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1. Einleitung

Das Interesse an Biosensoren fiir die Charakterisierung von biologischen Sys-
temen wie z.B. die Detektion von Antigen-Antikérper oder DNA-DNA Wechel-
wirkungen ist seit mehreren Jahren ungebrochen und wird aufgrund neuer For-
schungsfelder und erweiterten potentiellen Anwendungsmoglichkeiten weiter stei-
gen. Speziell bei optischen Biosensoren gibt es bereits kommerziell erhiltliche Ge-
rate [1]-[4] fiir unterschiedliche Applikationen. Zudem werden weiterhin neue ge-
ratechnische Losungen fiir aktuelle Anwendungsfelder entwickelt. Generell kann
man bei optischen Sensoren zwischen fluoreszenzbasierten Methoden, die mit farb-
stoffmarkierten Analyten arbeiten, und markierungsfreien Methoden unterschei-
den. Diese markierungsfreien Methoden detektieren in der Regel direkt oder indi-
rekt die Anderung einer physikalischen GriéBe, die durch die Anbindung von Ana-
lyten an die Sensoroberfldche hervorgerufen wird. Am weitesten verbreitet ist die
Oberflachenplasmonenresonanz (Surface Plasmon Resonance) [5]. Diese Metho-
de ist ein qualitativ sehr hochwertiges Werkzeug fiir die biomolekulare Interak-
tionsanalyse (BIA), mit dem eine Vielzahl von Untersuchungen im Bereich von
DNA-DNA, Protein-Protein und Antigen-Antikérper Wechselwirkungen veroffent-
licht werden konnten [6]-[8]. Der schwedische Hersteller BiaCore [1] hat basierend
auf SPR ein Gerat kommerzialisiert, mit dem sogar die markierungsfreie Detek-
tion von kleinen Molekiilen realisiert [9] werden konnte, die Methode selbst bie-
tet also ein weites Einsatzfeld. Jedoch gibt es bis jetzt nur sehr wenige Ansétze
fiir einen parallelisierten Aufbau [10]-[15]. Grund dafiir ist unter anderem das
Problem der Uberlagerung von Plasmonenschwingungen auf der Metalloberfli-
che zwischen benachbarten Meflpunkten. Andere MeBprinzipien wie Gitterkoppler
[17]-[22], ,Resonant Mirror“ [16] oder integriert optische Verfahren wie das Mach-
Zehnder Interferometer [23[]-[25], das Young-Interferometer [26]-[28] oder das Pha-
sendifferenz Interferometer [29]-[31] reagieren ebenfalls sehr sensibel auf kleinste
Anderungen an der Sensoroberfliche (alle Prinzipien reagieren auf Anderungen
des Brechungsindex in der unmittelbaren Umgebung der Sensoroberfliche), stel-
len den Anwender allerdings aufgrund ihrer aufwendigen Bauweise vor gewisse
Probleme bei konkreten Aufgaben. Speziell bei parallelisierten MeBaufgaben wird
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die Anwendbarkeit kritisch. Zudem sind alle bisher genannten Prinzipien gegen
dullere Einfliisse wie z.B. Temperaturschwankungen sehr anfillig.

Die in unserem Arbeitskreis entwickelte Reflektometrische Interferenzspektrosko-
pie (RIfS) [32]-[38] ist weit weniger temperaturabhingig und eine im Vergleich
zu den vorherigen Prinzipien sehr robuste Methode. Verschiedenste Anwendun-
gen sowie parallelisierte und miniaturisierte gerdtetechnische Ausfithrungen be-
statigen dennoch die Effizienz, die qualitativ hervorragenden Ergebnisse und die
Vielseitigkeit dieser Methode, die auf der Detektion der Anderung der optischen
Schichtdicke an der Sensoroberfldache beruht.

In der hier prasentierten Arbeit beschéftige ich mich mit den zwei wesentlichen
optischen Grundprinzipien der oben genannten markierungsfreien Detektionsme-
thoden und deren Optimierung fiir die Biosensorik. Zum einen versuche ich, das
prinzipielle Verhalten von reflektiertem Licht fiir Sensoranwendungen genau dar-
zulegen. Nach einer theoretischen Einfiihrung, einer prizisen Erlauterung des
RIfS-Prinzips und weiteren Uberlegungen wird sich zeigen, daf im Prinzip Reflek-
tivitdten von nur einer Wellenldnge als Sensorsignal zur Detektion von Bindungs-
vorgingen ausreichend sind. Die Qualitat der Messungen sowie die Ubereinstim-
mung mit der etablierten RIfS-Methode werden dies beweisen. Zudem funktio-
niert das Prinzip der 1)\-Reflektometrie unabhéingig vom Glastriager. Durch diese
Universalitat und Einfachheit der hier entwickelten Methode ist eine zukiinftige
Parallelisierung oder Miniaturisierung des Prinzips mit weit weniger technischem
Aufwand verbunden als alle weiter oben erwidhnten. Experimentelle Untersuchun-
gen werden die Richtigkeit des vorgestellten Prinzips beweisen. Es werden weitere
Rechnungen préasentiert, die zeigen werden, dal3 die Signaldynamik des Sensors
neben einer geeigneten optischen Zusammensetzung des Tragers enorm von der
geometrischen Randbedingung des Einfallswinkels des monochromatischen Lichts
auf den Trager abhingt und entsprechend um ein Vielfaches vergroBert werden
kann.

Zum anderen prasentiere ich mit einem rein brechungsindexsensitiven zweiten
Sensor ein integriert optisches Mach-Zehnder Interferometer (MZI). Im Gegensatz
zu anderen in unserer Gruppe schon verwendeten MZI wurden die Strukturen des
Sensors optimal ihrem Einsatzfeld angepalit. Dabei muf3te auch wegen des unter-
schiedlichen Wellenleitermateriels ein modifiziertes Protokoll zur Oberflachenbe-
legung der selektiven Schicht entwickelt werden. Es wird gezeigt, dal3 die opti-
mierte Struktur des MZI eine stark verbesserte Signaldynamik gegeniiber bisher
bei uns verwendeten integriert optischen Bauteilen und der 1\-Reflektometrie auf-

weist. Allerdings mul} dieser Vorteil durch einen erhohten apparativen Aufwand



erkauft werden. Zudem liegt leider noch ein zu grofles Rauschen auf den eigentli-
chen MeBBkurven, das diesen Vorteil bisher praktisch zunichte macht. Eine verbes-
serte MefBltechnik, die hier vorgestellt wird, soll Abhilfe schaffen.
Zusammenfassend gesagt habe ich den stetigen Prozef3 der Optimierung und Ver-
besserung der Sensoroberflichen beziiglich ihrer ,chemischen® Sensitivit, der in
unserer Gruppe sehr erfolgreich vorangetrieben wird, auf die optischen und geo-
metrischen Randbedingungen der hier besprochenen Sensorsysteme ausgedehnt.
Genauso wichtig wie eine moglichst gut préaparierte Sensoroberfliache fiir optima-
le Anbindung des gesuchten Analyten an dieselbe, ist eine moglichst gute opti-
sche Optimierung der Sensorumgebung fiir die Photonen als Mef3sonden, um diese
Anbindung optimal detektieren zu konnen. Nur die Kombination aus beiden Opti-
mierungen verspricht einen Biosensor bei dem die Signale maximal sind. Dafl man
dabei mit manchen Methoden im Prinzip groflere Signale erhalt, andere dafiir uni-
verseller einsetzbar sind, liegt in der Natur der unterschiedlichen Sensorprinzipi-
en und rechtfertigt deren Existenz nebeneinander.
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2. Theoretische Einfuhrung

2.1. Optische Grundiagen

2.1.1. Die Maxwell-Gleichungen

Die gesamte Theorie der elektromagnetischen Strahlung kann von den Maxwell-
schen Gleichungen abgeleitet werden [39], [40]:

V x E(Ft) = —aBg’t) (2.1a)
Y x Hit) — @gjfu ) (2.1b)
V-D(Ft) = p(Ft) (2.1c)
V-B(Ft) = 0 (2.1d)

Hinzu kommen noch, falls sich Licht in Medien ausbreitet, die die Eigenschaften
des Materials beschreibenden Gleichungen:

D(Ft) = & t)E(F 1) (2.2a)
B(Ft) = A(Ft)H(7 1) (2.2b)
ﬂfvt) = 5-(_’725)5(_’715) (2.2¢)

E ist der elektrische Feldvektor, D die dielektrische Verschiebung, B die magneti-
sche FluBdichte, H die magnetische Feldstérke, 7die Stromdichte, & die elektrische
Leitfahigkeit, p die Ladungstragerdichte, ¢ die Dielektrizitatskonstante und i die
magnetische Permeabilitat. é(7,¢), (7, t) und &(7,t) sind im allgemeinen Tensoren
2. Stufe. In vielen Féllen sind sie jedoch zeitunabhingig und die Materialien iso-
trop. Daraus folgt, daf} sich die Tensoren zu skalaren Groflen vereinfachen:

E(rt) = e=¢ -6 (2.3a)

() = p=po- p (2.3b)
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mit ¢, ~ 8,85 1072 £ und py = 47 - 1077 3. Mit den eben gemachten Vereinfa-
chungen und der Beschriankung auf elektrisch neutrale (p = 0) und nichtleitende
Medien (¢ = 0) kann man aus den Maxwell-Gleichungen die Wellendifferential-

gleichungen herleiten:

— 2

- 02F

Y7212 = /Lﬁjég— (2.48)
— 2

- 025

‘72l3 = ﬂG-?§Z— (2.4kﬂ

Zusammen mit (2.1) sind die allgemeinen Losungen dieser Gleichungen gekoppel-
te, raum- und zeitabhéingige periodische Felder der Form:

U(Z,t) = Age'*F=1) (2.5)

Diese allgemeine Welleneigenschaft der elektromagnetischen Strahlung ist die we-
sentliche Grundlage fiir diese Arbeit. A ist die Amplitude, k der Wellenzahlvektor
mit Betrag k£ = 27” und w = 27v die Kreisfrequenz der elektromagnetischen Wel-
le. Die Intensitat ist der zeitliche Mittelwert des Betrages des Poyntingschen
Vektors [39]:

C2€0

T2
Die Lichtgeschwindigkeit ergibt sich ebenfalls aus zu

I :=(S) By x Byl = ?E& (2.6)

1
c=—. (2.7)
NGT
Im Vakuum (e = ¢y, = pg) ist die Lichtgeschwindigkeit
! 2.8)
co = .
‘ v/ €00

Das Verhiltnis der Lichtgeschwindigkeit im Vakuum zu der in Materie nennt man
den absoluten Brechungsindex n [39]:

ni=—=,— (2.9)
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2.1.2. Ausbreitung des Lichts und seine Wechselwirkung mit
Materie

Im folgenden werden die fiir diese Arbeit wesentlichen Phanomene behandelt, die
mit der Ausbreitung des Lichts und seiner Wechselwirkung mit Materie in Verbin-
dung stehen. Dabei sind hier vor allem die Ausbreitungseigenschaften von Licht
in Materie und sein Verhalten an Grenzflichen zweier unterschiedlicher Medien
interessant. Eine hierfiir grundlegende Eigenschaft wird durch das Huygenssche
Prinzip beschrieben [39]:

Jeder Punkt auf einer primdren Wellenfront dient als Ursprung von kugelformi-
gen sekunddren Elementarwellen, so dafl die primdre Wellenfront zu einer spdteren
Zeit die Einhiillende dieser Elementarwellen ist. Ferner schreiten die Wellen mit ei-
ner Geschwindigkeit und Frequenz fort, die gleich denen der Primdrwelle in jedem

Punkt im Raum sind.

Reflexion und Brechung

Abbildung 2.1.: Reflexion und Brechung einer ebenen Welle an der Grenzflache
zwischen zwei Schichten. Die Strahlen zeigen die Ausbreitungs-
richtung der Welle und stehen senkrecht zur Wellenfront.

Aus dem Huygensschen Prinzip 146t sich das Snelliussche Brechungsgesetz
herleiten. An der Grenzflache zwischen zwei Medien gilt [39]:
sinf; G

— (2.10)

sinf, ¢ n;
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Licht, das von einem Medium mit Brechungsindex n; unter dem Winkel 6, zur
Einfallsebene auf ein anderes Medium mit dem Brechungsindex n; trifft, wird zum
Teil unter dem Winkel 0; gebrochen. Der andere Teil des Lichts wird nach dem
Reflexionsgesetz

0; =0, (2.11)

,Einfallswinkel=Ausfallswinkel® reflektiert. Die Indices stehen fiir i=einfallende
(engl.: incident), t=transmittierte und r=reflektierte Anteile der Groflen an der
Grenzflache.

Reflexion des Lichts an einer Grenzfldche

Fir die Gesamtintensitat des Lichts gilt generell
1=R+T+(A). (2.12)

Das auf ein Medium einfallende Licht mit der Intensitéat 1 wird aufgeteilt in einen
reflektierten (R), einen transmittierten (7°) und einen absorbierten Teil (A). Die
Absorption kann fiir dielektrische Medien vernachlassigt werden, wir beschrianken
uns vorerst auf die Reflexion und Transmission von Licht. Die Anteile der reflek-
tierten und transmittierten Strahlung ergeben unter Einbeziehung von Grenzbe-
dingungen an den Phasengrenzen der Medien die Fresnelschen Gleichungen.
Dabei muf} bei der einfallenden Strahlung zwischen senkrecht und parallel zur
Einfallsebene polarisiertem Licht unterschieden werden. Es reicht wegen der Ver-
kniipfung zwischen E und B die Beschriankung auf das E-Feld. Fiir dielektrische
Medien (p; &~ py = o) gilt:

. <E0T) _ 7micos 0; — nycos 6, 2.138)
Eq

| mnicosb; + ncos b,
2n; cos b;

= (2.13b)

| n;cost; + nycos b,

(Em > ny cos 0; — n;cos 0,
Il

- 2.13
n; cos B; + nycos b; ( 2

E M .
b= ( 0t> n; cos 0, (2.13d)

| M cos 0; + nycos 6,

r. und r| kennzeichnen die Amplitudenreflexionskoeffizienten, ¢, und ¢ die Am-
plitudentransmissionskoeffizienten. Der Reflexionsgrad R und die Durchlassigkeit
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z
L x kK
BNk o, 0. B,
1 X
Grenzfliche -
t
uy Bz Et
k,
(a) Ankommende Welle, deren E-Feld senkrecht (b) Ankommende Welle, deren E-Feld in der
zur Einfallsebene steht. Einfallsebene liegt.

Abbildung 2.2.: Geometrische Randbedingungen fiir die Polarisationsrichtungen
des Lichts.

T ergeben sich durch

R = i (2.14a)

Ry = rf (2.14b)
B nycost\

T, = (nicos 91')75L (2.14c)

T = (thzzgt)tﬁ (2.14d)

Es ist anzumerken, daf3 bei den Fresnelschen Formeln bereits die Phasenverschie-

bung ¢ von Licht bei Reflexionen an Grenzflichen enthalten ist. Im Falle n; > n;
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und fiir alle Einfallswinkel 6, > 6. 148t sich diese nach

()
o (-9)

7 o2 P
\/ngsin®6; —n;

(2.15a)
n; cos 0;
2
nig | —5 sin?6; — 1
ny
(2.15b)
ny cos 0;

berechnen. Da bei Einfallswinkeln fiir die | -Komponente bis zum Winkel der To-

Reflexionskoeffizient

Phasenverschiebung €

0,0 4

-0,2 || T

T T T T
20 8

30 ¢ 50 60 70 80 90

6 in
i

(@) v und r|| bei n; < n;.

2,8

2,4

2,0

1,6 4

1,21

0,8 -

0,4

0,0 ———

N
o 10 2 30% &

50 60 70 80 90

6 in
i

(¢) e, und ¢ bei n; < n;.

Reflexionskoeffizient

Phasenverschiebung €

-1,0

0,2

0,04

-0,2

-0,4 4

-0,6

0,8

10 20 30 40 50 60 70 80 90

6 in
i

(b) r1 und r|| bei n; > n;.

2,8 -

2,4

2,0

1,64

1,2

0,84

0,4

0,0

T T T T T T T ) — T T T

10 20 30 40 50 3 70 80 90

6, in

(d) €1 und ¢ bei ny > n;.

Abbildung 2.3.: Reflexionskoeffizienten und Phasenverschiebungen fiir die Grenz-
flaiche zweier Schichten mit den Brechungsindices 1 und 1,5, je
nachdem von welcher Seite die Strahlung kommt.

talreflexion 6.

Op

nt
ng

arcsin

und fiir die |-Komponente bis zum Brewsterwinkel

arctan 2t die Faustregel Phasensprung 7 bei Reflexion am optisch dichteren
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Medium und kein Phasensprung am optisch diinneren Medium gilt, wird diese
Phasenverschiebung oft nur im Vorzeichen bemerkt. Aber gerade bei schiefem
Lichteinfall oder Totalreflexion wird deutlich, dafl die Reflexionskoeffizienten ei-
gentlich komplexe Groflen sind (siehe auch Abschnitt [5.1). In Abbildung sind
die Reflexionskoeffizienten und Phasen fiir beide Polarisationsrichtungen an ei-
ner Grenzflache in Abhéngigkeit des Einfallswinkels gezeigt. Anzumerken ist, daf3
die Phasenspriinge in den Abbildungen [2.3(c) und [2.3(d)] ,kiinstlich“ sind und ihre
Ursache im Nulldurchgang der Reflexionskoeffizienten haben.

2.1.3. Reflexion des Lichts an zwei Grenzflachen (Einfachschicht)

Stoflen drei optische Medien mit den Brechungsindices ng, n; und n, wie in Abbil-
dung aneinander, so treten zwei Grenzflichen auf, an denen das Licht gemaf}
den Fresnel-Formeln teilweise reflektiert oder durchgelassen wird. Besitzen
die beiden Grenzflichen einen Abstand von der Groflenordnung der Lichtwellen-
lange, so nennt man das mittlere Medium eine diinne Schicht. Im folgenden set-
zen wir eine dielektrische, planparallele und homogene Schicht voraus. Die beiden
anderen Medien sollen absorptionsfrei und als unendlich ausgedehnt angenommen
werden.

Senkrechter Lichteinfall

Eine ebene Lichtwelle mit Amplitude 1 fiallt von unten senkrecht auf die Grenz-
flache z = 0 auf (siehe Abbildung [2.4). Dort wird beim Punkt A gemaf (2.13)
der Bruchteil r; = 22"t reflektiert. In die diinne Schicht dringt also eine Welle

no+ni
mit der Amplitude /1 — r} ein. An der zweiten Grenzfliche B wird der Bruchteil
ry = ﬁ reflektiert, so dafl eine Welle mit der Amplitude r, - /1 — 7% zuriick

zur ersten Grenzflache lduft. Hier wird bei C' die Welle —r,75+/1 — r?e~ 1 reflek-
tiert, die durchtretende Welle noch einmal um den Faktor /1 — r? geschwécht und

" B
z=d, - R : l? ............ < r,
n d 1= i"’ﬂ”}«/l—l’fi
AR i irze | i—rlzrg./l—rf )
z=0 WO GG D N,
oo o lnlni-re e

Abbildung 2.4.: Skizze zur Ableitung der Reflexionsformel an einer Einfachschicht
bei senkrechtem Lichteinfall.
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es tritt eine Welle der Amplitude 7, (1 — r?) nach unten aus. Diese Welle hat im
Vergleich zur ersten Teilwelle zweimal die Schicht der optischen Dicke n,d; durch-
laufen. Sie hat deshalb an der Bezugsfliche » = 0 gegeniiber der ersten Teilwelle

r1 einen Gangunterschied von 2n;d;, so da} ihre Phase

4
A= Tﬂ—nldl (2.16)

wird. Diese beiden Wellen miissen nun nach Amplitude und Phase addiert werden:
r1+7o (1 —172) e 1, Es ergibt sich bei Fortsetzung dieser Uberlegungen schlieBlich
eine unendliche Anzahl von Teilwellen, die alle, nach Amplitude und Phase ad-
diert, die resultierende Welle nach Amplitude und Phase ergeben. Durch Umfor-
men dieser geometrischen Reihe erhélt man schlieflich [41]

41
—i——mn1d1

ri+ree A
47

—i——n1d;

1+ 7rree A

re'* =

(2.17)

Die meBbare Reflektivitat R erhilt man durch Multiplikation von Gleichung (2.17)
mit ihrem konjugiert komplexen Wert:

(2.18)

2, 2 :
R = |re? = {415 4+ 2rirg cos Ay
1+ 7213 + 2ryre cos A4

Es sei hier noch angemerkt, daf3 die manchmal iibliche Herleitung der Amplituden-
und Phasenbedingung mit nur zwei Wellenziigen r; und r, nicht korrekt ist. Zwar
findet man die Amplitudengleichung unter der Annahme r; = ry, jedoch fiihrt diese
Vereinfachung zu einer leider falschen Vorstellung von diinnen Schichten und den
dazugehorigen Interferenzeffekten [41].

Schréger Lichteinfall

Bei der Reflexion an einer Einfachschicht bei schriagem Lichteinfall dndert sich
Gleichung zu [41]]

A = 4Tﬁnldl cos 0. (2.19)
Diese Gleichung besagt, dal3 bei schragem Lichteinfall der Gangunterschied klei-
ner ist als bei senkrechter Inzidenz. Bei der resultierenden Reflektivitat mull wie
bei den Fresnel-Gleichungen zwischen R, und R unterschieden werden. In
den Gleichungen und werden dabei zusétzlich zu folgende Sub-
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stitutionen vorgenommen:

™ :>T1J_>
To = Ta2l,

R = RJ_ = |7’J_€Z'EJ“2
fiir senkrecht zur Einfallsebene polarisiertes Licht und

r = T,
Ty = T,

R= R = |7‘||6iEH ‘2

fiir parallel zur Einfallsebene polarisiertes Licht.

Absorptive Medien

Sollte die diinne Schicht oder das Umgebungsmedium nicht rein dielektrischer
Natur sein, ist der Brechungsindex dieses Materials komplex:

N =n—ik. (2.20)

Um die Reflektivitdt von optischen Schichtsystemen mit komplexen Medien zu be-

rechnen, wird formal in den Gleichungen [2.10} 2.13| und [2.19| der komplexe Bre-

chungsindex eingesetzt und man erhélt analog zu dielektrischen Systemen die
Reflektivitat durch die Betragsquadratbildung des komplexen Reflexionskoeffizi-
enten. In [40] werden relativ genau die aus diesem Formalismus resultierenden
GroBlen wie z.B. die einer komplexen Lichtgeschwindigkeit oder eines komplexen
Brechungsgesetzes diskutiert und erlautert. Ein wichtiges Ergebnis aus diesen
Untersuchungen ist die generelle Winkelabhéngigkeit optischer Konstanten bei
absorptiven Medien. Eine ausfiihrlichere Darstellung der optischen Eigenschaften
absorptiver Medien wiirde allerdings zu weit weg fiihren, da in dieser Arbeit ledig-
lich die Reflektivitit als interessante Mel3grofle betrachtet wird.

2.1.4. Reflexion des Lichts in Multischichtsystemen

Zur Bestimmung der Reflektivitaten an Multischichtsystemen kann man ausge-
hend von der Reflektivitat an Einfachschichtsystemen (Gleichung fiir senk-
rechten Lichteinfall) mit der Methode nach Rouard [41], [42] oder Caballero [43]
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die resultierenden Gleichungen bestimmen. Fiir ein dielektrisches Doppelschicht-

system (Reflexion an drei Grenzflichen) und senkrechtem Lichteinfall ergibt sich
demnach

R = ’reief , mit

—iAq 77;(A1+A2) —iAog
e  T1TTe + r3e + riror3e

re' = . . 4
1 4 riree~ A1  pyrge— i (B1+A2) | popae—ile

wobei folgende Groflen definiert sind als (2.21)
Ng — M nyp —ng N2 — N3
r = ) 2 = ) rs =
no—i—m n1+n2 n2+n3
4 4
Al = Tnldl, AQ = Tngdg.

Fiir ein dielektrisches Dreischichtsystem (Reflexion an drei Grenzflachen) gilt bei
senkrechtem Lichteinfall

2 .
R = ‘re“ , mit

—1Aq 72'(A1+A2) 7i(A1+A2+A3) YA
el — 1+ o€ + rze + rqe + rirarse

1+ rirge= 1 4 pirge=iB1+82) 4 pip e i(A1+A2+As) | pypae—ile
+rrgree A8 rrorge {B2HAs) 1 1“27"37“46*1'(A1+A3)

+r3rgeiAs 4 porye—i(B2tA3) 4oy porar e (A1t As)

(2.22)
wobei folgende Groflen definiert sind als

Ng — N1 1 — No Ng — N3 ng — Ny
= ’ ro = ) 3 = ) rs =
ng + N1 ni + No No + N3 ns + Nyg
47 47 47
Ay = 7”1(11, Ay = Tnzdz, Az = Tnsd&

Herleitung von Reflektivitaten Gber Felder

Eine andere, elegantere aber wenig anschauliche Methode ist die Herleitung tiber
elektrische und magnetische Felder und deren Grenzflachenbedingungen in den
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verschiedenen optischen Bereichen. Diese fordern, dall die tangentialen Kompo-
nenten der elektrischen () und magnetischen (H = %) Felder iiber die Grenzfla-
chen stetig sind [39], [44]. Jede Welle E,;, E/,;;,E;;; usw. stellt hier im folgenden

0
1
4 E
d
Ei]l
Er][
X
p— s
E tll i

744

Abbildung 2.5.: Elektrische und magnetische Felder an den Grenzfldchen.

die Resultierende aller moglichen Wellen dar, die in jenem Punkt im Medium in
jene Richtung wandern. Der Summierungsprozel} ist bereits eingebaut. Fir ein
dielektrisches Schichtsystem bestehend aus p Schichten ergibt sich in der Matrix-

schreibweise
E E
"= MMM, | T (2.23)
H, Hpy

M= MMy M, = [m“ m”] (2.24)

Dabei ist
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die charakteristische Transfermatrix des Systems. Die einzelnen Matrixelemente
der Matrizen M errechnen sich aus

cos koh; —(zsm ohy)
M, = T; (2.25)
Tji sin k?()hj COS k’ohj

mit Tj = 4/ GO/HOnj COS ei(IJrj) und hj = andj%.
Fur die Amplitudentransmissions- und -reflexionskoeffizienten ergibt sich daraus

- Tomiy + ToTpmig — mop — Tpma
Tomir + Yo Xpmag + mar + Tpmao
L 27
Tomar + ToYpmag 4+ maoy + Tpmas

(2.26)

(2.27)

Um also r oder ¢ fiir eine beliebige Konfiguration von Schichten zu finden, wer-
den die charakteristischen Matrizen fiir jede Schicht berechnet, miteinander mul-
tipliziert und dann die resultierenden Matrixelemente in die obigen Gleichungen
eingesetzt.
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3.1. Materialien

Mit Ta;0O5 und SiO, beschichtete Glaser wurden von Unaxis, Lichtenstein und
mso-Jena, Jena bezogen. Mit Indiumzinnoxid (ITO) beschichtete BK7-Glaser wur-
den von der Merck KGaA, Darmstadt geliefert. Kunststofftriager bestehend aus
einem Cyclo-Olefin Polymer wurden freundlicherweise von der Greiner Bio-one
GmbH, Frickenhausen zu Testzwecken geliefert.

Die polyklonalen Anti-Atrazin-Antikorper (Anti-ACA) und Atrazin-capronséaure (2-
Chlor-6-Isopropylamino-1,3,5-Triazin-2-(6.-amino)hexansiure)(ACA) wurden dan-
kenswerterweise von Ram Abuknesa, Kings College, London zur Verfiigung ge-
stellt. Aminodextran (AMD) Amdex™ mit 170 K Dalton Molekulargewicht wurde
von Helix Research Company, Springfield, OR, USA bezogen. Amino-funktionali-
siertes Polyethylen Glycol (PEG) wurde von Rapp Polymere, Tiibingen geliefert.
Oligomere mit 50 Basenpaaren wurden von IBA, Gottingen gekauft. Allgemeine
Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim oder Merck
KGaA, Darmstadt bezogen.

3.1.1. Oberflachenmodifizierung von Glasoberfldchen
Oberfléchensilanisierung

Die Silanisierung dient der kovalenten Bindung von Aminodextran an die Gla-
soberfliche. Die D263 und BK7 Glastrager wurden zuerst zwei Minuten in 5M
NaOH gelegt, anschlielend mit Wasser gespiilt und schlie3lich die Oberfldche me-
chanisch mit KIMTECH-Tiichern gereinigt (Kimberly-Clark, Reigate, UK). Da-
nach wurden die Trager mit frischer Piranha Losung (30 %-ige H,0O,-Losung und
konzentrierter Schwefelsdure im Verhéiltnis 2:3) 30 Minuten lang in ein Ultra-
schallbad gelegt, um Silanol-Gruppen an die so priaparierte Triageroberfliache zu
bekommen. Nach der Aktivierung wurden die Glastriager griindlich mit bidestil-
liertem Wasser gereinigt, mit Sticktoff getrocknet und anschlielend sofort eine
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Stunde lang mit 3-Glycidyloxypropyl-Trimethoxysilan (GOPTS) belegt. Danach wur-
den die Trager mit wasserfreiem Azeton gereinigt und mit Stickstoff getrocknet.

Oberflachenmodifikation mit Aminodextran und Atrazin

Die Kopplung von Aminodextran (AMD) in bidestilliertem Wasser an die silanisier-
te Oberflache wurde durch Inkubation iiber Nacht bei Raumtemperatur durchge-
fithrt. Nach der Inkubation wurden die Triger griindlich mit bidestilliertem Was-
ser gereinigt und mit Stickstoff getrocknet.

Atrazincapronsaure ist ein Derivat des Atrazins, bei dem die Ethyl- durch eine
Hexansauregruppe ersetzt wurde. Dadurch kann ACA iiber eine Peptidbindung
kovalent an die Aminogruppen des AMD binden. Dennoch ist das ACA dem Atra-
zin dhnlich genug, dass der Anti-Atrazin-Antikorper spezifisch daran bindet. Die
kovalente Kopplung an die mit AMD modifizierte Trageroberflache wurde durch
einen aktivierten Ester durchgefiihrt, erzeugt durch N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) in trockenem N,N-Dimethylformamid (DMF). Diese Reaktion war nach ei-
ner Stunde abgelaufen. Dann wurden die Trager mit DMF und bidestilliertem
Wasser gespiilt und schlie8lich wieder mit Stickstoff getrocknet. Diese so behan-
delten Trager tragen spezifische Bindungsstellen fiir Anti-Atrazin-Antikorper mit
einer hohen Dichte und konnen sehr gut als Sensoroberflachen eingesetzt werden.
Zusatzlich reduziert die Belegung mit Aminodextran unspezifische Bindungen an
der Oberflache [45].

Oberfldchenbelegung mit Polyethylenglycol und DNA

Die Kopplung von Diaminopolyethylenglycol (PEG) als Losung in Dichlormethan
(DCM) an die silanisierte Oberflache wurde durch eine Inkubation iiber Nacht bei
70°C durchgefiihrt. Nach einem griindlichen Spiilvorgang mit bidestilliertem Was-
ser und Trocknen mit Stickstoff wurde die aminofunktionalisierte Oberflache mit
Glutaranhydrid (GA) in einer N,N-Dimethylformamid-Atmosphire (DMF) sechs
Stunden lang belegt um Carboxylgruppen an der Oberflache zu erhalten. Die kova-
lente Kopplung der aminoterminierten Einfachstrang-Oligomere an die modifizier-
te Trageroberflache wurde durch einen aktivierten Ester erreicht, der durch N,N’-
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in wasserfreier N,N-Dimethylformamid-Atmospha-
re (DMF) entsteht. Nachdem die Reaktion nach einer Stunde abgelaufen war, wur-
den die Trager mit DMF gespiilt und danach mit Stickstoff getrocknet. Danach
sollten die Trager sofort weiterverarbeitet werden. Um eine hohe DNA-Belegung

mit moglichst wenig Substanz auf dem Trager zu erhalten, wurden die Einfach-
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strang-Oligomere auf die aktivierte Trageroberfliche mit einem piezo-basierten
Mikrodosiersystem gespottet (MicroDrop, Norderstedt) [46], [47].

Oberflachenbelegung mit Aminodexiran und DNA

Die DNA wird nach der DMF-Behandlung wie im vorangegangenen Abschnitt ge-
spottet.

3.1.2. Oberflachenmodifizierung von ITO- und
Kunststoffoberfldchen

Die Praparation und Charakterisierung von ITO- und Kunststoffoberflaichen wur-
de freundlicherweise von Dipl. Biochem. Bernd Mohrle entwickelt und wird im
Detail in [48] beschrieben.

3.2. Methoden

Die fiir diese Arbeit verwendeten Messungen wurden mit verschiedenen Aufbau-
ten durchgefiihrt. Sie bestehen alle aus einer Halogenlichtquelle, deren Spektrum
fiir die Detektion mit einer Wellenlénge gegebenenfalls durch einen dazwischenge-
schaltetes Interferenzfilter auf einen kleinen Wellenldngenbereich reduziert wer-
den kann, einem oder mehreren Y-Polymerwellenleitern mit 1 mm Faserdurchmes-
ser und einer FluBlzelle. Als Detektoren wurden je nach Einsatzziel entweder ein
Diodenzeilenspektrometer (ZEISS MCS 410), ein Lightwave-Multimeter (Newport
2832-C mit Si-Photodioden der Serie 818) mit einer Auflosung von 14,3 Bit oder
Si-Photodioden von Newport der Serie 818 in Verbindung mit einem 20 Bit A/D-
Konverter DDC112 (das in ein Evaluation Board DEM-DDC112U-C von Burr-
Brown, jetzt Texas Instruments, integriert ist), verwendet.
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Halogen-
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Diodenarray-
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Trager Biopolymer
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(a) Faseroptischer MeBaufbau zur Be-
stimmung der optimalen Wellenlénge.

Halogen-
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filter

Halogen-
lampe
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(b) Faseroptischer MeBaufbau fiir
die Detektion von biochemischen
Anbindungen an die Sensoroberfla-
che mit einer Wellenlange.

Interferenz-
filter

Photodiode

Selektives
Biopolymer

FluB3zelle

(c) Faseroptischer Zweikanalaufbau
fiir die 1\-Reflektometrie.

Abbildung 3.1.: Schematische Zeichnungen der verwendeten MeBaufbauten.
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3.3. Ablauf einer Messung

Der Ablauf einer Messung ist im Prinzip immer gleich, wenn auch manchmal mit
unterschiedlichen Zeitanteilen einer Messung (Abbildung [3.2):

Spiilen mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) bei pH=7 4.

Starten der eigentlichen Messung. Der zu detektierende Analyt wird in PBS-

Losung tiber die Sensoroberflache geleitet.
Spiilen mit PBS.

Regeneration der Sensoroberfliche mit SDS (Sodium Dodecyl Sulfate). SDS
besteht aus mit doppelt gereinigtem Wasser auf 0,5 Volumen-% verdinntem
und mit konzentrierter Salzsaure auf pH = 1,8 eingestelltem Natriumlauryl-
sulfat.

Spiilen mit PBS.

PBSJ

Zugabe von Analyt

Bindungssignal

SDS

PBS

I I T I T I T I T I T I

Zeit

Abbildung 3.2.: Einzelne Schritte einer typischen Messung in dieser Arbeit.






4. Ergebnisse und Diskussionen

In diesem Kapitel soll zuerst eine Analyse der bereits etablierten RIfS-Technologie
(unter anderem [38], [45]]) erfolgen. Danach wird aus dieser Analyse ein mit nur
einer Wellenldnge funktionierendes Reflexionsprinzip abgeleitet und vorgestellt
werden. Soweit dies moglich ist, werden vergleichende Messungen zwischen RIfS
und der Einwellenldngenreflektometrie prasentiert, um das neue Konzept der Ein-
wellenléangenreflektometrie beziiglich seiner Einfachheit, seiner Vorziige gegen-
uber RIfS und seiner Qualitat der Meflwerte beurteilen zu konnen. Es wird hier
bewullt nur das fiir das optische Detektionsprinzip relevante Vorgehen beschrie-
ben. Die fiir eine notwendige und erfolgreiche Messung einer Bindungskurve eben-
falls unerldflliche Modifizierung des Sensors mit der richtigen Oberflachenchemie
sowie die korrekte Einstellung der Fluidik werden hier an dieser Stelle der Uber-
sichtlichkeit halber nachrangig behandelt. Vieles wurde auf diesem Sektor schon
mehrfach ausfiihrlich abgehandelt (z.B. [45], [49]). Fiir die Oberflachenmodifika-
tion von Kunststofftragern wurde dennoch ein neues Verfahren entwickelt. Die
Einzelheiten dariiber sind in Abschnitt bzw. [48] aufgefiihrt.

4.1. Die Analyse des RIfS-Detektionsprinzip

4.1.1. Das technische Vorgehen bei einer Messung mit RIfS

Im folgenden wird nur das fiir optische Betrachtungen relevante Vorgehen einer
RIfS-Messung aufgelistet. Es werden folgende optisch relevante Materialien ver-

wendet (siehe auch Abbildung(3.1(a)):

¢ Eine Halogen-Weilllichtquelle mit einem Filter zur Absorption der Warme-
strahlung.

* Ein Y-Lichtwellenleiter zur Einkopplung des Lichts an den Glastriager und
die Detektion des reflektierten Lichts mit einem Spektrometer.

¢ Ein sogenanntes Interferenzglasplattchen als Mef3transducer. Es besteht aus
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einem D263-Glastriager, einer 10nm dicken Schicht aus Ta;0;, einer
330 nm dicken Schicht aus SiO, sowie der sensitiven Bioschicht.

* Ein sogenanntes Referenzplattchen, bestehend aus einem D263-Glastréager
und einer 10 nm dicken Schicht aus Ta,O5.

e Zur optischen Kontaktierung des Glastriagers mit der optischen Faser wird
ein Immersionsol verwendet.

Eine normale Messung mit RIfS in der Bioanalytik lduft dann folgendermaf3en ab
(siehe auch die Graphen in Abbildung[4.):

¢ Aufnahme eines Reflexionsspektrums mit einem sogenannten Referenzglas-
plattchen in PBS-Losung.

* Austausch des Referenzglasplattchens durch ein Interferenzglasplattchen.

¢ Aufnahme eines Spektrums bei abgedunkelter Lichtquelle mit einem auch
fiir die Messung verwendeten Interferenzglas, um ein Dunkelstromspektrum
zu erhalten.

* Aufnahme der eigentlichen Messung mit Interferenzglas.

4.1.2. Die Auswertung des gemessenen Reflexionsspektrums

Nach der Messung wird folgendermallen vorgegangen:

* Von dem am Interferenzglaspldttchen gemessenen Reflexionsspektrum wird
das Dunkelstromspektrum subtrahiert.

* Subtraktion des Dunkelstromspektrums vom Reflexionsspektrum am Refe-

renzglasplattchen.

¢ Bildung des Quotienten aus dem MeBspektrum des Interferenzglasplattchens
und dem Reflexionsspektrum des Referenzglasplattchens.

Nach dieser Prozedur, die fast automatisch vom Auswerteprogramm IFZ [45] durch
gefiihrt wird, erhédlt man eine Kurvenschar der Quotienten der beiden Spektren
aufgetragen gegen den Betrag des Wellenzahlvektors k. Anschlielend werden die
Minima der einzelnen Spektren durch einen Parabelfit bestimmt. Der erhaltene
Wellenzahlwert der Minima wird in einen Wellenldngenwert umgerechnet. Die
Bindungskurve erhilt man geméaf [45] durch die Auftragung dieser Wellenlédngen-
werte gegen die Zeit (Abbildung . Dabei wird angenommen, daf die Anderung
der Wellenlangenwerte proportional zur Anderung der optischen Schichtdicke ist.
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(c) Quotient aus den Reflexionsspektren von Interferenz- und Referenz-
glas.

Abbildung 4.1.: Verarbeitung der Reflexionsspektren bei RIfS. Die einzelnen Spek-
tren sind simuliert.
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(c) Die Kinetik einer Bindung (hier DNA/OIA3 auf OIA4) kann durch Um-
rechnung des Betrags des Wellenzahlvektors k& der Minima in Wellenl4n-
genwerte )\, aufgetragen gegen die Zeit, beobachtet werden.

Abbildung 4.2.: Die einzelnen Schritte vom Parabelfit zur Bindungskurve.



4.1. Die Analyse des RIfS-Detektionsprinzip 29

4.1.3. Hintergrund des RIfS-Detektonsprinzips
Die Notwendigkeit des Interferenzglases

Wie in den vorangehenden Abschnitten ausgefiihrt, arbeitet die RIfS-Detektions-
methode mit der Detektion der horizontalen Verschiebung einer Kurvenschar
durch die Bestimmung eines Extremwertes jeder einzelnen Kurve mittels eines
Parabelfits. Um aber tiberhaupt ein Interferenzspektrum in Parabelform zu erhal-
ten, miissen Interferenzglasplattchen und Referenzglasplattchen mit relativ genau
definierten optischen Schichten verwendet werden['} Nur dann ist ein Parabelfit bei
einem Teil des Spektrums tiberhaupt moglich. Diese notwendige Beschichtung der
Glastrager stellt eine erhebliche Einschrinkung der Anwendbarkeit des gesamten
Systems in vielerlei Hinsicht dar. In Abbildung ist z.B. die Auswirkung einer
zu diinnen SiO,-Schicht auf dem Interferenzglas auf das Interferenzspektrum do-
kumentiert.

Verhalten von RIfS bei Anderung der Transducerkonfiguration

Eine wichtige Grofle ist die Transferfunktion [50] oder Signaldynamik des RIFS-
Prinzips, d.h. die GréBe der Signaldanderung in Bezug auf die Anderung der Schicht-
dicke der selektiven Oberflache durch Anbindung des Analyten an die Glastragero-
berfliche. Dazu tragen wir die Lage der Minima gegen die Anderung der selektiven
Schichtdicke iiber einen grofleren Bereich auf. Man kann ganz deutlich die peri-
odische Anderung der Lage der Minima erkennen. Die Transferfunktion ist also
periodisch (siehe auch Abbildung[4.4). Betrachtet man dagegen die realen Schicht-
dickendnderungen, die im Bereich von einer Monolage liegen, so ist die Transfer-
funktion in sehr guter Ndherung an jeder Stelle der Kurve linear. Nicht unab-
hingig vom Ausgangspunkt der Kurve ist allerdings die Grofle der Signaldynamik
OR/0dpoiymer- Die Verschiebung des Minimums ist zwar in guter Niherung stets
proportional zur Anderung der Dicke der selektiven Schicht an die Sensoroberfla-
che, die Proportionalitiatskonstante ist aber an jeder Stelle unterschiedlich. Diese
Proportionalititskonstante kann schon bei unterschiedlicher Oberflichenchemie
auf gleichem Tréager (z.B. PEG auf Interferenzglas oder AMD auf Interferenzglas)
durchaus unterschiedlich sein. Eine mit RIfS gemessene optische Schichtdicken-
zunahme exakt einer realen Zunahme der optischen Schichtdicke auf der Sensoro-
berflache zuzuordnen, wird in den meisten Fallen nicht der Wahrheit entsprechen.

INatiirlich sind auch andere Schichtsysteme denkbar und schon erfolgreich eingesetzt worden,
die diese Forderung erfiillen [51]]. In jedem Fall ist aber eine Beschichtung der Glastriager mit
genau angepalten Parametern notwendig.
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Abbildung 4.3.: Simulation des Interferenzspektrums mit einer 50 nm statt 330 nm
dicken SiO,-Schicht. Man kann erkennen, dal man eine gewis-
se minimale SiO,-Schichtdicke braucht, um tiberhaupt ein Extre-
mum zu erhalten, das man weiterverarbeiten kann.
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Abbildung 4.4.: Wellenzahl der Parabelfit-Minima in Abhédngigkeit der Dicke der
selektiven Schicht. In der Simulation wurde der Brechungsindex
der selektiven Schicht mit n=1,34 konstant uber den gesamten
Spektralbereich angenommen.

Bei entsprechendem Schichtaufbau ist sogar unter Umsténden auch eine Parabel-
verschiebung in die andere Richtung moglich. Ebenso ist auch bei unterschiedli-
chen Tragern (z.B. TiO;-Schicht bestimmter Dicke auf Glas) eine unterschiedliche
Proportionalitatskonstante und Signaldynamik zu erwarten.

Betrachtung von RIfS bei der Messung einer Bindungskurve

Rein optisch gesehen dndert sich bei der Anbindung eines Analyten an die Sensor-
oberflache die Konfiguration des optischen Schichtsystems und dadurch die Reflek-
tivitat bei jeder einzelnen Wellenlange. Die Anderung der Reflektivitat ist dabei bei
jeder Wellenlidnge unterschiedlich grof3 und genau dies fiihrt zu der Verschiebung
des Interferenzspektrums. In Abbildung ist die Anderung der Reflektivitat AR
in Abhéngigkeit der Wellenzahl £ einer realen Messung vor und nach einer Anbin-
dung an die Sensoroberfliche aufgetragen. Man kann an der Abbildung folgende
Tatsachen erkennen:

* Die Messung ist insgesamt nicht sehr rauscharm. Trotzdem konnen damit
Wechselwirkungen an der Sensoroberfliche wie z.B. die DNA-DNA-Wechsel-
wirkung in Abbildung gemessen werden.
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Abbildung 4.5.: AR zwischen einer OIA4-Oberfliche vor und nach einer Anbin-
dung von DNA/OIA3 an die Sensoroberfliche aufgetragen gegen
die Wellenzahl. OIA3 und OIA4 sind zueinander passende DNA-
Strange, die aneinander binden.

* Es gibt Wellenzahlbereiche, bei denen AR < 0 und bei denen AR > 0 ist. Folg-
lich mul} es wegen der Stetigkeit dieser Reflexionsfunktion R = f(k) auch
eine Wellenzahl geben, bei der AR = 0 ist, also absolut unempfindlich ist
gegeniiber Schichtdickeninderungen an der Sensoroberfliche. Trotzdem wer-
den diese Bereiche zur Auswertung herangenommen. Andererseits existieren
Wellenzahlbereiche, bei denen |AR| = maz. ist.

Beide Erkenntnisse sind die Grundlage fiir den in den néchsten Abschnitten pra-
sentierten Ansatz fiir eine andere Vorgehensweise in der Reflexionsdetektion.

4.2. Die Detektion von Bindungsvorgdngen mit einer
Wellenldnge

Im vorherigen Abschnitt wurde AR eines ganzen Spektrums vor und nach einer
Anbindung aufgetragen. Betrachtet man jetzt allerdings nach Wellenldngen auf-
gelost die Reflektivitdten wahrend der DNA-Hybridisierung, so fillt auf, daf3 bei
der Wahl einer geeigneten Wellenldnge die DNA-Hybridisierung, die in Abbildung
abgebildet ist, im Prinzip schon mit dieser beobachtet werden kann. Bei
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Abbildung 4.6.: Zeitlicher Verlauf der Reflektivitat einzelner Wellenldngen wah-
rend dem DNA-Hybridisierungsverlauf, der in Abbildung
dargestellt wird.
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den dargestellten verschiedenen Reflektivitatsverlaufen scheinen die Abbildungen
und mit den Wellenldngen um 526 nm und 577 nm die vielverspre-
chendsten Kurvenverldufe anzugeben, die der tatsdchlichen Hybridisierungskur-
ve in Abbildungg entsprechen. In Abschnitt 4.3 wird eine theoretische Er-
klarung den Grund der verschiedenen zeitlichen Kurvenverlaufe liefern, so daf3
alle beobachteten Reflektivitdten in Abbildung verstanden werden koénnen.
Hier soll vorerst noch graphisch die Ubereinstimmung zwischen der konventionel-
len spektralen RIfS-Auswertung und der Einwellenlédngen-Reflexionsmethode bei
ausgewihlten Wellenléngen prisentiert werden. Man sieht in Abbildung trotz
des groB3en Rauschens bei den Messungen mit den einzelnen Wellenlédngen einen
eindeutigen Zusammenhang zwischen AR und der tatsédchlichen Anbindung. Die
Diskrepanz in der Ubereinstimmung der Kurven ab ¢ ~ 330s ist nicht so wich-
tig. Zu diesem Zeitpunkt beginnt die Regeneration mit der Injektion einer SDS-
Regenerationslosung mit ganz anderen optischen Parametern als die PBS-Losung,
mit der die Anbindung detektiert wird. Zusatzlich findet wahrend der Regenerati-
on eine Ablosung der angebundenen DNA von der Sensoroberflache statt, so daf
es sehr schwierig ist, in diesem Zeitraum bei allen gemessenen Kurven iiberhaupt
ein aufgenommenes Mefsignal, egal mit welchem Detektionsprinzip, richtig zu in-

terpretieren.

4.3. Reflektivitaten an optischen Schichtsystemen

Wie wir in Abschnitt gesehen haben, war es bei der behandelten DNA-Hy-
bridisierung prinzipiell moglich, die Anbindung an die Sensoroberfldche auch nur
mit einer Wellenldnge zu beobachten. Jetzt soll anhand optischer Rechnungen der
theoretische Hintergrund dargelegt werden. Es werden hier im Grunde die Aus-
wirkungen von Abschnitt auf einzelne Wellenléngen diskutiert.

4.3.1. Betrachtung ausgewdhlter dielektrischer Schichtsysteme

In diesem Abschnitt werden die Eigenschaften verschiedener optischer Schichtsys-
teme beziiglich ihrer Signaldynamik diskutiert. Dabei gilt fiir jedes Schichtsystem
folgende Aussage, die wesentlich ist fiir die Verwendung von Reflektivitdten in der
Biosensorik:

Fiir jede Wellenlange gilt eine periodische Variation der Reflektivitdt in Abhdngig-
keit von der Dicke der aufgebrachten Polymere unabhdangig von der Wahl der opti-
schen Vergiitung des Trdgers. Es dndert sich nur die Amplitude und die Phase der
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Abbildung 4.7.: Vergleich der gemessenen Hybridisierungskurven der Wellenlan-
gen 526 nm und 577 nm mit dem Parabelfit aus Abbildung
Die Reflektivititen wurden in der Skalierung der RIfS-Messung
angepalt, um den graphischen Vergleich moglich zu machen.
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resultierenden reflektierten elektromagnetischen Welle.

In den folgenden Abbildungen wird diese Aussage veranschaulicht. Die Reflektivi-
taten wurden in wallriger Umgebung und mit der Annahme eines Brechungsindex
der Polymerschicht von npgyme. = 1,34 berechnet. Zudem ist es wichtig zu wis-
sen, daf} die Dickenédnderungen durch biochemische Anbindungen sich in einem

Bereich von einigen wenigen Nanometern oder noch weniger abspielen.

Simulation an BK7-Glas

Man kann in Abbildung ganz deutlich das unterschiedliche Verhalten der ein-
zelnen Wellenldngen auf ein Anwachsen der Polymerschicht beobachten. Abgese-
hen von den unterschiedlichen Ausgangsreflektivitaten bei dpyjyme, = 0 nm, die vom
wellenldangenabhéngigen Brechungsindex des BK7-Substrats herrithren, sieht man
das zu erwartende periodische Verhalten gemél der hier geltenden Interferenzbe-
dingung fiur konstruktive Interferenz 2nd = m - A mit m € N fiir jede einzelne
Wellenldnge. Man sieht ganz deutlich, da3 bei Kenntnis der Ausgangsdicke der
Polymerschicht die Signaldynmik durch eine geeignete Wahl der Wellenlénge op-
timiert werden kann. Bei Wahl der Wellenlidnge, deren Reflexionskurve in [4.8|sich
bei der Ausgangsdicke der Polymerschicht gerade im Wendepunkt befindet, ist die
Empfindlichkeit maximal und gleichzeitig in sehr guter Naherung linear in Bezug
auf die Anderung der Dicke der Polymerschicht. Insgesamt sind die Reflektivita-
ten mit Werten kleiner als 0,01 der eingestrahlten Intensitéat auf einem sehr nied-
rigen Niveau. Ich moéchte hier nochmal unter Hinweis auf Abbildung bekrafti-
gen, daf} der periodische Verlauf von R, (dpeiym.-) kein Nachteil gegeniiber RIfS ist.
Vielmehr ist die Moglichkeit der Wahl einer optimalen Wellenlénge bei Kenntnis
derselben ein Vorteil gegeniiber RIfS. Dort werden alle Wellenldngen des Para-
belfits fiir die Auswertung herangezogen, auch diejenigen, deren Reflektivitat sich
tiberhaupt nicht oder nur wenig dndert.

Simulation an Kunststofftrégern

Die optischen Eigenschaften des verwendeten Kunststofftriagers sind denen von
BK7-Glas nicht zu verschieden. Falls keine anderen Effekte eine Rolle spielen,

sollte man im Grof3en und Ganzen ein dhnliches Reflexionsverhalten wie in Abbil-
dung[4.8 erhalten.
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Abbildung 4.8.: Reflektivitidt und seine Ableitung verschiedener Wellenldngen in

Abhéngigkeit der Polymerschichtdicke an BK7-Glas.
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(b) OR/Jdpoiymer an Interferenzglas bei senkrechtem Lichteinfall.

Abbildung 4.9.: Reflektivitdt und seine Ableitung verschiedener Wellenlédngen in
Abhéangigkeit der Polymerschichtdicke an Interferenzglas.
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Simulation an Interferenzglas

Bei der Simulation an Interferenzglas (D263 / 10nm Ta,0O5 / 330nm Si0,) ist im
Unterschied zu BK7-Glastragern eine zumindest fiir kleine Wellenldngen bis ca.
500 nm eine deutlich grof3ere Reflektivitéit als bei unbeschichteten Glastragern zu
beobachten. Aber auch hier verlaufen die Reflektivitiaten periodisch in Abhéngig-
keit der Polymerschichtdicke (Abbildung 4.9(a)). Die Periodizitét von R ist auf-
grund der groflen Skala auf der Ordinate nur schwer zu erkennen. Klarer sehen
kann man diese Eigenschaft in Abbildung Somit ist auch hier bei Wahl
einer geeigneten Wellenlédnge ein optimaler linearer Zusammenhang zwischen R
und dp,iymer Wie bei unbeschichteten Trégern moglich.

Simulation an Goethe-Glas

Die von einem ehemaligen Kollegen [52] in unserem Arbeitskreis wegen ihrer ho-
hen Reflexionsverstiarkung als Goethe-Glas bezeichneten Triger bestehen aus ei-
nem Substrat aus D263-Glas, einer 45nm dicken Schicht aus Ta;O5 und einer
20 nm dicken SiO,-Schicht. Bei diesem Schichtsystem ist der reflexionsverstéarken-
de Effekt bei allen Wellenlédngen im sichtbaren Bereich vorhanden. Ansonsten ist
wie bei den vorher behandelten Schichtsystemen wiederum ein periodischer Kur-
venverlauf von R, (dpymer) zu erkennen (Abbildung . Also ist auch hier bei
Wahl einer geeigneten Wellenldnge ein optimaler linearer Zusammenhang zwi-

schen R und dpojyme moglich.

4.3.2. Die Signaldynamik bei den ausgewdhlten Schichtsystemen

Neben den Reflexionsbetrachtungen sind vor allem die daraus resultierenden Sig-
naldynamiken wichtig. Interessant ist dabei die in den Abbildungen und
prasentierte Tatsache, dall die maximal erreichbare Signaldynamik
OR/ddpoiymer in allen drei Graphen [4.8(b), 4.9(b) und bei den behandel-
ten Tragern bei weitem nicht so unterschiedlich ist wie die absoluten Reflekti-
vitaten. Wahrend R beim System D263 / 45 nm Ta,05 / 20 nm SiO, theoretisch um
fast zwei GroBlenordnungen grofler sein kann als bei unbeschichtetem BK7-Glas,

schrumpft der Vorteil bei Betrachten der berechneten Signaldynamik auf einen
Faktor <10. Beide Effekte sind nicht zu vernachlassigen. So wird sich spéater zei-
gen, daf} die absolute Intensitiat des mit dem verwendeten Aufbau detektierbaren
reflektierten Lichts sich in Bereichen von hochstens einigen 100 nW bewegt. Eine

moglichst grole Reflektivitat ist demnach zwar kein absolutes Mul3, aber sicher-
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senkrechtem Lichteinfall.

Abbildung 4.10.: Reflektivitat und seine Ableitung verschiedener Wellenldngen in
Abhangigkeit der Polymerschichtdicke an Goethe-Glas.
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lich nicht von Nachteil. Zusétzlich ist als wesentliche Grofle die Signaldynamik
OR/0dpoiymer beim Schichtsystem D263 / 45 nm Ta,O5 / 20 nm SiO, am grofiten. Ich
mochte unbedingt bemerken, dal sich, aufgrund des einfachen optischen Modells
und den allgemein ungeniigenden Kenntnissen, wie sich die optischen Parameter
bei einer Anbindung an die Sensoroberflache tatséchlich &ndern, die errechneten
Werte fiir OR/0dpoiymer nicht als Absolutmall eignen. Man kann allerdings die an
verschiedenen Trigersystemen simulierten Signaldynamiken miteinander verglei-
chen. Die Verhéltnisse der Signaldynamiken stimmen dann auch, wie spéter ge-
zeigt wird, mit den experimentellen Messungen gut iiberein. Die Rechnungen sind
also durchaus geeignet fiir qualitative und in einem gewissen Rahmen auch quan-
titative Aussagen, ob und wieviel eine experimentelle Anordnung besser geeignet
ist als eine andere. Dies reicht mir im momentanen Entwicklungsstadium dieser

Untersuchungen absolut aus.

4.3.3. Eventuelle Nachteile der Einwellenldingenmethode
gegenuber RIfS

Bis jetzt wurde theoretisch und experimentell die prinzipielle Moglichkeit einer
reflektometrischen Detektion von biochemischen Anbindungen mit nur einer Wel-
lenléange verifiziert. Dabei mull man die Reflektivitdt dieser einen Wellenlédnge
sehr genau bestimmen. Auflere Stérungen, die zur Folge haben, daf die Reflek-
tivitdt des ganzen Spektrums angehoben wird, wie z.B. Intensitidtsschwankungen
der Lichtquelle, wiirden bei RIfS nicht ins Gewicht fallen, solange diese iiber das
ganze Spektrum gleich grofl wéiren (Abbildung [4.11). Bei der Reflexionsmessung
mit nur einer Wellenlédnge ist die Eliminierung von moéglichen Intensitdtsschwan-
kungen z.B. durch einen zweiten Referenzpunkt moglich. Mit diesem konnte man
noch zuséatzliche weitere unspezifische Effekte ausschlieBen, die auch nicht mit
RIfS von tatsdchlichen Anbindungseffekten unterschieden werden konnen.

4.4. Erste Messungen mit der
Einwellenlangenreflektometrie

Nachdem nun die Erklarung fiir das unterschiedliche Reflexionsverhalten der ein-
zelnen Wellenlangen in Abbildung im vorherigen Abschnitt geliefert wurde,
wird jetzt versucht, mit verschiedenen Tragersubstraten biochemische Bindungs-
kurven in qualitativ vergleichbarer Giite von RIfS aufzunehmen. Dabei wurde der
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Abbildung 4.11.: Die RIfS-Methodik bleibt von mdéglichen Intensitatsschwankun-
gen der Lichtquelle (in der Abbildung iiberzeichnet simuliert) un-
beeinflufit. Mit nur einer Wellenlédnge kénnen diese Instabiliti-
ten ohne Referenzierung nicht von tatsachlichen Effekten an der
Sensoroberflache unterschieden werden.

konventionelle Einkanal-RIfS-Aufbau zuerst in der Art verdndert, daf3 als Detek-
tionsquelle kein Spektrometer, sondern eine Photodiode mit vorgeschaltetem In-
terferenzfilter verwendet wurde (Abbildung[3.1(b)). Konkret wurde ein Lightwave-
Multimeter 2832-C von Newport® verwendet. Dieses besitzt neben einer internen
MeBbereichsumschaltung eine A/D-Wandlerkarte mit einer Auflosung von 20000.
Ich mochte zeigen, dall man mit diesem einfachen Aufbau Bindungsvorgidnge mit
einer Wellenldnge genausogut detektieren kann wie unter Benutzung eines ganzen
Spektrums, wenn diese Reflektivitat einer Wellenldnge nur genau genug gemessen

werden kann.

4.4.1. Ermittlung der optimalen Wellenldngen

Die optimalen Wellenlédngen fiir die verschiedenen Substrate und deren Oberfla-
chenmodifikationen werden experimentell bestimmt. Dabei wird das Substrat mit
der jeweiligen Oberflichenchemie beschichtet und eine normale Bindungsreakti-
on spektral aufgelost mit einem Spektrometer beobachtet. Zeitaufgeloste Betrach-

tung einzelner Wellenlédngen ergeben dann Graphen, die denen der Abbildungen
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4.6/ ahneln. Die optimale Wellenlénge ist dann diejenige, die den grof3ten relativen
Signalhub fze—tol Jiefert:

|Rfinal - RO’)
( Ry A

Dabei ist vollig unerheblich, ob die Signaldnderung positiv oder negativ ist, aus-
schlaggebend ist der Betrag der Anderung. Mit Riicksicht auf von der Wellenlén-
ge abhéngiges Ansprechverhalten der Spektrometer und von der Wellenlénge ab-
héngige Strahlungsintensitéaten der Lichtquelle wurde der relative Signalhub zum
besseren Vergleich zwischen den einzelnen Wellenldngen als Auswahlkriterium
gewdhlt. Die Analyse wurde bei Wellenldngen zwischen 400 nm und 800 nm im
Abstand von 50 nm durchgefiihrt. Der Grund dafiir ist das Vorhandensein von In-
terferenzfiltern in diesem Wellenldngenabstand. Man wird aber auch spiter er-
kennen, daf} dies vollig ausreichend ist. Dies ist gerade die Starke der Methode.
Man muf} nicht auf 0,1 nm genau die Wellenldnge aussuchen. Es reicht ein unge-
fahres Abschéatzen der optimalen Wellenlédnge und ein Standard-Interferenzfilter
mit einem Durchlaf3fenster von einigen wenigen 10 nm. Auch die zweitbeste Wel-
lenlange liefert noch absolut brauchbare Ergebnisse, die den Vergleich mit RIfS
nicht zu scheuen braucht. Nur durch die Toleranz, die diese Methode gewihrt, ist
diese auch fiir Reihenmessungen geeignet, da die optischen Eigenschaften der se-
lektiven Oberflachen bei weitem nicht immer so gut reproduzierbar sind wie man
sich das manchmal wiinschen wiirde. Somit reicht im Normalfall eine einmalige
Bestimmung einer optimalen Wellenlédnge fiir ein optisches System, wobei zum
optischen System das Substrat, eventuelle optische Vergiitungsschichten, das se-

lektive Biopolymer sowie das Umgebungsmedium gehoren.

4.4.2. DNA-Hybridisierungen auf Interferenzglas

Zuerst sollen Vergleichsmessungen der Einwellenldngenreflektometrie mit dem
herkommlichen und etablierten RIfS-Prinzip auf Interferenzglas durchgefiihrt wer-
den. Als biologisches Testsystem wird eine DNA-Hybridisierung detektiert. Die
DNA am Triager wurde auf einer PEG-Oberfliche angebunden. Als optimale Wel-
lenlange wurde 550 nm bestimmt, wegen einer Beschadigung des Interferenzfilters
fiir diese Wellenldnge wurde die Messung mit der Wellenldnge 500 nm durchge-
fithrt. Beide Messungen wurden am gleichen Tréager direkt hintereinander durch-
gefithrt. Die Ubereinstimmung der beiden Kurven in Abbildung ist her-
vorragend und beweist die vorangegangenen Uberlegungen. Um die Ubereinstim-
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(b) Vergleich RIfS und Einwellenléngenreflektometrie bei jeweils eigener
relativer y-Skala.

Abbildung 4.12.: RIfS und Einwellenlédngenreflektometrie im Vergleich anhand ei-
ner DNA-Messung.
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mung graphisch zu iiberpriifen, wurden die y-Werte der RIfS-MeBkurve mit einem
Faktor skaliert. Tragt man die einzelnen MeBlwerte allerdings nach der in Glei-
chung[4.1| beschriebenen relativen Signaldnderung auf, so erkennt man, daf diese
bei der Einwellenlédngenreflektometrie einiges hoher ist als bei RIfS (Abbildung
[4.12(b)). Dies liegt offensichtlich an der Wahl der optimierten Wellenlénge bei der
Einwellenldngenreflektometrie.

4.4.3. Messungen an Kunststoffsubstraten

Ein wesentlicher Vorteil der Einwellenlangenreflektometrie gegeniiber RIfS wa-
ren mogliche Messungen auf ganz normalen, optisch unvergiiteten handelsiibli-
chen Tragermaterialien. Im folgenden wird als Tragermaterial ein Kunststoff auf
Cyclo-Olefinbasis getestet, der von Greiner-Bioone in Objekttriagerformat vertrie-
ben wird. Das Interesse an Kunststoffmaterialien in der Bioanalytik ist wegen
niedriger Kosten und seiner Ungefdhrlichkeit in Bezug auf Verletzungen in letz-
ter Zeit stark gestiegen. Zeitaufgelost markierungsfreie Bindungskinetiken mit
diesen einfachsten Substraten aufnehmen zu konnen, wére sicherlich weit mehr
als nur von akademischem Interesse. Bei der alleinigen Betrachtung der opti-
schen Brechungsindices der Triger sollte es keinen grof3en Unterschied zwischen
Glas- und Kunststofftragern geben, ein wesentlicher Unterschied konnte aller-
dings in der unterschiedlichen Oberflaichenchemie liegen. Im folgenden werden
erste Bindungskurven mit nur einer Wellenlédnge préasentiert. Die optimale Wel-
lenldnge des Systems Kunststoff/AMD wurde mit A = 650 nm bestimmt. Abbil-
dung zeigt zwei DNA-Hybridisierungskurven mit unterschiedlichen DNA-
Konzentrationen von 50 £4 und 5 24 in Lijsungﬂ Man erkennt ganz deutlich die
langsamere Kinetik der DNA-Hybridisierung bei der niedrigen DNA-Konzentra-
tion. Damit konnte gezeigt werden, daf} die Einwellenlangenreflektometrie auch
ohne optische Zusatzschichten auf ganzlich unvergiiteten Tragersubstraten fiir die
Detektion von DNA-Hybridisierungen sehr gut funktioniert. Niachste Messungen
wurden wiederum auf dem System Kunststoff/AMD, d.h. wieder mit der Wellen-
lange A = 650 nm durchgefiihrt, diesmal allerdings wurden Antigen-Antikorper-
Wechselwirkungen beobachtet. Rein optisch betrachtet wechselt man hier von sehr
kleinen Anderungen der optischen Schichtdicke zu groBeren Anderungen von
A(nd). Als Beispielreaktion wurde eine Wechselwirkung zwischen Atrazin und ei-
nem Anti-ACA-Antikorper ausgesucht. Die Atrazinmolekiile sind an die Sensoro-
berfliche gebunden, die Anti-ACA-Antikorper befinden sich in Losung. Abbildung

2Die Konzentrationen entsprechen bei dieser DNA 10 % und 1 %
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Abbildung 4.13.: DNA-Hybridisierungen zweier verschiedener Konzentrationen
auf einem Kunststofftrager. Man erkennt ganz deutlich die zu
erwartende langsamere Hybridisierung bei der Messung mit der
niedrigeren DNA-Konzentration in der Probe.

zeigt die Bindungskurve einer solchen Antigen-Antikorper-Wechselwirkung
mit einer recht hohen Anti-ACA-Konzentration. Wie erhofft funktioniert die Ein-
wellenldngenreflektometrie auf optisch unbehandelten Tragersubstraten fiir die
Detektion von Antigen-Antikérpern einwandfrei. Fiir eine semiquantitative Analy-
se des gesamten Detektionssystems wurde jetzt mit dem System Kunststoff/AMD
eine Atrazin-Anti-ACA Bindung mit einer Antikérperkonzentration von 750 %ﬂ ge-
messen. Bei dieser Antikoérperkonzentration wird erfahrungsgeméifl eine massen-
transportlimitierte Bindungskinetik erwartet, was zu einer linearen Anderung der
optischen Schichtdicke (nd) filhrt. AnschlieBend wurde bei einer weiteren Messung
Atrazin einer Konzentration von 316 ppb|7_f] zur Antikorperlosung hinzugegeben, um
die Bindung von Antikoérpern an die Trageroberflache zu hemmen. Es sollte daher
keine groBe Anderung der optischen Schichtdicke (nd) (also auch von R) zu beob-
achten sein. Aus Abbildung[4.15|kann man zwei SchluBfolgerungen ziehen:

1. Die gehemmte Bindung liefert in der Messung tatséchlich keine groBe Ande-
rung von R. Der kleine Signalhub nach unten hat seine Ursache wahrschein-
lich in Brechungsindexénderungen in der Probe. Damit ist gezeigt, daf} die

3Entspricht 5 %ﬁ’lbei einer Molmasse des Antikérpers von 150000 -

mol
4Entspricht 1,465 %bei einer Molmasse des Atrazins von 216
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Abbildung 4.14.: Bindungskurve einer Atrazin-Anti-ACA Wechselwirkung. Die
Atrazinmolekiile sind an die Tréageroberfliche gebunden, wah-
rend die Antikorper sich in Losung befinden.
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Abbildung 4.15.: Massentransportlimitierte Bindungskinetik von Anti-ACA an ei-
ne mit Atrazin modifizierte Kunststofftrageroberfliche und eine
gehemmte Bindung durch Zugabe von Atrazin in die Antikorper-
l6sung.
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Abbildung 4.16.: Rohdaten der in 4.15| gezeigten Bindungskinetik mit einer Ver-
groBBerung der Baseline.

Gesamtstabilitat des Systems grof3 genug ist und daher keine eventuellen
Schwankungen der Lichtquelle, wie in beschrieben, die Messung beein-

trachtigen.

2. Man erkennt bei der massentransportlimitierten Bindung gewisse Abstufun-
gen in der gemessenen Reflektivitat. Diese sind die Quantisierungsstufen der
Detektionseinheit. Im Detail wird dies in Abschnitt diskutiert.

4.4.4. Betrachtungen Uber MeBfehler und mogliche
Verbesserungen der MeBapparatur

Im folgenden werden die Messungen aus Abbildung[4.15genauer betrachtet. Durch
Einstellung am verwendeten Lightwave-Multimeter konnten ca. 57 Messungen
pro Sekunde gemacht werden. Die Mittelwerte der Messungen innerhalb einer Se-
kunde werden danach in die Graphen eingetragen. Fiir eine Analyse werden jetzt
die Rohdaten der massentransportlimitierten Bindungskurve in Abbildung
gezeigt. Mit dem Lightwave-Multimeter ist es moglich, bei Eingabe der detektier-
ten Wellenlénge die Leistung der reflektierten Strahlung mit kalibrierten Dioden
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in nW anzugeben. Man erkennt, dal3 die Reflektivitat mit zunehmender Anbin-
dung kleiner wird, ein Ergebnis, das absolut konform mit den berechneten Vorher-
sagen ist (Abbildung [4.8(b)). Die wichtigste Erkenntnis an der Abbildung ist das
deutlich erkennbare Quantisierungsrauschen des A/D-Wandlers. Zum einen ist da-
mit eine hohe Gesamtstabilitat des Systems gezeigt. Zum anderen ist erkennbar,
dal} die Schwachstelle des Systems momentan in der Auflosung des A/D-Wandlers
liegt und dieser die Qualitéit der Ergebnisse limitiert.

Aufgrund dieser Konfiguration ist eine Fehlerabschatzung, wie sie bei Messun-
gen mit Gaull-Verteilung gemacht wird, nicht moglich. Die Auflosung des A/D-
Wandlers ist zu klein, um das Rauschen des Meflsignals aufzulésen. Der Fehler
aller Einzelmessungen liegt daher bei 1 Digit, der Auflésung des A/D-Wandlers. Die
Mittelwerte dieser Einzelmessungen liegen zwar nidher am tatsichlichen Signal,
dennoch kann der Fehler durch den Mittelwert nicht reduziert werden. Aullerdem
sind hier nur die Fehler des Mefsystems beriicksichtigt. Unregelméafligkeiten und
Rauschen in anderen Teilen des Systems, wie z.B. im FluBlsystem, werden damit
nicht beriicksichtigt. Den Fehler des ganzen Systems beschreibt man am besten
mit dem Rauschen der Baseline.

Bei Messungen, die mit dem 20 Bit A/D-Wandler (um die 50-fach hohere Auflosung)
durchgefiihrt wurden, kann die tibliche Fehlerrechnung angewendet werden. Die
Fehlerbalken sind allerdings so klein, dafl man sie in den Grafiken nicht richtig
darstellen kann. Zudem gilt auch hier, dall das Rauschen der Baseline den Fehler

des ganzen Systems am besten beschreibt.

4.5. Funktionstest eines
1\-Reflektometrie-Zweikanalaufbaus

Die bisher gezeigten Messungen wurden mit einem faseroptischen Einkanalauf-
bau durchgefiihrt. Fir problematische Proben mit einem hohen Anteil unspezifi-
scher Bindung ist eine parallel zum eigentlichen MefBpunkt durchgefiihrte Detek-
tion eines Punktes der gleichen Oberflachenbeschaffenheit mit Ausnahme der An-
wesenheit selektiver Strukturen sinnvoll. Deshalb wurde ein einfacher faseropti-
scher Zweikanalaufbau konzipiert (Abbildung[3.1(c)). Als Detektionssystem wurde
hier nicht das Lightwave-Multimeter sondern die Anordnung um das Evaluation
Board benutzt (Abschnitt [3.2).

Um die Funktionsfahigkeit des Zweikanalaufbaus unter Beweis zu stellen, wurde
wiederum des biologische System Atrazin/Anti-ACA mit einer Anti-ACA Konzen-



50 4. Ergebnisse und Diskussionen

0,030

0,025 MeBpunkt 1

0,020 1

0,015 MeBpunkt 2

IR®-R,| /R,

0,010 4

0,005

— T T~ 1T T T T T T T T 7 17
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Zeitin s

Abbildung 4.17.: Messungen mit einem Zweikanalaufbau am Atrazin/Anti-ACA
System.

tration von 10 £4 verwendet. Es wurden die Oberflichen beider Mepunkte mit
Atrazin belegt. Als Tréager wurde das optische Schichtsystem D263/ 45 nm Ta,O5/
20 nm SiO, verwendet. Die beiden MeBpunkte bei diesem Aufbau liegen im Analyt-
fluB} direkt hintereinander. Zu erwarten ist bei beiden Punkten eine bindungslimi-
tierte Reaktionskinetik. Am zweiten MeBpunkt ist die tatséchliche Antikorperkon-
zentration wegen der bereits erfolgten Anbindung von Antikérpern am ersten Me83-
punkt geringer. Deshalb geht die Bindung am zweiten MefSpunkt langsamer in die
Séattigung als beim ersten. In Abbildung[4.17ist die gemessene Bindungskurve am
Zweikanalaufbau zu sehen. Man kann wie erwartet die unterschiedlich schnelle
Bindung aufgrund des Konzentrationsgradienten zwischen den beiden Mef3punk-
ten erkennen. Wiirde man die Messung um einiges ldnger laufen lassen, miifiten
beide MeBlpunkte eine gleich grofle relative Signalidnderung liefern. Beim ersten
MefBpunkt ware das Gleichgewicht lediglich etwas frither eingestellt. Zu sehen ist
auch ein erhohtes Rauschen beim zweiten MeBBpunkt, dessen Ursache wohl in der
nicht so guten optischen Ankopplung des Lichtleiters an den Tréager liegt.

4.6. Die Signaldynamik in Abhangigkeit vom Trager

Nachdem die Funktionsfahigkeit des Konzepts erfolgreich verifiziert, erste Mes-
sungen durchgefithrt wurden (4.4), sowie die momentane Limitierung des Sys-
tems erkannt wurde (4.4.4), wird jetzt die Abhéangigkeit der Signaldynamik von
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verschiedenen Triagern untersucht. Bereits in den Simulationen und
haben die Amplituden von dR/Jdpyym.- verschiedene Grofen. Es gilt jetzt
diese theoretischen Vorhersagen qualitativ zu tiberpriifen. Als biologisches Sys-
tem wurde wiederum das Antigen/Antikorper-System Atrazin/Anti-ACA verwen-
det. Dabei wurde Atrazin iber eine AMD-Schicht an den jeweiligen Trager kova-
lent angebunden. Detektiert wurde die Anbindung von Anti-ACA Antikérpern in
Losung an die Sensoroberflache. Es wurden folgende Experimente an jedem Trans-
ducer durchgefiihrt:

* Eine Messung einer diffusionslimitierten Bindungskurve mit einer Anti-ACA-
Konzentration von 10 £4.

* Eine Messung einer Bindungskurve mit einer Anti-ACA-Konzentration von
10 2% gehemmt mit 1000 ppb Atrazin in der Losung. Durch die Zugabe des
Atrazins in der Losung werden viele Antikorper mit dem Atrazin in der Lo-

sung gebunden und konnen so nicht an die Atrazinmolekiile auf der Sensoro-
berflache binden.

¢ Eine Messung einer massentransportlimitierten Bindungskurve mit einer
Anti-ACA-Konzentration von 1 £%.

* Eine Messung mit Ovalbumin (OVA), um eventuelle unspezifische Bindungen
zu detektieren.

Damit kann nun der Einflul} der verschiedenen Trager auf die relative Reflekti-
vitatsdnderung erfafit und quantitativ verglichen werden. Zudem stellen die De-
tektion der gehemmten, der massentransportlimitierten Bindung sowie die Mes-
sung mit Ovalbumin noch einmal sicher, daf3 die iiber die Zeit gemessenen Inten-
sitatsverldaufe auch tatséachlich nur von den an der Sensoroberfliche stattfinden-
den Prozessen herrithren. Um einen besseren Vergleich der einzelnen Tragermate-
rialien untereinander und auch mit den Simulationen in den Abbildungen
[4.9(b) und [4.10(b)| zu haben, wird auf der y-Achse nicht die relative Signalénde-

|Rfinai—Rol
Ro

dargestellt, die mit dem verwendeten Lightwave-Multimeter als Detektionseinheit

rung , sondern die Leistungsénderung | Py;,, — [%| des reflektierten Lichts
gemessen werden kann. Der Betrag dieser Grof3e ist dabei so zu verstehen, daf3 ein
+ oder - so vorangestellt wird, daf} die Auslenkung der Bindungskurve nach oben
geht und nicht streng mathematisch alle MeBBgrof3en positiv gemacht werden. Man
erhélt dadurch einfach das gewohnte Bild bei Bindungskurven: steigendes Signal
bei steigender Belegung.
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4.6.1. Untersuchungen an Interferenzglas

Interferenzglas besteht aus einem Substrat aus D263-Glas, einer 10nm dicken
Schicht aus Ta;O5 und einer 330 nm dicken SiO,-Schicht. Es wurde mit der Wel-
lenlange A = 700nm gemessen. Die Leistungsidnderung des reflektierten Lichts
bei der Detektion von 10 £4 Anti-ACA liegt bei ungefédhr 5,4 nW. Die Messungen
waren so stabil, daBl wiederum die Auflosung des A/D-Wandlers die begrenzende
Grofle ist.

4.6.2. Untersuchungen am Goethe-Glas

Es wurde mit der Wellenléinge A = 500 nm gemessen. Die Leistungsidnderung des
reflektierten Lichts bei der Detektion von 10 24 Anti-ACA liegt bei ca. 26,7nW
(siehe Abbildung[4.19).

4.6.3. Untersuchungen an unbeschichteten Kunststofftragern

Mit der Wellenldnge A = 500 nm wurde hier eine Leistungsdnderung des reflektier-
ten Lichts bei der Detektion von 10 £2 Anti-ACA von ungefihr 2,15 nW gemessen.

4.6.4. Untersuchungen an mit ITO beschichtetem Bk7-Glas

Dieser Trager besteht aus einem Substrat aus BK7-Glas und einer 180nm dicken
Schicht aus Indium-Zinnoxid (ITO). ITO ist ein transparenter Halbleiter, der z.B.
als Elektrode auf sogenannten ,,Touch Screens® als diinne Schicht aufgebracht wird
[563]. Es wurde mit der Wellenldnge A\ = 500 nm gemessen. Die Leistungsdnderung
des reflektierten Lichts bei der Detektion von 10 £% Anti-ACA liegt bei ungefidhr
7,02nW. Der Anteil von unspezifischen Bindungen scheint laut Abbildung
bei diesem Tréager groBler zu sein als bei Goethe- und Interferenzglas. Zudem ist
die ITO-Schicht gegen die verwendete Regenerationsprozedur der Oberfldche nicht
resistent, was in Abbildung zu sehen ist [64]. Abgebildet sind dort noch
einmal die massentransportlimitierte Bindung mit einer Anti-ACA Konzentration
von 1 £% aus Abbildung sowie eine gemessene Bindungskurve mit einer Anti-
ACA Konzentration von 0,5 24. Zwischen beiden Messungen wurden verschiedene
andere Messungen durchgefiihrt. Zu erwarten wére eigentlich bei der Anti-ACA
Konzentration von 0,5 24 eine halb so grofe Steigung wie bei der Anti-ACA Kon-

zentration von 1£¢ aufgrund der Bindungskinetik. Da zeitlich zwischen beiden

ml
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(a) Diffusionslimitierte Bindungskinetik mit einer Anti-ACA Konzentra-
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(b) Massentransportlimitierte Bindungskinetik mit einer Anti-ACA Kon-
zentration von 1£% (Py = 191,75nW) und Detektion moglicher unspezifi-
scher Wechselwirkungen mit Ovalbumin (OVA) (P, = 191,96 nW).

Abbildung 4.18.: Detektion von Anti-ACA mit dem System Interferenzglas/AMD.
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(b) Massentransportlimitierte Bindungskinetik mit einer Anti-ACA Kon-
zentration von 1£% (Py = 362,82nW) und Detektion méglicher unspezifi-
scher Wechselwirkungen mit Ovalbumin (OVA)(FP, = 363, 73nW).

Abbildung 4.19.: Detektion von Anti-ACA mit dem System Goethe-Glas/AMD.
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(a) Diffusionslimitierte Bindungskinetik mit einer Anti-ACA Konzentra-
tion von 10 £9 (P, = 73,81 nW) und eine mit 1000 ppb Atrazin inhibierte
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(b) Massentransportlimitierte Bindungskinetik mit einer Anti-ACA Kon-
zentration von 1£% (P, = 73,80nW) und Detektion méglicher unspezifi-
scher Wechselwirkungen mit Ovalbumin (OVA) (P, = 73,76 nW).

Abbildung 4.20.: Detektion von Anti-ACA mit dem System Kunststoff/AMD.
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(a) Diffusionslimitierte Bindungskinetik mit einer Anti-ACA Konzentrati-
on von 10 £% (Py = 153,90nW) und eine mit 1000 ppb Atrazin inhibierte
Bindungskurve (P, = 153, 73nW).
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(b) Massentransportlimitierte Bindungskinetik mit einer Anti-ACA Kon-
zentration von 1 £2 (Py = 154,04nW) und Detektion moglicher unspezifi-

ml

scher Wechselwirkungen mit Ovalbumin (OVA) (P, = 153,41 nW).

Abbildung 4.21.: Detektion von Anti-ACA mit dem System BK7/ITO/AMD.
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(a) Dokumentation der Zerstéorung der ITO-Schicht durch zwei zeitlich
weit auseinanderliegende Messungen. Die Signaldynamik veradndert sich
mit der Zeit erheblich.
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(b) Aufnahme zweier direkt hintereinander gemessenen massentansport-

limitierten Bindungskinetiken.

Abbildung 4.22.: Aufnahme von Bindungskinetiken am System BKY7-
Glas/ITO/AMD zur Dokumentation der Langzeitstabilitét
derselben.
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Messungen noch andere Tests durchgefithrt wurden, macht sich die Zersetzung der
ITO-Schicht hier bemerkbar. Die letztere Bindungskinetik wurde mit einer Detek-
tionseinheit mit einer 20 Bit-Auflosung und nicht mit dem Lightwave-Multimeter
gemessen (um die Auflésungsgrenze zu verbessern). Da mit dieser Einheit nur eine
dem Photostrom proportionale Spannung und keine absolute Leistung gemessen
werden kann, ist in dieser Abbildung auf der y-Achse die relative Signalanderung
aufgetragen, um die beiden Kurven vergleichen zu konnen. Um zu untermauern,
daf3 die Diskrepanz zwischen erwarteter und tatsdchlich gemessener Kurve wirk-
lich in der schleichenden Zerstorung der ITO-Schicht ihre Ursache hat, wird in Ab-
bildung [4.22(b) eine direkt vor der Messung mit 0,5 24 Anti-ACA eine Messung mit
2,5 &4 Anti-ACA présentiert. Den Erwartungen entsprechend ist das Steigungsver-
héiltnis zwischen beiden Kurven ungefihr 5.

4.6.5. Untersuchungen an optisch unvergutetem Bk7-Glas

Als Tragermaterial wurden hier zurechtgeschnittene Objekttrager verwendet. Die
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Abbildung 4.23.: Diffusionslimitierte Bindungskinetik mit einer Anti-ACA Kon-
zentration von 10 24 (P, = 75,65nW) und eine massentransportli-

mitierte Bindungskinetik mit einer Anti-ACA Konzentration von
124 (P, = 72,87nW) am System BK7-Glas/AMD.

Leistungsénderung des reflektierten Lichts bei der Detektion von 10 £ Anti-ACA
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liegt bei ungefahr 0,40 nW. Wegen des sehr geringen Signalhubs und dem grof3en
Rauschen wurde auf die Aufnahme von gehemmten Bindungskurven und Messun-
gen mit OVA verzichtet. Uberraschend ist hier neben dem sehr kleinen Signalhub
vor allem das grofle Rauschen auf BK7-Glas. Dieser Effekt war kein Einzelfall, son-
der war bei unterschiedlichen Chargen von oberflichenmodifizierten BK7-Triagern
beobachtbar. Es scheint, daf} die optischen Eigenschaften dieser Objekttriger qua-
litativ bei weitem nicht so gut sind wie die der vorangegangenen Triger. Bei ent-
sprechender Nachfrage bei einem Hersteller fiir optisch beschichtete Glaser [55]
wurde mir in Bezug auf diese Vermutung zugestimmt. Dort wird nur poliertes
BK7 Glas verwendet. Eventuell konnten auch bei der Dimensionierung der Glas-
plattchen Streuzentren durch Kratzer entstanden sein. Fiir eine endgiiltige Besta-
tigung dieser Aussage waren sicherlich noch weitere Untersuchungen notwendig.

4.6.6. Diskussion der gemessenen Signale

Es geht jetzt darum, die gemessenen verschieden hohen Signaldnderungen bei den
unterschiedlichen Tréagermaterialien bei ansonsten gleichen Rahmenbedingungen
qualitativ zu verstehen. Es werden die Tragersysteme verglichen, die vergleich-
bare optische Eigenschaften haben und zeitlich stabil sind. Es sind dies die Sys-
teme Interferenzglas, Goethe-Glas sowie die Kunststofftriger. Das unvergiitete
BK7-Glas fallt wegen des noch unverstandenen hohen Rauschens beim direkten
Vergleich raus. Ebenso nicht beriicksichtigt werden kann mit ITO beschichtetes
BK7-Glas wegen der chemischen Instabilitidt der ITO-Schicht gegeniiber der Rege-

nerationslosung.

Vergleich der Signalhéhen bei der massentransportlimitierten Bindungskinetik

Bei der Detektion von 1 24 Anti-ACA werden nach der Theorie alle Antikorper, die
durch die Diffusionsschicht gelangen, an die Sensoroberfliche gebunden. Da bei
allen Tragern neben den gleichen Antikérpern die selbe Fluidik und das gleiche
FluBprotokoll verwendet wurde, kann man durchaus annehmen, dal} ziemlich ge-
nau jeweils die gleiche Anzahl von Antikérpern an die Sensoroberflache anbindet
und dadurch die gleiche Anderung der optischen Schichtdicke hervorruft. Ein un-
terschiedlicher Signalhub bei den einzelnen Tragern ist deshalb wohl relativ sicher
in groBBem Mafe allein von den optischen Parametern des Tragers abhéingig. Aus
Simulationen aus den Abbildungen [4.8(b), [4.9(b)| und [4.10(b)| lassen sich bei den

jeweiligen gewidhlten optimalen Wellenldngen die anhand des gewéhlten (sehr ein-
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|OR/0dpolymer| |AP| in nW |AP|in nW
in nm™! (cantiaca = 128) | (canti—aca = 10 £2

Goethe-Glas
O\ = 500 nm) 5,37-1075 3,198 26, 662
Interferenzglas
(O — 700 nm) 1,97-107° 1,688 5,433
Kunststoff
() — 500 nm) 0,882-107° 0,4376 2,154

Tabelle 4.1.: Gegeniiberstellung von simulierten (1. Spalte) und gemessenen Re-
flektivitatsdnderungen (2. und 3. Spalte) bei verschiedenen Tragern.

fachen) theoretischen Modells maximal moglichen Anderungen der Reflektivititen
ablesen. Der Vergleich mit den tatsichlich gemessenen Signalhiiben aus den Ab-
bildungen 4.18(b), [4.19(b)| und |4.20(b) ist in Tabelle dargestellt. Man kann bei
Simulation und realer Messung qualitativ die gleiche Reihenfolge beziiglich der

Signaldynamik der einzelnen Trager feststellen. So liefert Goethe-Glas den mit
Abstand grofiten Signalhub vor Interferenzglas und unbeschichteten Kunststoff-
tragern. Auch quantitativ ist die Ubereinstimmung von Theorie und Praxis iiber-
zeugend, wenn man die Einfachheit des theoretischen Modells und des verwende-
ten MeBaufbaus beriicksichtigt. Abbildung zeigt die auf den Kunststofftrager

normierten berechneten und gemessenen Signaldynamiken.

Vergleich der Signalhéhen bei der diffusionslimitierten Bindungskinetik

Bei der Detektion von 10 2% Anti-ACA erreicht man der Theorie der Kinetik zufol-
ge eine Sattigung der Bindungsstellen an der Sensoroberflache. Neben den oben
bereits angefiihrten vom Trager abhéngigen unterschiedlich hohen Reflektivitats-
dnderungen spielt nun auch noch eine unterschiedlich gute Belegung der Sensoro-
berfliche mit der selektiven Struktur eine grof3e Rolle beim letztendlichen Signal-

hub. Die gemessenen Leistungsidnderungen aus den Abbildungen [4.18(a), |4.19(a)|
und sind ebenfalls in Tabelle aufgetragen. Auch hier ist die Reihenfolge
der Trager beziiglich der Signaldynamik gleich wie bei der Detektion der massen-

transportlimitierten Kinetik. Zu beobachten ist allerdings eine noch viel grofere
Signaldynamik von Goethe-Glas im Verhéltnis zu den anderen verwendeten Tré-

gern.
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Abbildung 4.24.: Histogramm von auf den Kunststofftrager normierten berechne-
ten und gemessenen Signaldynamiken der verschiedenen Trager-
systeme zum graphischen Vergleich.

4.7. SchluBfolgerungen aus den Messungen

Wie im obigen Abschnitt dargestellt, hingt die Signaldynamik in grofem
MafBle von dem jeweiligen verwendeten Trager ab. Zu erkennen ist, dafl optische
Vergiitungen einer Mindestdicke und mit hohem Brechungsindex (bei unseren
Tragern Ta,05) die Signaldynamik um weit mehr als eine Grof3enordnung erho-
hen konnen. Die anschlieend aufgebrachte SiO;-Schicht dient beim Konzept der
1)\-Reflektometrie nur zur Immobilisierung der selektiven Schicht auf die Sensor-
oberflache. Wenn die Auswahl der Wellenlénge variabel ist, spielt die Dicke der
Si0,-Schicht eine eher unwesentliche Rolle. Rein optisch gesehen verhilt sich die-
se Schicht im wesentlichen additiv zur Dicke des selektiven Biopolymers. Bei einer
vorgegebenen festen Wellenlédnge konnte man die SiO,-Schichtdicke fiir eine opti-

male Signaldynamik anpassen.

4.7.1. Abhdngigkeiten der Signaldynamik

Zur Klarung der prinzipiellen Abhingigkeit der Signaldynamik vom Brechungs-
index der optischen Vergiitungsschicht und der Wellenldnge werden zunéchst ver-
einfachte Modelle fiir Simulationen benutzt. Die Brechungsindices der optischen
Schichten seien iiber den gesamten Wellenldngenbereich konstant. Es wird jeweils
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Abbildung 4.25.: Optisches Dreischichtmodell, das fir die Simulationen der Si-
gnaldynamik in diesem Abschnitt verwendet wird.

ein optisches System mit zwei Vergiitungsschichten angenommen. Fiir Schicht 2
wird ein konstanter Brechungsindex von n, = 1,45 und eine konstante Dicke von
dy = 20nm angenommen. Diese Festlegung auf 20 nm ist nicht zwingend notwen-
dig, sondern eher eine willkiirliche GroBle. Man bendtigt SiO, oder besser OH-
Gruppen an der Oberfldche fiir eine chemische Anbindung des selektiven Biopo-
lymers. Schicht 2 tragt dieser Tatsache Rechnung. Sie dndert auch nichts an der
prinzipiellen Aussage der Untersuchungen. Fiir Schicht 0 als Substrat wird ein
Brechungsindex von ny = 1,5, fiir Schicht 3 als selektives Biopolymer ein Bre-
chungsindex von n3 = 1,34 und fiir Schicht 4 als Umgebungsmedium ein Bre-
chungsindex von n, = 1, 33 festgelegt. Fiir Schicht 1 wird entweder ein Brechungs-
index von n; = 2,0 oder ein noch hoherer Brechungsindex von n; = 4,0 ange-
nommen. Ziel ist, den prinzipiellen Einflul3 des Brechungsindex einer optischen
Vergiitungsschicht auf die Signaldynamik zu dokumentieren (Abbildungen |4.26
und [4.27). Bei beiden Annahmen (n; = 2,0 oder n; = 4,0) wird die Signaldynamik
bei den Wellenlédngen 400, 600 und 800 nm untersucht. Man erkennt deutlich ei-
ne tendenziell groflere maximale Signaldynamik bei kleineren Wellenldngen und
optischen Schichten mit groflerem Brechungsindex.

Wenn man allerdings von idealisierten zu optischen Modellen mit realen Schich-
ten tibergeht (Abbildung[4.28), ist der Vorteil von Schichten mit hohem Brechungs-
index sowie der Einsatz kleiner Wellenléngen beziiglich einer gréferen Signaldy-
namik nicht mehr unbedingt vorhanden. Es werden die simulierten Reflektivi-
taten R und deren partielle Ableitungen beziiglich der Anderung der Dicke der
selektiven Schicht 0R/0dpiymer von D263-Glassubstraten dargestellt, die mit ei-
ner variablen Ta;05-Schicht oder einer Schicht mit amorphem Silizium (grof3er
Brechungsindex) beschichtet sind. Hinzu kommt eine SiO,-Schicht mit konstanter
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Abbildung 4.26.: Simulationen von R und 9%/ad; verschiedener Wellenldngen eines

vereinfachten Schichtmodells einer Dreifachschicht mit
ny = const. = 2,0 und dy = const. = 20nm.
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Abbildung 4.28.: Simulationen von R und #ﬁmﬂ bei D263-Glas mit einer Ta,O;-

Schicht oder amorphem Silizium mit jeweils einer SiO;-Schicht

konstanter Dicke (20 nm).
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Schichtdicke von 20 nm. Die obersten beiden Graphen und zeigen
R und OR/0d poiymer von TayOs-beschichtetem Tragermaterial bei einer Wellenlén-
ge von A\ = 500 nm. Darunter (Abbildungen [4.28(c) und |4.28(d)) sind Simulationen
desselben Tragers mit der Wellenldnge A = 400 nm dargestellt. Man kann erken-

nen, daf} bei diesem realen Schichtsystem die Signaldynamiken bei kleinem \ und
grof3em n —im Gegensatz zum idealisierten Modell — nicht gro3er, sondern kleiner
sind. Obwohl der Brechungsindex eines dielektrischen Materials bei kleinen Wel-
lenldngen grofer ist als bei grofleren, bedeutet dies nicht unbedingt eine grof3ere
Signaldynamik bei kleinem \. Grund dafir ist ein grof3eres n bei allen beteilig-
ten Materialien bei kleinen Wellenldngen, deren Funktion n()\) jeweils spezifisch
ist. Daraus resultieren dann auch unterschiedliche Verhéltnisse zwischen den Bre-
chungsindices der einzelnen Materialien. Man kann deshalb fiir den Realfall nicht
einfach pauschalisieren wie im idealisierten vereinfachten Modell, sondern muf3
fir die gegebenen Verhéltnisse die beste Parameterkonfiguration jeweils neu be-
stimmen. Dabei ist in den dreidimensionalen Abbildungen der Signaldynamiken
auch zu erkennen, daf} es fiir die jeweiligen optischen Systeme unterschiedliche
Parameterkonfigurationen mit @dhnlich grolen Signalhiiben gibt. Bei einem mit
amorphem Silizium vergiiteten Trager ist bemerkenswert, dafl aufgrund der mit
dem hohen Brechungsindex verbundenen vorhandenen Absorption des Siliziums
die Reflektivitat insgesamt abnimmt, was natirlich auch Auswirkungen auf die
Signaldynamik OR/0dpoiymer des gesamten Systems hat (Abbildungen und
4.28(). Die maximale Signaldynamik ist nicht ann&hernd so grof3 wie die des mit
Ta, 05 beschichteten Tragermaterials. Ein Einsatz von sehr hochbrechenden Me-
dien ist also wegen ihrer Absorption kaum lohnenswert. Zum besseren Uberblick
sind die relevanten Daten dieser Systeme in Tabelle aufgelistet.

4.8. Potenzielle apparative Verbesserungen

Neben der angepalten optischen Vergiitung fiir eine Maximierung der Signaldyna-
mik OR/0dpoiymer kOnnte eine optimierte geometrische Anordnung in Kombination
mit einer dafiir angepaliten optischen Vergiitung eine weitere Maximierung der

Signaldynamik ergeben.

4.8.1. Die Signaldynamik beim Fabry-Perot-Interferometer

Ziel fir solch eine reflektometrische Optimierung ist dabei die Anndherung an das
bekannte Fabry-Perot-Interferometer [39], [56]. Ein optischer Fabry-Perot-Resona-
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tor besteht aus zwei parallelen, reflektierenden, ebenen Spiegelflachen. Ein ein-
fallender Lichtstrahl wird durch Vielfachreflexion an den Spiegelflichen in eine
grofle Zahl von Einzelstrahlen mit konstantem Gangunterschied und abnehmen-
der Intensitit aufgespalten. Bei Uberlagerung der einzelnen Lichtwellenbiindel
entstehen Intensitdtsmaxima und -minima. Auf diese Weise entsteht bei Einsatz
von WeiBlicht ein spezifisches Interferenzspektrum, das charakteristisch fiir die
Geometrie, die eingesetzten Materialien und den augenblicklichen Resonatorzu-
stand ist. Der optische Unterschied zwischen einem Fabry-Perot-Interferometer
und dem RIfS-System besteht also in den viel grofleren Reflexionskoeffizienten
durch die Metallschichten an den Grenzflichen beim Fabry-Perot-Resonator. An-
sonsten ist der theoretische Hintergrund gleich. Ware es experimentell moglich,
eine Bioschicht so zwischen zwei diinne reflektierende Metallschichten zu bringen,
daf} einerseits Vielfachreflexionen wie beim Fabry-Perot-Interferometer, anderer-
seits aber auch Schichtdickeninderungen des Biopolymers zwischen den beiden
Metallschichten realisierbar wiren, ware die Anordnung stark verbessert. Zur Ver-
anschaulichung der Signaldynamik einer Fabry-Perot-Anordnung bei einer Wel-
lenléange sind in Abbildung die Reflektivitdten und deren partielle Ableitun-
gen nach der Dicke des Polymers eines fiktiven Aufbaus simuliert. Zwar wurde
wieder ein Dreischichtsystem wie in Abbildung[4.25|angenommen, jedoch sind mit
no und n, dieses Mal zwei Glastriager angenommen, auf die jeweils eine Alumini-
umschicht aufgebracht wurde mit den Dicken 8 nm, 12nm und 16 nm sowie dem
Brechungsindex n1 = n3 = N jminium. Als Biopolymer fungiert jetzt Schicht 2 mit
ne = 1,34 und variabler Schichtdicke dy = dp,iyme-- Man errechnet eine Signaldyna-
mik, die im Gegensatz zu den bisherigen Simulationen der maximalen Signaldy-
namik tatsdchlich gemessener Systeme (bei Goethe-Glas war die errechnete ma-
ximale Signaldynamik ﬁim = 5,35-107°) um drei GréBenordnungen hoher ist.
Anschaulich ist dies so zu verstehen, dal3 bei dieser fiktiven Versuchsanordnung
durch die verspiegelten Flachen zwischen dem Biopolymer die reflektierten Wel-
len hoherer Ordnung nicht klein, sondern eine bedeutende Grof3e haben. Dadurch
ergibt sich eine viel stirkere Interaktion des Lichts mit der selektiven Bioschicht.
Die etwas unschone Form der Reflektivitatskurve, die von der Airy-Formel (siehe
unter anderem [39]) abweicht, rithrt von der Absorption des Aluminiums her. Setzt
man den Absorptionskoeffizienten in der Simulation gleich Null, so verschwindet
diese Asymmetrie, man benotigt dann allerdings erheblich dickere Schichten, um
ein vergleichbares Reflektivitiatsverhalten zu erreichen (der Effekt, daf3 diinne ab-
sorbierende Schichten sich beziiglich der Reflektivitat bis auf die Phase wie hoch-

brechende dielektrische Materialien verhalten, ist z.B. in [41] beschrieben).
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Abbildung 4.29.: Untersuchungen einer Fabry-Perot-Anordnung hinsichtlich ihrer
theoretischen Signaldynamik.
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4.8.2. Erhéhte Signaldynamik durch optimierten Einfallswinkel

Die Rechnungen am vorangegangenen, so nicht realisierbaren Modell sind eine
Motivation, die Winkelabhingigkeit der Signaldynamik beziiglich des Einfalls-
winkels des Lichts auch am hier benutzten MeBsystem wenigstens theoretisch
zu untersuchen. Durch den geringen Brechungsindexunterschied an der Grenzfla-
che Biopolymer/Umgebungsmedium (weshalb bei dieser Konfiguration des Mef-
aufbaus die Signaldynamik eines Fabry-Perot-Interferometers auch nicht erreicht
werden kann) kann eine groflere Reflexion an dieser Grenzschicht nur durch einen
schriagen Einfallswinkel erreicht werden. Im Zusammenhang mit dem jeweiligen

verwendeten Tragermaterial miilte dann auch ein optimaler Einstrahlwinkel fiir

OR
8dPolym,er

von Interferenzglas, Goethe-Glas und unbeschichtetem BK7-Glas mit verénder-

maximale Signaldynamik existieren. In Abbildung 4.30|sind jeweils R und

lichem Einfallswinkel zu sehen. Zum besseren Vergleich werden Simulationen an
den gleichen Tragersystemen durchgefiihrt, die in den vorangegangenen Abschnit-
ten benutzt wurden. Zu sehen ist bei allen drei Tragern ein dhnliches Reflexi-
onsverhalten. Auch die maximalen Signalhiibe sind relativ dhnlich und die Un-
terschiede betragen hier zwischen Interferenzglas, das jetzt bei schriagem Licht-
einfall die grofite maximale Signaldynamik aufweist, und BK7-Glas nur ungefihr
einen Faktor 2. Die Tatsache, dal3 die grofliten Signalhiibe erst bei einer Polymer-
schichtdicke von ein paar hundert Nanometern erwartet werden wiirden, konnte
man experimentell durch eine groflere SiO,-Schichtdicke als additive Grofle zum
Biopolymer kompensieren. Zu sehen ist bei allen Graphen, daf3 der optimale Ein-
fallswinkel jeweils kurz vor dem Grenzwinkel zur Totalreflexion liegt. Zudem ist
die Toleranz fiir die Dicke des Biopolymers um in diesen maximalen Signalhub
zu kommen, relativ klein. Geldnge es dennoch, diese Groflen fiir einen geeigne-
ten Trager experimentell optimal einzustellen, konnte der Signalhub theoretisch
um ungefahr anderthalb Grofenordnungen verbessert werden. Dazu wéren aller-
dings relativ genaue Kenntnisse aller beteiligten Materialien, auch des Biopoly-
mers, notwendig oder man miifite experimentell die optimalen Parameter heraus-
finden.
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Abbildung 4.30.: Theoretische Untersuchungen zum Einflufl des Einfallswinkels

auf Reflektivitat und Signaldynamik von Interferenz-, Goethe-
und BK7-Glas bei A = 500 nm.
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5. Grundlagen der Sensorik mit
Evaneszenifeldern

5.1. Strahlenoptische Einfuhrung

5.1.1. Verhalten von Licht bei Totalreflexion

Um ein Modell fiir die Lichtausbreitung im Wellenleiter zu erhalten, betrachtet
man zunichst die Reflexion und Brechung von Licht an der Grenzflache zweier
isotroper, linearer dielektrischer Medien. Beschrieben wird dieses Verhalten durch
das Snelliussche Brechungsgesetz, den Fresnel-Gleichungen fiir Reflexions- und
Transmissionkoeffizienten und den Ausdriicken fiir die Phasenverschiebungen bei
Reflexion aus Kapitel |2, Fiir optische Medien vereinfacht sich dariiberhinaus die
Maxwellrelation n = /i, (n = Brechungsindex, ¢, = relative elektrische Permea-
bilitat, u,. = relative magnetische Permeabilitat zu n = /¢, da fir diese p, = 1
gilt [57]. Trifft ein Lichtstrahl auf die Grenzschicht zweier optischer Medien mit
den Brechungsindices n; und n;, so gilt fur die Reflexion Gleichung und fur
die Brechung das Gesetz von Snellius (Gleichung [2.10). Fiir den Durchgang des
Strahls vom optisch diinneren ins optisch dichtere Medium wird der gebrochene
Strahl zum Lot hin, im umgekehrten Fall vom Lot weg gebrochen. Ab einem Win-
kel 6; > 90° tritt der Strahl nicht mehr ins angrenzende Medium, sondern wird ins
Medium n; zuriickreflektiert, man spricht von Totalreflexion. Wie aus Gleichung
abzulesen ist, tritt dieser Fall ein fiir

sin 6; > M sin 0. (5.1)
0 wird Grenzwinkel der Totalreflexion bezeichnet. Genau dies ist das Prinzip des
Wellenleiters (siehe Abbildung [5.1). Ein Bereich mit Brechungsindex n; wird um-
geben von einem Bereich niedrigerer Indices ny und n,. Wird nun Licht unter der
Bedingung 6, > 05 ins Medium n, gekoppelt, ist es dort gefangen und wird gefiihrt
solange obige Bedingung erfiillt bleibt. Als Bedingung an den Einkoppelwinkel 6,
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Abbildung 5.1.: Einkoppelbedingung fiir einen Wellenleiter.

aus dem Umgebungsmedium n,,,, in den Wellenleiter ergibt sich aus den Gleichun-
gen [2.10] und [5.1] fiir einen symmetrischen Wellenleiter (ng = ny)

7 .2
0y < arcsin (M) ) (5.2)

Namb

Den Sinus dieses Akzeptanzwinkels nennt man die numerische Apertur:

Namb

2 _ .2
NA — sindy — <_) | 6.9

Je groBler der Brechungsindexunterschied zwischen Kern n; und Mantel n, ist,
desto groBler ist der Akzeptanzwinkel bzw. die numerische Apertur und desto ein-
facher kann die Lichteinkopplung erfolgen.

Wie spater noch eingehender betrachtet wird, werden an den Grenzflachen Bedin-
gungen an das E- und H-Feld gestellt, die dafiir verantwortlich sind, daB die Felder
bei Totalreflexion nicht abrupt auf Null abfallen, sondern mit einem Exponential-
gesetz ins diinnere Medium hinein abklingen [58]]. Dies fithrt dariiberhinaus zu ei-
ner lateralen Verschiebung der reflektierten Welle (Goos Héanchen Verschiebung).

Der Exponentialfaktor, mit dem die Amplitude ins optisch dinnere Medium ab-

fallt, lautet
2
exp (—konl : V/sin” 0, — sin egx> (5.4)

sin 0,

und hiangt tiber 6; vom Polarisationszustand ab. Im strahlenoptischen Bild er-
scheint die Grenzschicht wegen des Eindringens des Feldes in die umgebende
Schicht verbreitert und man spricht von der effektiven Dicke d.;; der Grenzschicht.
In Abbildung ist dies bildlich dargestellt. Das Evaneszentfeld trigt aullerdem
Lichtleistung, die im Umgebungsmedium gefithrt wird. Der Einflul des Umge-
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Goos-Hanchen

Abbildung 5.2.: Goos-Héanchen Verschiebung und effektive Dicke in einem Wellen-
leiter.

bungsmediums auf die Phasenverschiebung bei Totalreflexion ist die Grundlage
von Evaneszentfeldsensoren und man ist bestrebt, diesen Leistungsanteil zu opti-
mieren, um den Einfluf3 von auflen auf die Lichtfithrung zu maximieren.
Abhéangig von den Brechungsindexverhéiltnissen und dem Einfallswinkel tritt an
der Grenzschicht eine polarisationsabhéingige Phasenverschiebung des totalreflek-
tierten Strahls auf [58]. Es gilt

o = (A (5.5)

cos 01

fiir senkrecht zur Einfallsebene polarisiertes Licht (s, TE, L) und

2 sin? 0 cos 61

i () (5.5b)

fir parallel zur Einfallsebene polarisiertes Licht (p, TM, ||). Die beiden vorange-
gangenen Ausdriicke lassen sich aus den Fresnelschen Gleichungen fiir den
Spezialfall der Totalreflexion ableiten [41]. Diese unterschiedliche Phasenverschie-
bung der orthogonalen Feldkomponenten fithrt dazu, dafl bei Totalreflexion line-
ar polarisiertes Licht in elliptisch polarisiertes Licht tiberfiihrt wird, wenn seine
Schwingungsebene nicht gerade senkrecht oder parallel zur Einfallsebene steht.

5.1.2. Der Schichtwellenleiter im geometrischen Modell

Einer der einfachsten Wellenleitertypen ist der planare Schichtwellenleiter. Die
Lichtausbreitung wird haufig dargestellt aus einer Mischung des anschaulichen
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Abbildung 5.3.: Fiihrung eines optischen Biindels in einer hoherbrechenden
Schicht infolge Totalreflexion.

strahlenoptischen Modells, in dem das Licht sich auf ,Zick-Zack-Kurs“ im Wel-
lenleiter ausbreitet und dem wellenoptischen Modell, das die physikalischen Ge-
setzmafigkeiten mit Hilfe der Maxwellgleichungen beschreibt. Wie oben schon er-
wahnt, ist dabei nur Licht ausbreitungsfihig, wenn einerseits die Bedingungen
der Totalreflexion gegeben sind und andererseits sich ein stationidres Intensitats-
muster, bestehend aus einer oder mehreren Moden, ausbilden kann. Die zweite
Bedingung stellt eine Anforderung an die Phasenlage des Strahls. Die Strahlen
miissen sich nach zweimaliger Reflexion an den Grenzschichten phasenrichtig zu
einem ganzzahligen Vielfachen von 27 addieren um konstruktiv zu interferieren.
Wie in Abbildung skizziert, besitzen Strahl S; und S5 in den Punkten A und
B sowie in C und D gleiche Phase (sie liegen auf der gleichen Phasenfront), sind
dorthin aber unterschiedliche Wegliangen gelaufen. Der optische Wegunterschied
betragt

BA" = 2d cos 0, = 2d sin ¢, (5.6)

was eine geometrische Phasendifferenz von

2mny

OGeom = 3 2d sin ¢ (5.7)

hervorruft. Zusatzlich treten bei der Totalreflexion an den Grenzflachen noch die
Phasenspriinge aus Gleichung und auf. Die Bedingung fiir die Ausbrei-
tungsfahigkeit einer Mode ergibt sich dann aus der Losung der folgenden trans-
zendenten sogenannten Modengleichung:

dGeom + P10+ P12 =2m - T, (5.8)

wobei melNy die Anzahl der Knoten der Feldverteilung im Wellenleiter wiedergibt

und zur Numerierung der Mode verwendet wird. ®;, und @, sind die Phasen-
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verschiebungen an der jeweiligen dielektrischen Grenzschicht. Sie sind fiir s- und
p-polarisiertes Licht jeweils verschieden (siehe Gleichungen [5.5alund [5.5b). Fiir je-
des m wird also nach Losungen 6; gesucht, die wegen der verschiedenen Ausdriicke

fiir die Phasenschiebungen fiir die TE- und TM-Mode verschieden sein werden.
Geschlossene Losungen existieren nicht und miissen numerisch gefunden werden.
Gleichung gilt in dieser Form auBlerdem nur fiir Schichtwellenleiter und ist
im allgemeinen schwierig anzuwenden auf Streifenwellenleiter mit Gradienten-
profilen oder auf Wellenleiter mit diffundierten Brechungsindexprofilen, bei denen
es keine definierte Grenzschicht zwischen Kernbereich und Substrat gibt. Wellen-
leiter, fiir die nur eine Losung fiir ein m (bei gegebener Wellenldnge) pro Polari-
sationszustand existiert, heilen monomodig. Die langste Wellenldnge die gefiihrt
werden kann, bezeichnet man als cutoff Wellenlénge.

5.1.3. Phasenausbreitungskonstante und effektiver
Brechungsindex

Die Ausbreitung der Moden wird zumeist durch die Wellenzahl oder Phasenaus-

breitungskonstante in z-Richtung [ charakterisiert:

0,

-y

k=B

Abbildung 5.4.: Skizze zur Definition der Phasenausbreitungskonstante.

0=k, =kisinf; = ki cos¢ = konycos ¢ = koN (5.9)

ko ist die Wellenzahl im Vakuum. Der Wert fiir 3 liegt zwischen dem der Ausbrei-
tungskonstanten fiir die reinen unendlich ausgedehnten Umgebungsmedien £.,
und k., und dem Kernmedium k., Es gilt die Ungleichung

k207 kz2 S /6 S kzl (510)

Gleichheit wird nur dann erreicht, wenn Kern- und Umgebungsmedium den glei-

chen Wert erreichen, der wellenleitende Charakter geht dann verloren und das
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Licht kann sich frei ausbreiten. Gleichung stellt die Definitionsgleichung fiir
den effektiven Brechungsindex N dar. Er ist definiert als das Verhéltnis der Aus-
breitungskonstanten 5 der Mode im Medium zur Vakuumsausbreitungskonstan-
ten ky. Er ist genauso wie die Ausbreitungskonstante fiir jede Mode unterschied-
lich. EinfluBBfaktoren sind neben duleren Parametern wie Temperatur, Druck und
Lichtwellenldnge die Brechungsindexverhéltnisse im und um den Wellenleiter so-
wie die geometrischen Abmessungen des Wellenleiters. Die Modengleichung
148t sich mit Hilfe der Gleichungen [5.5a,[5.5b], [5.7]und [5.9| zu

1 1
N2 — 2\ 5 N2 — 2\ 5
dkoy/n} — N? — arctan (Wﬁg) 2 _ arctan (ﬁ) L (5.11)

umformulieren. Mit den Abkiirzungen

k.1 = koy/n3 — N2 (5.12a)
fir die wellenleitende Schicht und

k.o = ko\/N? —n? (5.12b)

k.o = ko/N? —n3 (5.12¢)

fiir die Schichten mit Evaneszentfeldanteil kommt man schliefllich nach einigen
Umformungen auf [58]:

kz,l (kz,O + kz,2)

K2, kook.s (5.13)

tan (k,1d — mm) =

Gleichung ist eine Bestimmungsgleichung fiir N bzw. § und hat nur diskrete
Losungen, zu denen die jeweiligen Wellenleitermoden gehoren.

5.1.4. Grenzen des strahlenoptischen Modells

Fur das strahlenoptische Modell wird angenommen, daf3 sich Licht im Wellenlei-
ter in ebenen Wellen ausbreitet. Diese Annahme setzt voraus, daf3 die Dicke der
wellenfiihrenden Schicht viel grof3er ist als die Wellenlénge: d; > ). Dies ist bei
unseren integriert optischen Sensoren nicht der Fall. Wir miissen also Korrektu-
ren dieses Modells erwarten. Dennoch ist das Modell es wert betrachtet zu werden,
da es sehr anschaulich ist und man neue Grof3en wie z.B. die Phasenausbreitungs-
konstante verstindlich einfithren kann.
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5.2. Die elektromagnetische Theorie des Wellenleiters

Die strahlenoptische Behandlung des Wellenleiter ist anschaulich in der Interpre-
tation. In der Praxis gelangt man aber schnell an die Grenzen der Anwendbarkeit
dieses geometrischen Modells, wenn z.B. nichtkonstante Gradientenprofile vorlie-
gen und das gefiihrte Licht gekriimmte Bahnen beschreibt. Geometrische Phasen-
unterschiede und Phasenspriinge sind nicht oder nur schwer bestimmbar, die Glei-
chung ist in dieser einfachen Form nicht mehr anwendbar. Die physikalisch
korrekte und allgemeine Behandlung realer Wellenleiter ist im wellenoptischen
Modell auszufiihren, dessen Grundlage die Maxwellgleichungen sind. Losungen
werden in der Regel durch numerische Verfahren gesucht, die zum Teil eng auf
bestimmte Problemstellungen zugeschnitten sind. Im nachfolgenden wird der all-
gemeine Ansatz fiir die wellenoptische Behandlung dargelegt.

5.2.1. Die Maxwellgleichungen fir Lichtwellenleiter

Die Maxwellgleichungen in ihrer allgemeinen Form wurden schon in Gleichung
beschrieben. Fir die Herleitung der Wellengleichung fiir Lichtleiter nehmen
wir folgende Vereinfachungen an [58]:

Die Medien sind isotrop: é(7,t) = € = eyn?, (7, t) = p.

Die Materialien sind diamagnetisch: ;1 = pq.

Es gibt keine freien Ladungstrager: p = 0.

Die Medien sind elektrische Isolatoren: o = 0.

Dadurch nehmen die Maxwell-Gleichungen die folgende Gestalt an:

V x E(f,t) = —uoaHa(f’t) (5.14a)

L o (n(ME(1)

Vx HFD = e 5 (5.14b)
6-(n2(f‘) *(jt)) ~ 0 (5.14c)

V-HFt) = 0 (5.14d)
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Wendet man auBlerdem auf Gleichung die Rotation an, erhilt man mit Hilfe
von Gleichung

V x (6 x B(7, t)) = oV x o g b _ —ugeonQ(F)%. (5.15)
Mit der Vektoridentitéat
V x (ﬁ X /Y) =V <ﬁ . ff) —AA mit A als beliebigem Vektor (5.16)
und Gleichung[5.14¢|folgt dann aus Gleichung [5.15]
AE(F )+ V <E(F’ 22'(7?)”2(7?)) + En2(F)E(F,t) = 0. (5.17)

Gleichung ist die vektorielle Wellengleichung fiir das elektrische Feld in ei-
nem Wellenleiter. Um die entsprechende vektorielle Wellengleichung fiir das ma-
gnetische Feld zu erhalten, geht man ganz analog vor. Die Rotation auf Gleichung
angewandt, ergibt unter Verwendung von Gleichungen [5.14d| und [5.16|

e 1
AH(T,t)+n2—

7 (%2(7)) x (ﬁ x H(F, t)) RRA(A)H(F 1) = 0. (5.18)

Mit den oben ausgefiihrten Annahmen kann man also die Bedingungen fiir das E-
und H-Feld entkoppeln, die Losungen sind allerdings nicht unabhiingig voneinan-
der. Wenn man eine Losung fiir einen Feldvektor erhalten hat, berechnet man den
anderen tiber die Maxwell-Gleichungen.

5.2.2. Grenzflachenbedingungen

Fiir elektromagnetische Felder gelten beim Ubergang eines Medium 1 in ein Me-
dium 2 allgemein giiltige Bedingungen. In unserem Fall von homogenen isotropen
Medien ohne Raumladungen lauten die Bedingungen:

Ein=E» (5.19a)
el = el (5.19b)
Hyy = H;o (5.19¢)

piHy 1 = poHpy 5. (5.19d)
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Abbildung 5.5.: Grenzflaichenverhalten des elektrischen Feldes an einer dielektri-
schen Grenzschicht.

Dabei stehen die Indizes ¢t und n fiir die Tangential- bzw. die Normalkomponente
des jeweiligen Feldes in Bezug auf die Grenzflache. Die Verhéltnisse sind in Ab-
bildung fiir das E-Feld nochmals verdeutlicht. Die Ausbreitungsrichtung k des
Lichtstrahls ist gestrichelt eingezeichnet.

5.2.3. Der Schichtwellenleiter im wellenoptischen Bild

Ein einfacher Schichtwellenleiter besteht z.B. aus einer schichtférmigen Anord-
nung von drei verlustfreien Medien unterschiedlicher Brechzahl, bei denen sich
der Brechungsindex nur in einer Richtung dndert (n(r) = n(x)). Wegen der Trans-
lationssymmetrie in y-Richtung gilt a% = 0. Das Licht wird dabei nur in z-Richtung
gefithrt. In den einzelnen Medien ist zudem Vn?(x) = 0. Wir setzen nun fiir die
Zeitabhingigkeit der Feldstirken ¢! und nutzen die Ausbreitung des Lichts in

z-Richtung aus:

E(7 t) = E(z,y) - €52 (5.20a)
H(7t) = H(z,y) - e!“t=52) (5.20b)

G = koN ist wieder die Phasenausbreitungskonstante in z-Richtung. Die Annahme
der obigen Zeitabhingigkeit bedeutet keine Einschriankung, da das Superpositi-
onsprinzip fiir alle linearen optischen Effekte gilt und damit andere Zeitabhéngig-
keiten iiber eine Fourierzerlegung nach unterschiedlichen w; in gleicher Weise be-
handelt werden konnen. Mit der Zeitabhéngigkeit der Feldstarken aus Gleichung
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lassen sich die Gleichungen [5.14ajund |5.14b| zu

V x E(f) = —iwugH () (5.21a)
VxHF) = iwen?(F)E(F) (5.21b)

umformen [58]], [59]. Bei einem planaren Schichtwellenleiter unterscheidet man
zwischen elektromagnetischen Wellen mit keiner longitudinalen elektrischen (TE)
Komponente in z-Richtung (E, = 0) und keiner longitudinalen magnetischen (TM)
Komponente in z-Richtung (H, = 0).

Die Wellengleichung fiir die TE-Mode

Mit E. = 0 und der Translationssymmetrie a% = 0 folgt aus den Gleichungen @
E, = E, = H, = 0 die Wellengleichung fiir E,:

0°E,

52 + (¥ =5°) B, =0 (5.22)

Die Wellengleichung fiir die TM-Mode

Analog folgt mit H, = 0 und der Translationssymmetrie aus den Gleichungen [5.21
E, = H, = H, = 0 die Wellengleichung fiir H,:

0°H,

Ox?

+ (K*n® - 6%) H, = 0 (5.23)

Bemerkenswert fiir diesen Spezialfall ist die mogliche Separierung der vektoriel-
len Feldgleichungen in zwei skalare Wellengleichungen. Aus der Kenntnis je einer
Komponente E,, bzw. I, aus den skalaren Wellengleichungen lassen sich die ande-
ren via Maxwellgleichungen bestimmen. Diese Zerlegung ist nur fiir ganz wenige
Wellenleiterstrukturen moglich, wie hier fiir den Schichtleiter oder auch fiir span-
nungsfreie Glasfasern mit kreisrundem Querschnitt. Im ersten Fall ist die Bezeich-
nung der entsprechenden Moden als TE- oder TM-Mode iiblich, im zweiten sind es
LP-Moden. Sie werden auch als skalare Moden bezeichnetﬂ Die Wellengleichungen
konnen ebenso als Eigenwertgleichungen interpretiert werden. Es existieren nur

bestimmte Eigenwerte (3, deren Eigenfunktionen einer Mode entsprechen. Fiir den

Im allgemeinen Fall werden die orthogonalen Grundmoden hybrid sein, d.h. E- und H-Feld lassen
sich nicht mehr in obiger Weise separieren. Dadurch ist eine andere Nomenklatur der Moden
notig. Allerdings ist der Sprachgebrauch selbst in Veréffentlichungen etwas lax, und es wird
auch bei Streifenwellenleitern schlicht von TE- und TM-Moden gesprochen (und entsprechend
gerechnet). Es soll hier daran angeschlossen werden.
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Abbildung 5.6.: Feldverteilung fiir die ersten TE- und TM-Moden in einem Schicht-
wellenleiter.

konkreten Fall eines Schichtwellenleiters mit konstanten Brechungsindices wer-
den die Gleichungen [5.22| und [5.23] auf die drei Brechungsindexbereiche getrennt
angewandt. Sie werden dann unter Beachtung der Randbedingungen (Gleichun-
gen gelost [58]]. Die daraus resultierenden Bestimmungsgleichungen fiir 3
stimmen fiir die TE-Mode exakt mit Gleichung uberein [58]. Das strahlenop-
tische und wellenoptische Modell liefern also in diesem einfachen Fall tatsachlich

das gleiche Ergebnis. Insgesamt ergibt sich als Modengleichung

kz,l (kz,O + k'z,Q)

tan (k,1d — mm) = FER (5.24a)
fir die TE-Mode und
kz,l kz,O kz,Q
n2 \n2 " n2
tan (k,1d — mm) = — . 2 (5.24b)
| Mor _ kao keo
ni  n§ n

fiir die TM-Mode.

In Abbildung5.6]sind die transversalen Feldverlaufe der ersten drei Moden in ei-
nem Schichtwellenleiter skizziert. Es gilt, daf} das Evaneszentfeld umso schneller
abklingt, je kleiner die Modenzahl und je groBer der Brechungsindexunterschied

zwischen Kern und Umgebung ist. Die effektive Dicke 146t sich iiber die in einem
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Schichtwellenleiter gefiihrte Leistung berechnen zu [58]]

1 1
depr=d 5.25
17 i kz,O * kz,Z ( a)
fur die TE-Mode und
1 1
deff =d+ e N2 + N2 N2 (5.25b)
kool ot —5—1) k| 5+ 51
ng L ny ny

fiir die TM-Mode. Bei Wellenleitern mit Gradientenprofil sind die skalaren Wellen-
gleichungen [5.22| und |5.23| nur in Ausnahmefillen integrabel, so z.B. fiir paraboli-

sche Gradientenprofile. Zum Auffinden von Losungen werden Testfeldverteilungen
konstruiert. Nach Einsetzen in die Wellengleichungen wird iiberpriift, ob die resul-
tierenden Differentialgleichungen geschlossen losbar sind.

5.2.4. Streifenwellenleiter

Fir Streifenwellenleiter lassen sich die Maxwellgleichungen ebenfalls nicht ex-
akt in skalare Gleichungen iiberfithren. Wie nachfolgend gezeigt wird, kann man
dennoch zu Losungen kommen, wenn zusétzliche Bedingungen an den Wellenlei-
ter gestellt werden. Liegt die effektive Ausbreitungskonstante relativ weit ober-
halb der Grenzausbreitungskonstante, spricht man von stark fithrenden Wellen-
leitern. Hier konnen verschiedene Naherungen [60], [61] angewandt werden, um
an die Feldverteilung zu kommen. Fiir eine effektive Ausbreitungskonstante, die
nur knapp uber der Grenzausbreitungskonstante liegt, handelt es sich um schwach
fiihrende Wellenleiter. Integriert optische Evaneszentfeldsensoren gehéren norma-
lerweise zu dieser Art Wellenleiter. Dabei kann die sogenannte ,weakly guiding®

Naherung durchgefiihrt werden. In der vollstindigen Vektorwellengleichung
Vn2 ()
n?(7)
Mischterme sind im vorliegenden Fall aber klein und werden vernachlassigt. Da-

bzw.[5.18 mischen die Terme mit die x- und y-Komponenten der Felder. Diese

mit wird man auf die sogenannte reduzierte Vektorwellengleichung gefiihrt [62].
Da aus den Maxwellgleichungen bei vollstéandiger Kenntnis eines Feldvektors der
andere gefiinden werden kann, gentigt die Angabe der Gleichungen fiir eine Feld-
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n, n,
nO n] nO
n
(a) Eingebetteter Strei- (b) Vergrabener Strei-
fenwellenleiter. fenwellenleiter.
n n
n, n, 3 2
n
n, n,

(c) Aufgesetzter Strei-

(d) Streifenbelasteter

fenwellenleiter. Wellenleiter.
n, n,
n n,
ny ny

(e) Rippen- oder First-

wellenleiter.

(® Inverser Firstwellen-
leiter.

Abbildung 5.7.: Querschnittsformen verschiedener Streifenwellenleiter.

komponente. Die reduzierten Vektorwellengleichungen lauten nun

0 (Eula,y) 0n*(z.y)
(A + Kin* (@, ) = B2) Ealw,y) = = (n2 e K ) (5.268)
(A +k2n2(:c ) _52) E (.T ) — _2 Ey(l’,y) an2(£7y) (5 26b)
t 0 Y y) Ly\Ts Y By \ n2(z, ) oy ; .

wobei fiir die Felder o« ¢/(?*~“) angenommen wurde und ky = ¢, 3 = koN und
A; = 07 + 0; gelten. Die beiden Phasenkonstanten in Gleichung [5.26al und |5.26h|
sind im allgemeinen verschieden und représentieren die beiden Polarisationszu-
stdnde, die auch mit quasi-TE- (HE,-) und quasi-TM- (HE,-)Moden bezeichnet
werden. Andert sich der Brechungsindexverlauf im Kern iiber den Bereich einer

Wellenldnge wenig, konnen dariiberhinaus auch noch die rechten Seiten der Glei-
chungen [5.26a] und [5.26b| vernachlissigt werden und man erhilt die homogenen
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Helmholtz-Gleichungen:

(A + kgn® (2,y) — B7) Ex(z,y) =0 (5.27a)
(A + kgn*(z,y) — 85) By(z,y) = 0. (5.27b)

Die Gleichungen [5.26|und [5.27] sind Ausgangspunkt verschiedener Niherungsver-
fahren wie die effektive Indexmethode [63], [64]], die Variationsmethode [65], die
Methode der transversalen Resonanz [66] oder die Methode der finiten Elemente
(671, [68l, [69], die hier aber nicht ndher beschrieben werden sollen, da dieses Ge-
biet vom eigentlichen Fokus dieser Arbeit zu sehr abweicht. Vielmehr will ich im
folgenden Abschnitt auf ein optimiertes Design der Wellenleiterstrukturen fir
die Sensorik eingehen.

5.2.5. Ausbreitung von Licht in einem Wellenleiter

Neben der Kenntnis der Moden, d.h. die Ausbildung der elektromagnetischen Wel-
le in den Querdimensionen z und y ist fiir integriert optische Strukturen auch die
Ausbreitung der Welle langs des Wellenleiters in z-Richtung wichtig. Gerade bei
Verzweigungs- oder Kopplungsstrukturen bei integriert optischen Chips, an de-
nen eine elektromagnetische Welle aufgeteilt wird, spielen fiir die Konstruktion
genaue Simulationen eine wichtige Rolle. Eine Naherungsmethode hierfiir ist die
BPM (Beam Propagation Method) [70], die hier ebenfalls nicht ndher diskutiert
werden soll, da sie vom eigentlichen Thema der Arbeit zu stark abweicht.

5.3. Sensorik mit integriert optischen Wellenleitern

Wie vorhin beschrieben wurde, existiert bei jeder in einem Lichtleiter gefiihrten
elektromagnetischen Welle ein evaneszentes Feld, das aus dem hochbrechenden
wellenleitenden Medium herausragt. Andern sich jetzt in diesem ,EinfluBgebiet®
optische Parameter des Superstrats, z.B. durch Schichtdickenédnderungen an der
Sensoroberfliche, so dndert sich der effektive Brechungsindex N des gesamten
Wellenleiters. Diese Anderung kann mit verschiedenen Konzepten experimentell
erfaflt werden. In der Literatur sind unter anderem Gitterkoppler [18], [201, [22],
Polarisationsinterferometer [29], [31], Young-Interferometer [26], [28] oder auch
das hier verwendete integriert optische Mach-Zehnder-Interferometer [23], [71l,
[72] erwéahnt.
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5.3.1. Funktionsweise des Mach-Zehnder-Interferometers (MZI)

Abbildung zeigt schematisch die Funktionsweise des Mach-Zehnder Interfe-
rometers. Die Intensitat /, des eingekoppelten kohidrenten Lichts wird in einem

FluBizelle

0 Analytstrom
. : i Y Photo-
- L diode

Laser O

Single-Mode
Faser Mach-Zehnder
Interferometer

Abbildung 5.8.: Prinzipielle Funktionsweise eines Mach-Zehnder Interferometers
in der Sensorik.

Y-Verzweiger auf dem Chip aufgeteilt und dann in zwei separaten Lichtleiterar-
men gefithrt. Die beiden Lichtleiter unterscheiden sich in der Weise, dal3 einer
der beiden Arme mit einer dicken Schicht (normalerweise SiO,) bedeckt ist, so
daB die darin gefiihrte elektromagnetische Welle unbeeinflufit gegeniiber Ande-
rungen der Umgebung ist. Beim anderen Arm wird dagegen ein Mel}fenster in die
Deckschicht geatzt. Hier kommt das evaneszente Feld der gefiihrten Welle direkt
mit dem Umgebungsmedium in Kontakt und reagiert dementsprechend auch auf
Anderungen desselben. Andern sich z.B. durch Anbindung an der Sensoroberfla-
che die optischen Eigenschaften des Superstrats, verandert sich auch der effektive
Brechungsindex N des Wellenleitersystems und somit die Lichtgeschwindigkeit
im MeBfensterbereich des Wellenleiters. Daraus resultiert vor der Wiederzusam-
menfithrung eine relative Phasenverschiebung der beiden gefiihrten Wellen in den
jeweiligen Armen zueinander. Es ergibt sich bei einem optimal symmetrischen MZI
eine kohirente Uberlagerung der beiden Strahlen gemaf [58]

[(AD) = % (1+ cos (AD)) = % (1 + c08 (koL (Nyeas — Nyep))) (5.28)

deren resultierende Intensitat 7(A®) schliellich mit einer Photodiode detektiert
wird. Man kann in Gleichung erkennen, daf} die Phasenverschiebung A® von
folgenden GroBlen abhéngig ist:

2m

¢ proportional zur Wellenzahl im Vakuum k, = W
0
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¢ proportional zur MeBfensterldnge L,

e A ist abhéingig vom effektiven Brechungsindex des MeBBarms N, 4.

Prinzipiell konnte man also durch ein moglichst langes Mellifenster sowie mit ei-
ner koharenten Lichtquelle kleiner Wellenlénge die Signaldynamik erhohen. Die
Wahl der Wellenlédnge hiangt von der Verfiigbarkeit, der geratetechnischen Details
wie z.B. Strahlstabilitat sowie den Kosten der verfiigbaren Laser ab. Fiir eine Ver-
langerung des Meffensters gibt es ebenfalls — allerdings technisch aufwendige und
hier noch nicht realisierte — Ideen. Weit mehr Potential hat zudem die Optimierung
der geometrischen Strukturen des Wellenleiters in der Weise, dafl die Anlagerung
eines Analyten an die Sensoroberfldche eine méglichst groBe Anderung von N,,cqs

hervorruft.

5.3.2. Theorie zur integriert optischen Sensorik

Zu der Optimierung von wellenleitenden Strukturen fiir die Sensorik sind bereits
Arbeiten veroéffentlicht [73]],[74]. Dabei beschrianken sich beide auf Schichtwellen-
leiter und beide Arbeiten unterscheiden zwischen dem Einsatz von Wellenleitern
als Refraktometer und als Sensor mit einer diinnen immobilisierten Schicht, de-
ren Anderung der optischen Eigenschaften detektiert werden soll. Dabei geht [73]
semi-klassisch und relativ anschaulich vor, wihrend [74] das Problem relativ ab-
strakt behandelt, mit seiner normalisiserten Methode allerdings auch allgemein
giiltige Aussagen erhilt?] Dennoch beschrianke ich mich hier auf die Darstellung
von [73]], da sie anschaulicher ist und sich leichter ein Bezug zur Sensortechnologie
in Teil[[|dieser Arbeit herstellen 148t. Natiirlich sind die resultierenden Ergebnisse
beider theoretischen Ansétze gleich.

Die Modengleichungen fiir Drei- und Vierschichtwellenleiter

Ausgehend von Gleichung kann die Modengleichung fiir einen Dreischichtwel-
lenleiter, bestehend aus einem Substrat mit Brechungsindex ng, dem wellenleiten-
den Film F der Dicke dr und dem Brechungsindex nr sowie dem Umgebungs- oder
Covermedium C mit dem Brechungsindex nc (siehe Abbildung geschrieben
werden als

Oy =2k, pdp + Prs + Ppo = 2mm. (5.29)

2Fiir Leser, die die Abhandlung von [74] nachvollziehen moéchten sei angemerkt, daB sich in der
zitierten Veroffentlichung leider Fehler eingeschlichen haben. Nach einer persénlichen Kon-
takaufnahme mit dem Autor der Publikation wurden mir die korrigierten Formeln per Post
zugeschickt. Die korrigierten Formeln in anderer Form sind auch in [75] veroffentlicht.
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C (nc)
F(n) d,.
F (nF) d, F (nF) d,

=] 0 L=,

Y Yy
(b) Vierschichtwellenleiter.

C (n)

§ (ng)

(a) Dreischichtwellenleiter.

Abbildung 5.9.: Drei- und Vierschichtwellenleitermodelle zur Berechung von Sig-
naldynamiken.

Dabei ist meNo, k. p = koy/n% — N2 mit ky = & und N = ’Z—O als dem effektiven
Brechungsindex der gefithrten Welle [76], [77]. Diese Beziehung kann auch aus
den Gleichungen und hergeleitet werden. @5 und @ sind die Pha-
senverschiebungen bei Totalreflexion an den Grenzschichten Film-Substrat und
Film-Cover. Die Fresnelschen Reflexionskoeffizienten an den Grenzschichten F-J

(wobei J = S, C) aus Gleichung kann man als

(kz,F kz,J)
20 2p
rpy = —2F g (5.30)
7 kz,F kz,]
n%ﬂ + niﬂ

schreiben. Analog zur vorigen Gleichung ist k. ; = k\/m Fur die Variable p
gilt p = 0 fiir TE- und p = 1 fiir TM-Moden. Fiir N > n; ergibt sich Totalreflexion
(|rks|* = 1) und das elektromagnetische Feld im Medium J ist evaneszent, d.h.
es ist k., = ik\/N2 —n? sowie rr; eine komplexe GroBe rx; = ¢’/ mit einer

Phasenverschiebung ®r ;. Diese 148t sich schreiben als

1—rpy np\ % k.|
: = —2arctan — : .
1+rp; ng k. r

Fir einen Vierschichtwellenleiter bestehend aus dem Substrat S, dem wellenlei-

(5.31)

Oy = 2arctan (z’

tenden Film F, einer zusétzlichen diinnen Schicht F’ mit dem dazugehorigen Bre-
chungsindex n und der Dicke dr und dem Covermedium C lautet die Modenglei-
chung

@4 = 2kz,FdF + q)F,S + q)F,F’,C’ = 2mm. (532)
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Dabei wurde angenommen, daf3 die Schichten F und F’ zusammen die wellenlei-
tenden Strukturen sind. Die Phasenverschiebung @ ;' ¢ fiir interne Totalreflexion
an der Grenzschicht F,F’-C erhilt man aus dem dazugehorigen Reflexionskoeffizi-

enten .
) e e e T e

14+ TrFF'TE C€
wobei wiederum k, » = ky/n%, — N? ist und rg r, 7 o die Reflexionskoeffizienten
an den Grenzschichten F-F’ und F’-C sind. Gleichung ist analog zu Gleichung

2.17, nur dafl hier natiirlich ein schriager Lichteinfall vorhanden ist. Weil wieder-

(5.33)

TFF,.C = 2k, prdp

um das elektromagnetische Feld im Medium C evaneszent ist, kann

rpm o = e *rr.c geschrieben werden mit

Qikzyp/dF/

.1_TFF’C -1_TFF’ 1—TF/C€
Ppp o =2arctan | t-—————= | = 2arctan ( ¢ — . —
F, 27‘kz,F’dF’

+TF,F’,C 1+TF,F’ ]-+TF’,Ce

) . (5.34)

Hierbei kann man rp ¢ = e(1@rr .= ) schreiben, wobei ®; - > 0 sein muf3 we-
gen |rp c| = e"®r.c < 1. Damit kann Gleichung folgendermaflen geschrieben
werden:

2p =

k. p Dp Dp

q)FF’ c = 2 arctan nr =i tan k’z F’dF’ + .o + % .C (5.35)
) ) nF/ k‘z,F ’ 2

Die Gleichungen [5.34] und [5.35| gelten sowohl fiir evaneszente als auch fiir ebene
Wellen im Medium F’. Im Falle tiberlagerter ebener Wellen in F’ ist rp ¢ = 1 =

EFQC = 0. Im Falle eines evaneszenten Feldes in F’ (d.h k, »» = i |k, v|) kann man
aus Gleichung Op o = 0 fir np < ne und @p o = 7 fiir np > ne schlieffen.
Mit der Relation tanh z = —itan (iz) formuliert man dann Gleichung um in

nrg 2 k..p 6F/ C 7
Qp pr ¢ = 2arctan ’ tanh | |k, | dp + ’ , (5.36)
ngr kz,F 2
wobei
EF/C 7 Ngr 2p ‘sz” ngr 20 N2 —n%«
tanh : = = —_— 5.37
( o ( 2 )) (nc) K. ne N? —n3, ( )

mit o = 1 fur npr < nc und o = —1 fur np > ne ist. Im Grenzfall einer diinnen
Schicht F’ (d.h. dr <« \) kann Gleichung in erster Ndherung zu

r ~ TF,F’+TF’,C (1+2Z.lfz7F/dF/)
PO T4 reprec (1 + 2ik, pde)

(5.38)
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entwickelt werden. Erweitern wir den Ausdruck auf der rechten Seite von Glei-
chung in Zahler und Nenner mit 1 + rg p7p o (1 — 2ik, pdp) und vernachléas-
sigen Terme 2. Ordnung von d; erhalten wir

2
~ TEp +7Tpc . 2rp o (1 - TF7F/>
TP =-——" """ 141

(L4 rpprec)(ree + 7o

)kz,F’dF’> (539)

1+rrpprec

Mit Hilfe der Gleichungen [5.30| und [5.33| kann gezeigt werden, daf} der Term vor
der groflen Klammer sich zu rr¢ vereinfachen l4t. Der Ausdruck in der groflen

Klammer selbst ist in 1. Ndherung der Taylor-Entwicklung einer Exponentialfunk-
tion identisch. Daher kann Gleichung ausgedriickt werden als

2TF/7C (1 — T%‘,F’)

+reprec) (Tep 4+ TEc

) kz,F’dF/

reE.c = TECE (1 (5.40)
Weil das elektromagnetische Feld in F eine Uberlagerung von ebenen Wellen und
in C eine evaneszente Welle ist, konnen wir 7 ¢ = ¢ ®rrc und rpc = e'®FC
schreiben. Wir erhalten damit und mit Gleichung

QTF’,C (1 — T%,F’)

(L4 rpprec)(ree + 1 c)

(I)F,F’,C = (I)F,C + kz,F’dF’- (541)

Setzen wir nun noch die Reflexionskoeffizienten aus Gleichung in Gleichung
5.41|ein, erhalten wir

2 2
kz,F’ kz,C

ne\ > ni  onk

Crr o= Pro+ 2k, (—) ———dp. (5.42)
nr kz,F kz,C
- =

”_Lzlrp ngo
Mit N = ’;—g erhalten wir schlieBlich

N2 N2 p
n, — n? (n—) *(n—) -
Cppo~ Ppo+ 2k, F 5/ . ¢ a dp (5.43)

n_nQ 2 2
S GRGOE
nc ng

Dabei ist p = 0 fiir TE- und p = 1 fiir TM-Moden. Fir dinne Schichten (dm < \)
auf einem wellenleitenden Film kann also die Modengleichung dhnlich der
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eines Dreischichtwellenleiters geschrieben werden:

(I)4 = 2]{327[7 (dF + Adp) + (I)F75 + (I>F,C = 27rm, (544)

N 2 N 2 P
n — 12 (%) *(n—p) !
Adp = £ ¢ (5.45)

= . ’

n2 _ ’I’L2 2 2
G G
nc nrg
Gleichung hat die Form der Modengleichung eines Dreischichtwellen-
leiters mit der Filmdicke (dr + Adr), allerdings héngt Adr im allgemeinen vom

effektiven Brechungsindex /N und der Polarisation ab. Nur im Spezialfall np = np
ergibt sich Adr = dp.

Signaldynamiken von Wellenleitern fiir die Biosensorik

Mit den in Abschnitt erhaltenen Modengleichungen wollen wir nun die Sig-
naldynamik eines integriert optischen Wellenleiters berechnen. Im Falle der Bio-
sensorik, d.h. einem Sensor, der mit einer diinnen sensitiven Schicht bedeckt ist
und an der der Zielanalyt anbindet, wird es Ziel sein, die Grofle gd_]; Zu maxi-
mieren. Vereinfachend wird angenommen, dal3 der sensitive Film F’ zusammen
mit den daran angebundenen Analyten eine homogene optische Schicht ergeben
mit der Dicke d und dem Brechungsindex n;. Wir erhalten die Signaldynamik
aus der vereinfachten Modengleichung fiir den Grenzfall diinner sensitiver

Schichten. Aus Gleichung laBt sich

0P, 0Prp o

s e 4
B 1e=0= "gq lam=0 (5.46)

ableiten, wobei sich GQ;I;F/,C aus der Ableitung von Gleichung|5.43|errechnet und
F/
0D, _ 0%3
ON == BN (647

fiir den Grenzfall d = 0 ist. Fiir alle Modengleichungen gilt

0] (dF/, N (d}m)) = 2mm (548)
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Daraus folgt
0P
0P ON 0 ON Od g
el =0 = _ 5.49
ddp | Odp ON  odp 00 (5:49)
ON

Setzt man die Losungen aus Gleichung [5.46] in Gleichung ein, erhalt
man die Signaldynamik fiir die Anbindung an die Sensoroberflache

N 2+ N\ 2 1 p
ON _np—N* nh —ng [ \nc N

oder  Nd, n2 —n2 N\?2 N2
e ()

nc ng

(5.50)

mit p = 0 fur die TE- und p = 1 fiir die TM-Mode.

5.3.3. Optimiertes integriert optisches Sensordesign

Gleichung ist der Ausgangspunkt fiir die weitere Diskussion eines optimierten
integriert optisches Sensordesigns. Dabei lassen sich folgende Schlulfolgerungen
ziehen:

* Die grofte Signaldynamik wird mit TE,- oder TM,- monomodigen Wellenlei-
tern erzielt.

* Die maximale Signaldynamik ist bei der TMy-Mode generell ein wenig grofler
als bei der TEj-Mode.

* Eine grofle Signaldynamik (%) wird bei kleinen effektiven Wellenleiterdi-
cken d.;; erreicht. Dabei gilt nach [77], [59] fiir die minimale Dicke der TE,-
Mode (de;y)
doppelten Grofle der cutoff Wellenleiterdicke. Die Berechnung dieser Grof3e

im0, 7TA (nF, — n%)fé. Dieses Minimum liegt ungefihr bei der
kann jedoch nur ein grober Anhaltspunkt sein, sowohl in Bezug auf die tat-
siachlich minimale effektive Dicke als auch auf die Wellenleiterdicke dr mit
der grofiten Signaldynamik.

¢ Verbunden mit der geeigneten Wellenleiterdicke dy fiihrt eine grofle Diffe-
renz (nyp —ng) zwischen dem Brechungsindex des Wellenleiters F und des
Substrats S zu einer hohen Signaldynamik.

* Die Signaldynamik ist bei kleinen Wellenlédngen héher als bei gro3en Wellen-
langen.
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* Fir dicke (multimodige) Wellenleiter gilt d.;; ~ dp, die Signaldynamik ver-
halt sich iln diesem Bereich umgekehrt proportional zur Wellenleiterdicke:
() ~ o

Zur Illustration dieser Ergebnisse prasentiere ich zwei Grafiken mit den berech-
neten Signaldynamiken (fd—]; als Funktion der Wellenleiterdicke d» aus Gleichung
Bis auf das wellenleitende Material sind beide Systeme identisch. Als Sub-
strat dient SiO, mit einem Brechungsindex von ng = 1,457, der Brechungsindex
des Biopolymers wurde mit ny = 1,34 und das Superstrat mit H,O und no = 1, 33
angenommen. Als Brechungsindex des Wellenleiters wurde einmal ny = 2,012 und
einmal nr = 1,5 verwendet. Die fiir die Berechnung verwendete Wellenlénge ist
mit A = 632,8nm Licht eines He-Ne Lasers. Man erkennt sehr deutlich, wie not-
wendig es fiir eine grof3e Signaldynamik ist, hochbrechendes Wellenleitermateri-
al in Verbindung mit einer optimalen Wellenleiterschichtdicke zu verwenden. In
Tabelle [5.1| sind die optimalen Schichtdicken fiir eine maximale Signaldynamik
der jeweiligen Moden aufgelistet. Es werden aullerdem die nach der Theorie von
[74] ermittelten optimalen Schichtdicken fiir das jeweilige Wellenleitersystem an-
gegeben. Man erkennt die sehr gute Ubereinstimmung beider Theorien bei den
TE-Moden. Die Abweichung bei den TM-Moden 148t sich eventuell durch eine Ver-
einfachung bei der Theorie nach [74] erklaren, die bei dieser Polarisationsrichtung
gemacht werden muB3.

s np ne | Mode optimales dy in nm optimales dy in nm
nach Tiefenthaler-Lukosz nach Parriaux
1,457 | 2,012 | 1,33 | TE, 74 74
1,457 | 2,012 | 1,33 | TM, 154 145
1,457 | 2,012 | 1,33 | TE, 304 304
1,457 | 2,012 | 1,33 | TM, 383 368
1,457 | 1,5 | 1,33 | TE, 453 453
1,457 | 1,5 | 1,33 | TM, 493 468

Tabelle 5.1.: Ermittelte optimale Schichtdicken fiir die hochste Signaldynamik der
verschiedenen Moden.
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(a) aaTJZ, bei einem Schichtwellenleiter mit ng = 1,457, ny = 2,012, npr =
1,34, nc = 1,33 und einer Wellenlédnge von A\ = 632, 8nm.
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(b) aad—]z/ bei einem Schichtwellenleiter mit ng = 1,457, np = 1,5, npr =
1,34, nc = 1,33 und einer Wellenldnge von A = 632, 8nm.

Abbildung 5.10.: Signaldynamiken bei Schichtwellenleitern in Abhéngigkeit der
Wellenleiterdicke dp.






6. Materialien und Methoden

6.1. Materialien

6.1.1. Design des Mach-Zehnder-Interferometers

Mefifenster Meffenster
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Abbildung 6.1.: Dimensionierungen eines Mach-Zehnder Interferometer Chips (in
mm).

Ich beschranke mich bei der Diskussion des in dieser Arbeit verwendeten Mach-
Zehnder-Interferometers wiederum auf die fiir die Sensorik relevanten Eigenschaf-
ten des Sensorchips. Rechnungen wie z.B. die genaue Fiihrung der elektromagne-
tischen Welle im Lichtleiter wurden von mir nicht gemacht, da diese bereits vom
Hersteller LioniX BV [78] mit seiner langjdhrigen Erfahrung im Bereich der inte-
grierten Optik durchgefithrt wurden.

Der verwendete Mach-Zehnder-Interferometer Chip wurde in Siliziumoxinitrid-
Technologie (SiON) [79] hergestellt. Seine geometrischen Dimensionen wurden so
konzipiert, daf} sein Einsatz fiir biosensorische Anwendungen in wafirigen Medien
mit der TE(-Mode von He-Ne-Laserlicht (A = 632,8 nm) optimiert wurde (siehe Ab-
schnitt [5.3.3). Gerade dies sowie die ausgesprochene Expertise in der integrierten
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Optik waren der Grund, LioniX BV als Partner fiir dieses Aufgabengebiet hinzu-
zuziehen.
Auf einem Siliziumsubstrat (in 11010 Orientierung) wurde eine 1,25 ym dicke

I B

A
= A
S10, n=146 4um LS um .
o Si0; n=146 _ 4um 15
Si3N4 n=2,012 "70 nm ~S—1—N—“q 1 n=2.012 :: 15 nm 3 nm v
A A T
Si0, n=1,457 1,25 um Si0, n=1,457 1,25 um
A4 A4
Si n=3,88-i0,019 Si  n=3,88-i0,019
(a) Wellenleiterquerschnitt des MZI im Be- (b) Wellenleiterquerschnitt des MZI im
reich des Mel}fensters. Einkoppelbereich.

Abbildung 6.2.: Wellenleiterquerschnitte des MZI Chips im Bereich des Meflfens-
ters und des Einkoppelbereichs.

Si0,-Schicht mit Brechungsindex ng = 1,457 mit einem CVD-Verfahren abgeschie-
den. Darauf wurde wiederum mit einem CVD-Prozel3 ein Rippenwellenleiter aus
SizN, (Brechungsindex nr = 2,012) abgeschieden und photolithografisch erstellt.
In der SiON-Technologie ist SizN, das Material mit dem hochstmoglichen Bre-
chungsindex. Bis auf den sensorisch wichtigen Bereich des 8 mm langen Meffens-
ters ist der ganze Sensor mit einer ca. 1,5 um dicken Passivierungsschicht aus SiO,
versehen. Auf einem Sensorchip befinden sich sechs Mach-Zehnder-Strukturen.
Die Dicke der Pufferschicht von 1,25 um wurde bewull3t gewahlt: die Eindringtie-
fe des evaneszenten Feldes der TMy-Mode ist grofler als die der TE,-Mode. Das
evaneszente Feld der TMy-Mode reicht bei dieser Pufferschichtdicke in das Silizi-
um hinein, wo es dann absorbiert und somit die TMy-Mode iiber die ganze Wel-
lenleiterlange schlieflich herausgefiltert wird. Aufgrund dieser Filtereigenschaft
wurde der TE,-Mode der Vorzug gegebeniiber der prinzipiell empfindlicheren TM,-
Mode gegeben [72]. Zudem sind an beiden Wellenleiterarmen des Mach-Zehnder-
Interferometers Meflifenster angebracht. Hintergrund dafiir ist eine integrierte Re-
ferenzierung im Interferometer. Man behandelt oberflichenchemisch beide Mel3-
fenster bis auf die Anbindung der selektiven Strukturen gleich. Diese werden nur
bei einem Meffenster immobilisiert. Damit konnen eventuelle unspezifische An-
bindungen, die an beiden MeBfenstern stattfinden, herausreferenziert werden. Zu

Beginn und am Ende der integrierten Wellenleiter jedes Chips sind V-Gruben in
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das Si-Substrat geédtzt, um die Justierung und Fixierung der Glasfasern an das
MZI zu vereinfachen. Aullerdem wurde die Dimensionierung der Streifenwellen-
leiterstruktur am Anfang des Chips so vollzogen, daf3 die Einkopplung des Lichts
von der Single-Mode Glasfaser in den Chip hinein verbessert wird [72], [77]. Eine
detaillierte Beschreibung des hier verwendeten Sensors ist in [72] beschrieben.

6.1.2. Verwendete Chemikalien

Fir die Modifizierung des Mach-Zehnder Interferometer wurden folgende Chemi-

kalien verwendet:

e Standardchemikalien und Biochemikalien wurden, sofern nicht anders an-
gegeben, von den Firmen Fluka, Neu-Ulm, Merck, Darmstadt oder Sigma-
Aldrich, Deisenhofen bezogen.

¢ 3-Glycidyloxypropyl-Trimethoxysilan (GOPTS) und Diisopropylcarbodiimid
(DIC) wurden von der Firma Fluka, Neu-Ulm bezogen.

¢ Aminodextran (AMD) Amdex™mit 170K Dalton Molekulargewicht wurde von
Helix Research Company, Springfield, OR, USA bezogen.

¢ Anti-Atrazin-Antikorper (Anti-ACA) IgG aus Schafen und Atrazin-capronséure
(2-Chlor-6-Isopropylamino-1,3,5-Triazin-2-(6.-amino)hexansédure) (ACA) stam-
men von Prof. Dr. Ram Abuknesha, Department of Life Sciences, Kings Col-

lege, London.

¢ PBS=Phosphate Buffered Saline (Phosphatgepufferte Kochsalzlésung): 8,76 g
(150 mM) NaCl und 1,36g (10 mM) KH,PO, in doppelt gereinigtem Wasser
(18,2 M) - em) bei pH = 7,4. Vorrat als 10-fach konzentrierte Losung bei pH
= 6,8. Wird zur Benutzung als Spullosung mit doppelt gereinigtem Wasser
verdiinnt und entgast.

* SDS = Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumlaurylsulfat) mit doppelt gereinig-
tem Wasser auf 0,5 Volumen-% verdiinnt und mit konzentrierter Salzsiaure
auf pH = 1,8 eingestellt wird entgast als Regenerationslosung verwendet.

Die Prozedur der Oberflichenmodifizierung wurde im Rahmen dieser Arbeit ent-
wickelt und ist in Abschnitt beschrieben.
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6.2. Methoden

6.2.1. Verwendete Gerdte

Fur die Charakterisierung von behandelten SisN,-Oberflaichen wurden ein Spek-
tralellipsometer ES4G des Herstellers SOPRA, Paris und ein Kontaktwinkelgerat
CAM°200 der Firma KSV, Helsinki benutzt.

6.2.2. Der Mach-Zehnder Aufbau

Fir den verwendeten Messaufbau wurden folgenden Gerite verwendet:

* Ein polarisierter Helium-Neon-Laser (A = 632, 8nm) mit einer Ausgangsleis-
tung von 7mW von JDS Uniphase, San Jose, USA.

* Ein Laser-Faser-Einkoppeladapter, gekoppelt mit einem Faraday-Isolator (Ty-
penbezeichnung: HPUC-23-633-S-2.7AS-15+ISOL) von OZ Optics, Ottawa,
Kanada.

¢ Ein Polarisationscontroller fiir 633 nm von Thorlabs GmbH, Karlsfeld.

¢ Single-Mode Lichtwellenleiter FS-SN-3224 und Multi-Mode Lichtwellenlei-
ter GIF 625 von Thorlabs GmbH, Karlsfeld.

* Mach-Zehnder-Interferometer Chips, hergestellt von Lionix BV, Enschede,
Niederlande.

* Ein Lightwave-Multimeter 2832-C mit Si-Photodioden der Serie 818 von New-
port, Darmstadt.

* Ein Mikropositioniersystem Melles-Griot NanoMax HS von Melles Griot, Bens-
heim, Deutschland.

* Kin x-y-z-Positionierer von Photon Control und ein x-y-z-Positionierer von
Melles Griot, Bensheim, Deutschland.

* Ein FluBBzellensystem, gefertigt von der institutseigenen Werkstatt.

* Ein Zweispritzendispenser Microlab 500B mit 100 ul-Spritzen und ein 8-
Wege-Ventil mit Mittenanschluss MVP von Hamilton, Martinsried, Deutsch-
land.
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¢ Optischer Kleber Norland Optical Adhesive 81 von Thorlabs GmbH, Karls-
feld.

e UV75 Curing Light von Thorlabs GmbH, Karlsfeld.

Das polarisierte Licht des He-Ne-Lasers wird iiber den Einkoppeladapter in ei-
ne Single-Mode Faser eingekoppelt. Der Faraday-Isolator [40] dient dazu, durch
einen Permanentmagneten die Polarisationsrichtung der von der Faser riickreflek-
tierten Strahlung um insgesamt 90° gegeniiber des vom Laser kommenden Lichts
zu drehen. Diese so gedrehte Strahlung wird dann von einem vor den Magneten
vorgeschalteten Polarisationsfilter absorbiert und kann nicht mehr in den Laser
gelangen und dort zu groferen Instabilitdten der Laserleistung fithren. Das in der
Faser gefiihrte Licht wird durch einen Polarisationscontroller geleitet. Mit diesem
kann man durch mechanische Verdrehung der Single-Mode Faser die Polarisati-
onsrichtung des gefiihrten Lichts in die fiir den MZI-Chip optimale Ebene drehen.
SchlieBlich wird das Licht in das Mach-Zehnder-Interferometer eingekoppelt. Um
dies moglichst verlustfrei zu erreichen, wird die Faser relativ zum Chip optimal
justiert und dann mit einem UV-Kleber fixiert. Ausgekoppelt wird das Licht am
anderen Ende des Chips iiber eine Multimode-Faser, die ebenfalls in eine V-Grube
geklebt wurde. Die Intensitéat des Lichts am Ende der Multimode Faser wird dann
schlief3lich mit dem Lightwave-Multimeter gemessen.
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7.1. Oberflachenmodifizierung der MZI-Oberflache

Fur sensorische Anwendungen in der fliissigen Phase ist eine kovalente Bindung
der Beschichtung an die Wellenleiteroberflache notwendig. Allerdings sind die in
unserem Arbeitskreis etablierten Verfahren zur Beschichtung von Sensoroberfla-
chen darauf ausgelegt, kovalente Bindungen an Glas (Siliziumdioxid) zu erzeu-
gen, d.h sie setzen die Existenz bzw. Erzeugbarkeit von Hydroxy-Gruppen an der
Oberflache voraus. Bei der Literaturrecherche zur Beschichtung von Siliziumni-
trid ergab sich nur ein Artikel [80], der die kovalente Bindung von Biomolekii-
len an Siliziumnitrid beschreibt. Allerdings wird im angegebenen Artikel die Bin-
dung photochemisch erhalten. Da photochemische Prozeduren unter Umsténden
teuer und aufwendig sind, wurde versucht, auf der Nitridoberflache eine diinne
Oxidschicht zu erzeugen, um dann mit leicht abgewandelten bereits etablierten
Standard-Methoden der Oberflichenchemie auf Glas weiterarbeiten zu konnen.
Mit der hier ermittelten Prozedur gelang dies mit gutem Erfolg. Sie ist ebenfalls
im Detail in der von mir betreuten Arbeit [81] dokumentiert.

7.1.1. Optimierung der Hydroxylierung

Um einen moglichst schonenden Prozef} fiir die Erzeugung von Hydroxy-Gruppen
an die Wellenleiteroberfliche zu finden, wurden unterschiedliche Prozeduren an
Silizium-Waferstiicken, die mit 70 nm Siliziumnitrid durch einen CVD-Prozess be-
schichtet waren, durchgefiihrt. Das Si;N, auf den Silizium-Stiicken wurde mit dem
gleichen Prozell auf der gleichen Maschine abgeschieden, die auch fiir die Her-
stellung der MZI benutzt wurde. Folgende Behandlungen wurden an den Si3;N,-
Oberflachen getestet:

* Reinigung mit einer RCA1-Losung (der Prozell wurde nach Radio Corporation
of America benannt, wo er wohl erstmals verwendet wurde). Die Pliattchen
werden 10 Minuten bei 80°C in einer Losung aus H,O,, NH,OH und H,O im
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Verhaltnis 1:1:5 gereinigt.

¢ Reinigung mit Piranha-Losung. Die Pliattchen werden 15 min in einem Ul-
traschallbad in einer Losung aus H,SO, konz. und H;O,; im Verhéaltnis 2:1
gereinigt.

¢ Oxidation mit Sauerstoffplasma. Zur Oxidation werden die trockenen Chips
nach der Vorreinigung mit RCA in eine offene Petrischale gegeben und in
einen Sauerstoffplasmaverascher (Plasma System 100-E der Technics Plas-
ma GmbH) gestellt. Dort wird der Chip dem O,-Plasma 30 Minuten lang bei
300 W und einem Sauerstoffdruck von 0,8 mbar ausgesetzt.

Als Vergleich fiir die Kontaktwinkelmessungen dienten ein handelsiiblicher Glas-
objekttrager und ein nur mit nativem Oxid beschichtetes Siliziumplattchen, die
beide mit Piranha gereinigt wurden. Vor und nach jedem Schritt wurden sowohl
Kontaktwinkelmessungen als auch Messungen mit einem spektralen Ellipsometer
durchgefiihrt. Ein kleiner Kontaktwinkel von Wasser auf der Oberfléache bedeutet
in unserem Fall eine grofle Anzahl von Hydroxy-Gruppen an der Oberfliche (an-
dere mogliche polare Gruppen sollten bei diesen Prozessen nicht entstehen) [82].
Die ellipsometrischen Messungen dienen dazu herauszufinden, wie schonend ein
Prozess fiir die SizN,-Schicht verlauft. Als ellipsometrisches Schichtmodell wur-
de Silizium als Substrat, eine 2nm dicke native SiO,-Schicht und schlief3lich das
abgeschiedene SizN,; angenommen. Nach dem Oxidationsvorgang wurde eine zu-
satzliche Schicht aus SiO;, angenommen. Die Ergebnisse der verschiedenen Pro-
zeduren sind in Tabelle zu sehen. Es zeigt sich, da} die O,-Plasma-Prozedur
laut Ellipsometerdaten am schonendsten fiir die SizN,-Schicht ist und laut Kon-
taktwinkelmessungen am effektivsten fiir die Bildung von Hydroxy-Gruppen auf
der Oberflache ist. Der Kontaktwinkel ist beinahe so klein wie der auf normalen
Glas nach einer Reinigung mit Piranha. Der Nitridabtrag ist sehr gering. Neben-
bei ist Tabelle auch zu entnehmen, daf3 sich der Chip bei der 12-stiindigen
Behandlung mit RCA stark verdndert zu haben scheint. Physikalisch ist ein Auf-
wachsen einer SiO,-Schicht um die 30 nm ohne gleichzeitigen Abtrag der SizN,-
Schicht kaum moglich, dennoch ist eindeutig, dall mit der Oberflache wahrend die-
ser nallchemischen Behandlung von zwolf Stunden einiges passiert sein mubf3. Eine
genauere Analyse wurde jedoch nicht vorgenommen, da diese Prozedur aufgrund

der starken Oberflachenveranderungen ohnehin nicht ausgewéhlt wurde.
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7.1.2. Silanisierung

Die Silanisierung dient der kovalenten Bindung von Aminodextran iiber die Silan-
schicht an den Wellenleiter. In [45] wurde fiir Glasoberflachen gezeigt, dass nur
bei kovalenter Anbindung eine ausreichende Stabilitidt gegeniiber der Regenerati-
on gegeben ist. Aus diesem Grund wird sie in dieser Arbeit auch fiir Siliziumnitrid
verwendet. Als Silanisierungsreagenz dient GOPTS. Die Chips werden in eine lee-
re verschliebare Glaskammer gelegt. Mit einer Eppendorf-Pipette wird so viel
GOPTS auf den Chip gegeben, dass die zu silanisierende Fliache damit bedeckt
ist (ca. 10 ul bei den MZI-Chips). Der Aufbau der MZI-Chips mit den Gréaben an
den Enden der V-Gruben bietet den Vorteil, dass sich das GOPTS bei vorsichtigem
Aufgeben in der Mitte der Chips nur bis zu diesen Griaben ausbreitet und dann auf-
grund der Oberflachenspannung stehen bleibt. Der Glasbehéalter wird verschlossen
und eine Stunde stehen gelassen. Anschlielend werden die Chips vorsichtig her-
ausgenommen, mit trockenem Aceton (< 0,1 % H,0) gespiilt und im Stickstoffstrom
getrocknet. Da die Oberflidche jetzt hydrolyseempfindlich ist, muss ziigig weiterver-
arbeitet werden (Luftfeuchtigkeit!).

7.1.3. Beschichtung mit Aminodextran (AMD)

Die silanisierten Chips werden in eine verschlieBbare Glaskammer auf Abstands-
halter (z.B. Plastikdeckel) gegeben, deren Boden mit Wasser bedeckt ist, um eine
Sattigung der Kammer mit Wasserdampf zu erreichen. Die Chips werden dann
wieder mit einer Eppendorf-Pipette komplett mit einer Losung von AMD in Was-
ser (Massenverhéltnis 1:8) bedeckt. Aminodextran ist Dextran, in dem Teile der
Hydroxy- durch Aminogruppen ersetzt sind. Im hier verwendeten sind dies im Mit-
tel 66 Aminogruppen pro Dextranmolekiil bei einem Molgewicht des Dextrans von
170000. Mit geschlossenem Deckel darf die Reaktion zwei Stunden ablaufen, bevor
die Chips herausgenommen werden. Reste des Beschichtungsmittels werden mit
bidestilliertem Wasser abgespiilt und die Chips im Stickstoffstrom getrocknet.

7.1.4. Derivatisierung mit Atrazincapronsdure (ACA)

Atrazincapronsidure ist ein Derivat des Atrazins, bei dem die Ethyl- durch eine
Hexansauregruppe ersetzt wurde. Dadurch kann ACA iiber eine Peptidbindung
kovalent an die Aminogruppen des AMD binden. Dennoch ist das ACA dem Atra-
zin dhnlich genug, dass der Anti-Atrazin-Antikorper spezifisch daran bindet. Die

Chips kommen in eine Kammer analog der bei der Beschichtung mit AMD, diesmal
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wird eine DMF (N,N’-Dimethylformamid) gesattigte Atmosphére bereitgestellt. Ei-
ne Losung aus 1 mg ACA, 10 ul DMF (trocken, < 0,1% H,0) und 1,5 ul Diisopropyl-
carbodiimid (DIC) wird auf den zu derivatisierenden Teil des Chips gegeben und
mit einem Glasplattchen abgedeckt. Hierbei dient das Glasplattchen zur gleich-
massigen Verteilung der Derivatisierungslosung bei gleichzeitiger Verminderung
der notwendigen Derivatisierungsmenge. Eine Abdeckung bei der Beschichtung
mit AMD ist nicht sinnvoll, da sonst die Gefahr besteht, dafl Chip und Glasp-
lattchen zusammenkleben und sich nur schwer wieder trennen lassen. Der ver-
wendete MZI-Chip konnte dabei zerstort werden. Um zu verhindern, dass Deri-
vatisierungslosung auf den nicht zu derivatisierenden Teil des Chips flie3t, kann
dieser einseitig etwas unterlegt und das Glasplattchen so aufgelegt werden, daf3
tiberschiissige Losung von der Mitte weg flie3t. Nachdem iiber Nacht (15h) deri-
vatisiert wurde, wird das Glasplattchen entfernt, die Chips herausgenommen, mit
DMF gespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet. In dieser Form ist die Beschich-
tung im trockenen Zustand mehrere Wochen haltbar.

7.2. Erste Messungen

Zur Charakterisierung des neuen Sensors wurde als biologisches Testsystem wie-
derum Atrazin/Anti-ACA verwendet. Wiederum wurde wie bei dem in Teil [l ent-
wickelten Sensorsystem Atrazin an die Sensoroberflache kovalent angebunden und
Anti-ACA Antikorper als Analyt verwendet. Die Bindungsreaktionen wurden zur
leichteren Charakterisierung des Sensors im massentransportlimitierten Kinetik-
bereich detektiert. Um dies zu garantieren, wurden Antikorperkonzentrationen
von hochstens 2,5 2% in Losung verwendet. Eine erste hier prisentierte Messung
ist in Abbildung gezeigt. Nach Gleichung sollte das Mef3signal durch die
Anlagerung des Antikorpers an das Mellifenster cosinusformig moduliert werden
und eine Modulationstiefe in der GréoBBenordnung der Hohe des Meflsignals besit-
zen. Beides ist hier nur begrenzt erfiillt. Die Modulationstiefen der einzelnen Ex-
trema sind zu gering und in ihrer Hohe uneinheitlich. Dieser unerwiinschte Effekt
kommt durch Uberlagerung von externem Licht, das sich im System, aber nicht
im Wellenleiter befindet und dem im Wellenleiter gefiithrten und fiir die Sensorik
interessanten Licht zustande. Um zu tiberpriifen, ob dieses doch sehr unregelma-
Bige Signal tatsédchlich von der Anbindungsreaktion herriihrt, wurden den einzel-
nen Extrema der MeBBkurve Parabeln einbeschrieben und deren Scheitelpunkte

aus den bestimmten Kurvenparametern berechnet. Tragt man diese Phasen (die



110 7. Ergebnisse

in pyW

Ausgang

P

2,4 T 1 T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Zeitin s

Abbildung 7.1.: Detektion einer Bindungskinetik mit einer Anti-ACA-
Konzentration von 2 £7.

Phasendnderung zwischen jedem Extremum betréagt =) gegen die so ermittelten
Zeitpunkte der Extrema auf, so erhilt man die in Abbildung dargestellte re-
lativ iiberzeugende Linearitiat zwischen Phasenverschiebung und Zeit, wie es von
einer massentransportkontrollierten Bindungskinetik zu erwarten ist. Aullerdem
kann man trotz dieser nicht vollstdndigen Einkopplung in den Wellenleiter er-
kennen, dal3 die Phasenidnderung, d.h. die absolute Anzahl der Modulationen bei
diesem Sensor, die durch die Anbindung des Analyten an die Sensoroberflache her-
vorgerufen werden, im Vergleich zu RIfS und der 1\-Reflektometrie um ein Viel-
faches grofler ist. Diese iiberragende Signaldynamik wird allerdings leider durch
ein sehr grofles Rauschen zunichte gemacht. So ist es nur sehr schwer moglich,
iiberhaupt den Anfangszeitpunkt der Bindungsreaktion zu bestimmen. Um dies
zu verdeutlichen, wird in Abbildung eine Messreihe mit vier verschiedenen
Anti-ACA Konzentrationen gezeigt. Zwar steigt, wie erwartet bei masentransport-
limitierten Bindungskinetiken, die Phasenédnderung pro Zeit in etwa linear mit
der Antikorperkonzentration in der Losung an, dennoch kann man erkennen, daf3
das Rauschen im Verhaltnis zur Modulationstiefe des Signals so grof3 ist, daf} eine

exakte quantitative Analyse nur sehr schwer moglich ist.



7.2. Erste Messungen 111

Phasenverschiebung in 1t

T T T T T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000
Zeitin s

Abbildung 7.2.: Auftrag der Extrema aus Abbildung gegen die Zeit inklusive
einem Linearfit.
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Abbildung 7.3.: Untersuchungen zur Linearitiat der Phasenédnderung mit verschie-
denen Anti-ACA-Konzentrationen.
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7.3. Verbesserte Messungen

Bei groBlerer Einkoppeleffizienz wird die Modulationstiefe des Signals grofler und
gleichmaBiger, der Anteil von unerwiinschtem Licht im System wird geringer, die
Gesamtintensitdt nimmt zu. Man kann in den Abbildungen [7.4] deutlich eine cosi-
nusformige Modulation erkennen. Zudem sinkt das Signal/Rausch Verhiltnis bei
einer verbesserten Einkopplung enorm. Es ist aber auch hier erkennbar, daf3 das
Rauschen im Vergleich zu RIfS und der 1\-Reflektometrie neben der groBleren Si-
gnaldynamik ebenfalls um einiges grofler ist. Wahrend beim MZI das Rauschen
im Prozentbereich liegt, werden bei RIfS und der 1\-Reflektometrie schon Bin-
dungsreaktionen in diesem Bereich gemessen. Dies zeigt das grof3e Potential die-
ses integriert optischen Mach-Zehnder-Interferometers, wenn man das Rauschen,
dessen Ursache im iibrigen hauptséachlich in der Intensitatsstabilitat des im Wel-
lenleiter gefiithrten Laserlichts liegt, in den Griff bekommen wiirde. Gleichzeitig
wird allerdings auch die Schwierigkeit einer optimalen Einkopplung bei solchen
beschichteten Wellenleiterstrukturen sichtbar. Die mechanische Empfindlichkeit
der Sensorchips, dazu noch eine aufmontierte FluBlzelle und schlie8lich das An-
kleben der Faser zusammen gesehen, stellen einen recht hohen experimentellen
Aufwand im Vergleich zur RIfS-Methodik dar.

7.4. Vergleich mit anderen integriert optischen
Sensorsystemen

Um zu zeigen, dafl die Konstruktion eines MZI nach den in Abschnitt er-
mittelten optimalen Parametern gegeniiber den bisher in Tibingen verwendeten
MZI eine groflere Signaldynamik bringt, stellen wir die Messungen des neuen MZI
einer Messung aus [25] gegeniiber. Obwohl die Messungen nicht 1:1 verglichen
werden konnen, kann man dennoch qualitativ sehr gut erkennen, daf3 bei beiden
Antigen-Antikorper Bindungsreaktionen in der Signaldynamik erhebliche Unter-
schiede zwischen den verschiedenen MZI bestehen. Wahrend bei dem in dieser
Arbeit behandelten MZI Intensitidtsmodulationen von mehreren = bei der Anbin-
dung von Antikorpern an die Sensoroberfliche auftreten bei Antikérperkonzentra-
tionen, die eine massentransportlimitierte Kinetik erlauben (bis 2,5 24), ist in Ab-
bildung[7.5|eine diffusionslimitierte Bindungskinetik mit vielfach hoherer Antikor-
perkonzentration zu sehen, ohne daf} dabei Intensitatsmodulationen tiber mehrere
7 zu beobachten sind. In dieser Hinsicht macht sich die optimierte Geometrie und
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Abbildung 7.4.: Abhingigkeit des Signal-Rausch-Verhéltnisses und der Signaldy-
namik von der Einkoppeleffizienz.
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Abbildung 7.5.: Kopie einer Antigen-Antikérper-Messung eines in unserem Ar-
beitskreis frither verwendeten MZI [25].

der erhohte technische Aufwand, den man unter anderem beim Einkoppeln ohne
Zweifel hat, bezahlt. In [81] wurden weitere Sensorsysteme anderer Gruppen ([19],
(211, 1231, [26], [27]) mit unserem Sensor, soweit dies moglich war, verglichen (man
mulf} hinzufiigen, dafl wir im Gegensatz zu manch anderen Systemen die selekti-
ve Schicht kovalent an die Sensoroberfliche angebunden und im Fluf3 gemessen
haben). Dabei stellte sich heraus, da3 die Signaldynamik anderer Systeme ver-
gleichbar grol3 waren, wenn sie in gleicher Weise fiir biosensorische Anwendungen

optimiert wurden. Ansonsten war die Signaldynamik unseres Sensors grof3er.

7.5. Zukunftige Verbesserungen des Sensors

In Abschnitt sowie in Langzeitmessungen wird die ungeniigende zeitliche Sta-
bilitdat des im Wellenleiter gefiihrten Laserlichts als ein grof8es Hindernis fiir ein
verbessertes Signal-Rausch-Verhéltnis identifiziert. Man versucht daher mit ei-
nem elektrooptischen (De-)modulationsprinzip [72] von der bisherigen Umwand-
lung der von der Anbindung an die Sensoroberfléiche hervorgerufenen Phasenver-
schiebung in eine Leistungs- oder Intensitdtsdnderung A® = Al wegzukommen

zu einer Zeitdetektion A® = At, die besser gemessen werden kann.
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7.5.1. Die Idee des elekirooptischen Demodulationsprinzips

Es soll hier nicht die exakte Beschreibung dieses Prinzips hergeleitet werden, son-
dern nur die Idee dahinter plausibel gemacht werden. Die Beschreibung des Modu-
lationsprinzips fiir diesen Sensor ist in [72] im Detail beschrieben, eine Ubersicht
tiber verschiedene elektrooptische Prinzipien kann in [83]] nachgelesen werden.

Das Mach-Zehnder-Interferometer mit ZnO-Elekiroden

Photo- iDte‘z-)modu-
diode ations- .
Phasen- elektronik

modulator MeBfenster

0, -
Single-Mode | =
Faser

(a) Schema eines MZI mit einer elektrooptischen Einheit.

+/-) V
1cm
Au
A
Si0, n=1,46 600 nm
rF s
7ZnO 350 nm lE
y
A
Si,N, n-2,012 [7onm
A
Si0, n=1,457 600nm
\4
Si  1n=3,88-i0,019

(b) Querschnitt durch ein MZI mit elektro-
optischer Einheit.

Abbildung 7.6.: Mach-Zehnder Interferometer mit einer elektrooptischen (De-)-
modulationseinheit.

Um ein elektrooptisches Modulationsprinz iiberhaupt anwenden zu konnen, mull
das Sensordesign entsprechend angepalit werden. Zu diesem Zweck wird auf bei-
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den Wellenleiterarmen jeweils noch ein elektrooptischer Phasenmodulator in Form
einer ungefiahr 350 nm dicken ZnO-Schicht und einer Gold-Elektrode aufgedampft
[72], [84], [85]. Ein Schema dieser Anordnung ist in Abbildung gezeigt. Bei
Anlegen einer Spannung an die ZnO-Schicht werden die optischen Eigenschaften
dieser Schicht veriandert, was beim Mach-Zehnder Interferometer schliefllich zu
einer Phasenverschiebung fiihrt.

Das elektrooptische Demodulationsprinzip

Mit dem gerade beschriebenen Mach-Zehnder Interferometer werden nun Messun-
gen folgendermaflen durchgefiihrt [[72]:

* An die ZnO-Elektrode wird eine Dreieckspannung angelegt. Die Frequenz
der Spannung liegt im Bereich von 10 Hz, die Amplitude wird so eingestellt,
daf3 nach einer Halbperiode die Phasenverschiebung 27 am MZI auftritt. Es
ist jetzt nicht mehr eine Langzeitstabilitiat des Lasers notwendig, man setzt
jetzt nur noch eine Intensitatsstabilitat tiber einen Zeitraum von ungefiahr
0,1 s voraus, was viel leichter zu erreichen ist. Wichtig aber ist, dafl die Am-
plitude der angelegten Spannung immer so iiber eine ensprechende Steue-
rung geregelt wird, dafl man immer eine konstante Phasenverschiebung im

Interferenzsignal von 27 hat.

* Durch die Elektronik werden die Wendepunkte des Intensitédtssignals des
MZI auf 0 gesetzt.

* Danach wird das Signal digitalisiert. Dabei ist der Wert 0 die Digitalisie-
rungsschranke, alle Werte <0 werden zu 0 und alle Werte >0 werden auf ein
Standard TTL-Level (z.B. 5V) gesetzt. Der Beginn eines TTL-Signals wird
als Startpunkt fiir die Zeitmessung verwendet.

* Die zeitliche Liange des TTL-Signals wiahrend einer Halbperiode der Dreieck-

spannung s - L 0le1dt 1Immer Konstant. Si1e 1St 1Immer 5 - Lx.
p g 1.7, bleibt i konstant. Sie ist i Loy

¢ Wenn jetzt iiber eine Anbindung von Analyt an die Sensoroberfldche eine wei-
tere Phasenverschiebung am MZI induziert wird, beginnt das Interferenz-
muster und das TTL-Signal zu ,laufen®. Dabei werden fiir jeden Durchlauf
einer Halbperiode der Dreieckspannung zweimal die Wendepunkte passiert.
Man kann somit durch eine abrupte Anderung der gemessenen Zeit auf eine

Phasenverschiebung von 27 schlief3en.
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Abbildung 7.7.: Skizze zum elektrooptischen Demodulationsprinzip.
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Somit 146t sich insgesamt die relative Phasenverschiebung mit dem elektroopti-

schen Demodulationsprinzip zu

Ap = <£) 47 +m - 27w (7.1)
Ty
mit melNg bestimmen. An Gleichung kann man ganz klar erkennen, daf} zur
Bestimmung der entstehenden Phasenverschiebung durch eine Anbindung an den
MeBarm des MZI im Prinzip Zeiten gemessen werden. Zeitliche Intensitatsstabili-
taten der Laserlichtquelle sind nur noch im Bereich von 7, notwendig, nicht mehr
iiber viele Minuten oder gar Stunden. Zudem ist die Signaldynamik iiber einen
sehr weiten Bereich linear. Allerdings ist der technische Aufwand nochmals um
einiges grofler. Auf Messungen mit MZI mit diesem neuen Konzept darf man ge-

spannt sein. Sie werden zur Zeit vorbereitet.



8. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden theoretisch und experimentell zwei verschiede-
ne Sensorsysteme behandelt. Zum einen wurde die Reflektometrische Interferenz-
spektroskopie (RIfS) im Detail untersucht, eine Methode die empfindlich auf An-
derungen der optischen Schichtdicke an der Sensoroberflache reagiert. Ausgehend
von dieser seit vielen Jahren etablierten und in verschiedensten Anwendungen
bestatigten Methode wurde festgestellt, dal man Reflektivitidten fiir die Detektion
von bioanalytischen Wechselwirkungen auch in anderer Weise nutzen kann. Beim
RIfS-Prinzip wird groBBer Wert auf die spektrale Detektion des reflektierten Lichts
gelegt. Fiir die Auswertung dieses Interferenzspektrums mit einem Polynomfit
zweiter Ordnung muf} ein spezielles optisches Schichtsystem verwendet werden.
Durch diese Einschrankungen (spektrale Detektion und Einsatz von bestimmten
Triagern) werden andere Aspekte von Reflektivitaten nicht beriicksichtigt. Diese
Einschrankungen wurden bei den Untersuchungen dieser Arbeit aufgehoben. Da-
bei wurde festgestellt, da3 es moglich ist, Bindungsreaktionen mit nur einer Wel-
lenldnge und tragerunabhéngig zu detektieren. Die Signaldynamik allerdings ist
von der verwendeten Wellenlédnge und der Wahl des Tragers abhéingig. Diese Un-
tersuchungen wurden experimentell bestitigt. Damit wurde nachgewiesen, daf3
Biosensorik mit einem iiberaus einfachen Prinzip auf unterschiedlichsten Triagern
betrieben werden kann. Es wurden auf unterschiedlichen Tragersystemen sowohl
Antigen-Antikorper Wechselwirkungen als auch DNA-DNA Hybridisierungen mit
der Methode der 1\-Reflektometrie erfolgreich detektiert. Dabei war die Qualitat
der Messungen absolut vergleichbar mit der seit vielen Jahren etablierten RIfS-
Methodik. Die Einfachheit und die Universalitéit dieser 1\-Reflektometrie verspre-
chen eine vielseitige Anwendung der Methode fiir verschiedenste Einsatzgebiete.
So ist eine Miniaturisierung oder Parallelisierung dieses Prinzips aufgrund seiner
Einfachheit technisch relativ einfach zu realisieren. Es ist weder eine Winkel- noch
eine spektrale Auflésung erforderlich, deren Realisierung besonders bei paralleli-
sierten Anséatzen technologisch aufwendig ist. Aullerdem ist durch die bestehende
Triagerunabhiangigkeit der Methode eine Kopplung mit anderen Prinzipien leich-
ter vorstellbar.
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Neben der Tragerabhéangigkeit der Signaldynamik wurde auch deren Abhéngig-
keit vom Einfallswinkel des Lichts untersucht. Simulationen ergeben eine Erho-
hung der Signaldynamik um ungefihr einen Faktor 50. Die optimierte Anpassung
des Einfallwinkels hat viel mehr Potential als die des optischen Tragersystems.
Weitergehende experimentelle Untersuchungen zu dieser theoretischen Aussage
waren sicherlich interessant.

Als zweites Sensorprinzip wurde ein integriert optisches Mach-Zehnder Interfero-
meter untersucht. Analog zu den bei der Entwicklung der 1\-Reflektometrie ge-
machten Untersuchungen zur Optimierung des Sensorprinzips wurde auch hier
der Fokus auf eine Maximierung der Signaldynamik gelegt. Geméaf3 der Theorie
wurden optimierte integriert optische MZI eines ausgesuchten Herstellers verwen-
det, deren Dimensionierungen fiir biosensorische Anwendungen angepalit wurden.
Aufgrund der daraus resultierenden Wahl des Wellenleitermaterials (SizN,) mul3-
te ein neues Protokoll fiir die kovalente Anbindung der selektiven Schicht an die
Sensoroberflache erarbeitet werden. Durch den Einsatz eines materialschonenden
Sauerstoffplasmas ist es gelungen, die SizN,-Oberflache erfolgreich zu hydroxili-
sieren. Dadurch war es moglich, die bei uns bereits bestehende und seit vielen
Jahren erprobte Oberflaichenchemie auf SiO, in vielen Teilen zu tibernehmen und
es konnten Messungen an kovalent an die Sensoroberfliche gebundene selekti-
ven Schichten im Analytflul durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse am Antigen-
Antikorper System Atrazin/Anti-ACA weisen eine im Vergleich zu RIfS und auch
zur 1)\-Reflektometrie um GroéBlenordnungen hohere Signaldynamik dieses opti-
mierten integriert optischen Sensors auf. Leider muf} an dieser Stelle hinzugefiigt
werden, dal3 bisher auch das Rauschen des Sensorsystems noch so grof} ist, daf} die-
ser Vorteil gegeniiber den anderen Methoden zunichte gemacht wird. Eine wesent-
liche Ursache dieses gro3en Rauschens ist die relativ geringe Leistungsstabilitit
der Laserlichtquelle. Um unabhéngig von dieser Grofle zu werden, werden neue
Mach-Zehnder Interferometer mit einer elektrooptischen Komponente eingesetzt.
Mit einem Modulationskonzept ist nicht mehr die Lichtleistung die relevante zu
messende GrofBle, sondern es werden Zeiten gemessen.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit die beiden verschiedenen Detektionsprinzi-
pien Reflektometrie und integrierte Optik behandelt. Fiir beide Prinzipien wur-
den die optimalen dulleren Parameter und Dimensionierungen der jeweiligen Sen-
sorchips ausgewahlt, um im Anwendungsgebiet Biosensorik Bindungsereignisse
mit einer moglichst grolen Signaldynamik zu detektieren. Dabei wurde mit der
1)\-Reflektometrie ein neues Konzept entwickelt, das einfach ist und sehr gute
MeBergebnisse liefert. Zudem wurde gezeigt, welch grofles Potential prinzipiell in
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integriert optischen Biosensoren steckt, aber auch welche Hindernisse noch tiiber-

wunden werden miissen.






A. Optische Parameter der
Materialien

A.1. Materialien mit Cauchy-Parametrisierung

Der Brechungsindex n(\) 1468t sich fiir einige dielektrische Materialien durch die

empirisch entwickelte Cauchy-Gleichung beschreiben:

B C
n(d) =4+ A2[nm)] - A4 [nm)] e

(A.1)

Die GroBen A,B,C,... heilen Cauchy-Parameter. Generell reichen die ersten bei-
den oder drei Parameter fiir eine gute Annéherung an den tatsichlichen Bre-

chungsindexverlauf.
A B in nm? C in nm*
D263 | 1,51055 | 4,65424316 - 10® | 5, 702996263956 - 107
TasO5 | 2,18853 0 5,0055939162 - 1010
SiOy | 1,44759 | 3,6818914 - 103 0
HyO | 1,32841 | 1,31227235-10% | 4,98449202538 - 107

Tabelle A.1.: In Simulationen verwendete Cauchy-Parameter.

A.2. Brechungsindextabellen

A.2.1. BK7-Glas
A 1In nm n k | Ain nm n k | Ain nm n k
210,14 | 1,63056 | 0 | 213,76 | 1,62349 | 0 | 217,51 | 1,61689 | O
221,39 | 1,61074 | 0 | 225,42 | 1,60499 | 0 | 229,59 | 1,59961 | O
233,92 | 1,59457 | 0 | 238,42 | 1,58983 | 0 | 243,10 | 1,58538 | 0
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247,96 | 1,58119
263,79 | 1,56993
281,77 | 1,56033
302,39 | 1,55201
326,26 | 1,54473
354,23 | 1,53830
387,44 | 1,53261
427,52 | 1,52755
476,85 | 1,52307
539,04 | 1,51909
619,90 | 1,51554
729,29 | 1,51232
885,57 | 1,50924
1127,09 | 1,50583

253,02 | 1,57723
269,52 | 1,56657
288,33 | 1,55743
309,95 | 1,54948
335,08 | 1,54250
364,65 | 1,53633
399,94 | 1,53085
442,79 | 1,52600
495,92 | 1,52169
563,55 | 1,51786
652,53 | 1,51444
774,87 | 1,51129
953,69 | 1,50817
1239,80 | 1,50444

258,29 | 1,57348
275,51 | 1,56337
295,19 | 1,55466
317,90 | 1,54705
344,39 | 1,54036
375,70 | 1,53443
413,27 | 1,52917
459,19 | 1,52450
516,58 | 1,52036
590,38 | 1,51668
638,78 | 1,51337
826,53 | 1,51027
1033,17 | 1,50705

(>l Nl Nl Henll Heoll Heoll Nl Bl Nl Nl Nl Nl Ben)

(el Nl Bl Nl ol Nl Foll Nl Fall Nl Hal Holl Neal Rl
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Tabelle A.2.: Verwendete optische Parameter von BK7-Glas.

A.2.2. Amorphes Silizium

Ain nm n k A in nm n k

206,75 | 1,10678 | 3,01087 | 211,09 | 1,16577 | 3,11234
216,26 | 1,25622 | 3,23362 | 221,63 | 1,34757 | 3,32437
227,38 | 1,46080 | 3,40787 | 233,57 | 1,58304 | 3,49016
239,90 | 1,73147 | 3,56259 | 246,42 | 1,89596 | 3,64796
253,65 | 2,08411 | 3,72795 | 261,27 | 2,30196 | 3,80160
269,51 | 2,53103 | 3,83926 | 277,79 | 2,77403 | 3,86262
286,91 | 3,04821 | 3,85046 | 296,32 | 3,33967 | 3,82041
307,09 | 3,65738 | 3,74383 | 317,99 | 4,00371 | 3,60082
329,95 | 4,34034 | 3,39921 | 342,26 | 4,64239 | 3,17257
357,09 | 4,86741 | 2,90153 | 371,93 | 5,02355 | 2,61217
387,77 | 5,12891 | 2,25661 | 406,05 | 5,17584 | 1,90901
425,64 | 5,17421 | 1,61190 | 447,60 | 5,13743 | 1,34244
470,92 | 5,07095 | 1,09120 | 497,55 | 4,97857 | 0,86520
527,53 | 4,86738 | 0,66786 | 562,46 | 4,75200 | 0,49055
600,42 | 4,61728 | 0,33003 | 644,55 | 4,47205 | 0,21974
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A In nm n k A In nm n k
693,07 | 4,34163 | 0,11835 | 751,11 | 4,20609 | 0,04516
824,41 | 4,08913 | 0,03246

A.2.3. Aluminium

Tabelle A.3.: Verwendete optische Parameter von amorphem Silizium.

A in nm n k A in nm n k

206,63 | 0,13000 | 2,39000 | 210,14 | 0,13400 | 2,44000
213,76 | 0,13900 | 2,49000 | 217,51 | 0,14400 | 2,53000
221,39 | 0,14900 | 2,59000 | 225,42 | 0,15500 | 2,64000
229,59 | 0,16200 | 2,70000 | 233,92 | 0,16800 | 2,76000
238,42 | 0,17600 | 2,82000 | 243,10 | 0,18300 | 2,88000
247,96 | 0,19000 | 2,94000 | 253,02 | 0,19700 | 3,01000
258,29 | 0,20500 | 3,07000 | 263,79 | 0,21300 | 3,15000
269,52 | 0,22300 | 3,22000 | 275,51 | 0,23300 | 3,30000
281,77 | 0,24400 | 3,38000 | 288,33 | 0,25500 | 3,47000
295,19 | 0,26700 | 3,55000 | 302,39 | 0,28000 | 3,64000
309,95 | 0,29400 | 3,74000 | 317,90 | 0,31000 | 3,84000
326,26 | 0,32600 | 3,95000 | 335,08 | 0,34400 | 4,06000
344,39 | 0,36400 | 4,17000 | 354,23 | 0,38500 | 4,30000
364,65 | 0,40700 | 4,43000 | 375,70 | 0,43200 | 4,56000
387,44 | 0,46000 | 4,71000 | 399,94 | 0,49000 | 4,86000
413,27 | 0,52300 | 5,02000 | 427,52 | 0,55800 | 5,20000
442,79 | 0,59800 | 5,38000 | 459,19 | 0,64400 | 5,28000
476,85 | 0,69500 | 5,80000 | 495,92 | 0,75500 | 6,03000
516,58 | 0,82600 | 6,28000 | 539,04 | 0,91200 | 6,55000
563,55 | 1,02000 | 6,85000 | 590,38 | 1,15000 | 7,15000
619,90 | 1,30000 | 7,48000 | 652,53 | 1,49000 | 7,82000
688,78 | 1,74000 | 8,21000 | 729,29 | 2,14000 | 8,57000
774,87 | 2,63000 | 8,60000 | 826,53 | 2,74000 | 8,31000
885,57 | 2,24000 | 8,21000 | 953,69 | 1,47000 | 8,95000
1033,17 | 1,26000 | 12,00000 | 1127,09 | 1,20000 | 11,20000
1239,80 | 1,21000 | 12,50000 | 1377,56 | 1,26000 | 14,00000
1549, 75 | 1,44000 | 16,00000 | 1771,14 | 1,77000 | 18,30000
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A 1n nm n k A In nm n k
2066, 33 | 2,27000 | 21,40000

Tabelle A.4.: Verwendete optische Parameter von Aluminium.
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