
zentrationsabhingigen Schadstoffnachweises ausloten.

Die konventionelle Analytik von Umweltproben besteht in der Probennahme vor
Ort sowie der Probenaufbereitung und Analyse mit Hilfe empfindlicher Methoden
im Labor. Diese Verfahren sind zeit- und kostenintensiv. Eine Verbesserung der
beschriebenen Situation wird bereits erreicht, wenn die Analyse vor Ort durchge-
fiihrt werden kann. Durch den Einsatz von spektroskopischen in situ Nachweis-
methoden wird eine weitere Optimierung erzielt. Hier ist die Aufarbeitung der ent-
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nommenen Proben nicht notwendig. Diese Methoden haben den zusétzlichen Vor-
teil, auch zur automatischen Uberwachung ausgesuchter Umweltkompartimente
eingesetzt werden zu konnen. Allerdings miissen im Vergleich zur konventionel-
len Analytik an in situ MeBtechniken aufgrund der komplizierten analytischen
Bedingungen i. a. hhere Anforderungen gestellt werden:

hohe Nachweisempfindlichkeit, da mehrfache Probennahme und Aufarbei-
tung der Probe nicht moglich sind

e hohe Selektivitit und wegen des Verzichtes auf Trennschritte vor der Ana-
lyse die Féahigkeit zur Multikomponentenanalyse

o die Moglichkeit, Hintergrundsignale zu diskriminieren und eine weitgehen-
de Verminderung von Matrixinterferenzen

e hohe Analysegeschwindigkeiten mit der Moglichkeit zu automatisierten
Langzeitmessungen

o die Moglichkeit nichtinvasiver Messungen mit guter raumlicher Auflosung,
ggf. auch aus groBerer Entfernung

o die Fahigkeit zur Miniaturisierung der experimentellen Aufbauten fiir den
Einsatz in FeldmeBgeriten

Mit Blick auf das oben Gesagte wurde in dieser Arbeit Wert auf die preisgiinstige
Schnellanalytik vor Ort gelegt. Zum Nachweis von DDT und anderen Stoffen
wurde deshalb die laserinduzierte Fluoreszenzspektroskopie (LIF) gewihlt. Durch
das optische MeBprinzip kann die Probe direkt vor Ort und ohne Aufbereitung
vermessen werden.

Da das Laserlicht nicht tief in die Probe eindringt, kann lediglich die Oberfli-
che analysiert werden. Dies stellt allerdings kein Problem dar, da die Wirkstoffe
beim Auftragen auf das Holz nicht tief eindringen. Bei organischen Wirkstoffen in
losemittelbasierten Holzschutzmitteln konnen je nach Holzart Eindringtiefen von
wenigen Millimetern (Fichte, Kiefernkern) bis zu maximal 10 mm (Kiefernsplint)
angenommen werden. Beispielsweise wurden bei einer Beprobung von Leimholz-
bindern innerhalb der duBeren 5 mm 99% des PCP- und 100% des Lindangehal-
tes wiedergefunden [64]. Die LIF hat sich als Analysemethode bereits in vielen
verschiedenen MeBreihen als leistungsfihiges Werkzeug der in situ Analytik er-
wiesen und besticht durch ihren recht geringen apparativen Aufwand. Neben der
Messung der statischen Fluoreszenz wurde als weiterer Parameter zur Stoffbe-
stimmung die Abklingzeit der Fluoreszenz benutzt (zeitaufgeloste LIF).
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B.2 Biofilme in der Abwasserreinigung

Aufgrund seiner existenziellen Bedeutung fiir den Menschen und die Natur stellt
Wasser ein besonders schiitzenswertes Gut dar. Um Wasser nach der Nutzung
moglichst sauber dem Stoffkreislauf wieder zuzufiihren, werden hohe Anstren-
gungen seitens der Klarwerksbetreiber unternommen. Eine besondere Bedeutung
kommt dabei der biologischen Seite der Abwasserreinigung zu. Unter Verwen-
dung von Mikroorganismen konnen zahlreiche umweltgefdhrdende Stoffe in ihre
Bestandteile zersetzt werden.

Biofilme sind ,,Wohngemeinschaften von Bakterien. Es ist ihre bevorzugte Le-
bensform und reprisentiert den ersten Versuch der Natur zu multizelluldrem Le-
ben [65]. Diese Kolonien von Mikroorganismen sind praktisch an allen Grenz-
schichten zu finden — sofern dort nur geniigend Nihrstoffe und Wasser vorhan-
den sind. Aufgrund ihrer hohen Adaptionsfihigkeit gelingt es ihnen, selbst le-
bensfeindliche Bereiche zu erschliefen. Dies kann unter Umstinden zu Proble-
men fiithren: z.B. Korrosionen in Rohrleitungen oder die Besiedlung von medizi-
nischen Geriten. Der Zusammenhalt der Mikroorganismen untereinander sowie
an der Grenzschicht wird durch sogenannte extrazellulidre polymere Substanzen
(EPS) verursacht [66]. Je nach Umgebungsbedingungen siedeln sich die verschie-
densten Bakterienarten innerhalb des Biofilmes an. D. h. der Biofilm besitzt neben
einer duflerst heterogenen Struktur auch eine auflerordentliche Diversifitit.

Die Natur stellt eine aulergewohnlich gut funktionierenden Stoffkreislauf dar. Die
Stoffe, die unter Energienutzung aufgebaut worden sind, werden von der Natur
auch wieder in den Stoffwechsel mit einbezogen. Die freiwerdende Energie bei
der Umsetzung wird dann fiir lebensnotwendige Prozesse genutzt. Ein schoner
Nebeneffekt dieses Stoffabbaus ist die daraus resultierende Reinigungsleistung.
Mikroorganismen spielen hierbei eine herausragende Rolle. Sie sind, wenn auch
teilweise mit geringen Umsatzraten, in der Lage, selbst giftigste Stoffe wie z. B.
Dioxin abzubauen. Die mikrobielle Reinigung TNT-belasteter Boden oder die Be-
seitigung einer Olverschmutzung wird bereits genutzt. Die Stoffwechselleistun-
gen mikrobieller Lebensgemeinschaften erreichen dabei besonders hohe Umsatz-
raten, so daf} dieses Prinzip der stofflichen Wiederverwertung in der Natur zu ei-
ner hohen Reinigungsleistung fiihrt, die im grotechnischen Mafstab u. a. in der
biologischen Abwasserreinigung erfolgreich eingesetzt wird [25].

Untersuchungen dieser Gemeinschaft von Mikroorganismen wurden lange Zeit
nur duferst spirlich durchgefiihrt. Erst in den letzten Jahren ist die Bedeutung
von Biofilmen erkannt und die Forschungsaktivititen in diesem Bereich intensi-
viert worden. Allerdings stellt die Komplexitét des Biofilmaufbaus und die dar-
aus resultierende Unkenntnis der vielféltigen Vorginge im Biofilm nach wie vor
eine entscheidende Hiirde sowohl bei der 6kologischen als auch bei der 6konomi-
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schen Nutzung der biologischen Abwasserreinigung dar. Das System ,,Biofilm*
wird hiufig immer noch als Black-Box betrachtet, bei der Informationen ledig-
lich durch Bilanzierung der ein- und ausgehenden Stoffstrome erreicht werden.
Eine gezielte und effektive Nutzung der biologischen Abwasserreinigung kann
jedoch nur gelingen, wenn das System dahinter verstanden ist. Hierzu miissen
die am Klirprozef beteiligten Bakterien bekannt sein. Allerdings sind mit Hilfe
konventioneller Methoden weniger als ein Prozent der im Abwasser vorkommen-
den Bakterien nachzuweisen’. Mit Hilfe von Gensonden konnte zwar prinzipiell
jeder Organismus bestimmt werden. Dazu sind allerdings zum einen organismus-
spezifische Sonden notwendig, zum anderen setzt die Methode eine aufwendige
Probenpriparation voraus. Eine Ergebnis wird meist erst nach einigen Tagen er-
zielt.

Besonders geeignet fiir nichtinvasive in situ Messungen sind optische Analyseme-
thoden, bei denen die Probe berithrungslos mit Licht untersucht wird. Hierbei wird
das von der Probe mit einer dem Stoff zugehorigen charakteristischen Signatur
emittierte respektive gestreute Licht ausgewertet. Zur Untersuchung von Bio-
filmen werden verschiedene Techniken eingesetzt. Vielversprechend, dies zeigt
auch die Anzahl der in letzter Zeit veroffentlichten Artikel zu diesem Thema, ist
der Einsatz der CLSM, die prinzipbedingt eine hohe rdumliche Auflosung in allen
Raumrichtungen erzielt. Mit Hilfe dieser Technik kann der Aufbau von Biofilmen
analysiert werden [67]. Dal3 Struktur- und Morphologiebestimmungen von Bio-
filmen nicht ganz uninteressant sind, zeigen Lewandowski und Beyenal in ihrer
Arbeit, die die Aktivitit eines heterogenen Biofilmes bei der Glukoseverwertung
im Vergleich zu einem homogen aufgebauten Biofilm mit dem Faktor 10 abschit-
zen [68]. Demnach 148t der Aufbau eines Biofilmes Riickschliisse auf den Stoff-
wechsel zu.

Eine weitere Moglichkeit, den Anwuchs und die Gro8e eines in einer Durchfluf3-
zelle wachsenden Biofilmes zu bestimmen, bietet die Photoakustik, bei der op-
tische Parameter (Absorptions- und Schwichungskoeffizient) Auskunft iiber des-
sen Struktur geben [69]. In diesen Experimenten konnte der Einfluf} verschiedener
ProzeBparameter (pH-Wert und Stromungsbedingungen) untersucht und die Ver-
teilung der Biomasse tiefenaufgelost gemessen werden.

Ein gezielter Bakteriennachweis im Biofilm kann mit Hilfe der fluoreszenten in
situ Hybridisierung (FISH) gelingen. Mit Hilfe von organismusspezifischen Gen-
sonden 146t sich die mikrobielle Vielfalt im Biofilm unterteilen [70]. Auch fiir
die zu der Gruppe der Planktomyceten zdhlenden ANAMMOX-Mikroorganismen
existieren fluoreszenzmarkierte Oligonucleotidsonden, die bereits in Verbindung
mit dem CLSM eingesetzt werden [37]. Allerdings muf} der Biofilm hierzu zu-
ndchst in Ultradiinnschichtpriparate aufbereitet werden.

3Editorial Vermicon: http://www.vermicon.com/deutsch/general/public/editorial.htm
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Der Zusammenhalt der Mikroorganismen untereinander mit Hilfe der EPS konnte
durch die Verwendung von fluoreszenzmarkierten Lektinen und der CLSM ni-
her untersucht werden [71]. Ebenfalls mit Hilfe von fluoreszenten Verbindungen
und der CLSM konnten Protozoen im Biofilm identifiziert und voneinander un-
terschieden werden [72].

Keine der oben beschriebenen Techniken bietet die Moglichkeit einer nichtinvasi-
ven online Bestimmung von Mikroorganismen. Eine Probenpriparation und/oder
ein zu geringes Auflosungsvermogen stehen den Anforderungen entgegen. Die
konfokale Ramanmikroskopie bietet dagegen die Moglichkeit, stoffspezifisch
sehr kleine Probenvolumina (zm?, je nach Wellenliinge) ohne Probenaufbereitung
und in Echtzeit zu analysieren. Da durch das Abrastern der Probe zu jedem Raum-
punkt ein Ramanspektrum aufgenommen wird, erhilt man durch das Auswerten
spezifischer Ramanbanden ein Bild der Stoffverteilung im Raum (sogenanntes
“Chemical Imaging”). Der schwache Wechselwirkungsproze3 des Ramaneffektes
wird durch die rasante Entwicklung insbesondere im Bereich der CCD-Kameras
zunehmend ausgeglichen (s. 0.). Das Potential der konfokalen Ramanmikroskopie
bei der Stoffbestimmung mit hoher Ortsauflosung zeigt sich u. a. in den in vivo
Untersuchungen des molekularen Aufbaus der Humanhaut [73].

Die schnelle Klassifizierung von Mikroorganismen spielt vor allem im medizini-
schen Bereich eine (lebens)wichtige Rolle, wo akute Infektionen rasch und bakte-
rienspezifisch behandelt werden miissen. Der klassische Weg tiber Probennahme,
Kultivierung, Morphologiebestimmung sowie einer Reihe von chemischen Tests
dauert iiblicherweise mehrere Tage. Zwar konnte durch die Entwicklung verschie-
dener Verfahren (Stichworte: DNA-Chip, PCR oder MALDI-TOFMS) diese Zeit-
spanne mittlerweile verkiirzt werden. Allerdings besitzt kaum eine von ihnen das
Potential zur nichinvasiven Analyse. Die Moglichkeiten und erfolgreichen Versu-
che bei der Bakterienidentifikation mit Hilfe schwingungsspektroskopischer Me-
thoden (in erster Linie FT-IR und Ramanmikroskopie) zeigt der Ubersichtsartikel
von Magquelin et al. [58]. Unter dem Eindruck der Terroranschlédge im Jahr 2001
in den USA mit Hilfe von Milzbrandsporen wurde eine Methode entwickelt, die
mit Hilfe eines FT-Ramanspektrometers in der Lage ist, den Erreger in den auto-
matischen Postverteilungsanlagen eindeutig zu identifizieren [74].

Aufgrund der Moglichkeit, den Laser auf eine sehr kleine, beugungslimitierte Fl4-
che zu fokussieren, konnen bereits sehr geringe Mengen — im Idealfall wire eine
Zelle im Brennpunkt ausreichend — mikrobiellen Materials mit Hilfe der Raman-
spektroskopie spezifisch analysiert werden. In jiingster Zeit konnte mit Hilfe von
optischen Fallen, bei der aufgrund der hoheren Brechzahl des Untersuchungsob-
jektes dieses im Laserfokus eingefangen und festgehalten wird, kleine Partikel
schwingungsspektroskopisch in einem CRM analysiert werden [75]. Mit Hilfe
einer solchen optischen Pinzette konnten bakteriologische Sporen géinzlich ohne
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Aufbereitung mit etwaigen Reagenzien (wie Kolloiden, s.u.) direkt in wéBriger
Losung identifiziert werden [76].

Verschiedene Techniken zur Verstiarkung des schwachen Ramaneffektes wurden
in erster Linie mit Blick auf die Verkiirzung der MeB3- bzw. Belichtungszeiten
(mehrere Minuten bis zu Stunden sind fiir Ramanspektroskopiker nichts Unge-
wohnliches) realisiert. So besitzt die UV-Resonanz-Ramanspektroskopie (UVRR)
aufgrund der Beteiligung elektronischer Ubergiinge am Wechselwirkungsprozef
eine wesentlich hohere Wahrscheinlichkeit (eine starke Absorptionsbande kann
eine Verstarkung des Ramaneffektes um 3—5 Grofenordnungen bewirken). In
Kombination mit einer chemometrischen Auswertung der UVRR-Spektren, die
von Nukleinsduren und aromatischen Aminosiduren dominiert werden, konnten
eng verwandte Bakterienstimme voneinander unterschieden werden [77]. Auf-
grund der hohen Absorption im UV dringt Licht dieser Wellenldnge allerdings
nicht tief in das Probenvolumen ein, so dal} tiefenaufgeloste Messungen nicht
moglich sind. Desweiteren kommt es bei Verwendung von UV-Lasern zu Photo-
degradationseffekten in der Probe — zumal das intensive Licht noch fokussiert
wird, so daB Leistungsdichten im Bereich von MW-cm erreicht werden. Eine
Losung dieses Problems bietet die 2-Photonen CLSM, bei der im Fokus des La-
sers zwei langwellige Photonen gleichzeitig absorbiert werden (siehe Abschnitt
4.5).

Eine andere, noch nicht im Detail verstandene Ramantechnik ist die oberflichen-
verstirkte Ramanspektroskopie (SERS). Im Unterschied zu der ,,normalen‘ Ra-
manspektroskopie 146t sich bei Anwendung dieser Methode ebenfalls eine Emp-
findlichkeitssteigerung um ca. 103 —10° erzielen. Fiir bestimmte chemische Ver-
bindungen sind auch noch wesentlich hohere Verstiarkungsfaktoren gefunden wor-
den (bis zu 10'%). SERS beruht auf der Wechselwirkung zwischen kleinen, der
Probe zugesetzten Metallpartikeln (meist Gold oder Silber) und dem Analyten.
Dieses Kolloid muf der Probe zugesetzt werden. Mit Hilfe dieser Technik lieen
sich u.a. die biochemischen Komponenten innerhalb von einzelnen Bakterien-
zellen wie Flavin, DNA und Carboxylate untersuchen [78]. Einer weiteren Ar-
beitsgruppe gelang es erst kiirzlich mit Hilfe der SERS und der computergesttitz-
ten Hauptkomponentenanalyse, einzelne Bakterienstimme voneinander zu unter-
scheiden [79]. In Kombination mit der oben bereits erwihnten, optischen Falle
konnen einzelne Bakterien gezielt auch in wiBriger Losung eingehend studiert
werden [80].

Untersuchungen direkt im Biofilm mit Hilfe schwingungsspektroskopischer Me-
thoden wurden bislang kaum vorgenommen. Eine Untersuchung beschiftigte sich
mit der Heterogenitidt mikrobieller Kolonien [81], wéhrend eine weitere die Eror-
terung von Transportvorgidngen im Biofilm als Fragestellung hatte [82].

Von allen genannten Untersuchungsmethoden gestattet nur die CRM die zersto-
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rungsfreie, stoffspezifische Untersuchung von Biofilmen im pm-Malstab in al-
len Raumrichtungen ohne Zugabe von Hilfsmitteln (Fluoreszenzmarker, SERS-
Kolloid). D. h. die Wohngemeinschaft kann in ihrer Gesamtheit ungestort betrach-
tet werden — sofern die applizierte Laserleistung unterhalb der physiologischen
Beeintrachtigung bleibt. Die CRM wurde daher in der vorliegenden Arbeit als
spektroskopische Methode bei der Biofilmanalyse etabliert.

Zusammengefalit sollte in dem Projekt zur einstufigen Deammonifikation (siehe
Kapitel 2.6 und 5), das in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Siedlungswasser-
wirtschaft und Abfalltechnik (ISAH, Uni Hannover) entstand, der Stoffwechsel
der Mikroorganismen aus den vorhandenen, ortsaufgelosten Stoffkonzentrationen
im Biofilm néher untersucht werden. Am ISAH wurden hierzu entsprechende Re-
aktoren mit Biofilmen auf Aufwuchstrigern, die zur einstufigen Stickstoffelimi-
nierung in der Lage sind, betrieben. Dort fanden auch die Messungen zur Bestim-
mung des Sauerstoffgehaltes im Biofilm mit Hilfe von Mikrosensoren statt. Auf-
grund der ausgeprigten Ramanbanden der stickstoffhaltigen Komponenten (Am-
monium, Nitrat und Nitrit) war das Ziel der Untersuchungsreihen am Institut fiir
Biophysik (IfB), die auch Teil der vorliegenden Arbeit sind, die ortsaufgeloste
Bestimmung dieser Stoffe im pm-Maf3stab im Biofilm. Im Verlaufe der Experi-
mente, die in Kapitel 5 ausfiihrlich prisentiert werden, zeigte sich, dafl das CRM
die Moglichkeit des nichtinvasiven Nachweises der ANAMMOX-Bakterien bie-
tet.
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Technische Daten
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Abbildung C.1: Quanteneffizienz CCD-Kamerasysteme
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I XTRA MSG 801 SD [ Compact Laser 501 DNS |
Biofilm (CRM) | Holz (Fluoreszenz) | Holz+Biofilm (Fluoreszenz)
Hersteller Toptica LTB (Berlin) BMI (Frankreich)
Typ Diodenlaser Stickstofflaser Nd:YAG-Festkorperlaser
Wellenldnge 784,6 nm 337,1 nm 1064 /532 / 355
Mode TEMO00 Superstrahler TEMO0
Strahlquerschnitt 1 x 2 mm? 9 mm
Divergenz faserabh. 2 mrad <0,5 mrad
Leistung / Energie 300 mW 800 kW /400 uJ 850 /400 /200 mJ
spektr. Bandbreite <10 MHz 12 Ghz <30 GHz
Wiederholrate cw 10 Hz 10 Hz
Pulsbreite - 500 ps 10 ns
Pulsstabilitit 1% 5% 2,5% 14,5% | 6%
Fokussierbarkeit <1 pm
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| Chromex 500IS MS125 SP-308
Hersteller Spectroscopy L.O.T.-Oriel Acton
Instruments
Brennweite 500 mm 125 mm 300 mm
Offnungsverhiltnis /8 /3.7 f/4
Eingangsspalt 10-2000 pm 100 pm 10-3000 pm
(motorisiert) (motorisiert
Gitter (Linien/mm) 1800 (hologr.) 400 (Blaze 450 nm) 1200 (Blaze 750 nm)
600 (Blaze 250 nm) - 600 (Blaze 1 pm)
150 (Blaze 300 nm) - 150 (Blaze 800 nm)
verwendete CCD ICCD-576B-E InstaSpec IV SPEC-10:100B
0,270,447/ 1,8)
+ Auflgsung (nm) (0,05/0,15/0,6) 2,7 DU401-BR-DD

(0,13/0,28/1,2)
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CCD-Kamera (Typ) DU401-BR-DD | SPEC-10:100B (TE) |
verwendet in Biofilm (CRM) Biofilm (CRM)
Hersteller / Vertrieb Andor Technology Roper Scientific
(Belfast, Nordirland) (Ottobrunn)

CCD-Array 1024x128 1340x100

(Marconi 40-11) (Princeton Instruments)
Typ ,.back illuminated, ,.back illuminated*

deep depletion*
kiirzeste - -
Belichtungszeit
Pixelgrofe 26 pm x 26 um 20 pm x 20 pum
Pixelsittigung 300.000 e~ 300.000 e~
Dynamik 16 Bit 16 Bit
Vertikale 16 ps 30 ps
Dunkelstrom le™ - Pixel ' - 571 (-70°C) 0,1 e~ - Pixel ™! - 57! (-40°C)
Kiihlung (TE) -70°C -45°C
Systemrauschen 5/8 e bei3l kHz 3,5/5 e bei 100 kHz
(typ/max)
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CCD-Kamera (Typ) ICCD-576 G-E InstaSpec IV
verwendet in Holz + Biofilm Holz
(Fluoreszenz) (Fluoreszenz)
Hersteller / Vertrieb Spectroscopy Instruments L.O.T.-Oriel
(Gilching) (Darmstadt)
CCD-Array 576x384 1024x768
(EEV-40-11)
Typ intensified* ,front illuminated*
kiirzeste 5ns 19 ms
Belichtungszeit
Pixelgrofe 23 pm x 23 pm 26 pm x 26 pm
Pixelsattigung 500.000 e~
Dynamik 16 Bit 16 Bit
Vertikale 16 us
Dunkelstrom le™ - Pixel ™! -s71(-30°C)
Kiihlung (TE) -20°C -20°C
Systemrauschen 1,2 e bei 50 kHz 4/8e bei3l kHz
(typ/max)
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Anhang D

Curriculum Vitae

‘ Personliches
Name Ralf Pitzold
Geboren 9. Januar 1969 (Hildesheim)
Familienstand verheiratet

Staatsangehorigkeit deutsch

Religion evangelisch - lutherisch
Schulausbildung

1975 — 1979 Grundschule Schellerten
1979 — 1988 Gymnasium Himmelsthiir
19. Mai 1988 Hochschulreife
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1989 — 1991
1991 — 1992
1992 — 2000

28. Februar 2000

Berufliches
1988 — 1989
1990

1990 — 1995
1993 — 2000
1995 — 1996
1997 — 2000
1998 —

2000 —
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Elektrotechnik (TU Braunschweig)
Mathematik (Universitdt Hannover)
Physik (Universitit Hannover)

Dipl. - Phys.

Anlasserfertigung (Bosch)
Lagerist (VW)
Kommutatorfertigung (Bosch)
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Ich erkldre, daB ich die vorliegende Arbeit selbstindig und nur unter Verwen-
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