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Zusammensetzung des wissenschaftlichen Beirats:
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PD Dr. W. Petrich Roche Diagnostics GmbH Sandhofer Strale 116, 68305 Mannheim
Dr. M. Kempe Carl Zeiss AG Carl-Zeiss-Promenade 10, 07745 JENA

1. Ubersicht ilber Gesamtverbund

Eine konstituierende Sitzung des Gesamtverbunds fand am 15.02.2008 an der Hochschule
Aalen unter Beteiligung aller Verbundteilnehmer sowie des wissenschaftlichen Beirats statt.
Seither werden hochschuliibergreifend 7 Teilprojekte bearbeitet, die von jeweils einer
Partnerhochschule koordiniert werden. Als gemeinsame Veranstaltung fand am 23.04.2009
der 1. Aalener Photoniktag statt, an dem alle beteiligten Arbeitsgruppen sowie eingeladene
Gaste aus Hochschule und Industrie Uber ihre Arbeiten referierten. Diese Veranstaltung
wurde von ca. 100 Teilnehmern besucht, und es entwickelten sich zahlreiche
Fachgesprache. Der Photoniktag wurde aber auch flir verschiedene interne Absprachen
zwischen Verbundpartnern und wissenschaftlichen Beiraten genutzt.

Mehrere Projektbesprechungen erfolgten im Laufe des Jahres in Kleingruppen zwischen den
an den jeweiligen Teilprojekten beteiligten Partnern. Aus der gemeinsamen Projektarbeit
resultierten im Jahr 2009 17 Publikationen und 14 wissenschaftliche Vortrage, an denen zum
Teil mehrere, im Einzelfall sogar alle Verbundpartner beteiligt waren (H. Schneckenburger et
al.. ,Dem Energiestoffwechsel von Tumorzellen und Bioreagenzien auf der Spur",
BioPhotonik 2 (2009) 26-28). Im Rahmen des ZAFH-PHOTON" wurden 2009 sechs
Abschlussarbeiten, darunter eine kooperative Promotion angefertigt.

Als nachste gemeinsame Veranstaltung ist am 15.04.2010 der 2. Aalener Photoniktag
vorgesehen, der neben zahlreichen wissenschaftlichen Vortragen wiederum die Herstellung
und Vertiefung der Kontakte zwischen den beteiligten Hochschulen und der Industrie sowie
die Weiterentwicklung und gemeinsame Nutzung der Einzelprojekte zum Ziel hat.

Die Aktivitaten des Zentrums sind auf der Homepage www.zafh.de bzw. www.zafh-photon.de
dokumentiert. Der Bericht Uber die einzelnen Teilprojekte der Schwerpunkte
,Multidimensionale Mikroskopie“ und ,Photonische Sensorik® erfolgt im Folgenden.

ZAFH — PHOTON ": PHOTONische Verfahren in neuen Dimensionen
Ubersicht tiber die Teilprojekte

Multidimensionale Mikroskopie Photonische Sensorik
Tiefenaufldsendes Imaging Miniatur-Lasersensor
TP 1.1. TP 2.1.
Koordination: HS Aalen Koordination: HS Konstanz
3D-Laserpinzette Faseroptischer Gassensor
TP 1.2 TP 2.2.
Koordination: HS Offenburg Koordination: HS Furtwangen
Multispektrales Imaging Fabry-Perot-Biosensor
TP 1.3. TP23.
Koordination: HS Reutlingen Koordination: HS Furtwangen

4D-Fertigungsmesstechnik
TP 2.4.
Koordination: HS Aalen



2. Bericht zu den Teilprojekten
Schwerpunkt 1: Multidimensionale Mikroskopie

Teilprojekt 1.1: Tiefenaufldsendes Imaging fir Mikroskopie und Screening
(Koordination: HS Aalen, Projektpartner: HS Furtwangen, HS Mannheim, ILM Ulm, Univ.
Heidelberg, DKFZ Heidelberg)

Gesamtziel: Aufbau und Validierung eines 3D-Imaging-Systems fir die Biophotonik

Nach Etablierung der tiefenauflésenden Weitfeld-Mikroskopie mit Hilfe der strukturierten
Beleuchtung, der winkelaufgeldsten Totalreflexion und der Integrationsmdglichkeit eines
fokusvariablen Spiegels (Projektziel 1) wurde nun ein tiefenauflésendes Screening-System
fur 3D-Zellkulturen in standardisierten Probentragern (z.B. Mikrotiterplatten) erstellt, um
damit den Schritt von der Forschung zur klinischen Diagnostik einzuleiten (Projektziel 2).

Das dreidimensionale Tumor-Spharoidmodell wurde vom Projektpartner ILM Ulm mit
menschlichen U373-MG Glioblastomzellen realisiert. Diese Spharoide sind in ihrer
Histologie, Physiologie und Metabolismus dem Tumor wesentlich &hnlicher als herkdmmliche
zweidimensionale Zellkulturen und daher fur die Diagnostik besser geeignet. Ein Schnittbild
(nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung) ist in  Abb. 1.1.1.A, zwei konfokale
Mikroskopieaufnahmen von der Oberflache und einem inneren Bereich des Spharoids nach
Inkubation mit dem Fluoreszenzmarker Acridin Orange sind in Abb. 1.1.1.B und 1.1.1.C
dargestellt.
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Abb. 1.1.1:  Tumorzell-Spharoid: (A) Schnitt nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung; (B,C) konfokale
Fluoreszenzaufnahmen in einer Objekttiefe von 28 ym bzw. 74 pm.
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Abb. 1.1.2: Tiefenauflésendes Screening-System fir 3D-Zellkulturen (HS Aalen).



Abbildung 1.1.2 zeigt das auf der Methode der strukturierten Beleuchtung basierende
Screening-System schematisch sowie als realisierten Laboraufbau. Ein Messbeispiel ist in
Abbildung 1.1.3 fur einen konfluenten Rasen von Glioblastomzellen, die mit dem
Fluoreszenzmarker Acridin Orange inkubiert worden sind, dargestellt. Hierbei wird eine
Struktur (z.B. optisches Gitter) in drei verschiedenen Phasenlagen in die Probe abgebildet
(A) und danach das Schnittbild aus der Fokusebene errechnet (B). Dabei ergibt sich eine
deutliche Verbesserung gegentber dem konventionellen Fluoreszenzbild (C). Neben dem
optischen Aufbau wurde ein benutzerfreundliches Programm (LabView) zur Bilderfassung
und -Verrechnung, zur automatischen Verschiebung der Struktur im Mikrometermalstab
sowie zum Hohenvorschub (Einstellung verschiedener Fokusebenen) erstellt. Es wird
gegenwartig an Spharoiden weiter getestet.
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Abb. 1.1.3.  Fluoreszenzaufnahmen von kultivierten Glioblastomzellen nach Inkubation mit dem
Fluoreszenzmarker Acridin Orange (5 pM; 30 min.; Rotfluoreszenz: Lysosomen; Grinfluoreszenz: Zytoplasma
und Zellkern); (A) strukturierte Beleuchtung; (B) errechnetes Schnittbild; (C) konventionelles Fluoreszenzbild
(Anregungswellenlange: 470 nm; Messbereich: A > 515 nm; BildgréRe jeweils 140 ym x 160 pm)

Projektziel 3: Validierung an zellularen Testsystemen

In Kooperation der HS Mannheim mit der Universitdt Heidelberg und dem Deutschen
Krebsforschungszentrum wurden Zellsysteme auf der Basis der Glioblastom-Zelllinie U251-
MG entwickelt. Glioblastome sind bdsartige Gehirntumore astrozytaren Ursprungs mit extrem
schlechter Prognose. Genetische Veranderungen in den Tumorsuppressorgenen p53, PTEN
und Rb bedingen die Transformation normaler Zellen in Krebszellen.

Durch Klonierungsverfahren auf der Basis der ,Site-Specific Recombination® wurden
verschiedene Tet-induzierbare Zelllinien entwickelt, die das Ein- oder Ausschalten der
Tumor-relevanten Gene TP53 und PTEN erlauben und damit ein jeweils unterschiedliches
tumorspezifisches Verhalten der Zellen induziert werden kann (beispielsweise ein
verlangsamtes Wachstum von Zellen, in denen ein Tumorsuppressorgen aktiviert wird im
Gegensatz zu Zellen, in denen dieses Gen ausgeschaltet ist und sich die Zellen somit
unkontrolliert und schnell teilen). Neben der Etablierung der Zellmodelle wird das Ziel
verfolgt, durch Autofluoreszenzmessungen Unterschiede in den Emissionsspekiren der
verschiedenen Zelllinien mit unterschiedlich ausgepragtem Tumor-Verhalten festzustellen
sowie daraus optimale Wellenlangenbereiche als auch spezifische subzellulare Bereiche flr
weitere Messungen zu identifizieren.

Es wurden vier verschiedene Zelllinien etabliert und in Autofluoreszenzmessungen am 2-
Photonen-Mikroskop der HS Mannheim eingesetzt: (1) U251MG PAR (Parental-Linie bzw.
Akzeptor-Linie; entspricht der Wildtyp-Tumorlinie plus einem ersten Leer-Plasmid), (2)



U251-MG KONTR (Target-Zelllinie; Parental-Linie mit integriertem zweiten Plasmid, aber
ohne Insert; wird als Kontrolle in den Messungen eingesetzt), (3) U251-MG TP53 (Target-
Zelllinie; Parental-Linie mit integriertem zweiten Plasmid, das die Gensequenz des
Tumorsuppressorgens TP53 tragt; TP53 ist an- und abschaltbar), (4) U251-MG PTEN
(Target-Zelllinie; Parental-Linie mit integriertem zweiten Plasmid, das die Gensequenz des
Tumorsuppressorgens PTEN tragt; PTEN ist an- und abschaltbar). Mit den Linien 2
(Kontrolle), 3 und 4 (3 und 4 jeweils induziert und nicht-induziert) wurden 5-fach Messungen
bei Anregungswellenlangen 750 nm, 800 nm, 850 nm und 880 nm durchgeflihrt. Die spektral
aufgeldsten Emissionsbilder wurden kontinuierlich mit einer Auflésung von 2nm im Bereich
zwischen 367 nm bis 627 nm und in einem Scanbereich von 75 ym x 150 um (Abb. 1.1.4)
erstellt. Die Emissionsspektren der selektionierten Zellen wurden parallel hierzu ermittelt.
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Abb. 1.1.4. Erstellung von spektral aufgeldsten Emissionsbildern (A). Fir die Autofluoreszenzmessungen wurde
der jeweilige Scanbereich (B) und die Selektion der Zellen (C; Region of Interest, ROI) bestimmt. Bei der Auswabhl
wird festgelegt, dass jeweils vollstandige Zellen selektioniert werden, um bei den Messungen die Autofluoreszenz
einer gesamten gescannten Zelle zu erfassen. Fur die Bildverarbeitung wurde die Image J Software (NIH; USA)
eingesetzt.

Um den Einfluss der induzierten Tumorsuppressorgene auf die spezifische Autofluoreszenz
der Zellen Uber die Zeit zu erfassen, wurde eine Kinetik an den Zelllinien 2,3 und 4 (ber 88 h
durchgefihrt (gleiche Messbedingungen wie oben angezeigt). Die Induktion der
Genexpression der PTEN und TP53 Gene wurde mittels Western-Blot vor den Messungen
kontrolliert (Abb. 1.1.5). Bis 66 h ist eine Zunahme der Proteinmenge zu verzeichnen,
allerdings zeigen PTEN und TP53 unterschiedliche Verlaufe, was beispielsweise mit der
zellularen spezifischen Abbaurate dieser Proteine zusammenhangen kann.

PTEN- TP53-T Abb. 1.1.5. .Westernblot-Kinetik der PTEN- und
e e e e T P TP53-Induktion. Zellproben wurden vor (Oh) und zu
- 72 den angegebenen Zeiten nach Induktion mit 100

- BN ng/ml Doxycyclin entnommen. 20 pg Protein jedes
e -"ﬂ - 5 Lysats wurden in 15% SDS-PAGE aufgetrennt.

Nach Transfer auf Nitrocellulose wurde entweder
mit anti-TP53 mAb Pab1801 (1:400, Millipore) oder
anti-PTEN mAb 26H9 (1:1000, Cell signaling) und
- 2 anschlieRend mit anti-Maus-IgG  gekoppelter
Peroxidase (Jackson) inkubiert. Der Blot wurde mit
Chemiluminescenz-Substrat (Covalight) entwickelt.

Alle Datensatze bzw. ermittelten Emissionsspektren werden zurzeit mittels multivariater
Datenanalyse ausgewertet. Abhangig von den Resultaten sollen weitere Messungen in
selektionierten Wellenlangenbereichen erfolgen sowie Korrelationen mit zellularen
Funktionsbereichen hergestellt werden.



Teilprojekt 1.2: 3D-Laserpinzette
(Koordination: HS Offenburg, Projektpartner: HS Aalen, HS Furtwangen)

Projektziel 1: Realisierung mit Mikrofluidsystem und konventioneller Laserpinzette

Die Mdglichkeit, kleinste Objekte im Mikroskop nicht nur zu beobachten, sondern auch aktiv
mit einem Laserstrahl zu manipulieren, soll flr eine Einzelzellsortierung ausgenutzt werden.
Beispielsweise sollen gentechnisch veranderte Zellen in hinreichender Zahl isoliert und fir
molekularbiologische Untersuchungen (z.B. Polymerase-Kettenreaktion, PCR) zur Verfliigung
gestellt werden. Ein wesentliches und bisher ungeléstes Problem besteht im Ausschleusen
einzelner Zellen Uber ein Mikrofluidsystem. Ein erstes derartiges System wurde an der HS
Aalen etabliert, wobei eine an der HS Furtwangen geatzte Mikrokanalplatte erfolgreich
integriert wurde (Abb. 1.2.1). Das Prinzip ist in Abb. 1.2.2 dargestellt: Im Flussigkeitsstrom
werden einzelne Zellen mit der Laserpinzette erfasst und in einen Seitenkanal senkrecht zur
Strédmungsrichtung ausgefihrt, wo sie mit einer Mikropipette einem kleinen Sammelbecken
entnommen werden kdnnen.
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Abb. 1.2.1. (A) Bauteile der Mikrofluidkammer mit geatzter Mikrokanalplatte, Silikonmatte zur Abdichtung und
Kunststofftrager (PMMA) mit Anschlussstutzen; (B) Mikrofluidkammer in Funktion am inversen Mikroskop.

A B

Abb. 1.2.2. Prinzip (A) und Durchfihrung (B) der Einzelzellsortierung: eine Zelle wird aus dem Flissigkeitsstrom
(blau) mit der Laserpinzette aussortiert und in einen Seitenkanal (rot) verschoben.

Die an der HS Aalen etablierte Methode soll kiinftig mit einer holographischen Laserpinzette
kombiniert werden. Diese basiert auf einem an der HS Offenburg etablierten
holographischen Mikroskop, dessen Prinzip nachfolgend erlautert wird.



Projektziel 2: Realisierung einer holographischen Laserpinzette

Holographisches Mikroskop

Herkdmmliche Hellfeldmikroskope bilden ein Objekt mit Hilfe von Linsen ab. Dabei wird nur
die Licht-Intensitat beobachtet. Méchte man ein 3D-Bild des Objektes erzeugen, so muss
man das Objekt schichtweise durch Verandern des Objektabstands abbilden und
anschlielfend zu einem 3D-Bild zusammensetzen. Eine Bewegung des Objektragers kann
mit einem holographischen Mikroskop vermieden werden. Hierbei wird die vom Objekt
ausgehende elektromagnetische Welle, die Objektwelle, inklusive der Phasenlage bestimmt,
um anschliefend das Objekt ,offline“ daraus zu rekonstruieren. Das vorgestellte Verfahren
zeigt die Erfassung einer komplexen Objektwelle durch Interferenz mir einer Referenzwelle
und der anschlieRenden schichtweisen Rekonstruktion des Objekts. Abbildung 1.2.3.A zeigt
den verwendeten Aufbau schematisch, Abbildung 1.2.3.B den inneren Teil der Optik.
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Abb. 1.2.3. Schematischer Aufbau und Ausschnitt des holographischen Mikroskops.

Beleuchtung und Referenz

Fir die Objektbeleuchtung und die Referenzwelle wird der Strahl eines HeNe-Lasers
fokussiert und in eine Einmodenglasfaser eingekoppelt. Ein drehbares Filter erlaubt, die
eingekoppelte Leistung anzupassen, um z.B. eine Ubersteuerung des CMOS Sensors zu
verhindern. Da der Phasenhub des LCDs von der Eingangspolarisation abhangt, wird diese
durch Doppelbrechung in einem Polarisationssteller angepasst. Dabei stehen zwei Kriterien
im Vordergrund: maximaler Phasenhub sowie gleich bleibender Kontrast des
Interferenzmusters.

LCD als Spatial Light Modulator

Ein LCD wird in herkdbmmlichen Anwendungen wie in Anzeigen von Uhren,
Taschenrechnern, Beamern usw. als ,Lichtventil“ verwendet. Einzelne Punkte kdnnen durch
elektrische Ansteuerung zwischen ,durchlassig“ und ,geblockt* gesteuert werden. Dabei ist
jeder Punkt eine nematische Drehzelle zwischen 2 Polarisatoren, die die Polarisationsebene
proportional der angelegten Spannung dreht. Die Lichtdurchlassigkeit jedes einzelnen
Punktes kann somit in z.B. 255 Stufen mit einer Frequenz von 25-50 Hz verandert werden. In
der beschriebenen Anwendung wird das LCD ohne Polarisatoren verwendet, um statt der
Amplitude der einzelnen Punkte die Phasenlage zu beeinflussen. Abbildung 2 zeigt den
gemessenen Phasenhub (griin) in Abhangigkeit der Ansteuerung uber VGA bei optimal
eingestellter elliptischer Eingangspolarisation und der approximierten Funktion zur
Bestimmung der VGA-Ansteuerung bei gegebener Phasenlage (blau). Die
Phasenverschiebung wird gemessen, indem eine Doppellochblende vor das LCD geschoben
und die Austritts6ffnung der Glasfaser mit einer Linse auf einen CMOS-Chip abgebildet wird.
Dieser Aufbau entspricht dann einem Mach-Zehnder-Interferometer, wobei jeweils eine Seite
des LCD die Phasenlage im dazugehdrigen optischen Pfad beeinflussen kann. Abb. 1.2.4
zeigt auch das beobachtete Interferenzmuster bei zwei unterschiedlichen Phasenlagen. Die
Phase wird dabei durch eine Fast Fourier Transformation (FFT) bestimmt und durch eine



griine Senkrechte visualisiert. Wie man weiter sehen kann, ist es mit dem verwendeten LCD
im transmittiven Aufbau nur mdglich, einen Phasenhub von etwa 3,4 rad bei 632,8 nm
Laserwellenlange zu erzielen.

" graylevel(phase) i Abb. 1.2.4: Interferenz
phase measurement ——— zur Ermittlung der
Phasenverschiebung und
daraus ermittelte (griin)

sowie approximierte
Phasenverschiebung
(blau).

phaseshift [rad]
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Korrektur der Wellenfrontverzerrungen

Fur die Rekonstruktion ist es wichtig, einen optimalen Fokus zu erzeugen. Allerdings ist
jedes optische System mit Abbildungsfehlern behaftet wie z.B. spharischer Aberration oder
Koma. Abbildung 1.2.5.A zeigt den Fokus bei gerechneter Fresnellinse mit f=1,5 m auf dem
LCD und 40-facher VergréRerung. Fur die Wellenfrontanalyse wurde das System sequentiell
durch Muster auf dem LCD abgetastet, die Abweichungen ahnlich einem Hartmann-Shack-
Sensor erfasst und anschlieBend deren Integral iterativ durch Zernike-Polynome
approximiert. Abbildung 1.2.6 zeigt die daraus berechnete Matrix zur additiven
Phasenkorrektur, Abb. 1.2.5.B den Fokus nach der Wellenfrontkorrektur.

A B

Abb. 1.2.5. Fokus
40-fach vergroRert
ohne Phasen-
korrektur (A) und
mit aktiver Kor-
rektur (B)

Aufnahmen

Das LCD erzeugt zusammen mit der Linse zwei Foki mit unterschiedlicher Brennweite. Ein
Fokus dient dazu, das Objekt zu beleuchten, der andere trifft das Objekt nicht und wird als
Referenzstrahl verwendet. Dabei ist die Phasenlage der beiden Strahlen zueinander durch
die Ansteuerung des LCDs einstellbar. Fir die spatere Rekonstruktion werden



hintereinander 6 Aufnahmen mit dem
CMOS Sensor gemacht: Intensitat der
Objektbeleuchtung, der Referenz-
beleuchtung, der Interferenz von
Objektwelle und Referenzwelle mit
Phasendifferenz von 0°, 90°, 180° und
270°. Dabei ist zu bemerken, dass die
Sequenz nur durch Anderung der LCD-
Ansteuerung hervorgerufen wird. Es
finden keine mechanischen
Veranderungen durch Motoren statt,
die zu Vibrationen im Aufbau flhren
konnten und die Aufnahmezeiten
verzdgern wirden.

Abb. 1.2.6. Durch Zernike-Polynome approximierte Phasenkorrektur

Rekonstruktion

Aus den 4 Intensitaten der Interferenz Iasst sich die Phase der rekonstruierten Objektwelle
berechnen, die Amplitude der Objektwelle entspricht der Wurzel der getrennt
aufgenommenen Intensitat bei reiner Objektbeleuchtung. Somit kann die komplexe
Objektwelle auf der Sensoroberflache komplett rekonstruiert werden. Zur Lésung des
Fresnel-Kirchhoffsches Beugungsintegrals wird die rekonstruierte Objektwelle Uber eine
Fresnellinse rechnerisch ins Unendliche abgebildet. Als Beugungsintegral ergibt sich dabei
im Wesentlichen gerade die Fourier-Transformierte der Objektwelle. Die schichtweise
Rekonstruktion des Objekts ist daher auf modernen Rechnern schnell Gber eine 2-D-FFT
realisierbar. Abbildung 1.2.7 zeigt eine Kieselalge bei unterschiedlicher Brennweite der
berechneten Fresnellinse. Zwecks Uberschaubarkeit werden hier nur 4 Bilder gezeigt, in der
Praxis kdnnen einige hundert fein abgestufte Bilder generiert werden.

Abb. 1.2.7. In 4 Schichten rekonstruierte Kieselalge



Teilprojekt 1.3: Multispektrales Imaging
(Koordination: HS Reutlingen; Projektpartner: HS Aalen, HS Mannheim, ILM Ulm)

Projekiziele fir das Teilprojekt ,Multispektrales Imaging“ im Laufe des Jahres 2009 waren
die Implementierung der diffus optischen Abbildung auf die Chromosomenanalyse und erste
Ergebnisse zum Einsatz der multivariaten Datenanalyse auf biologische Systeme.

Hintergrund:

Mit Hilfe der diffusen optischen Abbildung (diffuse optical imaging, DOI) im VIS-Bereich ist es
moglich, markierungsfrei Chromosomen zu charakterisieren. In der klassischen
bildgebenden Mikroskopie sind Unterschiede in der StrukturgroRe im Nanometer-Bereich
nicht beobachtbar. Mit Hilfe der DOI kénnen jedoch strukturelle Unterschiede auch im Sub-
Mikroskopischen Bereich erkannt werden. Dies wird sowohl durch theoretische
Berechnungen (ILM Ulm) als auch durch Simulationen und praktische Beispiele (HS
Reutlingen) belegt.

Modellrechnungen (ILM Ulm):

Es wurden Berechnungen zur Lichtausbreitung bzw. -streuung in biologischen Proben auf
allen drei wichtigen Skalen durchgefuhrt. In der makroskopischen Skala konnten erstmals
Lésungen der Diffusionsgleichung fiir streuende Medien mit einer beliebigen Anzahl von
Schichten sowohl fiir lateral unendlich ausgedehnte Medien, als auch fiir eine Zylinder- und
Quadergeometrie in allen drei Domanen (kontinuierlich, Frequenz- und Zeitdoméane)
hergeleitet und verifiziert werden.

Des Weiteren wurde untersucht, welchen Einfluss die Verwendung einer Glasunterlage auf
die Messung von Proben mit dem Streulichtmikroskop hat. Dazu wurde das winkelaufgeldste
Streulicht einer aus verschiedenen Winkeln (40, 60, 80°) beleuchteten mikroskopischen
Polystyrenkugel (Durchmesser = 0.895 um), die sich auf einer Glasunterlage befindet, mit
zwei verschiedenen Methoden berechnet. Zum einen wurden die Mie-Theorie und die
Fresnel-Reflexionsformeln verwendet, zum anderen wurden die Maxwellgleichungen fur das
komplette System Glasunterlage/Kugel - mit gewissen Approximationen — geldst, siehe
Abb. 1.3.1. Die Grafik zeigt, dass bei kleinen Einfallswinkeln zur Normalen die
Maxwellgleichungen fur das Gesamtsystem geldst werden muissen.
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In der mesoskopischen Skala wurde das inverse Problem, die Bestimmung des effektiven
Streukoeffizienten und des Absorptionskoeffizienten aufgrund von ortsaufgelsten
Remissionsmessungen, mit Hilfe der Skalierung einer einzigen Monte Carlo Simulation
geldst und implementiert. Dieser Code wird momentan an simulierten und an gemessenen
Daten getestet. Im Bereich der mikroskopischen Skala wurde das FDTD (Finite-Difference
Time-Domain)-Verfahren zur numerischen Losung der Maxwellgleichungen auf drei
Dimensionen erweitert und durch Vergleich mit der Mie-Theorie erfolgreich validiert.
Aulerdem wird momentan eine Erweiterung dazu, die PSTD (Pseudo-Spectral Time-



Domain)-Methode, implementiert, welche die Berechnung - im Vergleich zur FDTD-Methode
- groRerer Streukorper erlaubt.

Aulerdem wurde ein Streulichtmikroskop flir spektral aufgeldste Experimente aufgebaut und
mit Messungen an Polystyrenen validiert. Dieses wird momentan fir winkelaufgeloste
Messungen durch Verwendung einer CCD-Kamera erweitert. Damit kdnnen die Experimente
an der HS Reutlingen durch komplementare Messungen am ILM verglichen und potentiell
auch zur Chromosomencharakterisierung eingesetzt werden.

FDTD Fernfeldsimulationen von Chromosomen (HS Reutlingen):

Ausgehend von den oben genannten Annahmen wurde eine FDTD Simulation von
Chromosomen durchgefuhrt. Abbildung 1.3.2 zeigt als Beispiel das Ergebnis fur das
Chromosom 17.

a b
i £ AN iimEnEn Abb. 1.3.2: Finite Difference Time
:’:| ER lINEN l ! E'i|—I fold Domain (FDTD ) Fernfeld-Simulationen
i R glG anhand eines vereinfachten
c d Chromosomen-Modells. a-d:
E , g Schematische Darstellung von
s [ Wl W -__n,,, 3wl !T Chromosom 17 mit Anderungen des
paarm | aarm parm | quarm Brechungsindex und der Schichtdicke,
o _ aulRer bei der Zentromerposition. a:
ki Einheitlicher Brechungsindex von 1,55

und gleichbleibende Schichtdicke. b:
Einheitlicher Brechungsindex von 1,55
und variierende  Schichtdicke. c:
Variierender Brechungsindex und
konstante Schichtdicke. d: Anderungen
im  Brechungsindex und in der
Schichtdicke. a” bis d": Ergebnisse der
FDTD Fernfeld Simulationen. Die
Simulationsparameter entsprechen den
Einstellungen des Dunkelfeld-Aufbaus:
Unpolarisierte ringférmige Beleuchtung
mit a=65°. Der Detektionswinkel von
B=48° wird bestimmt durch die

niimerische Anertiir des Ohiektiva

Die Ergebnisse zeigen, dass durch die Messung der diffusen spektralen Reflexion (auch
ortsaufgeldst) es mdglich ist, Chromosomen zu unterscheiden und zu charakterisieren.

Praktische Umsetzung in spektrale Signaturen:

Abbildung 1.3.3 zeigt an Hand der diffusen Reflexions-Spektren sehr deutlich, dass sich mit
dieser Technik die einzelnen Chromosomen gut voneinander unterscheiden lassen. Die
Streulichtspektren beinhalten neben der globalen Interferenz (Grélke und Morphologie der
Chromosomen) auch die lokale Interferenz (spezifische Banderungsstruktur und Sub-
Strukturen).

Fir unterschiedlich praparierte und abberante Chromosomen lassen sich die vereinfachten
Schemata jedoch nicht mehr geschlossen mathematisch beschreiben. Es werden deshalb
die diffus optischen Spektren mit Hilfe der multivariaten Datenanalyse, insbesondere der
Hauptkomponentenanalyse, ausgewertet. Vorteil dieser Technik ist, dass Uberlagernde
Informationen orthogonal in Basisinformationen aufgeteilt werden.
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Abb. 1.3.3 (a) 46 Reflexionsspekiren eines Mataphasen-Praparats. Metazentrische, submetazentrische und
acrozentrische Chromosomen sind farblich unterschiedlich dargestellt; (b) Zweite Ableitung der Spektren
(Savitzky-Golay); (c) Detailansicht der zweiten Ableitung der Spekiren fiir die beiden submetazentrischen

Chromosomenpaare 4 und 5.
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Schwerpunkt 2: Photonische Sensorik — Messen mit Licht

Teilprojekt 2.1: Miniatur-Lasersensor
(Koordination: HS Konstanz, Projektpartner: HS Furtwangen, HS Aalen, HS Offenburg)

Die Haupt-Aktivitaten der HTWG Konstanz im Jahr 2009 konzentrierten sich auf folgende
Punkte:

1. Entwicklung eines miniaturisierten Aktuators, aufbauend auf den Designstudien und
Simulationen im ersten Projektjahr; Realisierung eines ersten Prototyps.

2. Entwicklung eines miniaturisierten Interferometer-Kopfes: optisches Design,
Verifizierung der Aufbau- und Verbindungstechnologie, Bestellung der Hardware.

3. Entwicklung eines ersten Profilometer-Aufbaus, basierend auf einem bestehenden

Interferometer: Realisierung eines Oberflachenscans (alternativ: Aktuation der Probe
sowie  Messstrahl-Aktuation), Verwendung eines selbstentwickelten DBR-
Lasermoduls als Lichtquelle

a) Entwicklung eines miniaturisierten Aktuators (in Zusammenarbeit mit der
Hochschule Furtwangen, Prof. Mescheder)

Im Rahmen des ZAFH-Projektes wird in Zusammenarbeit mit der FH Furtwangen ein
miniaturisierter Aktuator mit einem vorgesehenen maximalen Drehwinkel von +/- 1 mrad und
einem Winkelrauschen < 20 nrad/YHz entwickelt. Um Ablagefehler zu minimieren, sollen
Drehachse und Spiegeloberflache mdglichst exakt zusammenfallen (~100 nm). Auf den
erarbeiteten Spezifikationen wurde ein Design entwickelt, simuliert und realisiert. Der Spiegel
basiert auf Silizium-Mikrosystemtechnologie, bei dem Spiegel, Drehachse und Halterung
monolithisch aus einem einzigen Siliziumwafer gefertigt werden. Die Winkelverstellung
erfolgt mittels elektrostatischer Krafte. In Abbildung 2.1.1, links, ist eine Schemazeichnung
des Spiegels gezeigt. Die monolithische Silizium-Struktur beinhaltet neben dem aktuierten
Mikrospiegel noch zwei Referenzspiegel, die zur Charakterisierung des Mikrospiegels
dienen. Diese erfolgt in einem nachsten Schritt unter Verwendung eines Interferometers mit
Pikometer- und Nanoradiant- Sensitivitat. In Abbildung 2.1.1, rechts, sind eine Simulation
des aktuierten Spiegels (bei Anlegen einer Spannung von 150V) sowie ein Foto des fertigen
Spiegels gezeigt.

Boundary: Z-dsplacement [m] Max: 2.737e-6
Deformation: Displacement

Reference mirror

Min: -2.832e-6

Contacts on SOT

, | S \ o /.--’

Gilass substrate

Abb. 2.1.1. Realisierter Mikrospiegel. Links: Schemazeichnung des Spiegels. Rechts oben: Simulation der
Spiegelverkippung bei Anlegen einer Spannung von 150V. Rechts unten: Foto des gefertigten Spiegels.



b) Entwicklung eines miniaturisierten Sensorkopfes

Innerhalb des ZAFH-Projektes wird im Hinblick auf den Einsatz im Weltraum sowie in der
industriellen Umgebung ein miniaturisierter Sensorkopf entwickelt. Um die daflir notwendige
mechanische und thermische Stabilitat zu gewahrleisten, wird eine Grundplatte aus Zerodur,
einer Glaskeramik mit einem sehr geringen Warmeausdehnungskoeffizienten von 2:10® K™,
verwendet. Die Aufbau- und Verbindungstechnologie wurde in Vortests evaluiert. Ein
Vergleich zwischen Hydroxide-Catalysis Bonding und Kleben mittels Zwei-Komponenten
Epoxy zeigte eine ahnliche mechanische und thermische Stabilitdt. Geplant ist nun die
Verwendung von Zwei-Komponenten-Epoxy aufgrund langerer Justierzeiten und einfacherer
Handhabung.

Es wurde ein Uberarbeitetes Layout des Sensorkopfes erarbeitet, vgl. Abbildung 2.1.2. Die
Spezifikationen fir die einzelnen Komponenten wurden erarbeitet und Bestellungen getatigt.
In einem nachsten Schritt erfolgen die Integration des Aufbaus und die Entwicklung von
Justier-Vorrichtungen.
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Abb. 2.1.2. CAD-Zeichnung des geplanten Miniatur-Lasersensors. Mess- und Referenzstrahl des Interferometers
verlassen free-beam das Interferometer-Board.

c) Erste Realisierung eines Profilometer-Aufbaus

Basierend auf den Vorarbeiten wurde ein erster Profilometer-Aufbau realisiert, wobei ein
bestehendes Interferometer benutzt wird, welches zundchst Translation und Winkel an
einem Punkt misst. Fir die Profilometrie und damit fir die Realisierung eines
Oberflachenscans wurden zwei Ansatze verfolgt: (i) Aktuation der Probe, (ii) Aktuation des
Messstrahls des Interferometers. Wahrend der erste Ansatz eine hdhere Genauigkeit in der
erzielbaren z-Auflésung verspricht, kann der zweite Ansatz kompakter und unabhangiger
realisiert werden. In beiden Fallen wird ein DBR-Lasermodul als Lichtquelle verwendet,
welches zu Beginn des ZAFH-Projektes entwickelt wurde. Ein Foto des Aufbaus ist in
Abbildung 3, links, gezeigt.

Aktuation der Probe: Der Messspiegel des bestehenden Aufbaus wurde auf einem x-y-
Piezo-Verfahrtisch mit einem Verfahrweg von 600 um x 600 ym montiert. Eine erste
vorlaufige Messung ist in Abbildung 2.1.3, rechts, gezeigt. Die erkennbare Drift ist
héchstwahrscheinlich auf eine Anderung &uRerer Parameter (wie beispielsweise
Temperatur) zurtuckzuflhren. Eine detaillierte Auswertung der Messung wird momentan
durchgefihrt.



I_\_/IessstrahI—Aktuation: Hierbei wird der Messstrahl des Interferometers aktuiert, wobei keine
Anderung der optischen Pfadlange wahrend der Aktuation stattfinden soll. Eine x-y-Aktuation
unter Verwendung zweier Dove-Prismen wurde realisiert und erste Messungen durchgefuhrt.

yechrection [pm]

x-clirection [pm]

Abbildung 2.1.3: Links: Realisierter Profilometer-Aufbau mit Probenaktuation. Rechts: Erste Messung mit dem
Profilometer.

Teilprojekt 2.2: Faseroptischer Gassensor
(Koordination: HS Furtwangen; Projektpartner: HS Konstanz, HS Offenburg)

Ziel dieses Projektes ist die Entwicklung eines kompakten, gegen &aulRere Einflisse
unempfindlichen Faser-basierten Sauerstoffsensors auf der Grundlage der Laser-IR-
Spektroskopie. Die Verwendung von Hohlfasern ermdglicht eine genigend groRle
Absorptionsstrecke bei einem kompakten Aufbau des Sensors. In einem ersten Schritt wurde
die prinzipielle Eignung von photonischen Hohlfasern nachgewiesen [1]. Dabei wurde jedoch
im Vergleich zur Messung Uber eine freie Luftstrecke eine wesentliche Zunahme des
Signalrauschens beobachtet, das die Bestimmung der Sauerstoffkonzentration mit der
gewunschten Genauigkeit erheblich erschwert. Daher wurden in dem Berichtszeitraum die
Ursachen des Signalrauschens naher untersucht und mogliche Alternativen auf ihre Eignung
diskutiert. Auf der Basis der Ergebnisse wurden zwei alternative Konzepte entwickelt, die
kurz vor ihrer Realisierung stehen. Zudem wurde ein Algorithmus entwickelt, der es gestattet
auf der Basis der HITRAN Daten [5] aus den gemessenen Absorptionsspektren direkt die
Gaskonzentration zu bestimmen.

a) Untersuchung der Eignung verschiedener Hohlfasertypen fir den faseroptischen
Gassensor

Photonische Bandgap-Faser

Die bisherigen experimentellen Untersuchungen zu dem Rauschverhalten der photonischen
Hohlfaser haben eindeutig gezeigt, dass das beobachtete Signalrauschen von statistischen
Variationen des spektralen Transmissionsgrads der Faser herrtihrt. Weitere Ursachen wie
Etalon- und Interferenzeffekte, Fokusstabilitdt, Einfluss der Laserstrahlungsquelle
(Polarisation, Bandbreite, longitudinale und transversale Lasermoden) etc. konnten weitest-
gehend ausgeschlossen werden.

Der Verlauf der Transmissionsvariationen hangt sehr empfindlich von der Einkopplung des
Lasers in die Faser und von der Lage und Biegung der Faser ab. Die Transmissionsfluktua-
tionen nehmen etwa linear mit wachsender Faserldnge zu (vgl. Abb. 2.2.1.: die relative



Standardabweichung der Transmissionsfluktuationen fir die 2 m Faser betragt 5,7% und fur
die 5m Faser 10%). Im Mittel betrédgt die Standardabweichung der Transmissions-
fluktuationen etwa 2,2% pro m Faserlange, was sehr stark die Nachweisempfindlichkeit
begrenzt. Aus Abb. 2.2.1 ist ersichtlich, dass schon der Sauerstoffgehalt der Luft bei
Normaldruck nicht mehr nachweisbar ist.
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Abb. 2.2.1. Relativer spektraler Transmissionsgrad einer 2 m (griin) und einer 5 m
langen (rot) photonischen Faser. Zum Vergleich ist der Transmissionsgrad eines 5m
Luftwegs mit den Sauerstoffabsorptionslinien dargestellt. Die Zeitskala entspricht
einem Wellenldngenbereich von 762,49 nm und 763,65 nm. Die Normierung erfolgte
auf die wellenldngenabhéngige Laserintensitat, die durch ein Polynom 3. Grades
angepasst wurde.

Eine Mdglichkeit, diese Transmissionsfluktuationen zu umgehen, ist ein Differenzverfahren
bei dem der spektrale Transmissionsgrad der leer gepumpten Faser vom Messsignal
abgezogen wird. Allerdings erfordert das einen sehr stabilen Aufbau, eine sehr
reproduzierbare Zeitablenkung sowie konstante Umgebungsbedingungen. Messungen
haben gezeigt, dass der Verlauf des spektralen Transmissionsgrads zwar im Wesentlichen
formstabil war, sich im Laufe der Zeit (méglicherweise durch den Temperaturgang) verschob,
so dass das Verfahren nicht praktikabel war. Als Fazit muss festgehalten werden, dass
photonische Bandgap-Fasern flr den geplanten Gassensor nicht geeignet sind.

Hohlfasern mit metallischer Innenbeschichtung

Eine Alternative zur Erzielung einer gentgend groRen Absorptionslange bei kompaktem
Aufbau ist die Verwendung von Hohlfasern mit metallischer Innenbeschichtung zur Erhéhung
des Reflexionsgrads. Es gibt eine Reihe von Hohlfasern auf dem Markt, die potenziell fir die
Gassensorik geeignet sind. Die Firma Polymicro Technologies [2] bietet silberbeschichtete
Hohlfasern mit einer zuséatzlichen Silberjodidschicht an (HWEA 300/750 fur den 2.9 ym
Wellenlangenbereich des Er:YAG-Lasers und HWCA 300/750 fir den 10 pm
Wellenlangenbereich des CO, Lasers). Ein weiteres Beispiel ist die Hohlfaser VSS 320/450
der Firma Doko Engineering [3] mit einer einfachen Silberbeschichtung. Da der
Reflexionsgrad von Metallschichten sowohl vom Einfallswinkel als auch von der Polarisation
des Lichts abhangt, wurde der Transmissionsgrad fiir die infrage stehende Wellenlange von
760 nm in Abhangigkeit verschiedener Parameter (Biegebedingungen, Offnungswinkel des
eingekoppelten Lichtstrahls) experimentell gemessen und theoretisch simuliert. Die
Simulation erfolgte mit der Software Zemax mittels non-sequential Ray Tracing.

Tabelle 1 zeigt die Messergebnisse fur zwei Probesticke, VSS 320/450 von Doko Eng. und
HWCA 300/750 von Polymicro (Innendurchmesser 320 um bzw. 300 um).



Dampfung
Hohlfaser Lange

[om] gerade  L-formig U-formig ringférmig gebogen

[dB] gebogen [dB] gebogen [dB] [dB] [dB/m]
VSS 320/450 39 40dB 4.5dB 5.0dB 6.5dB 16.6 dB/m
HWCA 300/750 50 99dB 11.3dB 12.8 dB 13.5dB 27.0 dB/m

Tabelle 1. Gemessene Dampfung fiir zwei Hohlfaserproben.

Es zeigt sich, dass die Polymicro-Hohlfaser HWCA 300/750 ein deutlich schlechteres
Transmissionsverhalten als die Doko-Faser aufweist. Ahnlich ungilinstig sind die
Dampfungswerte flir die Polymicro-Hohlfaser HWEA 300/750. Das ist insofern Uiberraschend,
als nach den Simulationsergebnissen die Dampfungen flr die Hohlfaser mit einfacher
Silberbeschichtung und die mit einer zusatzlichen Silberjodidschicht ahnlich sein sollten. Die
Erklarung liefern die Abbildungen beider Fasern mit einem Rasterelektronenmikroskop (vgl.
Abb. 2.2.2).
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Abb. 2.2.2. REM-Abbildung der inneren Grenzflache der HWEA 300/750 Hohlfaser von Polymicro (links) und der VSS
320/450 Hohlfaser von Doko Engineering (rechts)

Offensichtlich fuhrt die Silberjodidbeschichtung zu erheblichen Rauhigkeiten, die
insbesondere fur den kurzwelligen Bereich von 760 nm hohe Streuverluste verursachen. Die
wellenlangenabhangigen Streuverluste erklaren auch, warum im langwelligen Bereich bei
10 um eine deutlich geringere Dampfung gemessen wurde [6]. Es erweist sich damit, dass
fur die geforderte Absorptionslidange im Bereich von ca. 2 m die Dampfung der beiden
Hohlfasern der Firma Polymicro fur den Wellenbereich von 760 nm zu hoch ist. Da die
Simulationen zudem zeigten, dass die Transmissionsverluste mit wachsendem
Innendurchmesser der Hohlfaser kleiner werden, wurde die Hohlfaser VSS 530/700 der

Firma Doko Eng. mit einem 25,00 -
Innendurchmesser von 530 uym
ausgewahlt. 20,00 A

o
Far die Sensorkonstruktion ist der % 15,00 -
Offnungswinkel wichtig, unter dem die 5
Strahlung in die Faser eingekoppelt & 10,00 - /
wird. Abb. 2.2.3 zeigt die gemessene §
und simulierte  Abhangigkeit der 5,00 - / P a——
Dampfung einer 2 m langen Hohlfaser _— —— simuliert
VSS 530/700 vom halben 0,00 : : : :
Einkoppelwinkel der eingekoppelten 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
Strahlung. Auch hier liegen die gemes- halber Offnungswinkel [°]

senen Werte noch deutlich Gber den - . .
Simulationseraebnissen. was méalicher- Abb.2.2.3. Simulierte und gemessene Damp_fung einer 2 m langen
. geon , g geraden VSS 530/700 Hohlfaser in Abhangigkeit vom halben

weise durch Einkoppelverluste und  Einkoppelwinkel.

ebenfalls durch Streuverluste an der



Silberschicht erklart werden kann. Es ist aber ersichtlich, dass mdglichst kleine
Einkoppelwinkel gewahlt werden sollten, um die Dampfung zu minimieren. Zusatzlich wurde
auch die Dampfung einer aufgewickelten Hohlfaser (Wicklungsdurchmesser: 33 cm)
gemessen, die mit 16 dB bei einem Einkoppelwinkel (Halbwinkel) von 1,7° fir die vorgesehe-
ne Anwendung akzeptabel ist.

b) Konzeptionen des Gassensors

Hohlfaser-basierter Gassensor

Die Sensoreinheit mit dem Laser-
Hohlfaser-Einkopplungsmodul und
Detektormodul (vgl. Abb. 2.2.4)
wird aus Aluminium gefertigt. Die
Laserstrahlung wird durch eine
GRIN-Linse eingekoppelt. Die
Hohlfaser kann evakuiert werden
und beflllt werden. Die Sensorein-
heit befindet sich z. Z. in der Werk-
statt und wird Mitte Januar fertig

werden. Danach kann sie zusam-  app 22 4. Ansicht des fir die VSS 530/700 Hohlfaser
mengebaut, kalibriert und die Per-  optimierten Adapters mit der Einkopplungs- (rechts) und der

formance getestet werden. Detektoreinheit (links)

Mikrokandle als Wellenleiter

Ein weiteres Konzept, das verfolgt wird, ist die

Fabrikation von Mikrokanalen in ein Substrat mittels

mikrosystemtechnologischer Methoden, die

metallbeschichtet als Wellenleiter fungieren. Auf o

diese Weise lasst sich der Sensor bei einer

vergleichsweise preiswerten Technologie  Abb. 2.2.5. Querschnitt eines Wellenleiterkanals

wesentlich kompakter aufbauen. Als Substrat wird  in einem mit Gold (griin) beschichteten Glaswafer
ein Glas-Wafer mit einem Durchmesser von 100  (blau) abgedeckt einem weiteren Glaswafer
mm verwendet, in das Mikrokandle geatzt
werden, die mit Gold bedampft werden.
Abgedeckt wird dieser mit einem ebenfalls
mit Gold beschichteten Glaswafer (vgl.
Abb. 2.2.5). Zwei verschiedene
Konfigurationen mit jeweils zwei Langen
(0,6 m und 2m) sollen untersucht werden,
wobei die Ringform aus [4] enthommen
wurde (Abb. 2.2.6). Die Wafer werden zurzeit
geatzt und sollten ebenfalls Mitte Januar
fertig sein. Zielstellung fur dieses Konzept ist
der Nachweis der prinzipiellen Eignung fir
die Gassensorik

Signalauswertung

Es wurde ein Algorithmus in MATLAB

entwickelt, der es gestattet, aus den

gemessenen Absorptionslinien (vgl. z.B. _ _

Abb. 2.2.1) auf die Gaskonzentration zu gl_ob. 22.6. Aufsicht auf den strukturierten Wafer.
. ie gestrichelte rote Linie zeigt, wo der Wafer geteilt

schlieBen. Das Verfahren beruht auf der i so dass 4 Wellenleiterstrukturen mit einer

Auswertung der HITRAN-Daten [5] fur die  Lange von 2m (links) und 0,6 m entstehen.




entsprechenden Gase. Der Algorithmus wurde zunachst fir den vorhandenen CO.-Sensor
entwickelt und erprobt [7] und muss noch auf den Sauerstoffsensor Ubertragen werden.

Zusammenfassung und Ausblick

Fir den Sauerstoffsensor werden zwei Konzepte verfolgt, eines basierend auf der
Verwendung von silberbeschichteten Hohlfasern, das andere auf goldbeschichteten
Mikrokanalen in Glaswafern. Die Arbeiten sind soweit fortgeschritten, dass beide Konzepte in
den kommenden Wochen realisiert werden kdnnen, wobei es bei letzterem Konzept
zunachst einmal um den Nachweis der prinzipiellen Eignung geht. Ausstehende Arbeiten
sind danach quantitative Messungen, Kalibrierung und Charakterisierung des Faser-Gas-
Sensors.
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Teilprojekt 2.3: Fabry-Perot-Biosensor
(Koordination: HS Furtwangen; Projektpartner: HS Aalen, ILM Ulm)

Gesamtziel: Entwicklung und Validierung eines miniaturisierten photonischen
Biosensors

Im Projekt ,Fabry-Perot-Biosensor® geht es um die Entwicklung und Validierung eines
miniaturisierten photonischen Biosensors, bei dem quasi-dielektrische Schichten aus
pordsem Silizium gebildet werden, die neben der optischen Funktion (Interferenz) auch die
Immobilisierung von in Fluiden geldsten bioaktiven Substanzen in Desorptionsschichten
bereitstellen.

Projektziel 1: Design des Biosensors

Modellierung und Simulation

Mit Hilfe des Simulationsprogramms Macleod wurden die spektralen Eigenschaften der
untersuchten optischen Schichten analysiert und optimiert, die erforderlichen Schichtfolgen
bestimmt und die kritischen Parameter und deren Einfluss auf das Reflektionsspektrum der
verschiedenen Multilayer-Strukturen untersucht. Mit den durchgefuhrten Arbeiten wurden die
sich aus der jeweiligen Sensoranwendung resultierenden Anforderungen fur die Multilayer-
Strukturen festgelegt. Als Beispiel sind in Abb. 2.3.1 die Einflisse der Schichtdicken- und
Brechungsindexanderungen der nieder- und hochreflektiven Schichten bzw. die Zahl der
Schichten auf das Reflektionsspektrum dargestellt. Die spektrale Breite des optischen
Spaltes hangt nur schwach von der Anzahl der verwendeten Schichten (Bild 2.3.1,links),
aber stark vom Brechungsindexunterschied der einzelnen Schichten (ny, n ) ab (Bild
2.3.1,rechts).
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Abb. 2.3.1. Anderung des Reflektionsspektrums von Multischichten (DBRs) in Abhangigkeit von der Schichtzahl
von 10 bis 20 (links) und dem Brechungsindexgradienten von 1.18 bis 1.73 (rechts).

Sensorgesamtkonzept

Neben der photonischen Grundstruktur (z.B. Fabry-Perot-Interferometer) sind weitere
Komponenten erforderlich, die zu einem Gesamtsystem integriert werden missen und dann
das Biosensorsystem bilden. Von den unterschiedlichen Méglichkeiten des Sensorsystems
wurde ein kostenglinstiges miniaturisiertes Spektrometer (,Minispektrometer) ausgewahit
und realisiert. In diesem System wird die spektrale Verteilung durch 3 LEDs erzeugt, das

Sensorsignal mit Hilfe des optischen Filters extrahiert und die gemessenen Daten werden
auf LCD Display dargestellt.

Projektziele 2,3,4: Technologieentwicklung, Charakterisierung und Chiprealisierung
DBR

Parallel zur Modellierung und Sensorsystementwicklung wurden unterschiedliche
Multischichtstrukturen realisiert. Da der Brechungsindex einer porésen Schicht nach dem
Effektiv-Medium-Modell durch seine Porositat bestimmt ist, ist eine gezielte Steuerung der
Porositat von Multilayerschichten entscheidend zur Realisierung des optischen Biosensors.
Die Bildungsrate und Porositat der einzelnen Schichten werden durch die
Prozessbedingungen (Stromdichte, Konzentration der Atzlésung), Materialauswahl und
Substratdotierung sehr stark beeinflusst. Abb. 2.3.2 links zeigt die Bildungsrate von p
Silizium in 30-prozentiger HF/Ethanol Lésung fur dunne, im Sekunden-Bereich hergestellte
und dicke, im Minuten-Bereich hergestellte Schichten. Dunne Schichten zeigen eine
niedrigere Bildungsrate im Gegensatz zu den dicken Schichten, weil der elektrochemische
Atzprozess einige Zeit braucht, bis sich die Potenzialverhéltnisse wahrend des Atzprozesses
stabilisieren. Abb. 2.3.2 rechts zeigt die Porositat der hergestellten Schicht fir p” und p*
Silizium. Die Anodisierung im p~ Substrat liefert deutlich héhere Porositat mit kleinerer
Abhangigkeit von der Stromdichte wahrend porése Schichten im p*-Substrat eine kleinere
Porositat aber groRere Stromdichteabhangigkeit besitzen.
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Abb. 2.3.2. Die Funktion der Porositat (links) und des Brechungsindexes (rechts) in der Abhangigkeit von der
Stromdichte fiir pordse Schichten in p und p* Substrat.



Typischerweise wurden DBR Multischichten mit Schichtzahlen von 20-32 realisiert. Abb.
2.3.3 zeigt als Beispiel den Vergleich des gemessenen und simulierten Reflektionsspektrums
einer Multischichtstruktur, der auf die Werte d,=136nm, d,=127nm, n =1,38, n,=1,48 bei
einer Schichtzahl von 20 als optimale Anpassung der Simulation an die Messung fiihrt. Die
Abweichung in der Intensitat im kurzwelligen Bereich ist auf die relativ groRRe
Gesamtschichtdicke (Simulation berticksichtigt ~ Absorption nicht) und die
Oberflachenrauhigkeit der pordsen Schicht zurtickzufiihren.
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Abb. 2.3.3. Gemessenes und simuliertes Abb. 2.3.4. Vergleich des Reflektionsgrades fiir
Reflektionsspektrum von pordsen Multischichten native und oxidierte porése Multischichten

mit d4=127nm, d.=136nm, n.=1,38, ny=1,48 und

Schichtzahl=20

Fir eine effektive Anwendung von porésem Silizium als Biosensor ist es erforderlich, dass
eine gute Benetzung der inneren Oberfliche stattfindet. Durch zusatzliche
Oberflachenbehandlungen, wie z.B. thermische Oxidation, werden die physikalischen
Eigenschaften der porésen Schicht veradndert. Damit kénnen in den pordsen
Siliziumschichten hydrophile Oberflacheneigenschaften erreicht werden, ohne die im nm-
Bereich liegenden Poren zu schlieBen. Die thermische Oxidation verursacht eine
Materialumwandlung vom Silizium in eine Oxidschicht und gleichzeitig eine Reduktion der
Porengrofe. Die durchschnittliche PorengréRe z.B. bei 30mA/cm? Stromdichte wird um
0.5nm verkleinert. Dieser Effekt fuhrt auch zu einer 35%-ige Reduzierung der Porositat und
damit zur Anderung der effektiven Brechungsindizes der Schichten. Die oxidierten
Multischichten zeigen veranderte spektrale Eigenschaften. Die thermische Oxidation
verursacht eine Blauverschiebung und eine geringfliigige Reduzierung des Reflektionsgrades
im Spektrum. Abb. 2.3.4 zeigt einen direkten Vergleich des Reflektionsgrades flir native und
oxidierte Multischichtstruktur (DBR). Durch thermische Oxidation wird weiterhin die grofl3e
innere Oberflache der pordsen Schicht stabilisiert und die Langzeitstabilitdt des Sensors
verbessert. Um eine gute Reproduzierbarkeit und Homogenitat zu erreichen wurden an der
HFU unterschiedlichen Teststrukturen hergestellt. Diese Teststrukturen werden zurzeit an
der Hochschule Aalen charakterisiert. Die ersten Messergebnisse stehen Anfang 2010 zur
Verfligung.

Projektziel 5: Gesamtintegration

Ein kostenglnstiges optisches Sensorsystem (Minispektrometer) wurde entwickelt,
hergestellt und getestet. Abb. 2.3.5 zeigt den schematischen (links) und realisierten (rechts)
Aufbau des Minispektrometers.
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Abb. 2.3.5. Schematischer (links) und realisierter Aufbau ohne (Mitte) und mit Gehduse (rechts) des
Minispektrometers.



Projektziel 6: Validierung des Biosensors an Referenzsubstrat

Die hergestellten Strukturen wurden sowohl mit organischem L&semittel als auch mit
wassrigen Ldsungen getestet. Als organische Losemittel wurde Methanol, Ethanol und
Toluol mit einem Brechungsindex jeweils von 1.329, 1.36 und 1.496 verwendet. In dem
untersuchten Brechungsindexbereich wurde eine Wellenlangenverschiebung durch Befillung
der porésen Schichten mit den jeweiligen Testlosungen von 100-137nm fur native pordse
Schichten und 44-83nm flr oxidierte porose Schichten gemessen (Abb. 2.3.6). In ahnlicher
Weise wurden die hergestellten Multischichten mit wassrigen Ldsungen, wie z.B.
Zuckerlosung getestet. Der Brechungsindexbereich fur Zuckerldsungen wurde von 1,334 bis
1,42 variiert und eine entsprechende Wellenlangenverschiebung von 35nm bis 55nm
gemessen, wie in Abb. 2.3.7 gezeigt ist. Die oxidierten Schichten zeigen ausreichende
mechanische Stabilitat selbst nach gemischten (organische/wassrige) Belastungen.
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Abb. 2.3.6. Wellenlangenverschiebung der nativen
und oxidierten porésen Multischichten (DBRs) fir
unterschiedliche organische Losungen.

Abb. 2.3.7. Wellenlangenverschiebung der
oxidierten porésen Multischicht (DBR) fiir wassrige
Lésung als Funktion der Zuckerkonzentration.

Zusammenfassung und Ausblick:

Im Projektjahr 2009 wurden die unterschiedlichen optischen Schichtstrukturen mit dem
Simulationsprogramm Macleod analysiert und der Einfluss der Herstellungsparameter auf die
spektrale Anderung untersucht. Die optischen und sensorischen Eigenschaften der

realisierten Multischichten (DBRs) kénnen durch die Anodisierungbedingungen und
Substratdotierung beeinflusst  und gezielt  eingestellt  werden. Zusatzliche
Oberflachenbehandlungen, wie z.B. thermische Oxidation, verursachen einerseits

Materialumwandlung und Reduktion der Porositat, anderseits wird die Oberflache stabilisiert
und die Benetzung der inneren Oberflache speziell fir wassrige Losungen verbessert. Die
gemessenen und simulierten Ergebnisse des Reflektionsspektrums zeigen eine gute
Korrelation. Die untersuchten optischen Multischichten zeigten eine sehr gut auswertbare
Wellenlangenverschiebung sowohl flir organische als auch fir wassrige Lésungen. Ein
kostengunstiges optisches Messsystem wurde entwickelt hergestellt und getestet. Damit
steht grundsatzlich ein photonisches Biosensorsystem zur Verfliigung, das nun im weiteren
Projektverlauf getestet und weiterentwickelt werden kann. Die Validierung des Biosensors an
biologischen Substraten und die hochauflésende Charakterisierung des DBR Biosensors
werden im Projektjahr 2010 durchgefiihrt. Die Arbeiten befinden sich im Zeitplan.



Teilprojekt 2.4: 4D — Fertigungsmesstechnik
(Koordination: HS Aalen; Projektpartner: HS Furtwangen, HS Konstanz)

Gesamtziel: Entwicklung und Validierung eines miniaturisierten photonischen
Biosensors

Bei der Herstellung von asphéarischen Linsen und Freiformflachen aus Glas spielt die
Messung der geschliffenen Oberflache in Bezug auf die erreichbare Oberflachenqualitat und
die Fertigungskosten eine sehr wichtige Rolle. Aus diesem Grund ist es notwendig, ein
Messgerat zu haben, mit dem beispielsweise Oberflachentopographie und Tiefenschadigung
(SSD - subsurface damages) wahrend und nach dem Schleifprozess Uberprift werden
kénnen. Die Ublicherweise verwendeten taktilen Messgerate haben zwar eine ausreichende
Genauigkeit fur die Vermessung der globalen Form, sind jedoch eingeschrankt in ihrer
lateralen Auflosung, welche fir das Erkennen von Tiefenschadigungen (SSD) erforderlich ist.
Insbesondere die zerstérungsfreie Messung von SSD ist eine grof3e Herausforderung bei der
Vermessung von geschliffenen Oberflachen. Um SSD zu detektieren wurde eine
dreidimensionale optische Methode, basierend auf der Kurzkoharenzinterferometrie, an der
HS Aalen aufgebaut und getestet.

Im zweiten Jahr des Projektes wurden folgende Themenschwerpunkte bearbeitet:
- die Anwendbarkeit der Methode in der Prozessoptimierung und
- Verbesserung der Einstellparameter des OCT-Prototyps.

Messungen, Ergebnisse und Diskussionen

Um die Anwendbarkeit der OCT-Methode in der Prozessoptimierung von geschliffenen
Oberflachen zu Uberprifen und nachzuweisen, wurden unterschiedliche Proben
verschiedener Hersteller getestet. Die erste Probe bestand aus Saphirplanflachen (20
Proben, wafer) mit gleichen Dimensionen, die mit unterschiedlichen Bearbeitungsparametern
produziert wurden Dabei zeigen z.B. die konventionellen Prifmethoden gleiche
Oberflachenrauhigkeiten (rms =3,5 um) fir 2 Flachen, die in Abb. 2.4.1 (a) und (b)
dargestellten OCT-Messungen dagegen unterschiedliche rms und Peak to Valley (PV)
Werte, die von existierenden Tiefenschadigungen stammen. Dies ist in Diagramm 2.4.1 (c)
an den unterschiedlich hohen PV Werten fir die beiden Proben deutlich zu erkennen
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In einem weiteren Schritt wurden Vergleichsmessungen mit der in der Industrie zur
Bestimmung von SSD verwendeten Keilmethode durchgefiihrt (Abb. 2.4.2). Daflir standen 8
Keile aus verschiedenen Glassorten zur Verfugung.

X1

X =Lange des Keils
X1 =Strecke bis zum Rand der SSD
Y =Tiefe des Keils
88D = Tiefenschadigung
o = Keilwinkel

Abbildung 2.4.2. Prinzip der Keilmethode: Auf die geschliffene Planflache wird ein Keil mit einem definierten
Winkel aufpoliert. AnschlieRend wird die Linse mit einem Mikroskop vermessen um den Bereich, in dem in x-
Richtung noch Tiefenschadigungen zu sehen sind, zu bestimmen. Die Tiefe der Risse kénnen durch den
trigonometrischen Zusammenhang zwischen Keilwinkel und der Lange des Keils berechnet werden.
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Abbildung 2.4.3. OCT-Ergebnisse des Keilmethode: Die Probe, die einen Durchmesser von 60 mm besitzt, wurde
mit einer lateralen Auflésung von 1um Uber die drei verschieden bearbeiteten Bereiche (geschliffen, teilweise
poliert, vollstdndig poliert) abgetastet. Die Messung mit dem OCT Verfahren zeigt, Ubereinstimmend mit der
Keilmethode, dass im Bereich des geschliffenen und teilweise polierten Oberflache Tiefenschadigungen
vorhanden sind, wahrend diese im vollstandig polierten Bereich nicht mehr existieren.

Ein Vergleich der Ergebnisse beider Messmethoden (Abb.2.4.3 und 2.4.4) zeigt fur alle
Glassorten eine gute Ubereinstimmung der Messergebnisse. Die OCT-Methode liefert damit
die gleichen Werte wie der bisherige Industriestandard Keilmethode, aber mit einem in der
Summe um einen Faktor 1000 geringerem Zeitaufwand.
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Abbildung 2.4.4: Vergleich der Ergebnisse: OCT und Keilmethode (wedge) flr unterschiedliche Glassorten.

Weiter wurde im zweiten Projektjahr ein mechanisches und mathematisches Konzept fiir
einen neuen OCT Prototypen (FD-OCT) entwickelt und aufgebaut. Die Messprozessdauer
soll sich damit im Vergleich zum ursprunglichen Prototypen (TD-OCT) auf 1% verringern.
Aufgrund des umgebauten optischen Messkopfes wird der Justagevorgang vereinfacht.
Ergebnisse hierzu sind im 3. Projektjahr zu erwarten. Nachste Schritte sind weitere
Vergleichsmessungen mit Proben aus der Industrie und die Inbetriebnahme des neuen OCT
Prototypen (FD-OCT).
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Master Thesis, Technische Universitat Kaiserslautern (2009).



R. Spannagel, ,Integration und Test der Aktorik fir ein Laserinterferometer zur
hochauflésenden optischen Profilometrie®, Bachelor Thesis, Hochschule Konstanz(2009).

M. Schwierz, ,Modularer Aufbau und Charakterisierung des hochauflésenden und optischen
Sub-Nanometer-Profilometer (kurz: NANO-PRO) genannten Messsystems mit linearer
Aktorik®, Diplomarbeit, Hochschule HTWG Konstanz (2009).

S. Ressel, “Integration Technologies for Optical Components and Design of a High Precision
Interferometer”, Bachelor Thesis, Hochschule Konstanz (2009).

Sonstiges

H. Schneckenburger et al.: Organisation des 1. Aalener Photoniktages am 23.04.2009 mit
Vortragen aller Arbeitsgruppen sowie geladenen Gasten.

4. Abschlussbemerkungen

Die Arbeiten im ZAFH-PHOTON" erfolgten in Ubereinstimmung mit dem Projektantrag und
im vorgegebenen zeitlichen Rahmen. Kleinere Verzdgerungen, die im 1. Projektjahr durch
die verspatete Einstellung von Personal entstanden sind, konnten im 2. Jahr wieder
aufgefangen werden.

Das Erarbeiten der einzelnen Teilprojekte in unterschiedlich zusammen gesetzten
Kleingruppen mit internen und externen (universitaren sowie industriellen) Partner hat sich
bisher ebenso bewahrt wie die Nutzung der an den einzelnen Partnerhochschulen
etablierten unterschiedlichen Infrastruktur.

Neben den im Rahmen der Teilprojekte vorgesehenen Besprechungen soll der 2. Aalener
Photoniktag am 15.04.2010 dazu genutzt werden, um die einzelnen Vorhaben bis zu deren
Abschluss sinnvoll zu planen, weitere Partner einzubeziehen und Anwendungsmaglichkeiten
bzw. Anschlussprojekte konkret vorzusehen.

Aalen, den 20.01.2010

Prof. Dr. H. Schneckenburger
Sprecher des ZAFH - PHOTON"



