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I. Ubersicht iber Gesamtverbund

Im ZAFH-PHOTON" werden seit dem 01.01.2008 7 Projekte im Rahmen von 2 Forschungs-
Schwerpunkten bearbeitet. Hierbei sind 6 Hochschulen fiir Angewandte Wissenschaften und
2 universitare Institute zusammengeschlossen, die von externen Partnern, insbesondere aus
der Industrie, kompetent beraten werden. Die erzielten Ergebnisse wurden bisher auf 5
Photoniktagen an der Hochschule Aalen der Offentlichkeit (jeweils ca. 70-100 Teilnehmer)
vorgestellt. Neben diesen Forschungstagen wurden zahlreiche Treffen der einzelnen Partner
fur eine effektive Zusammenarbeit genutzt. Die erzielten Ergebnisse wurden am 25.06.2010
einem Gutachtergremium prasentiert, das die erzielten Leistungen als sehr gut und innovativ
wurdigte und eine Weiterforderung Uber den 31.12.2010 hinaus um mindestens 2 weitere
Jahre einstimmig empfahl. Um einen qualifizierten Abschluss aller Arbeiten zu gewahrleisten,
hat des Ministeriums fur Wissenschaft, Forschung und Kunst Baden-Wirttemberg (MWK)
zwischenzeitlich das ZAFH-PHOTON" bis zum 30.06.2014 kostenneutral verlangert.

Erste Teilvorhaben wurden bereits im Jahr 2012 abgeschlossen, einige weitere befanden
sich 2013 in der Abschluss-, Anwendungs- oder Uberpriifungsphase. Die hierbei erzielten
Ergebnisse sind im Folgenden ebenso wie die Leistungen in Form von Veroffentlichungen,
Vortragen, Patenten, Promotionen und weiteren Abschlussarbeiten dargestellt..

Die Aktivitaten des Zentrums sind auf der Homepage www.zafh.de bzw. www.zafh-photon.de
sowie https://www.htw-aalen.de/forschungundtransfer/content.php?id=4485 dokumentiert.
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II. Bericht zu den Teilprojekten
Schwerpunkt 1: Multidimensionale Mikroskopie

Teilprojekt 1.1: Tiefenaufldsendes Imaging
(Koordination: HS Aalen; Projektpartner. HS Mannheim, HS Furtwangen, ILM Ulm)

Gesamtziel:

Ziel des Vorhabens ist, tiefenauflésende Methoden fiir Mikroskopie und Screening
dreidimensionaler Zellkulturen zu entwickeln, die in ihrer Histologie, Physiologie und
Metabolismus dem Gewebe wesentlich ahnlicher sind als herkdmmliche 2D-Kulturen. Das
Vorhaben umfasst einerseits die Etablierung und Validierung zellularer Testsysteme,
andererseits die Etablierung und Nutzung von Methoden der 3D-Mikroskopie mit minimaler
Lichtdosis, um Zellen auch Uber grofiere Messzeiten hinweg vital zu halten.

Projektziele:

1. Etablierung und Charakterisierung dreidimensionaler Zellsysteme fir die
Generierung von Zellmodellen fur Krebsforschung und Wirkstoffscreening

a) Verfahren zur Generierung und Analyse von 3D Spharoiden aus Zelllinien mit neuen
potentiellen Tumortargets

Neben den bisher entwickelten Verfahren fir dreidimensionale Zellsysteme aus Glioblastom-
und Brustkrebszellen haben wir 3D-Zellsysteme mit rekombinanter Expression von Genen
aus der TRPV-Familie (Transient Receptor Potential Vanilloid; transient receptor potential
(TRP) ion channels) entwickelt. Im Fokus steht dabei momentan der TRPV1-lonenkanal, der
mittels eines Calcium-abhangigen Mechanismus in der Regulation von Tumorwachstum
involviert ist. Dazu haben wir ein zelluldares Modell mit regulierbarer Expression von TRPV1
etabliert und fir ein 3D-Kultivierungsverfahren angepasst (Abb. 1.1.1).
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Abb. 1.1.1. Kultivierung der CHOI-hTRPV1-10-14- Zelllinie in ULA 96-well round-bottom
Mikrotiterplatten (Ultra-Low Attachment Surface); 72h nach der Aussaat wurde die Expression des
Transgens TRPV1-mcherry fir 48h mit 100ng/ml Doxycyclin induziert. Die Expression wird durch das
mcherry-Fusionsprotein detektierbar.

b) Aufbau eines Detektionsverfahrens der Transgenexpression sowie eines Calcium-
Assays in TRPV1-3D-Sphéroidkulturen in Mikrotiterplatten

Fur die hochparallele Detektion der Transgenexpression sowie funktionellen Analysen der
3D-Zellmodelle in haben Fluoreszenz-basierte Assays aufgebaut und mittels des
Mikroplatten-Reader CLARIOstar (BMG Labtech) analysiert. Dies erlaubt uns die Messung



der induzierten Transgenexpression im 3D-Modell als auch parallel physiologische zellulare
Antworten, beispielsweise Calcium-Detektion nach Aktivierung des TRPV1-lonenkanals
(Abb. 1.1.2).
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Abb. 1.1.2. Analyse der CHOI-hTRPV1-10-14-Spharoide im Mikroplatten-Reader CLARIOstar. Die
Detektion des mcherry-Signals gibt Aufschluss Uber die Induktion des Transgens (Mitte). Die Messung
des TRPV1-vermittelten Calcium-Signals in den Zellen erfolgte hier Gber den Fluoreszenzfarbstoff
Fluo-8. Fir das Messverfahren muss die Software zur Erfassung der zu messenden Region im
Spharoid noch optimiert werden.

Die Optimierung des Messverfahrens im Mikrotiterplatten-Reader erfolgt zurzeit mit der
Firma BMG, LabTech. Neben dem induzierbaren CHOI-hTRPV1-mcherry Zellmodell haben
wir weitere TRPV1-mcherry stabile Zellmodelle in humanen Zelllinien als auch in Brust-
Tumorzelllinien entwickelt. Die Zellmodelle als auch die entwickelten Analyseverfahren
werden als biologische Testsysteme flir Tumorentwicklung und -progression eingesetzt, um
Pathomechanismen aufzukldren und neue potenzielle Wirkstoffe zu identifizieren.

2. Weiterentwicklung der Lichtscheibenmikroskopie
a) Gesamtaufbau

Bei der Lichtscheibenmikroskopie (Single Plane lllumination Microscopy, SPIM) handelt es
sich um eine besonders lichtschonende Methode der 3D Mikroskopie an lebenden Zellen
und Organismen, bei der die untersuchten Probenbereiche selektiv (von der Seite) mit Licht
bestrahlt werden. Der Aufbau zu der im Jahresbericht 2012 vorgestellten Methode wurde
2013 fertig gestellt (Abb. 1.1.3) und in mehrfachen Anwendungen getestet. Er unterscheidet
sich von bisherigen Messaufbauten bzw. Geraten (z.B. Lightsheet Z.1, Carl Zeiss) u.a.
aufgrund seiner Modularisierung, der Mdglichkeit, kleinste Mengen von Reagenzien Uber ein
Mikrofluidik-System zu applizieren sowie einer Moglichkeit zur Rotation die Proben (z.B. 3D
Zellkulturen, Kleinlebewesen), um diese von verschiedenen Seiten zu beobachten
(europaische Patentanmeldung).
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Abb. 1.1.3. Erstelltes Modul zur Lichtscheibenmikroskopie schematisch (links) sowie im Laboraufbau
(rechts).

b) Probenrotation

In der 3D Mikroskopie (z.B. Lichtscheibenmikroskopie) werden in der Regel einzelne
Probenebenen sukzessive beleuchtet und deren Fluoreszenz als Bilderstapel (z-Stacks)
erfasst. Allerdings kann aufgrund von Streuung und Absorption (verbunden mit
verschiedenen Artefakten) oft nicht die ganze Probe mit der gewilinschten Auflésung
aufgenommen werden. Dieses Problem wird bei einer Aufnahme von verschiedenen Seiten
beseitigt. Allerdings sind bisherige Ansatze zur Probenrotation an ganz spezielle Mikroskope
geknupft, so dass hier im Rahmen des ZAFH ein véllig neuartiger Ansatz verfolgt werden
musste.
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Mikroskop- Abb. 1.1.4. Probenrotation in einer
objektiv Mikro-Kapillare

Bei diesem Ansatz werden die Proben in einer zylindrischen Glaskapillare gehaltert und um
deren Langsachse rotiert (s. Abb. 1.1.4). Nach Einbringen in eine weitere Kapillare von
rechteckigem Querschnitt und Index-Matching Uber eine Immersionsflissigkeit wird die
Geometrie der Bestrahlung aufrecht erhalten und gleichzeitig die Probe definiert gedreht.
Diese Methode ist universell und neben der Lichtscheibenmikroskopie auch flir andere
Mikroskopie-Methoden (z.B. Laser-Scanning-Mikroskopie) einsetzbar. Ein Anwendungs-
beispiel ist in Abb. 1.1.5 fur einen Ruderful3krebs dargestellt. Hier kbnnen unter Nutzung der
Probenrotation Bilderstapel zu einer Vielzahl von achsensymmetrischen Ansichten erstellt
und als 3D-Bild ohne Artefakte rekonstruiert werden.



Abb. 1.1.5. Fluoreszenzaufnahmen (z-Projektionen) eines Ruderfullkrebses mit Lichtscheiben-
Mikroskopie nach Inkubation mit Acridin Orange (10 uM, 30 min) bei acht verschiedenen
Aufnahmewinkeln (z-Stacks jeweils im Abstand Az = 5 ym; 80 Einzelaufnahmen).

3. Applikationen an 3D Zellsystemen:
a) Aufnahme und Wechselwirkung eines Zytostatikums

Die Aufnahme und intrazellulare Wechselwirkung des Zytostatikums Doxorubicin in 2-
dimensionalen Zellkulturen (Monolayern) wurde im Jahresbericht 2012 vorgestellt. Hierbei
diente insbesondere die Fluoreszenz-Lebensdauer (gemessen Uber Fluorescence Lifetime
Imaging, FLIM) als Mal fir eine Wechselwirkung von Doxorubicin mit der zelluldaren DNA.
Die Entwicklung der Lichtscheibenmikroskopie ermdglichte nun die Messung in 3D
Zellspharoiden, wie in Abb, 1.1.6 fir MCF-7 Brustkrebszellen dargestellt. Allerdings erkennt
man neben Doxorubicin (rot, Fluoreszenz-Lebensdauer ca. 1,8 ns) auch ein Degradations-
produkt (gelb, Fluoreszenz-Lebensdauer 3.5-4 ns). Dieses Degradationsprodukt, dessen
Beitrag zur therapeutischen Wirkung bisher noch unbekannt ist, ist allerdings in anderen
Zellkulturen (z.B. Zervix-Karzinomzellen, Abb. 1.1.7) deutlich weniger ausgepragt.

Transillumination Fluorescence (light sheet) Fluorescence lifetime

Abb. 1.1.6. Spharoid von MCF-7 Brustkrebszellen nach Incubation mit Doxorubicin (8 uM, 24h); (a)
Durchlichtmikroskopie; (b) Lichtscheibenmikroskopie mit Fluoreszenzdetektion; (c) Fluoreszenz-
Lebensdauerbild (blau: t < 2 ns; griin: © = 3-4 ns).
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Abb. 1.1.7. HelLa Zervixkarzinomzellen nach Inkubation mit Doxorubicin (2 uM, 4h,
Anregungswellenlange: 470 nm). Man erkennt fast ausschlieRlich die Rotfluoreszenz von Doxorubicin.

b) 3D Apoptosesensor (Spectral Imaging, FLIM)

Bereits in friiheren Arbeiten wurde ein Sensor flr programmierten Zelltod (Apoptose)
entwickelt, bei dem ein blau (cyan) fluoreszierendes Protein (CFP) in der Zellmembran
(Zytoplasmamembran) verankert ist und nach optischer Anregung einen Teil seiner Energie
auf ein gelb fluoreszierendes Protein (YFP) Ubertragt. Bei Apoptose wird allerdings der
Linker zwischen CFP und YFP durch das Enzym Caspase-3 unterbrochen. Damit entfallt die
Gelbfluoreszenz im Bereich der Plasmamembran, und die Fluoreszenz-Abklingzeit von CFP
verlangert sich. Dieser fiir 2-dimensionale Zell-Monolayer dokumentierte Effekt (B. Angres et
al., Cytometry 75A, 420-427, 2009) konnte nun in 3-dimensionalen Zellspharoiden mit Hilfe
der Lichtscheibemikroskopie verifiziert werden, wie in Abb. 1.1.8 dargestellt. Hier erkennt
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Abb. 1.1.8. 3D Sphéaroide von HelLa 2E8 Zervixkarzinomzellen mit Apoptosesensor im Durchlicht
(links) und bei Aufnahme einer 10 um dicken Zellschicht mit Lichtscheibenmikroskopie (Mitte, rechts).
Man erkennt im mittleren Bild die YFP-Fluoreszenz, die sich nach Auslésung der Apoptose von der
Plasmamembran auf das Zellinnere verlagert, wahrend man im rechten Bild eine Verlangerung der
Fluoreszenz-Abklinzeit von CFP (dargestellt durch einen Farbcode) beobachtet.



man in den mit dem Apoptose-Sensor transfizierten HelLa-Zellen (HeLa 2ES8), dass die
gelbgrine Fluoreszenz von YFP vor Auslosung der Apoptose selektiv in der
Zytoplasmamembran lokalisiert ist und sich nach Auslésung der Apoptose (durch 2 uM
Staurosporin bei 4-stlindiger Inkubation) diffus Gber die Zellen verteilt. Gleichzeitig steigt die
Fluoreszenzlebensdauer von CFP von einem Medianwert von 2,4 ns auf einen Medianwert
von 3,3 ns (dargestellt durch einen Farbcode) an.

¢) Unterstitzende Arbeiten zum Ratio Imaging

In einem parallel laufenden Projekt des Landes Baden-Wirttemberg wurde ein Messaufbau
zum Redox Imaging mit Nanosekunden-Messfenstern und faseroptischer Bilddetektion
erstellt. Da dieses Vorhaben allerdings nur in sehr eingeschranktem Umfang geférdert
wurde, wurden die entsprechenden Untersuchungen im Rahmen des ZAFH-PHOTON"
abgeschlossen. Dies bezieht sich insbesondere auf den Nachweis von Anderungen des
Redox-Zustands in Zellspharoiden nach Zugabe oxidierender Agenzien sowie nach
Auslésung der Apoptose.

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

Im Laufe des Jahres 2013 wurden die meisten Aktivitdten zur Optimierung des
holographisches Aufbaus (siehe Abbildung 1.2.1) orientiert und auch die erforderlichen
Software verbessert. Als Hauptlichtquelle wurde eine Fiber-Pigtailed Laserdiode vom Typ
»Thorlabs LP637-SF70“ weiter verwendet. Diese Laserdiode hat eine optische Leistung von
70mW bei 204mA und eine Wellenlange von 637nm bei 25°C. Als raumlichen
Lichtmodulator (EASLM) wurde ein Epson L3P06S-41G10 TN-LCD mit 800x600 Pixel
(15,5um pixel pitch) verwendet. Einige der optischen Eigenschaften des EASLM waren
bereits bekannt.

Um die optimale Konfiguration (z.B. die Abstande zwischen optischen Komponenten,
Laserstrahldivergenz, usw.) zu bestimmen, wurden verschiedene Variationen des
Grundaufbaus der holographischen Pinzette verwendet. Einige optische Komponenten (z.B.
Strahlteiler, Strahlplatten, Feldlinsen, usw.) wurden auch getestet, um die optische
Lichtleistung zu erhéhen. Die optische Leistung im Fokus des Zwischenbildes betrug ca.
4.0mW bei einem Strahlradius von ca. 30um. AuRBerdem wurde ein Scanvorgang
durchgefuhrt, um die optimalen Zernike-Koeffizienten zu finden. Dies hat dazu beigetragen,
die Wellenfront zu korrigieren und die Haltekraft der Pinzette zu verbessern.

Zur Optimierung der optischen Fallen wurden verschiedene Parameter des TN- LCDs, wie
Phasenverschiebung, Polarisationseffekte, Nichtlinearitdten, Wellenfrontverzerrungen usw.
analysiert, um diese spater in der Hologrammberechnung zu beriicksichtigen. Abbildung
1.2.2 zeigt die Phasenverschiebung des TN- LCD in Abhangigkeit des Grauwerts mit
unterschiedlicher Eingangspolarisation (Die Polarisation des Strahls wurde mit der
Polarisator-Controller modifiziert).

Der holographische Aufbau, mit dem kostenglinstigen TN- LCD erstellt, erlaubt das
Einfangen und Bewegen von kleinen Partikeln. Es wurden verschiedene (Synonym:
unterschiedliche, diverse) Experimente durchgefihrt, in denen Polystyrolperlen (Teilchen von
ca. 1,5 bis 3,0 ym Durchmesser) und Milchsaurebakterien verwendet wurden. Abbildung
1.2.3 zeigt ein Lactobacillus, der einem vorgegebenen Pfad folgt. Der Benutzer kann die
gewlnschte Bahn in Echtzeit anpassen. Abbildung 1.2.4 zeigt ein Polystyrol-Teilchen auf
einer vorgegebenen Kreisbahn.
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Abbildung 1.2.1 Schematischer Aufbau (links) und Laboraufbau (rechts)
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Abbildung 1.2.3. Bildersequenz: Lactobacillus folgt einer benutzerdefinierten Bahn.

Abbildung 1.2.4. Bildersequenz: Partikel auf Kreisbahn
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Die Software zur Analyse der Bilddaten, Bewegung der Teilchen, Berechnung der
Korrekturen und der Hologramme wurde in C++ und GNU Octave implementiert. Auf der
Webseite der Hochschule Offenburg ist es mdglich, weitere Informationen und Videos Uber
das holographische Experiment anzusehen:

http://ei.hs-offenburg.de/forschung-

projekte/forschungsprojekte/holographische optische pinzette/

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

Dieses Teilprojekt wurde bereits 2012 abgeschlossen. Daraus resultierende Publikationen
sind am Ende dieses Berichts aufgeflihrt.
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Teilprojekt 2.1: Miniatur-Lasersensor
(Koordination: HS Konstanz, Aalen; Projektpartner: HS Furtwangen, HS Aalen)

Die Haupt-Aktivitat der HTWG Konstanz im Jahr 2013 konzentrierte sich auf den Punkt
Aufbau eines auf molekularem Jod in der Frequenz stabilisierten Lasersystems,

welcher im Rahmen einer Bachelorarbeit (zugehdrig zu einem Promotionsthema) bearbeitet
wurde.

Fir den Betrieb des hoch-prazisen Dilatometers wird eine frequenzstabilisierte Laserquelle
benétigt, da Anderungen in der Frequenz des Lasers direkt in die Messung eingehen. Zu
diesem Zweck wurde ein Lasersystem entwickelt, welches mittels Modulations-Transfer-
Spektroskopie die Laserfrequenz aktiv auf einen Hyperfeinibergang in molekularem Jod
stabilisiert. Dieses Lasersystem liefert insbesondere die fir die Dilatometrie notwendige
Langzeitstabilitat bei Zeitskalen von mehreren Stunden/Tagen.

Eine Schemazeichnung des Aufbaus ist in Abbildung 2.1.1 gezeigt, ein Foto des realisierten
Aufbaus in Abbildung 2.1.2. Innerhalb der Laufzeit des ZAFH-Projektes wurde der gezeigte
Stand erreicht und der optische Aufbau umgesetzt. Die Elektronik fir die Detektoren und die
Jodzellen-Kihlung wurde realisiert und getestet. Die Charakterisierung des Gesamtsystems
wird momentan vorgenommen. Eine Frequenzstabilitat im Bereich < 10 fiir Zeiten von 10s
bis mehren Stunden ist dabei angestrebt.

Der verwendete Laser (Innolight, Modell Prometheus) wurde hinsichtlich seiner
Ausgangsleistung (in Abhangigkeit vom Pumpstrom) und hinsichtlich seiner Wellenlange (in
Abhangigkeit der Laserkristall-Temperatur) charakterisiert (vgl. Abbildung 2.1.3). Der Laser
besitzt zwei optische Ausgangsports bei Wellenlangen von 1064nm  und
(frequenzverdoppelt) 532nm. Der 532nm-Ausgang wird fur die Frequenzstabilisierung
benutzt, da Jod in diesem Wellenlangenbereich starke Absorptionen aufweist. Der 1064nm-
Ausgang wird fir das Dilatometrie-Experiment benutzt (und ist durch die aktive
Frequenzstabilisierung bei 532nm ebenfalls in der Frequenz stabilisiert).
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Abbildung 1: Schema des optischen Aufbaus fiir die Frequenzstabilisierrung mit Modulations-Transfer-
Spektroskopie. Der Pumpstrahl wird durch den EOM mit fmod = 700kHz phasenmoduliert. Der
Probestrahl wird durch den AOM um 80MHz verschoben. PBS: Polarisationsstrahlteilerwiirfel.
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Abbildung 2.1.2. Foto des optischen Aufbaus der Modulation-Transfer-Spekiroskopie. Am unteren
Bildrand ist der Kuhltopf, die Jodzelle und der Noise Canceller Detektor zu sehen. Links davon, etwas
nach oben versetzt, sind acousto-optischer Modulator (AOM) und elektro-optischer Modulator (EOM).
Rechts oben befindet sich der Nd:YAG Laser von InnoLight.
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Abbildung 2.1.3. Charakterisierung des verwendeten Lasers. Links: Ausgangsleistung (1064nm und
532nm) in Abhangigkeit vom Laserdiodenstrom; Rechts: Wellenldnge in Abhangigkeit von der
Laserkristall-Temperatur (angegeben fir drei verschiedene Laserdiodenstréme).

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

Arbeitsschwerpunkte im Berichtszeitraum 2013 waren die Herstellung der in Glaswafern
hergestellten Mikrokanal-Wellenleiter und die Charakterisierung der kapillarfaserbasierten
Gas-Sensoren.

1. Herstellung der Mikrokanal-Wellenleiter

Eine weitere, wesentliche Miniaturisierung des Sensors ist mit Hilfe der Mikrosystemtechnik
moglich. Der Mikrokanal-Wellenleiter besteht aus einem in einen Glaswafer strukturierten
Mikrokanal, der mit einer reflektierenden Metallschicht beschichtet wird. Abgedeckt wird der
strukturierte Wafer mit einem ebenfalls metallbeschichteten flachen Glaswafer.
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Abb. 2.2.2: Mikrokanale im Glaswafer
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Nach Ermittlung der Atzrate in HF
lassen sich Kanadle mit der
gewunschten Tiefe mit hoher
Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit herstellen (Abb.
2.2.1). Dabei wurde die Tiefe der
Strukturen auf eine Tiefe von
130um  eingestellt, was die
Einkopplung der Laserstrahlung mit
einem in den Kanal eingelegten
Lichtwellenleiter ermoglicht. Es
zeigten sich jedoch zwei Effekte,
die  weitere Untersuchungen
notwendig machten: 1) In
den Kanalen waren Defekte von
der Grole weniger Mikrometer und
Hohe <1um zu sehen (Abb. 2.2.2);
2) An der Kanaloberkante ist eine
Welligkeit der  Atzkante zu
beobachten.
Eine Analyse der gefertigten
Glaswafer und des Prozesses
fuhrte zu folgendem Ergebnis:
Beim HF-Atzschritt wird das
Polysilizium unteratzt. Spannungen
im Polysilizium fuhren zusammen
mit der dinnen (0.5um)
Uberstehenden Polysiliziumschicht
dazu, dass das Polysilizium an
einzelnen Stellen abbricht. Dadurch

entstehen neue Atzfronten, die sowohl die Welligkeit der Kanaloberkante als auch
die Strukturen im Kanal erklaren. Das Problem wurde durch folgende
Prozessmodifikation geldst: VergroRerung der Dicke der Polyschicht von 0.5um auf

R }

Abb. 2.2.3. Defektfreie Mikrokanale im Glaswafer

1.5um [1]. Als weitere MaRnahme
wurden far den erneuten
Prozessdurchlauf hochwertige
Fused Silica Wafer beschafft um
sicherzustellen, dass keine Defekte
im bisher verwendeten
Borsilikatglas das Ergebnis
beeintrachtigen  kdénnen. Damit
konnten zum Ende des
Berichtszeitraumes qualitativ
hochwertige Mikrokanale im
Glaswafer hergestellt werden (Abb.
2.2.3). Diese stehen nun zur
Metallisierung bereit. Dieser
Prozessschritt erfolgt Anfang 2014.
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Damit sind die Voraussetzungen erreicht, dass der miniaturisierte Gassensor auf der
Basis von Mikrokanalen im Glaswafer im ersten Halbjahr 2014 erfolgreich
abgeschlossen werden kann.

2. Charakterisierung des kapillarfaserbasierten Gassensors

Die Charakterisierung des in 2012 fertiggestellten kapillarfaserbasierten Gassensors
wurde zusatzlich zur direkten Absorptionsmethode [2] mit der Methode der
Wavelength Modulation Spectroscopy (WMS) mit der 2" Harmonic Detection
durchgefuhrt [3]. Diese Arbeiten wurden am Karlsruher Institut fur Technologie (KIT)
durchgefuhrt.

Averaged - 100 scans - 10 sec. Abbildung  2.24  zeigt das
: : : : : : Spektrum der 2. Harmonischen von
drei CO2-Linien bei 4991cm™. Zur
Analyse wird mit Hilfe von Least
Squares Fitting Verfahren das
gemessene Spektrum an zuvor
aufgezeichnete Kalibrationskurven
angepasst.

2nd Hermanic Detaction

85 gBE8

Abb. 2.2.4. Harmonische Spektrum von 3 CO,-Linien

Mit der Allan Varianz Methode [4] kann die Genauigkeit des Systems bestimmt
werden. Die Allan Varianz 02ajan ist bestimmt durch benachbarte Proben:

Fﬁ]rﬂﬂ{'ﬁ = E;{AL-H.&J —4,60%

F=1
Das Signalrauschen kann durch eine Erhdéhung der Signalmittelung verringert
werden, bis der systematische Drift die Messungenauigkeit dominiert. Im Allan
Diagramm ist dies an einem markanten Minimum zu erkennen (Abb. 2.2.5).
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Drift. Die minimale nachweisbare
Konzentration liegt bei 11.2ppmv,
das Signal-Rausch-Verhaltnis im
Minimum betragt 39dB. Dieses
Ergebnis stimmt mit der ermittelten
Messgenauigkeit durch  direkte
Absorption [2] sehr gut Uberein.
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Zusammenfassung und Ausblick

Im Berichtszeitraum wurden entscheidende Fortschritte in der Fertigung der
Mikrokanalwellenleiter im Glaswafer erzielt, die es moglich machen, im ersten Halbjahr 2014
den miniaturisierten Gassensor zu realisieren. AufRerdem wurde der vorhandene
kapillarwellenleiterbasierte Gassensor mit Hilfe der Wellenlangenmodulationsspektroskopie
charakterisiert. Es zeigt sich gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der direkten
Absorptionsanalyse.
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(Koordination: HS Furtwangen; Projektpartner: HS Aalen, ILM Ulm)

Dieses Teilprojekt wurde bereits 2012 abgeschlossen. Daraus resultierende Publikationen
sind am Ende des Berichts aufgefuhrt.

Teilprojekt 2.4: 4D — Fertigungsmesstechnik

(Koordination: HS Aalen; Projektpartner: HS Furtwangen, HS Konstanz)
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IV. Abschlussbemerkung

Dieser Bericht erfolgt Uber den Zeitraum der kostenneutralen Projektverlangerung des
ZAFH-PHOTON" und beinhaltet die 2013 noch geférderten Teilvorhaben, sowie die
Leistungen in Form von Publikationen, Vortragen etc. aus allen Teilbereichen. Die Arbeiten
erfolgten in Ubereinstimmung mit dem Projektantrag bzw. den im Antrag auf
Projektverlangerung dargelegten Schritten.

Das Erarbeiten der einzelnen Teilprojekte in unterschiedlich zusammengesetzten
Kleingruppen mit internen und externen (universitaren sowie industriellen) Partnern hat sich
ebenso bewahrt wie die Nutzung der an den einzelnen Partnerhochschulen etablierten
Infrastruktur. Mehrere Anschlussprojekte basieren auf den bisher im ZAFH-PHOTON"
gewonnenen Erkenntnissen.
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