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Abstract

Abstract

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals Bragg-Beugung von
polyatomaren organischen Molekiilen, insbesondere dem
Farbstoff Phthalocyanin und dem Antibiotikum Ciprofloxacin, an
einem dicken Lichtgitter gezeigt. Das entstehende
Beugungsmuster zeigt eine starke Winkelabhangigkeit und eine
asymmetrische Verteilung der Beugungsintensititen. Die
Detektion des Interferenzmusters erfolgte mittels
Fluoreszenzmikroskopie.

Als Alternative wird ein in Entwicklung befindlicher, aus
Bakterien bestehender Detektor vorgestellt. Im Gegensatz zu
samtlichen bisher durchgefiihrten Interferenzexperimenten mit
Materiewellen wird die ortsauflosende Detektion dabei mithilfe
von Lebewesen durchgefiihrt. Die Funktion des Detektors basiert
auf der biologischen Wirksamkeit des Antibiotikums auf
Bakterien. Entscheidend fiir den Erfolg dieser Methode ist das
Uberleben der Bakterien von Vakuum sowie deren
Immobilisierung, sowohl im Vakuum als auch beim spater
stattfindenden Wachstum. Durch eine Fixierung auf 150 um
dicken getrockneten Agarfilmen mit einer
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Vakuumexposition von rund
35 % konnten diese Ziele erreicht werden.

For the first time Bragg diffraction at a thick light grating has been
shown for polyatomic organic molecules, in particular the dye
phthalocyanine and the antibiotic ciprofloxacin. The resulting
diffraction pattern shows a strong angular dependence and an
asymmetric distribution of diffraction intensities. For detection
of the interference pattern fluorescence microscopy has been
used.

As an alternative approach a detector currently under
development made out of bacteria is presented. In contrast to all
matter wave interference experiments done so far, the spatially-
resolved detection is done using living organisms. The detection
mechanism is based on the biological activity of the antibiotic in
bacteria. Crucially for the success of this approach is the survival
of the bacteria in vacuum and their immobilization, both in
vacuum and during later growth. By fixing them onto a 150 pm
thick dried film of agar with a probability of surviving vacuum of
about 35 % both goals could be met.
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1 Einfuhrung

1 Einfuhrung

Seit ihrer Entdeckung wird die Quantenphysik als eine der erfolgreichsten
physikalischen Theorien bezeichnet. Obwohl die philosophische Interpretation nach wie
vor unklar und umstritten ist, wurde ihre Anwendbarkeit in einer Unzahl von
Experimenten bestatigt. Eine Vorhersage der Quantenphysik ist, dass selbst
massebehaftete Teilchen unter gewissen Umstdnden Welleneigenschaften aufweisen.
Diese Wellennatur wurde in Beugungsexperimenten bereits den unterschiedlichsten
Teilchen entlockt, beginnend von Elektronen (Davisson et al., 1927), iiber Neutronen
(von Halban et al., 1936) bis hin zu verschiedenen Atomen (Estermann et al., 1930) und
diversen Molekiilen, von zweiatomigen (Estermann et al., 1930) bis hin zu Molekiilen mit
einer Masse von iiber 10 000 amu (Eibenberger et al., 2013). Im Rahmen dieser Arbeit
wird ein Experiment vorgestellt, mit dessen Hilfe die Beugung einer Vielzahl
fluoreszierender Molekiilen untersucht werden kann.

Eine besonders in der Medizin und Biologie relevante Gruppe von Molekiilen sind
Antibiotika, welche in direkte Wechselwirkung mit Lebewesen treten konnen. Ein
Beispiel dafiir ist Ciprofloxacin. In bisherigen Molekiilbeugungsexperimenten wurden
physikalische oder chemische Prozesse genutzt, um die dabei entstehenden
Interferenzmuster sichtbar zu machen. Gerade bei Antibiotika stellt sich nun die
spannende Frage, ob man lebende Bakterien als Detektor nutzen kann. Dort, wo laut
Quantenphysik viele Molekiile ankommen, wiirden die Bakterien sterben, wihrend sie
in den anderen Teilen des Interferenzmusters {iberleben.

Auf dem Weg dorthin gilt es einige Herausforderungen zu meistern. Eine davon ist, dass
die verfiigharen Molekularstrahlintensititen so gering sind, dass ein Effekt von
Ciprofloxacin auf die Bakterien nur nach mehrtégiger Akkumulation zu erwarten ist. Um
die maximale Molekiilkonzentration an der Position der Beugungsmaxima zu erhéhen,
bietet es sich an, anstatt der fiir Molekiile iiblichen Beugung an diinnen Gittern, Bragg-
Beugung zu nutzen. Fiir Beugungsexperimente ist man auf ein Hochvakuum von rund
107 mbar angewiesen, welchem die Bakterien fiir mehrere Tage ausgesetzt werden
miissen. Da es keine Bakterien gibt, die in ihrem natiirlichen Lebensraum mit Vakuum
konfrontiert sind, gilt es passende Bakterien auszuwahlen und Bedingungen zu schaffen,
die das Uberleben der Bakterien in der Vakuumkammer erméglichen.

Die vorliegende Arbeit beschreibt den experimentellen Aufbau, der notwendig ist, um
erstmals die Bragg-Beugung komplexer Molekiile, im speziellen Ciprofloxacin und
Phthalocyanin, zu beobachten. Der zweite Fokus liegt auf der Entwicklung eines
ortsauflosenden, biologischen Detektors fiir Ciprofloxacin und dhnliche Antibiotika, der
zu alldem noch vakuumkompatibel ist.



1.1 Verwendete Molekiile

1.1 Verwendete Molekiile
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Ciprofloxacin Phthalocyanin

Molekiilmasse

M = 331,35 amu M = 514,55 amu

Statische Polarisierbarkeit

ay/Amey = 66 A3 ay/Amey = 99 A3
(Delgado, 2018) (Ramprasad et al., 2006)

Absorption bei 532 nm

0,9-10717 cm?

vernachléssigbar fiir A > 400 nm (Taniguchi et al., 2018)



2 Materiewellen

2 Materiewellen

Louis de Broglie hatte schon 1923 die Vision, dass der Welle-Teilchen-Dualismus von
Photonen auch auf massebehaftete Teilchen zutrifft (de Broglie, 1923). Die Wellenldnge
der Teilchen entspricht dabei dem Verhéltnis von Planck’schem Wirkungsquantum h zu
Impuls p:

h
Aap = (1.1.1)

Typische Welleneigenschaften sind dabei Beugung und Interferenz, die auch im
Folgenden diskutiert werden.

2.1 Molekulbeugung am mechanischen Gitter

Ein Lehrbuchbeispiel der Wellenphysik ist die Beugung an einem periodischen
mechanischen Gitter (siehe Abbildung 1). Bei einer Gitterperiode d und einer
Wellenlidnge 1 erwartet man die Intensitdtsmaxima im Fernfeld unter den Winkeln a,, zu
finden:

sina,, = %,n EZ (2.1.1)

Abbildung 1 (schematisch): Gitterbeugung im Fernfeld Abbildung 2 (schematisch): Gitterbeugung im Nahfeld
Abgebildet ist die Simulation des Beugungsmuster eines Das simulierte Beugungsbild hinter dem Gitter am linken
mechanischen Gitters im Fernfeld. Deutlich zu sehen sind  Bildrand weillt ~Selbstabbildungen des Gitters in
fiinf voneinander getrennte Interferenzmaxima. Vielfachen der Talbot-Ldnge (griine Markierungen) auf.

Wihrend man die Beugung von Laserlicht an Strukturen mit einer Periode von 0,1 mm
ohne Hilfsmittel problemlos optisch auflosen kann, sind die Herausforderungen der
Molekiilbeugung deutlich gréRer. Die Wellenlange fiir thermische Molekularstrahlen
mit Massen um 500 bis 1000 amu und Geschwindigkeiten von 100 bis 200 m/s ist gemal$
Gleichung 1.1.1 etwa 100 000 Mal kleiner als die von Licht. Beschriankt man sich bei den



2.1 Molekulbeugung am mechanischen Gitter

beugenden Gitterstrukturen auf Perioden gréfRer als 100 nm’, liegen die Beugungswinkel
im Bereich von 10 prad. Diese Auflosungsanforderung gilt es bei der Detektion des
Interferenzmusters zu beriicksichtigen. 1999 wurde mittels Photoionisation durch einen
fokussierten Laserstrahl das erste Mal Beugung eines komplexen Molekiils, in diesem
Fall Cqo, erzielt (Arndt et al., 1999).

Befindet man sich hinter dem materiellen Gitter nicht im Fernfeld, sondern unmittelbar
hinter dem Gitter, sieht das Beugungsbild wesentlich anders aus (siehe Abbildung 2). Bei
Beleuchtung mit monochromatischen ebenen Wellen dominiert die Selbstabbildung des
Gitters (Talbot, 1836) in Abstdnden der sogenannten Talbot-Lange Ly4poc:
dZ

Lraipor = 7 (2.1.2)
Wiren Gitter und Laserstrahl unendlich grof3, wiirde sich dieser Effekt unendlich oft
wiederholen. Ist dagegen nur eine endliche Anzahl n an Gitterspalten ausgeleuchtet,
erfolgt in der Entfernung Lygn—rern der Ubergang von diesen Selbstabbildungen des
Nahfeldes hin zum Fernfeldbeugungsmuster, deren Interferenzmaxima durch
Gleichung 2.1.1 gegeben sind (siehe Abbildung 3).

(na)*
Lyah—rern = 2 (2.1.3)

Abbildung 3 (schematisch): Ubergang vom Nah- zum Fernfeld

Abgebildet ist wieder das simulierte Beugungsbild hinter einem Gitter. Zu sehen ist im linken Teil des Bildes das Nahfeld
mit den Selbstabbildungen des Gitters. Im rechten Bildteil formt sich das Fernfeld-Beugungsmuster. Die Breite des
Bildes entspricht dabei etwa Lygn—rern-

! Bei kleineren Perioden ist die Produktion eines regelmafligen Gitters wesentlich schwieriger.
Zusitzlich nimmt die unerwiinschte Van-der-Waals-Wechselwirkung zwischen den Gitterstaben
und den Molekiilen, die die Spalte passieren, iiberproportional stark zu. 7

[ —



2 Materiewellen

2.2 Beugung am Lichtgitter

0.0

Abbildung 4 (schematisch): Intensitétsverteilung einer stehenden Lichtwelle
Gezeichnet ist die relative Intensitdtsverteilung einer stehenden Lichtwelle gemdR Gleichung 2.2.1. Bei der horizontalen
Achse handelt es sich dabei um die x-Achse, bei der vertikalen um die y-Achse, wéhrend der Schnitt z= 0 gewdhlt wurde.

Die Verwendung materieller Gitter zur Beugung von Molekiilen fiihrt in der Praxis haufig
zu Problemen: Die im Gitter deponierten Ladungen kénnen insbesondere bei polaren
Molekiilen? zu einem Verlust des Beugungsbildes fiihren, da die elektrostatische
Wechselwirkung von der Orientierung der Molekiile beim Durchflug abhingig ist
(Knobloch et al., 2017). Zuséatzlich reduziert Adsorption der Materiewellen an den
Gitterstaben den molekularen Fluss, was gerade bei geringen Strahlintensititen zu
vermeiden ist. Alternativ zu den materiellen Gittern kann man stehende Lichtwellen als
periodische Beugungsstruktur mit anndhernd 100 % Transmissivitit und sehr hoher
Periodizitdt nutzen. Um eine stehende Lichtwelle zu erzeugen, bedarf es der Reflexion
einer einfallenden Lichtwelle in sich selbst. Die Periode der dabei entstehenden Struktur
ist halb so grof§ wie die der urspriinglichen Welle. Im Falle eines gau3férmigen Strahls
kann die Intensitit der entlang der x-Achse stehenden Welle durch Gleichung 2.2.1
beschrieben werden, wobei diese Intensitdtsverteilung in Abbildung 4 zu sehen ist. P
steht dabei fiir die Leistung des einfallenden Laserstrahls, k; fiir dessen Wellenzahl und
w,, und w, fiir die Strahltaille in y- und z-Richtung.

8P
TWyW,

1(x,y,2) = (—zﬁ) (~22) cos®(2k,) (2.2.1)
X,y,2) = exp wz) XP o) cos® kyx 2.

Der Kapitza-Dirac-Effekt, die Beugung an solch einem Lichtgitter, wurde zuerst fiir
Elektronen beschrieben (Kapitza et al., 1933) und experimentell bereits an Atomen
(Gould et al., 1986), Elektronen (Bucksbaum et al., 1988) und Molekiilen (Nairz et al.,
2001) beobachtet.

2 Die meisten biologisch relevanten Molekiile, wie auch in unserem Fall Ciprofloxacin, sind polar.
Das Problem von polaren Molekiilen im Gegensatz zu apolaren ist, dass ihre Wechselwirkung
mit den Ladungen im Gitter je nach Orientierung des Molekiils anziehend oder abstoRend ist.
8 Mittelt man iiber alle Orientierungen, wird das Interferenzmuster verwaschen.

I



2.3 Beugung am dicken Gitter

Im Falle eines Molekiils mit der Polarisierbarkeit a wird im elektrischen Feld E der
stehenden Lichtwelle dabei ein Dipolmoment p induziert:

B=akE (2.2.2)
Dieses Dipolmoment besitzt im elektrischen Feld wiederum ein Potenzial V, welches
durch die in Gleichung 2.2.4 gegebene Intensitit I der Lichtwelle ausgedriickt wird:
S 202
V=-Fp=—alE| =21 (2.2.3)

C€p
I= %CEOEZ (2.2.4)

Das Potenzial verursacht beim Durchqueren einen Phasenschub A¢g:

Ap =+ [Vdt = —==[Idt (2.2.5)

cegh

Da die Intensitdt des Lichtgitters raumlich periodisch variiert, andert sich auch der
Phasenschub periodisch, je nachdem, an welcher Stelle das Molekiil das Lichtgitter
passiert. Dies fiihrt zu einem Beugungsmuster.

Zusitzlich zum Phasenschub bewirkt das Lichtgitter bei Molekiilen auch weitere Effekte:
Bei passender Wellenldnge konnen Photonen des Lichtgitters absorbiert werden. Wenn
diese spiter spontan emittiert werden, kann es aufgrund der dabei stattfindenden
Lokalisierung der Teilchen zu Dekohirenz kommen (Hackermiiller et al., 2004). Fiir
Molekiile und Cluster sind aufgrund der komplexen internen Zustinde aulierdem
Fragmentation (Dorre et al., 2014), Ionisation (Haslinger et al., 2013) und Erwdrmung
(Cotter et al., 2015) moglich.

2.3 Beugung am dicken Gitter

Fast® alle bisherigen Molekiilbeugungsexperimente verwendeten ,diinne®“ Gitter und
fanden somit im Raman-Nath-Regime statt, in dem die Ausbreitung der Welle parallel
zum Gittervektor vernachlissigt werden kann. Dieser Abschnitt widmet sich dem Fall
eines ,dicken” Gitters, dessen Ausdehnung in Ausbreitungsrichtung der Molekiile mit
der Talbot-Lange vergleichbar ist.

Beobachtet wurde die dabei stattfindende Bragg-Beugung erstmals durch Bestrahlung
von Kristallen mit Rontgenstrahlung. Durch konstruktive Interferenz der Rontgenwellen
treten unter wohlbestimmten Winkeln 8,, Reflexe auf. Die Winkel werden dabei durch
die Bragg-Bedingung (Bragg et al., 1913) beschrieben:

nA = 2dsin @, (2.3.1)

Im Vergleich zur Beugung am diinnen Gitter weist Bragg-Beugung zwei wichtige
Unterschiede auf: Wiahrend die Beugung an einem diinnen Gitter immer zu einem
symmetrischen Beugungsbild fiihrt, wirkt Bragg-Beugung wie ein Spiegel. Der Grund
dafiir liegt in der durch Gleichung 2.3.1 gegebenen Bedingung zusammen mit der

3 Das bislang einzige Experiment mit ,dickem“ Gitter war die Beugung von Na,-Molekiilen.
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Energieerhaltung®. Der zweite Unterschied liegt darin, dass bei Bragg-Beugung im
Optimalfall blo in eine einzelne Ordnung gebeugt wird, wihrend sich der Strahl im Falle
des diinnen Gitters auf viele Beugungsordnungen aufteilt.

Durch Wahl eines geeigneten Strahldurchmessers kann auch mit Licht ein dickes Gitter
realisiert werden. Dies wurde fiir Atome (Martin et al., 1988), Bose-Einstein-Kondensate
(Kozuma et al., 1999), Elektronen (Freimund et al., 2002) und Na,-Molekiile (Abo-Shaeer
et al., 2005) bereits gezeigt, bislang jedoch nicht fiir komplexe Molekiile. Zusammen mit
der hoheren Intensitdt aufgrund der geringeren Anzahl an populierten Ordnungen ist
dies eine Motivation, um die Bragg-Beugung von Molekiilen zu realisieren. Die hohere
Intensitdt und bessere Trennung der Beugungsordnungen erleichtern dabei die
Detektion des Beugungsmusters mit Bakterien. Aulerdem wiirde im Fall eines
geschlossen Interferometers der Fluss im Vergleich zur Verwendung diinner Gitter
deutlich gesteigert werden. Relevant ist fiir diesen Fall auch, dass die eingeschlossene
Flache und somit die Empfindlichkeit gegeniiber Tragheitskriften (Bordé, 1989) umso
groRer wird, je hohere Beugungsordnungen besetzt sind.

2.4 Koharenz

In den vorangegangenen Abschnitten wurde stets davon ausgegangen, dass alle Teile der
Welle zueinander in einer festen Phasenbeziehung stehen, also kohdrent zueinander
sind. Dies ist jedoch gerade fiir ausgedehnte thermische Quellen molekularer
Materiewellen nicht der Fall. Eine Folge daraus ist, dass in einer bestimmten Entfernung
L nach Zusammenfiihrung nur Teile des Materiestrahls Interferenz zeigen kénnen, die
um weniger als die transversale Kohdrenz X, voneinander getrennt sind. Der
Zusammenhang zu der Quellgréfie s ist dabei:

X, = 2ast (2.4.1)

N

Bei der Gitterbeugung muss die transversale Kohdrenz der Molekiile mindestens zwei
Gitterspalte umfassen, um ein Interferenzmuster zu bilden. Zudem miissen Ausdehnung
und Divergenz des Molekiilstrahls beschrinkt sein. Da dessen inkohidrenten Anteile
voneinander unabhingige Interferenzmuster erzeugen und deren Intensititen sich
inkohirent aufsummieren, wiirde das Interferenzmuster ansonsten verwischt werden.

Zusatzlich zur transversalen gibt es auch longitudinale Kohédrenz. Da in der Praxis
verwendete Wellen eine Unschérfe in der Wellenlédnge A,z aufweisen, konnen sie nur
interferieren, wenn sie gegeneinander um nicht mehr als die longitudinale Kohdrenz L.
verschoben sind.

2
— AAdB

L
¢ AaB

(2.4.2)

* Anschaulich betrachtet wird ein diinnes Lichtgitter durch einen fokussierten Laserstrahl
erzeugt, wodurch die Photonen eine gewisse Unschirfe in der Flugrichtung aufweisen. Deren
Impulsunschirfe ist daher grofler als die Impulskomponente des gebeugten Teilchens in
Beugungsrichtung. Dadurch dominiert die Symmetrie des Lichtgitters das Beugungsbild.

Im Falle der Bragg-Beugung bewegen sich die Photonen hingegen nahezu parallel, wodurch die
Asymmetrie des einfallenden Strahls das Beugungsbild dominiert.



3.1 Aufbau

3 Bragg-Beugung von
Ciprofloxacin

Nach der Einfiihrung in die zugrunde liegenden Konzepte widmet sich dieses Kapitel der
praktischen Realisierung der Beugung von Molekiilen. Im hierbei verwendeten
Versuchsaufbau werden Molekiile durch einen fokussierten Laser von einer Glasplatte
verdampft, passieren nach Kollimation durch einen Spalt ein Beugungsgitter und
werden schlussendlich auf einem Glasplittchen aufgefangen. Das dabei entstehende
Beugungsmuster wird anschlieflend mittels Fluoreszenzmikroskopie aufgenommen.
Um Kollisionen mit den Molekiilen der Umgebungsluft zu vermeiden, welche das
Beugungsmuster zerstoren wiirden, wird das ganze Experiment in Hochvakuum bei etwa
107 mbar durchgefiihrt.

Die Quelle erzeugt einen thermischen Molekularstrahl, bei dem die Geschwindigkeiten
der Molekiile ndherungsweise gemald einer Maxwell-Boltzmann-Verteilung verteilt sind.
Da unterschiedliche Geschwindigkeiten gemafd Gleichung 1.1.1 zu unterschiedlichen
Wellenlangen fiihren, werden sie unterschiedlich weit gebeugt. Ohne
Geschwindigkeitsselektion wiirde dies dazu fiihren, dass die verschiedenen
Beugungsbilder der Molekiile tiberlappen und sich in Summe wegmitteln. Um dies zu
verhindern, kann als geschwindigkeitsabhingiger Filter die Schwerkraft genutzt
werden: Schnelle Teilchen fallen iiber eine gegebene horizontale Distanz weniger weit
als langsame, es entsteht eine vertikale Auftrennung der verschiedenen Wellenldngen.

3.1 Aufbau

Abbildung 5: Versuchsaufbau fiir die Bragg-Beugung im Uberblick

(1): Mittels eines fokussierten Laserstrahls werden die Molekiile von einem Vakuumfenster verdampft.

(2): Das Vakuumfenster kann mittels Faltenbalg verfahren werden, um fiir Nachschub an Molekiilen zu sorgen.

(3): Auf zwei Drittel des Weges von der Quelle zum Gitter befindet sich der zur Justage benétigte erste vertikale Spalt.

(4): Der zweite vertikale Spalt sowie der horizontale Spalt befinden sich jeweils rund 1 cm getrennt zum Gitterspiegel.

(5): Ein 30 W bei 532 nm starker Laser sorgt fiir das Lichtgitter.

(6): Die Molekiile werden am Ende der Vakuumkammer auf einem Glaspldttchen aufgefangen und mittels eines
weiteren Lasers (nicht im Bild) zur Fluoreszenz angeregt.

(7): Das Fluoreszenzlicht des Beugungsbildes wird mittels Kamera und Objektiv gesammelt.
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Abbildung 6: Quelle des verwendeten Molekularstrahls

Ein Diodenlaser (1) erzeugt den Laserstrahl, welcher einen Shutter (2) passiert, durch den der Laserstrahl und dadurch
die Molekiilquelle ein- und ausgeschaltet werden kann. Danach tritt der Strahl durch eine Modenreinigung (3) und wird
liber einen dichroitischen Spiegel (4) in ein Objektiv (5) gelenkt, welches den Strahl auf das innen beschichtete
Vakuumfenster (6) fokussiert. Die dabei entstehende Fluoreszenz wird mittels einer Kamera (7) beobachtet. Objektiv (5),
Spiegel (4) und Kamera (7) befinden sich auf einer gemeinsamen Aufhdngung, welche, Fokus inklusive, mittels
Verschiebetisch parallel zum Vakuumfenster verschoben werden kann.

(): Foto, (r): schematisch

Als Quellmechanismus wird ein Laserstrahl auf eine diinne Schicht aus Ciprofloxacin
bzw. Phthalocyanin (siehe Abbildung 6) fokussiert. Durch Lichtabsorption werden die
im Fokus des Laserlichts befindlichen Molekiile erwdrmt und verdampft. Da dieser
Vorgang zur Vermeidung von St6f3en mit Gasmolekiilen im Vakuum erfolgt, werden die
Molekiile auf die Innenseite eines Vakuumfensters aufgetragen. Dies erfolgt, je nach
erforderlicher Schichtdicke’, entweder per Auftropfen der in einem schnell
verdampfenden Losungsmittel gelosten Molekiile oder durch Bedampfung in einer
Vakuumkammer. Um den Ursprungsort des Molekularstrahls moglichst genau zu
definieren, wird der Laserstrahl mittels Objektivs auf 1,5 pm (FWHM) fokussiert. Dazu
durchlauft er davor einen modenreinigenden Raumfilter, bestehend aus zwei
Sammellinsen mit einem gemeinsamen Brennpunkt, in dem eine 50 um Kkleine
Lochblende montiert ist. Auf diese Weise werden alle Moden jenseits der Gauf3‘schen
Grundmode herausgefiltert. Die Distanz des Fokus zum Vakuumfenster kann dabei
anhand der Position des Objektivs feinjustiert werden. Zusétzlich kann der Fokus per
Verschiebetisch (siehe Abbildung 6) in den zwei zum Laserstrahl transversalen Achsen
verfahren werden. Mit der Kamera wird durch einen dichroitischen Spiegel die durch
den fokussierten Laser angeregte Fluoreszenz beobachtet. Dies hilft beim Fokussieren
und dient der Kontrolle des Fokus, wie in Abbildung 7 zu sehen ist. Um die Quelle tiber
einen lingeren Zeitraum hinweg betreiben zu konnen, ist Nachschub an Molekiilen
notig. Wiirde man den Laserstrahl iiber die beschichtete Platte bewegen, so wiirde auch

5 Eine dicke Schicht, wie sie etwa durch das Auftropfen entsteht, sorgt fiir einen gréReren Fluss
an Molekiilen, erhoht aber auch die effektive Quellgrofle, was wiederum zu einer geringeren
Kohirenz fiihrt.
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das Beugungsmuster am Detektor wandern und dadurch in Summe verwischt werden.
Stattdessen wird die Position des Laserstrahls fix gehalten und die Aufhiangung des an
einem Faltenbalg montierten Vakuumfensters schrittmotorgesteuert® verfahren. Die
dabei vom Laser in die Quellschicht eingeschriebenen Verdampfungsspuren sind in
Abbildung 7 zu sehen. Auf diese Weise kann mittels eines beschichteten Vakuumfensters
der Molekularstrahl fiir drei Tage aufrechterhalten werden.

Abbildung 7: Mikroskopische Aufnahmen des beschichten Vakuumfensters

(1): Fluoreszenz der Beschichtung mit Phthalocyanin durch den fokussierten Laserstrahl; In der Mitte ist weill der
fokussierte Laserstrahl zu sehen, bei den schwarzen Streifen handelt es sich um dessen abgedampfte Spur

(r): Vertikale Spuren des fokussierten Laserstrahls in der Beschichtung mit Phthalocyanin im Durchlichtmikroskop

Da die verdampften Molekiile das Vakuumfenster in den gesamten Halbraum verlassen,
bendtigt es zur Erzeugung eines fein kollimierten Molekularstrahls zusatzlich noch einen
Kolimationsspalt. Zur Vereinfachung der Justage werden zwei vertikal stehende Spalte
(zu sehen im Uberblick in Abbildung 5) verwendet, welche piezogesteuert gedffnet und
geschlossen werden konnen. Der zweite Spalt wird genutzt, um den Strahl
reproduzierbar relativ zur Vakuumkammer auszurichten.

In vertikaler Richtung findet am Gitter keine bedeutende Beugung statt. Zur gravitativen
Geschwindigkeitsaufspaltung im Molekularstrahl wird allerdings trotzdem eine
Kollimation benétigt. Fiir diesen Zweck befindet sich unmittelbar vor dem
Beugungsgitter ein hohenverstellbarer horizontaler Spalt von 25 um. Er sorgt dafiir, dass
die Molekiile vertikal in Abhédngigkeit ihrer Geschwindigkeit und somit ihrer
Wellenlidnge aufgespaltet werden, wie in Abbildung 8 dargestellt ist.

¢ Fiir diesen Zweck werden zwei Schrittmotoren von Schneider Electric mit einer Auflésung von
0,036° und einer Genauigkeit von 0,1° verwendet, welche den Faltenbalg mittels Schneckenwelle
verfahren. Die Genauigkeit der Mechanik zur Positionierung des Faltenbalgs ist, wie in Abbildung
7 zu sehen ist, auf wenige Mikrometer begrenzt. 1 3
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Abbildung 8: Funktionsprinzip der Geschwindigkeitsaufspaltung
Der Laserstrahl (links, violett) verdampft die im Fokus befindlichen Molekiile. Diese verlassen die punktférmige Quelle
(1) mit verschiedenen Geschwindigkeiten in den gesamten Halbraum. Aufgrund der Schwerkraft werden ihre
Flugbahnen durch Parabeln beschrieben. Der horizontale Spalt (2) sorgt dafiir, dass am Schirm (3) eine eindeutige
Beziehung zwischen Teilchengeschwindigkeit und vertikaler Position vorliegt. Die verschiedenfarbigen Kurven stehen
dabei fiir unterschiedliche Geschwindigkeiten.

Der Zusammenhang zwischen Geschwindigkeit v und Aufspaltung y ist dabei durch
Gleichung 3.1.1 gegeben, wie in Anhang 7.1 nachzulesen ist, wobei L der Abstand
zwischen Quelle und Detektor und L, der Abstand zwischen Quelle und horizontalem
Spalt ist.

1 L(L-Lq)

y=-1g (3.1.1)

2

Zur Beugung wurden in der Vergangenheit bereits viele unterschiedliche Gitter genutzt.
Neben Gitter geschrieben in einer SiNy-Membran (Juffmann et al., 2012) waren dies
beispielsweise Gitter aus Graphen (Brand et al., 2015) oder auch aus einem natiirlichen
Algenskelett (Sclafani et al., 2013). Die Gitterperioden lagen dabei typischerweise
zwischen 100 nm und 200 nm, die Membrandicke reichte von einlagigen Atomschichten
bis wenigen 100 nm im Algenskelett. Das Gitter ist dabei in einem Halter montiert,
welcher transversal zum Molekularstrahl verfahren werden kann und zusitzlich per
Schrittmotor um die vertikale Achse gedreht werden kann. Um mittels stehender Welle
ein Lichtgitter erzeugen zu konnen, kann an diesen Halter alternativ auch ein Spiegel
montiert werden.
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Abbildung 9: Detektion der Molekiile durch Fluoreszenzmikroskopie

Die Molekiile werden nach der Gitterbeugung am Ende der Vakuumkammer auf einem eingeklebten Quarzpldttchen
(mittig im Bild) aufgefangen. Vakuumseitig werden sie durch ein dahinterliegendes Fenster mit einem Laserstrahl
angeregt. Das Fluoreszenzlicht der angeregten Molekiile wird durch das Objektiv in der rechten Bildhdlfte
eingesammelt, passiert zur Trennung vom Anregungslicht einen Bandpassfilters und wird auf die dahinter liegende
EMCCD-Kamera abgebildet. Zur Abschirmung des Umgebungslichtes kann die schwarz-gelbe Abdeckung nach links
geschoben werden. Im unteren Teil des Bildes zu erkennen ist rot isoliert die Stromzuleitung samt Klinge fiir die
Plasmareinigung des Fensters. Damit werden die Molektile nach Beliiftung der Vakuumkammer mit Stickstoff auf einen
Druck von etwa 5 mbar durch Ziinden eines AC-Hochspannungsplasmas (10 kHz bei 1,5 kV) dauerhaft entfernt und
abgepumpt.

Unmittelbar hinter dem Beugungsgitter bildet sich ein Interferenzmuster aus. Das Ziel
ist, diese Struktur durch eine Ortsbestimmung der Molekiile abzubilden. Wahrend die
Fluoreszenzdetektion von Atomen im Flug moglich ist, gibt es in komplexen Molekiilen
keine geschlossenen Uberginge. Die fiir eine effiziente Detektion notwendige Intensitit
wiirde so viel Stokes-Energie deponieren, dass sich die Molekiile bis zur Zerstorung
aufheizen wiirden. Eine stabile Detektion hoher Auflésung ist aber moglich, wenn die
Molekiile auf einem Glasplattchen aufgefangen werden. Dies hat den zusétzlichen
Vorteil, dass bei niedrigen Flussraten das Material iiber Tage hinweg gesammelt werden
kann. Das im Experiment verwendete Glaspldttchen befindet sich 57,5 cm hinter dem
Beugungsgitter, also knapp nach dem Ubergang vom Nah- ins Fernfeld der Beugung. Zur
Aufnahme des adsorbierten Musters werden die Molekiile durch einen Laser (661 nm im
Falle von Phthalocyanin, 445 nm im Falle von Ciprofloxacin) elektronisch angeregt und
ihre Fluoreszenz mittels eines Objektivs eingesammelt (sieche Abbildung Abbildung 9).
Ein Bandpassfilter (711/25 nm im Fall von Phthalocyanin, 550/80 nm im Falle vom
Ciprofloxacin) filtert Reste des fiir die Anregung genutzten Laserstrahls heraus. Am Ende
des Strahlengangs steht eine Andor iXon EMCCD, welche das 20-fach’ vergrolerte
Fluoreszenzmuster aufzeichnet. Die Empfindlichkeit der Kamera ist dabei unter
anderem aufgrund der am speziellen CCD stattfindenden Elektronenvervielfachung

7 Die numerische Apertur des Objektivs betrdgt NA= 0,5.
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(englisch electron-multiplying, EM) so hoch?, dass einzelne Molekiile beobachtet werden
konnen, in manchen Fillen sogar mit einer Genauigkeit unterhalb des Abbe’schen
Auflosungslimits (Juffmann et al., 2012). Um mehrere verschiedene Interferenzmuster
aufzeichnen zu konnen, kann das Ende der Vakuumkammer inklusive dem
Glaspléttchen per Verschiebetisch und Faltenbalg verschoben werden. Sobald auf dem
Plattchen kein freier Platz mehr vorhanden ist, kann es mittels Plasmas gereinigt
werden. Hierzu wird der letzte Teil der Vakuumkammer abgetrennt und mit Stickstoff
auf wenige Millibar geflutet. Anschlieflend wird statt des Objektivs eine Elektrode
platziert, an die relativ zur Vakuumkammer eine hochfrequente Wechselspannung
angelegt wird (Juffmann et al., 2012). Die Elektrode wird nahe an das Glasplittchen
gebracht, wodurch sich auf dessen Innenseite ein Plasma entziindet. Durch Verschieben
des Glasplattchens relativ zur dufleren Elektrode kann dabei das ganze Fenster gereinigt
werden.

3.2 Bragg-Beugung

Fiir die Bragg-Beugung ist es notwendig, einen entlang der Flugbahn der Molekiile
dicken Lichtstrahl zu erzeugen (vergleiche Kapitel 2.3). Im Falle von Ciprofloxacin mit
rund 200 /s und einer Laserwellenldnge (= doppelte Gitterperiode) von 532 nm ergibt
sich dabei mit Gleichung 2.1.2 eine Talbot-Linge von etwa 1,2 cm. Um auch bei breiter
Strahltaille w, mit hohen Laserintensititen arbeiten zu konnen, wird die vertikale
Strahltaille w, niedrig gewdéhlt. Es gilt dabei jedoch zu beachten, dass sich die
Laserstrahlintensitét 1angs des zur Geschwindigkeitsaufspaltung genutzten Spaltes nicht
allzu stark dndert. Da ein schmailerer Spalt den Fluss des Molekularstrahls begrenzt,
wurde als Kompromiss ein Spalt mit der Gréle von h =25um und eine vertikale
Strahltaille von w,, =100 um (FWHM) gewdhlt. Da die Justage des Laserstrahls umso
aufwindiger wird je breiter w, im Verhiltnis zu w,, ist, wurde eine horizontale Strahltaille
von w, = 1,4 cm (FWHM) gewihlt.

Zur Molekiilbeugung wurde ein /PG Photonics-Laser (P = 30 W, A =532 nm) verwendet,
dessen Strahl durch ein aus zwei Sammellinsen bestehendes sphérisches Teleskop auf
1,4 cm aufgeweitet wurde. Mittels einer Zylinderlinse wurde er so fokussiert, dass am Ort
des Molekularstrahls eine Strahltaille von w, =100 um erreicht wurde. Um eine
stehende Welle zu bilden, wurde der Strahl mittels eines hochreflektierenden Spiegels
im Hochvakuum in sich selbst zuriickreflektiert. Damit der riickreflektierte Strahl nicht
zuriick in den Laser lduft, wurde zwischen Teleskop und Zylinderlinse eine Kombination
aus A/2-Plattchen, polarisierendem Strahlteiler und 1/4-Pléattchen eingebaut, wobei an
den freien Seiten des Strahlteilers Strahlfallen platziert wurden (siehe Abbildung 10). Der
optische Aufbau ist in Abbildung 11 zu sehen.

8 Bei einer Akkumulation {iber 20 s enden im Fall von Phthalocyanin pro Molekiil rund 1800
Photonen auf dem Sensor der Kamera (Cotter et al.,, 2017). Die Quantenausbeute der
verwendeten Kamera betragt sowohl bei 550 nm als auch bei 711 nm rund 60 % (Andor, 2008).
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Abbildung 10: Strahltrennung des riickreflektierten Strahls

Die Polarisation des von rechts einfallenden linear polarisierten Laserstrahls (symbolisch als Pfeil eingetragen) wird
mittels A/2-Pldttchen (3) so gedreht, dass die gewtinschte Intensitdt durch den polarisierenden Strahlteiler (4) durchtritt.
Mittels A/4-Pléttchen (5) wird der Strahl anschlieBend zirkular polarisiert. Der riickreflektierte Strahl, der die gleiche
Polarisation aufweist, passiert erneut das A/4-Pldttchen und wird somit 90° gegentiber der urspriinglichen Polarisation
gedreht. Dadurch wird er im Strahlteiler reflektiert und in eine Strahlfalle (8) gefiihrt.

Abbildung 11: Optik fiir den Gitterlaser

Der Laserstrahl wird mittels eines aus zwei sphdrischen Linsen, (1) und (2), bestehenden Teleskopes aufgeweitet.
AnschlieRRend passiert er wie in Abbildung 10 beschrieben ein A/2-Pléttchen (3), einen polarisierenden Strahlteiler (4)
und ein 2/4-Pldttchen (5). Mittels einer zylindrischen Linse (6) wird der Strahl auf die erforderliche vertikale Strahltaille
fokussiert. Der Strahl tritt in die Vakuumkammer ein (7), wird dort am Gitterspiegel zuriickreflektiert und lduft bis zum
Strahlteiler (4) den gleichen Weg zuriick. Dort wird er reflektiert und in einer Strahlfalle (8) aufgefangen.

Zur Erzeugung der stehenden Lichtwelle wurde ein Spiegel von Laseroptik mit einem
Durchmesser von 25 mm und einer Reflexivitdt von 99,8 % bei 532 nm verwendet. Eine
Besonderheit der Beugung am dicken Gitter (Bragg-Regime) gegeniiber der Beugung am
diinnen Gitter (Raman-Nath- bzw. Kapitza-Dirac-Regime) ist aufgrund der Asymmetrie
der Beugung die hohe Empfindlichkeit der Beugungseffizienz auf eine Verdrehung des
Gitters. Aus diesem Grund muss der Winkel des Spiegels entlang der
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Molekularstrahlachse in der Vakuumkammer mit einer Genauigkeit von wenigen
Mikroradiant kontrolliert werden konnen. Da sich die zuvor vorhandene
Spiegelaufhdngung als zu unprizise und nicht langzeitstabil herausstellte, wurde eine
neue Montagemoglichkeit geschaffen. Hierzu wurde der Spiegel in einen Halter
geklemmt, welcher an ein piezosystem jena PSH10/2 Piezo-Kippspiegelsystem montiert
war und somit in beide Achsen iiber einen Bereich von 8 mrad mit einer Genauigkeit von
0,2 prad gekippt werden konnte (piezosystem jena GmbH, 2017). Um den Spiegel
zusatzlich orthogonal zum Molekularstrahl verschieben zu konnen, wurde das
Kippspiegelsystem auf einen piezobasierten Linearaktuator’ von SmarAct montiert. Da
in der Vakuumkammer fiir diese Anordnung keine anderweitige Montagemoglichkeit
gegeben war, wurde sie mittels eines eigens angefertigten Halters und vier nach auflen
driickenden Schrauben in die Vakuumkammer eingekeilt, wobei der Aufbau im
Uberblick in Abbildung 12 zu sehen ist.

Abbildung 12: Spiegelhalter fiir das Bragg-Lichtgitter, Foto (l) und schematisch (r)

Der Laserstrahl tritt durch das riickseitige Vakuumfenster (1) und wird am Spiegel, welcher in einem Spiegelhalter (2)
eingeklemmt ist, in sich selbst riickreflektiert. Der Spiegelhalter ist auf einem Kippspiegelsystem (3) angebracht,
welches auf einem Linearaktuator (4) montiert ist. Dieser wiederum ist auf einem zylinderférmigen Halter (5)
angeschraubt, welcher wiederum durch vier Schrauben (6) in der Vakuumkammer eingekeilt ist. Zur Orientierung ist der
Molekularstrahlin Gelb eingezeichnet, zusdtzlich sind noch die Halter fiir den Spalt zur Aufspaltung der Geschwindigkeit
(7) und den vertikalen Kollimationsspalt (8) sichtbar.

3.2.2 Justage des Aufbaus

Um Molekiilbeugung an einer stehenden Lichtwelle zu sehen, miissen sowohl
Molekularstrahl als auch die stehende Lichtwelle ausreichend justiert und zueinander
ausgerichtet werden.

Zu Beginn wird der Molekularstrahl relativ zu den beiden vertikalen Spalten positioniert.
Vergleicht man die durch den Molekularstrahl resultierenden Bilder der beiden bis auf

 Der verwendete Linearaktuator weist einen Verfahrweg von 26 mm bei einer Schrittweite von
1 8 1 nm und einer Wiederholbarkeit von 40 nm auf.
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5 pm geschlossenen Spalte, kann man die Position dessen Quelle optimieren. Das
dazugehorige Justageprinzip ist in Abbildung 13 illustriert.

\\ 1o
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Abbildung 13: Justage des Molekularstrahls (Ansicht von oben)

Die Position der Quelle des Molekularstrahls wird justiert, indem Bilder geschossen werden, bei denen abwechselnd
Spalt 1 oder Spalt 2 geschlossen ist. Nur wenn der Molekularstrahl genau in der Mitte liegt (blau), fallen die Bilder (1, 2)
der beiden Spalte zusammen. Beginnt der Molekularstrahl hingegen links der Mitte (in Rot gezeichnet), so liegt das Bild
des geschlossenen ersten Spaltes (bei gedffnetem zweitem Spalt) rechts des Bildes des geschlossenen zweiten Spaltes.

Nach Justage der Molekiilquelle relativ zu den beiden Kollimationsspalten im
Hochvakuum gilt das Hauptaugenmerk der Justage des Spiegels fiir das Bragg-Gitter. Da
die fiir Bragg-Beugung benotigte Verkippung des Spiegels relativ zum Molekularstrahl
(einige 10 prad) um GroéRenordnungen kleiner als die maximale Auslenkung des
Kippspiegelsystems ist (+4 mrad), geniigt es, zur ersten Justage den Spiegel auf rund
1 mrad genau parallel zum Molekularstrahl auszurichten.

Die Lage des Spiegels relativ zum Strahl kann man optimieren, indem man den letzten
Spalt soweit oOffnet, dass man auf der Kamera noch die gesamte Breite des
Molekularstrahls sieht. Anschlieflend verfihrt man mittels des Linearaktuators den
Spiegel soweit, dass er einen Teil des Strahls abschneidet. Danach optimiert man die
horizontale Verkippung des Spiegels so, dass vom Molekularstrahl so wenig wie mdglich
abgeschnitten wird, wobei das Funktionsprinzip in Abbildung 14 illustriert ist.

Falls die optimale Position auflerhalb der Reichweite des Kippspiegelsystems liegt, muss
die Vakuumkammer beliiftet werden und der zylindrische Halter mittels der vier in
Abbildung 12 zu sehenden Schrauben verkippt werden. Um die Ausrichtung des Spiegels
prazise zu verfolgen, werden die Linsen aus dem Strahlengang des Gitterlasers
entnommen und die Riickreflexion des Spiegels auf eine Wand projiziert. Anschliefend
wird die Vakuumkammer wieder heruntergepumpt und die Spiegelausrichtung mittels
Molekularstrahl optimiert. Diese beiden Schritte werden so lange wiederholt, bis die
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Abbildung 14: Optimierung der Spiegelausrichtung relativ zum Molekularstrahl

Der von links kommende Molekularstrahl wird mittels Spalt kollimiert. Der daraus resultierende Strahl wird durch den
Spiegel samt Aufhdngung weiter abgeschnitten. Eingezeichnet ist zusdtzlich der Kreis, entlang dessen sich die
Spiegelmitte bei Rotation um den eingezeichneten Rotationspunkt bewegt, mitsamt zwei weiteren méglichen
Spiegelpositionen in Grau. Zu sehen ist dabei, dass die Breite des verbliebenen Molekularstrahls am gréfSten ist, wenn
sich der Spiegel parallel zum Strahl befindet. Diese Position ist in Schwarz eingezeichnet.

optimale Position des Spiegels erreicht wurde und das Kippspiegelsystem in beide
Richtungen ausreichend Spielraum fiir Korrekturen im Vakuum hat.

Fiir die Justage der vertikalen Achse wird zunéchst der zur Geschwindigkeitsaufspaltung
genutzte Spalt aus dem Strahl gefahren. Der Spiegel wird so positioniert, dass er wieder
einen Teil des Molekularstrahls abschneidet. Dadurch ergibt sich am Detektor ein
wenige Millimeter hoher Streifen, der auf einer Seite den ,Schatten“ eines Teils des
Spiegels enthidlt. Wenn man am Detektor nun die Streifenbreite oben und unten
vergleicht, hat man ein direktes Mal? fiir die vertikale Verkippung des Spiegels. Um die
Differenz auf null zu bringen, kann es wieder notwendig sein, den Spiegelhalter manuell
zu verkippen. Auch in diesem Fall stellt eine Beobachtung des Riickreflexes des Spiegels
sicher, dass die Justierung in horizontaler Richtung dabei nicht mehr verandert wird.

Da iiber dieses Schema die horizontale Achse unabhéngig von der vertikalen justiert
wird, nicht jedoch umgekehrt, wird mit der Justierung der horizontalen Achse begonnen.
Da die Prazision in horizontaler Richtung wichtiger ist als in vertikaler Richtung, wird
nach Justierung der vertikalen Achse die Justierung der horizontalen Achse wiederholt.

Nach der Justage von Molekularstrahl und Spiegel®® bedarf es noch der Justage des
Laserstrahls, um den Uberlapp zwischen Lichtgitter und Molekularstrahl zu
maximieren. Als erstes wird die Ausrichtung des Laserstrahls so optimiert, dass er ohne
der Zylinderlinse am bereits ausgerichteten Spiegel genau in sich selbst zuriickreflektiert
wird. Dies ldsst sich knapp vor dem Strahlteiler tiberpriifen. Zusétzlich wird der Spiegel
soweit in den Molekularstrahl gefahren, dass er ihn in der Mitte abschneidet. Im
nachsten Schritt wird die Zylinderlinse wieder eingesetzt und ihre Rotation um die
optische Achse auf mdglichst vertikale Fokussierung optimiert. Wenn der Brennpunkt
der Linse genau auf dem Spiegel liegt, ist der riickreflektierte Strahl nach zweitem

Der Spiegel ist in vertikaler Richtung wesentlich grof3er als Molekular- und Laserstrahl.
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Durchlaufen der Linse aufgrund der Symmetrie wieder anndhernd parallel. Wird die
Linse aber etwa 1 cm zuriickgeschoben, konvergiert der Riickreflex in einem Abstand
von rund 5 m. In dieser Distanz sieht man den langgezogenen Fokus des Strahls, dessen
Ausrichtung in direktem Zusammenhang mit der Ausrichtung der Linse steht!'. Stellt
man hinter den Ausgang des polarisierenden Strahlteilers noch eine sphéarische Linse,
kann man den projizierten Strich zusitzlich vergrofern. Nach Abschluss der
Winkeljustage wird die Linse wieder so verschoben, dass der auf die Wand projizierte
Strahl moglichst rund wird.

Um die Hohe des Laserfokus an den Molekularstrahl anzupassen wird der Spiegel etwas
aus dem Strahl gefahren und ein horizontaler Schlitz eingefahren, der sowohl zum
Molekularstrahl als auch zum Laserstrahl um 45° verdreht ist. Seine Hohe wird dabei so
gewdhlt, dass die Transmission des Molekularstrahls mit eingesetztem Spalt zur
Geschwindigkeitsaufspaltung maximal wird. Anschliefend wird die Hoéhe der
Zylinderlinse und die Ausrichtung des Laserstrahls so optimiert, dass der Riickreflex des
Gitterlasers auch wieder den Schlitz passiert. Abschliefend wird der Schlitz wieder aus
dem Strahlengang gefahren und der Spiegel so positioniert, dass er rund 0,1 mm
aullerhalb der Mitte des Molekularstrahls endet*?.

Der letzte Schritt gilt der Feinjustage der vertikalen Position des zur
Geschwindigkeitsaufspaltung genutzten horizontalen Spaltes: Fiir diesen Zweck wird
dieser vorerst aus dem Strahl gefahren und der vertikale Kollimationsspalt bis auf 5 um
geschlossen. Nimmt man anschlieend bei eingeschaltetem Laserstrahl ein Bild des
Molekularstrahls auf, sollte entlang des dabei entstehenden mehrere Millimeter hohen
Streifens eine beugungsbedingte Verbreiterung des Streifens sichtbar sein. Der
horizontale Spalt wird soweit in den Molekularstrahl gefahren, dass dessen Transmission
genau auf die Hohe der vorher beobachteten Verbreiterung fallt.

Nach der Justage des Aufbaus wurde der Fluoreszenzfarbstoff Phthalocyanin verwendet,
um Bragg-Beugung mit Molekiilen zu demonstrieren. Die Wahl fiel dabei auf
Phthalocyanin, da es aufgrund seiner hohen Fluoreszenzquantenausbeute und einfacher
Verdampfbarkeit in gegebener Zeit zum besten Signal-Rausch-Verhiltnis fiihrt. In
Abbildung 16 ist ein Beugungsbild in voller GréRe zu sehen. Auffallend ist, dass sich ein
Grol3teil der Intensitit in zwei Bereiche aufteilt: einen Streifen aus Molekiilen, die kaum
abgelenkt wurden, und rechts darunter beginnend einen Streifen aus starker gebeugten
Molekiilen. Dieses Interferogramm unterscheidet sich dabei aufgrund seiner
Asymmetrie essentiell von demjenigen diinner Gitter, welche immer zu symmetrischen
Beugungsmustern fiihren.

Nach dieser ersten Demonstration wurde auch die Abhingigkeit des Interferogramms
vom Winkel des Gitterspiegels untersucht, was in Abbildung 15 zu sehen ist. Hierfiir

' Der Zusammenhang héngt von den dazwischen gelegenen Spiegeln ab, im hier verwendeten
Setup sorgt der linke untere 45°-Spiegeln aus Abbildung 11 dafiir, dass der urspriinglich
horizontale Strahl vertikal an der Wand endet, wodurch die Zylinderlinse beispielsweise an
einem Lot ausgerichtet werden kann.

12 Zum Vergleich: Der Molekularstrahl ist auf 5 um bis 10 um kollimiert.
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wurde der Winkel iiber einen Bereich von 60 pm veridndert, wobei alle 10 pm ein neues
Beugungsmuster aufgenommen wurde. Deutlich zu sehen ist, wie sich der gebeugte
Streifen durch Andern des Winkels zuerst von einer Seite an die Mitte annihert und
spater auf der anderen Seite auftaucht.

Ein Problem bei der Verwendung von Phthalocyanin ist, dass zusatzlich zu der Beugung
am Lichtgitter noch Absorption einzelner Photonen stattfindet. Dies dullert sich in
Abbildung 16 etwa durch lokale Maxima zwischen den beiden intensiven Streifen.
Zudem fiihrt die Absorption zu einer Verbreiterung der Beugungsmaxima um den Faktor
3. Um diese Effekte zu vermeiden, wurden auch Beugungsbilder mit Ciprofloxacin
aufgenommen, welches bei einer Wellenlinge von 532 nm deutlich weniger als
Phthalocyanin absorbiert. Eines davon ist in Abbildung 17 zu sehen. Aufgrund der
bedeutend schwicheren Fluoreszenz ist dabei das Signal-Rausch-Verhiltnis trotz einer
langeren Akkumulationszeit wesentlich schlechter’®. Analysiert man wie in Abbildung 18
die horizontale Intensitdtsverteilung des Beugungsbildes, zeigt sich, dass fiir schnelle
Molekiile kaum Wechselwirkung mit dem Gitter stattfindet. Bei langsameren
Molekiilgeschwindigkeiten gewinnt der stirker gebeugte Streifen sowohl absolut als
auch relativ zum hauptsidchlich transmittierten Streifen an Intensitit. Fiir noch
niedrigere Geschwindigkeiten wiederum gewinnt im Verhiltnis gesehen der
transmittierte Streifen zu Lasten des starker gebeugten an Intensitédt. Dieses Verhalten,
welches auch in Abbildung 19 dargestellt ist, hat Ahnlichkeiten mit dem Phinomen der
Pendellosung, welches mit Neutronen (Kunze et al., 1996) und Atomen (Diirr et al., 1996)
bereits beobachtet wurde. Wihrend die Pendellosung fiir gewoOhnlich als
Intensitdtsverlagerung zwischen zwei Beugungsordnungen auftritt, sind im Falle von
Abbildung 17 aber ganze Gruppen von Beugungsordnungen involviert.

Zusitzlich zum Experiment wurde das Beugungsbild auch simuliert (Brand et al., in
Vorb.), wobei die Grundlagen dazu in Anhang 7.2 zu finden ist. Im Rahmen der
Simulation wurde die Position des Beugungsbildes sowie der Winkel zwischen
Molekularstrahl und Gitter gefittet. Fiir die horizontale Verdrehung des Gitters ergab
sich dabei ein Wert von 18 prad. Das daraus resultierende Bild der Simulation stimmt mit
den Features der experimentellen Aufnahme tiberein.

Zusatzlich wéare es auch von Interesse die Winkelabhingigkeit der Beugung fiir
Ciprofloxacin aufzunehmen. Dafiir miisste der Aufbau allerdings iiber einen Zeitraum
von mindestens einer Woche auf etwa 5 prad stabil sein, was nicht der Fall war.
Stattdessen bewegte sich die Quelle relativ zu den in der Vakuumkammer befindlichen
Spalten auf der Zeitskala von Stunden bis Tagen. Da dies nur bei in Betrieb befindlichem
Gitterlaser beobachtet wurde, handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um einen
thermischen Effekt, der aufgrund des 30 W starken Laserstrahls zustande kommt.

13 Dies ist kein Ausschlusskriterium, sondern blof3 ein weiterer Grund fiir eine Detektion des
Antibiotikums mittels Bakterien, da dieser Detektionsmechanismus von der Fluoreszenz
unabhingig funktioniert.
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Abbildung 15: Winkelabhdngigkeit der Beugung
Zwischen den einzelnen Aufnahmen (von links oben nach

rechts unten) wurde der Spiegel relativ. zum
Molekularstrahl um jeweils 10 urad gedreht, wobei er
sich zwischen der 2. und 3. Aufnahme parallel zum Strahl
befunden hat. Pro Aufnahme wurde Phthalocyanin liber
2h akkumuliert. Die Aufnahmen wurden mit einer
Belichtungszeit von 20s bei einem EM Gain von 150
getdtigt. Zu sehen ist, wie der stérker gebeugte Streifen
zuerst links auftritt und mit Drehung des Spiegels
zunehmend nach rechts wandert.
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Abbildung 16: Bragg-Beugung von Phthaloyanin

Zu sehen ist links ein Streifen aus Beugungsordnungen
um den transmittierten Strahl und rechts ein stérker
gebeugter Streifen. Dazwischen befinden sich einige
durch Absorption bedingte lokale Intensitdtsmaxima.
Flir die Aufnahme wurde das Interferogramm (iber einen
Zeitraum von 23 h akkumuliert. Die aufgetragenen Werte
entsprechen den Sensorwerten bei einer Belichtungszeit
von 20 s und einem EM Gain von 130. Diese Abbildung
wurde in drei Teilen aufgenommen und nachtrdglich
zusammengesetzt.

[ —
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50 um

Abbildung 17: Bragg-Beugung von Ciprofloxacin

Zu sehen ist einerseits die experimentelle Aufnahme (l)
und andererseits die gefittete Simulation (r) (Brand et al.,
in Vorb.), wobei die Simulation sdmtliche Features des
experimentellen Beugungsbildes aufweist.

Flir die Aufnahme wurde Ciprofloxacin (ber einen
Zeitraum von 26,5h akkumuliert, die Kamera wurde
danach 20 s lang belichtet bei einem EM Gain von 150.

2 %103 3x10° 4x10°

-50 0 50
horizontale Position (um)

Abbildung 18: Querschnitte der Bragg-Beugung

Dargestellt sind die relativen Intensitéten der zwélf in
Abbildung 17 farbig markierten horizontalen Schnitte,
wobei vertikal jeweils (iber einen Bereich von 20 um
gemittelt wurde. Zur einfacheren Darstellung wurden die
resultierenden Kurven aullerdem mit einem Gauf3filter
der Ldnge 0,4 um gegléttet und durch die Summe aus
zwei Normalverteilungen (schwarz) angendhert.
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Abbildung 19: Anderung der Intensitdt von transmittiertem und gebeugtem Strahl
Ahnlich zu Abbildung 18 wurde der obere Teil von Abbildung 17 in 23 jeweils 10 um hohe Bereiche unterteilt, welche

vertikal aufsummiert und mittels der Summe zweier

Normalverteilungen gefittet wurden. In dieser Abbildung

dargestellt ist das Verhdltnis der Maxima dieser Verteilungen, also der maximalen Intensitit vom mehrere
Beugungsordnungen umfassenden ,transmittiertem* und dem ebenfalls mehrere Beugungsordnungen umfassenden
»gebeugtem*“ Streifen. Wesentlich deutlicher zu sehen als in Abbildung 17 ist dabei, wie die relative Intensitdit des einen
Streifens zugunsten des anderen ab- und wieder zunimmt.
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4 Detektor aus Bakterien

Nachdem im vorigen Kapitel erstmals die Realisierbarkeit der Bragg-Beugung von
Ciprofloxacin demonstriert wurde, widmet, sich dieses Kapitel der Detektion mittels
Bakterien. Hierfiir ist als erstes ein kurzer Exkurs in die Biologie niitzlich, um einerseits
den Detektionsmechanismus und andererseits die mit dem Vakuum verbundenen
Herausforderungen zu verstehen.

4.1 Biologische Grundlagen

Sieht man von den Pflanzen ab, so dominieren Bakterien gewichtsmaf3ig mit Abstand die
irdische Biosphédre (Bar-On et al., 2018). Ein Grund fiir diesen Erfolg ist, dass sie
verglichen mit anderen Lebewesen eine sehr hohe Wachstumsrate aufweisen. Bei
bestimmten Bakterien der Gattung Escherichia coli findet eine Zellteilung bei optimalen
Bedingungen alle 20 Minuten statt. Durch diesen schnellen Reproduktionszyklus bzw.
der kurzen Generationszeit sind sie in der Lage, sich rasch an &dndernde
Umweltbedingungen zu adaptieren. Die Anpassung erfolgt einerseits durch Mutationen
bei der Zellteilung und andererseits durch die Einstellung des Stoffwechselhaushaltes an
die lokale Umgebung.

Bringt man Bakterien in eine neue Nahrstoffumgebung, erzeugen sie als erstes auf die
Umgebung abgestimmte Abbauenzyme'* und anschlieend fiir das Wachstum bendétigte
Proteine (Madar et al., 2013). Wahrend dieser Zeit findet kein Wachstum statt, weshalb
diese Phase auch als Anpassungs- oder Lag-Phase bezeichnet wird. Sie geht schlieflich
in die exponentielle Wachstumsphase iiber, in der sich im Falle von E. coli die
Bakterienzellen im Schnitt alle 20 Minuten teilen, was deren Gesamtzahl verdoppelt. Der
Grund fiir die Lag-Phase ist, dass es in Summe zu einem schnelleren Wachstum fiihrt,
wenn zuerst alle notwendigen Proteine und Enzyme erzeugt werden. Dies bringt
gegeniiber allfilligen Konkurrenten, die unmittelbar mit der exponentiellen Phase
starten, einen Vorteil in der Sicherung der verfligharen Ressourcen (Schultz et al., 2013).
Da sowohl Nahrstoffe als auch Platz nicht unbeschriankt verfiigbar sind, ist es blof§ eine
Frage der Zeit, bis die Wachstumsphase eingestellt werden muss. In der darauffolgenden
stationdren Phase versuchen die Bakterien bestmoglich auf die Verknappung der
Néhrstoffe und die steigende Konzentration an teils toxischen Abfallprodukten zu
reagieren (Llorens et al., 2010). Bei einer anhaltenden Ressourcenknappheit beginnt die
Anzahl der absterbenden Bakterien die Uberhand zu gewinnen, was zur Absterbephase
flihrt. Einige Bakterien 16sen dabei zum Wohle der Kolonie den eigenen programmierten
Zelltod aus (Pletnev et al., 2015). Durch den Tod der Bakterien werden gespeicherte
Nahrstoffe freigesetzt, was wiederum die Bildung neuer Bakterien erlaubt. Es stellt sich
dabei die langfristig stationidre Phase ein, die geprigt ist von einem dynamischen
Gleichgewicht aus absterbenden und neu gebildeten Bakterien (Finkel, 2006). Ein
Uberblick iiber die verschiedenen Wachstumsphasen ist in Abbildung 20 zu sehen.

4 Diese unterschiedlichen Enzyme dienen der Verwertung spezifischer Kohlenstoffquellen. 25
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Abbildung 20 (schematisch): Wachstumskurve von Bakterien

(1): Anpassungsphase; Bakterien produzieren fiir das Wachstum benédtigte Enzyme und Proteine.

(2): Exponentielle Phase; Wachstum durch Zellteilung findet statt.

(3): Stationdire Phase; Aufgrund der Ressourcenknappheit findet kein Wachstum, sondern eine Anpassung an den
daraus resultierenden Stress statt.

(4): Absterbephase; Bakterien sterben mangels Ressourcen einerseits zufdllig und andererseits durch programmierten
Zelltod ab.

(5): Langfristig stationdre Phase; Es herrscht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen absterbenden und neu
gebildeten Bakterien.

Abbildung nach (Finkel, 2006) und (Llorens et al., 2010)

Um bakterielle Infektionskrankheiten zu bekdmpfen, ist heutzutage der Einsatz von
Antibiotika tiblich. Deren Funktionsprinzip unterscheidet sich im Allgemeinen,
gemeinsam ist aber allen Antibiotika, dass sie auf den unterschiedlichen Aufbau
bakterieller und menschlicher Zellen abzielen. Dadurch ist es moéglich, das Wachstum
der Bakterien zu unterbinden oder sie abzutoten, wiahrend die Zellen des menschlichen
Korpers nicht angegriffen werden.

Eine Gruppe von Antibiotika sind die Chinolone, welche die Wirkung der DNA-Gyrase
hemmen. Bei DNA-Gyrase handelt es sich um ein in Bakterien vorkommendes Enzym,
welches fiir die vor der Zellteilung notwendige DNA-Replikation essenziell ist. Die DNA
liegt in Bakterien nicht als lineare Doppelhelix vor, sondern ringférmig. Um die
Kompaktheit der DNA zu erhéhen, ist der ringférmige Doppelstrang in sich verdrillt®
und verknotet. Die DNA-Gyrase induziert temporire Doppelstrangbriichen so, dass die
ringférmigen DNA-Molekiile entknotet und entwirrt werden. Dies ist fiir die
Transkription und Replikation der DNA notwendig (Watson et al., 2011). Gyrasehemmer
wie Ciprofloxacin (das Molekiil ist in Kapitel 1.1 zu sehen) sorgen dafiir, dass die Gyrase
an der DNA stecken bleibt (Hiasa et al., 1996). Dies kann bei Kollision mit dem fiir die
Transkription zustindigen Komplex dazu flihren, dass in der DNA ein dauerhafter
Doppelstrangbruch entsteht (Drlica et al., 2009). Treten diese Briiche schneller auf, als
sie durch zellinterne Mechanismen repariert werden konnen, kommt es letzten Endes,

15 In der Biologie spricht man hierbei von Supercoiling.
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zum programmierten Zelltod. Dieser Mechanismus kann, von der Exposition mit
Ciprofloxacin bis zum Zelltod, mehrere Stunden dauern (Mason et al., 1995).

Ein Mal} fiir die Wirksamkeit eines Antibiotikums ist zum einen die minimal notwendige
Konzentration, um bakterielles Wachstum zu hemmen (minimal inhibitory
concentration, MIC), und zum anderen die minimale fiir ein Absterben der Bakterien
notwendige Konzentration (minimal bactericidal concentration, MBC).

4.1.3 Escherichia coli

Bei Escherichia coli (E. coli) handelt es sich
um natiirlich vorkommende,
stibchenformige Bakterien mit einer
Grolle von wenigen Mikrometer (siehe
Abbildung 21). Die kurze Generationszeit in
Kombination mit den geringen
Anforderung und der Ungefidhrlichkeit
einiger Stimme fiir Menschen haben dafiir
gesorgt, dass E. coli als Modellorganismus
dient und eines der besterforschten M
Bakterien ist (Blount, 2015). Diese drei [
Punkte’® zusammen mit einer niedrigen g 1um
MIC zwischen 0,004 pig/ml und 0,016 pg/ml '
gegeniiber dem Antibiotikum
Ciprofloxacin (CLSI, 2017) sind der Grund,
weshalb fiir die folgenden Versuche E. coli,
konkret der Stamm ATCC 25922, genutzt
wurde.

Abbildung 21: Elektronenmikroskopische Aufnahme von
E. coli (koloriert)
Quelle: National Institute of Allergy and Infectious Diseases

4.1.4 Auswirkungen der Austrocknung

Um die Bakterien unmittelbar mit dem Interferenzmuster aus Ciprofloxacin bedampfen
zu konnen, ist es unvermeidlich, sie der lebensfeindlichen Umgebung des Vakuums
auszusetzen. Die schidigende Wirkung des Vakuums auf Bakterien stammt
hauptsichlich von der dabei stattfindenden Austrocknung (Biicker et al., 1969). Diese
sorgt fiir eine strukturelle Anderung sowohl der Lipidmembranen der Zellen als auch der
Kohlenhydrate, Proteine und Nukleinsduren. Bei der DNA spielt Wasser eine
stabilisierende Rolle, wodurch bei Austrocknung die Formung kovalenter Bindungen mit
anderen Komponenten der Zelle bis hin zu Doppelstrangbriichen méglich ist (Dose et al.,
1995). Diese Veridnderungen konnen nach Fliissigkeitszufuhr oft durch zellinterne
Mechanismen wihrend einer verlingerten Anpassungsphase wieder korrigiert werden.

6 Die Ungefdhrlichkeit ergibt sich auch aus der Klassifikation als Biosafety Level 1 (ATCC, 2018).
Aus diesem Grund geniigt die Einhaltung einfacher Hygienevorschriften, weshalb der Stamm
ATCC 259221in unserem Quantenphysiklabor verwendet werden durfte.
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Die Reparatur wird allerdings umso schwerer, je langer die Bakterien der Austrocknung
ausgesetzt waren (Cox, 1993).

Um die auftretenden Schiden so gering wie moglich zu halten, kann man verschiedene
Ansidtze wihlen (Horneck et al., 2010): Eine Moglichkeit ist, den Zellen im Vorhinein
wasserbindende Additive zuzusetzen. Eine andere Option ist, Polyalkohole beizugeben,
die etwa im Fall der DNA die stabilisierende Wirkung der Wassermolekiile iibernehmen
konnen. Es wurde bereits gezeigt, dass eine 5%ige Glukoselosung die
Uberlebenswahrscheinlichkeit von E. coli im Vakuum von weniger als einem Prozent auf
liber 10 % steigern kann (Biicker et al., 1969). Durch eine Mischung mit 10 % Glukose und
5 % Polyethylenglykol wurden bei 6-stiindiger Austrocknung an Luft sogar 44 % erreicht
(Record et al., 1962). Angesichts dieser Resultate erscheint die Realisierung eines aus
Bakterien bestehenden Detektors moéglich und Vakuumtests daran sinnvoll.

4.2 Bakterienzucht

Die Reproduzierbarkeit der Experimente wird auch durch die Reaktion der Bakterien auf
dullere Faktoren bestimmt. Ein solcher Faktor ist die Wachstumsphase, in der sich die
Bakterienkultur befindet (Niven et al., 2008). Zusitzlich kann im Falle einer Anderung
der Phase auch ausschlaggebend sein, in welcher Phase sich die Kultur davor befunden
hat (Roostalu et al., 2008).

Aus diesem Grund und um natilirlichen Mutationen vorzubeugen, wurden die
Bakterienkulturen fiir die folgenden Versuche wochentlich frisch aus einer
tiefgefrorenen Urprobe hergestellt. Ausgehend von der glyzerinhaltigen Kryokultur
wurde dabei mittels eines sterilen Zahnstochers eine Petrischale mit TS-Agar beimpft.
Diese wurde dann ein bis zwei Tage lang bei 37 °C inkubiert und anschlieflend im
Kiihlschrank gelagert (siehe Abbildung 22). Mit den darauf wachsenden Kulturen wurde
schlieflich eine TSB-Ndhrlosung in einem 1 ml grofden Reaktionsgefall inokuliert*® und
je nach erwiinschter Phase entweder fiir 4 h oder iiber Nacht weiterinkubiert. Nach vier
Stunden erreicht man unter optimalen Bedingungen und einer Zellteilung pro
20 Minuten mathematisch bereits eine Vervielfachung um das 4000-fache. Unter
anderem aufgrund der Dauer der Lag-Phase befinden sich die Bakterien in der Praxis
nach dieser Zeit allerdings immer noch in der exponentiellen Phase. Vergleicht man eine
solche Probe mit anderen, welche sich bereits in der stationdren Phase befinden, ist die
unterschiedlich starke Lichtabsorption® mit freiem Auge deutlich sichtbar. Nach einer
Nacht hingegen ist der Unterschied in der Absorption nur mehr gering, es ist der
Ubergang zur stationiren Phase erreicht®.

17" Bei der Casein-Soja-Pepton-Bouillon (englisch , Tryptic Soy Broth®) handelt es sich um ein
spezielles, in der Mikrobiologie haufig eingesetztes, Ndhrmedium, welches oft in Kombination
mit Agar eingesetzt wird.

18 inokulieren = mit (in diesem Fall) Bakterien beimpfen

¥ Die Absorption bei 600 nm korreliert positiv mit der Anzahl der koloniebildenden Einheiten
(McFarland, 1907).

2 Geht man von anhaltend optimalen Wachstumsbedingungen aus, wiirde sich ein Milligramm
an Bakterien nach 10 Stunden bereits zu 1000 kg vermehrt haben.
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Abbildung 22: Von der Kryo- zur Ubernachtkultur

Ausgehend von einer tiefgefrorenen E. coli-Kryokultur (1, recht Probe) wird eine Zahnstocherspitze voll an Bakterien
entnommen und auf eine TS-Agarplatte aufgetragen. Diese wird fiir ein bis zwei Tage bei 37 °C inkubiert (r). Bei Bedarf
wird mittels Zahnstocher ein kleiner Teil der neuen Kulturen entnommen und damit ein mit TSB-Ndhrlosung gefiilltes
Reaktionsgefd beimpft, welches wieder inkubiert wird (1, linke Probe).

Im Anschluss an die Experimente wurden die Bakterien und sdmtliche potenziell mit
Bakterien in Kontakt gekommene Flichen mit 70%igem Ethanol desinfiziert.
Verbrauchsmaterialien wie Agarplatten, Deckglidser, kontaminierte Wischtiicher,
Handschuhe, Zahnstocher und Reagenzgefife wurden in Miillsicken gesammelt und
abschlielend autoklaviert.

4.3 Vakuumexposition auf Glas

Da bereits frither gezeigt wurde, dass E. coli-Bakterien eine direkte Vakuumexposition
mit einer Wahrscheinlichkeit von einigen Promille iiberleben (Biicker et al., 1969),
wurden Glasplattchen mit der Bakterienlosung beschichtet, um in einer
Vakuumkammer ihr Uberleben zu testen. Hierzu wurde die Lésung - einmal ohne,
einmal mit dem Zusatz von 0,25 % Glucose - auf Objekttriager aufgetropft und an Luft
getrocknet. Die resultierende Verteilung der Bakterien war inhomogen, da die Form des
Fliissigkeitsfilms von der Oberflichenspannung bestimmt wird. Anschliefend wurden
die Glasplittchen in Petrischalen in eine Vakuumkammer gelegt und der Druck auf etwa
10 mbar gesenkt, was einige Stunden langes Pumpen benétigte. Nach Entnahme aus der
Vakuumkammer wurden die Glasplittchen mit jeweils 1ml destilliertem Wasser®
abgespiilt und die Losung zur Detektion auf Compact Dry ECO-Platten gesammelt. Bei
Compact Dry ECO handelt es sich um einen getrockneten Selektivnahrboden, welchem
unter anderem das farblose Glycosid X-Gluc beigemengt ist. Dieses wird vom in E. coli
erzeugten Enzym B-Glucuronidase hydrolysiert, wobei eines der dabei entstehenden
Produkte an Luft zu einem blauen Farbstoff oxidativ dimerisiert wird (Guivarc'h et al.,
1996). Da durch das Spiilen der gesamte matte Schimmer der eingetrockneten
Bakterienl6sung verschwand, ist davon auszugehen, dass dabei der Groliteil der auf den

2L Um eine nachtriagliche Kontamination der Proben mit Mikroorganismen zu vermeiden, wurde
speziell gereinigtes ,Wasser fiir Injektionszwecke" benutzt. 29
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Glasplittchen befindlichen Bakterien transferiert wurde. Die auf diese Weise
befeuchteten Nahrbdden in den Compact Dry-Platten wurden iiber Nacht inkubiert. Am
nédchsten Morgen war ein so starkes Wachstum feststellbar (siehe die durch die Compact
Dry-Platten bedingte Fiarbung in Abbildung 23), dass die Anzahl der (iiberlebenden)
koloniebildenden Einheiten gar nicht bestimmt werden konnte. Offensichtlich hat eine
substanzielle Zahl an Bakterien das Vakuum iiberlebt.

Abbildung 23: Detektion von lebenden E. coli nach mehrstiindiger Vakuumexposition

Blaugriin gefdrbt sind die Bakterien, welche die Vakuumexposition auf Glas (iberlebt haben und nach Inkubation in
Compact Dry ECO-Platten iiber Nacht Kolonien gebildet haben. In der linken Probe befand sich die Bakterienkultur
dabei in einer reinen Néhrlésung, wéhrend der mittleren und der rechten Probe zusdtzlich noch Glucose beigemengt
war. Die Anzahl der gefdrbten Kolonien ist allerdings zu hoch, um die beiden Probentypen vergleichen zu kénnen.

4.4 Herstellung einer Agarschicht

Um das Beugungsbild des Antibiotikums Ciprofloxacin mittels Bakterien zu detektieren,
ist eine gleichmRige Verteilung der Bakterien auf der Oberflache unabdingbar. Auf Glas
erfolgt aber selbst nach Aktivierung der Oberfliche durch Plasmabehandlung® eine
starke Tropfenbildung der Bakterienlosung, insbesondere beim Austrocknen eines
Fliissigkeitsfilms, was zu einer sehr inhomogenen Bakterienverteilung auf dem Substrat
fiihrt. Das Auflésungsvermdogen eines aus Bakterien bestehenden Detektors gegeniiber
Ciprofloxacin wire dabei durch zwei unterschiedliche Effekte limitiert: In sehr diinn
besiedelten Regionen wire die effektive ,Pixelgrolle“ sehr grold und die Statistik
dementsprechend schlecht. Befinden sich hingegen zu viele Bakterien an einem Ort, so
wiirde die lokale Menge an Antibiotikum nicht mehr ausreichen, um alle Zellen am
Wachstum zu hindern. Dadurch konnten angrenzende Bakterien das Beugungsbild
iiberwuchern und auswaschen.

Um die Homogenitit der Bakterienverteilung zu erhohen, kann die Glasplatte mit
Polylysin beschichtet werden. Dabei handelt es sich um ein Polymer mit Molekiilmassen
um 100 000 amu, welches polykationisch wirkt (Mazia et al., 1975). Es bindet sowohl an
Oberflichen wie Glas und manche Kunststoffe, als auch an die teils mit negativen
Oberfldchenladungen ausgestatteten Membranen von Mikroorganismen (Yeagle, 2016).

22 Durch die Plasmabehandlung von Glas wird dessen Oberflaichenenergie erhoht, was zu einer
verbesserten Benetzbarkeit mit Wasser fiihrt.
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In der Praxis wird dabei zuerst ein Glasplédttchen mit Polylysin benetzt und anschlieend
mit reichlich Wasser gespiilt. Durch die starke Adhision an die Oberfldche bleibt eine
diinne Schicht aus Polylysin zuriick (Mazia et al., 1975). Wird das derart beschichtete
Glasplattchen in eine Bakterienlosung gelegt, kann ein Film aus immobilisierten
Bakterien entstehen. Polylysin wirkt allerdings antimikrobiell (Colville et al., 2010),
wobei dieser Effekt kann durch die Verwendung einer Pufferlésung mit niedrigerer
Ionenstirke® und zusitzlichen Mg*- und Ca*-Ionen kompensiert werden (Lonergan et
al., 2014).

Eine noch bessere Immobilisierung der Bakterien kann mit Gelatine erreicht werden
(Doktycz et al., 2003). Gelatine wurde in friithen Zeiten oft zur Kultivierung von
Mikroorganismen verwendet, unter anderem jedoch aufgrund ihrer Verdaubarkeit
durch diese nach und nach durch Agar ersetzt (Zimbro et al., 2009). Da viele
Eigenschaften von Gelatine und Agar dhnlich sind, kann zur Immobilisierung auch ein
Agarfilm verwendet werden. Sowohl die Bakterien als auch das Agarsubstrat miissen das
Vakuum tiiberstehen. Ein feuchtes Substrat verldngert dabei einerseits durch sein
Austrocknen die Pumpzeit der Vakuumkammer, andererseits treten gerade bei dickeren
Schichten durch den ausstromenden Wasserdampf strukturelle Verdnderungen und
Verformungen auf. Aus beiden Griinden wurde der Agarfilm moglichst diinn und
trocken gewihlt.

Zur Herstellung eines solchen Films gibt es in der Biologie verschiedene Methoden: Es
ist etwa hiufig gebrduchlich, Deckglas oder Objekttrdger in geschmolzenen Agar
einzutauchen (Taschdjian, 1954). Alternativ kann man den fliissigen Agar auch auf eine
stark geneigte Oberfliche tropfen oder die Oberflache rotationsbeschichten (Larisch et
al.,, 2011). All die genannten Verfahren wurden von uns getestet. Bei der
Rotationsbeschichtung gab es Haftungsprobleme zwischen Agar und Objekttriager und
dadurch blof§ inhomogene Schichten. Mittels Eintauchens oder Auftropfens auf geneigte
Glasplattchen war es hingegen moglich, Filme zu erzeugen, die Newton‘sche Ringe
zeigten. Diese Ringe sind ein Indiz fiir eine wenige Mikrometer dicke und relativ
gleichmilige Schicht. Es war allerdings nicht moglich, die Schichtdicke entlang einer
auf dieser Weise prédparierten Probe konstant zu halten. Noch groRRere Unterschiede
traten im Vergleich der einzelnen Proben auf.

Um die Reproduzierbarkeit zu erh6hen, wurde Agar zwischen zwei Glasplattchen gefiillt,
ein Abstandhalter zwischen diesen sorgte fiir eine vordefinierte Schichtdicke. Die
genaue Vorgehensweise war wie folgt:

1. Als erstes wird der Agar zubereitet: Hierfiir
werden die Zutaten aus Tabelle 1 in einem
25 ml Becherglas vermischt. Agar und/oder
TSB-Pulver 16sen sich dabei flir gewOhnlich
nicht vollstindig auf, es bleiben unzahlige /.10 1- zutaten fir das Néhrmedium zur
Korner tiber. Beschichtung ~ von  Glasplittchen  als

2. Das 25 ml Becherglas mitsamt Agar-Losung Bakterientrdger im Vakuum
wird in einem Wasserbad auf 100 °C erhitzt.

2 Die Ionenstdrke ist ein MaR fiir die Konzentration und Ladung der gelésten Ionen.
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Die Offnung des Becherglases wird etwa mittels einer Petrischale verschlossen,
um das Eintrocknen der Agarlosung zu verlangsamen.

3. Anschlieend wird die Leistung der Heizplatte reduziert, sodass die Temperatur
des Wasserbades unter den Siedepunkt fallt. Vor der Verwendung der Losung ist
es wichtig abzuwarten, bis sich alle Kérner und Luftblaschen aufgeldst haben, da
ansonsten gerade bei diinnen Agarschichten deren Qualitdit und Homogenitat
leiden.

Um auf die Glasplattchen eine reproduzierbare Agarschicht auftragen zu konnen, wurde
mit Abstandshaltern gearbeitet. Zum einen wurden 1 mm dicke feuchte , Agar-Pads®,
zum anderen vakuumkompatible 150 pm diinne getrocknete Agar-Schichten erzeugt. Die
Herstellung dieser Typen unterscheidet sich wie folgt:

A 1 mm dicke ,Agar-Pads*
Hierbei werden Objekttrager als Abstandshalter verwendet (siehe Abbildung 24),
zusatzlich ist die Agarschicht durch die Glasflichen gegen Austrocknung
geschiitzt. Aufgrund der Dicke ist es aullerdem moglich, die Agarschicht
nachtriglich in kleinere ,Agar-Pads“ zu teilen und mit glatter Oberfliche vom
Glas abzulGsen.

1.

Um ein zu rasches Abkiihlen des fliissigen Agars zu verhindern, wird ein
Objekttrager im Wasserdampf erwdrmt.

Dieser wird auf die Arbeitsflache gelegt, links und rechts daneben kommen
parallel dazu zwei weitere Objekttrager. Darauf werden wieder parallel zwei
Objekttrager so positioniert, dass sie leicht mit dem mittleren iiberlappen
(Skinner et al., 2013).

In die dadurch entstehende Vertiefung wird in einem Guss Agar eingefiillt.
Dabei gilt es zu beachten, dass einerseits ausreichend Agar verwendet wird
und andererseits die Kanten der angrenzenden Objekttriager benetzt werden,
um den Einschluss von Luftblasen zu vermeiden.

Leicht verkippt (um allféllige Lufteinschliisse an den Rand driicken zu
konnen) wird ein weiterer vorgewarmter Objekttriager auf den Agar gedriickt
bis er auf den beiden obersten Objekttragern aufliegt. Diese miissen dabei
festgehalten werden, um zu verhindern, dass sie vom iiberschiissigen Agar
beiseitegeschoben werden.

Wéhrend sich die Anordnung mit der Zeit abkiihlt, verfestigt sich der Agar.
Durch die Objekttréger ist er relativ gut vor Austrocknung geschiitzt und kann
auch liber Nacht aufbewahrt werden.

Vor Gebrauch werden die drei obersten Objekttrager entlang des Agars
weggeschoben (ansonsten kann der Agar reillen oder eine texturierte
Oberfliache erhalten). Auf dem verbleibenden Objekttrdger kann der nun
feste Agar in Kkleinere ,Agar-Pads“ zerteilt werden. Diese konnen
anschliefend je nach Bedarf einfach vom Objekttriger (herunter-)
geschoben werden.
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Abbildung 24: Herstellung von Agar-Pads mittels Objekttrédger

Links oben (schematisch): Fiinf Objekttréger werden so aufgelegt, dass sie eine Vertiefung bilden.

Links unten (schematisch): In die Vertiefung wird Agar gegossen, von oben wird ein weiterer Objekttrédger gepresst.
Rechts: Getrockneter Agar zwischen den Objekttrdgern.

B 150 pm dicke Beschichtung von Deckgldasern

Will man Deckgléser vollflichig diinn mit Agar beschichten, ist voriges Verfahren
mangels Auflagefliche nur miRig geeignet. Stattdessen bietet es sich an mit einer
Vertiefung eines eigenen Halters zu arbeiten (siehe Abbildung 25), in welche man
das Deckglas einlegen kann. Die Tiefe muss dabei auf die Dicke des Deckglases
plus die gewiinschte Dicke der Beschichtung (im feuchten Zustand) abgestimmt
sein, im Falle von 150 pm Schichtdicke und Deckgldsern der Stirke #1, was etwa
150 pm entspricht, in Summe rund 300 pm. Um den iberfliissigen Agar
aufzufangen bietet es sich aullerdem an, die Einkerbung an zwei Enden weiter zu
vertiefen.

1. In die Vertiefung des Halters wird ein Deckglas gelegt, weiters werden
seitlich auf den Halter ein paar Tropfen Wasser aufgebracht, welche spater
als Temperaturindikator dienen. Zusitzlich wird ein Objekttrager im
Wasserdampf des Becherglases vorgewarmt.

2. Der Halter wird direkt auf die Heizplatte gelegt. Sobald das Wasser auf ihm
zu sieden beginnt, wird er zuriick auf die Arbeitsflache gelegt.

3. Der fliissige Agar wird auf das Deckglas aufgetragen, wobei zu beachten ist,
dass an allen vier Kanten auch der darunterliegende Metallhalter benetzt
wird (siehe Abbildung 25).

4. Der iiberschiissige Agar wird mittels eines Objekttrigers gleichmiRig
abgezogen.

5. Um beim Mikroskopieren ein saubereres Bild zu erhalten, wird die Riickseite
des Deckglases nach der Beschichtung geputzt und Reste iiberstehenden
Agars entfernt.

Soll die Agarschicht vakuumbestindig sein oder spiter mit einer Bakterienlosung
beschichtet werden, sind folgende Schritte hilfreich:

6. Das beschichtete Deckglas wird bei erh6hter Temperatur getrocknet. Da die
Temperatur der Heizplatte fiir diesen Zweck zu hoch ist, wird eine mehrmals
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gefaltete Alufolie auf die Heizplatte und darauf das Deckglas gelegt, bis der
kreisformige Fliissigkeitsmeniskus auf dem Deckglas geschrumpft
verschwunden ist.

7. Um dem Agar die restliche Fliissigkeit zu entziehen, wird das Deckglas fiir
wenige Minuten einem Vakuum von rund 0,5 mbar ausgesetzt.

Die mit dieser Methode erzeugten Agarschichten kénnen zur Immobilisierung der
Bakterien genutzt werden. Im Falle der dicken Agar-Pads wiirden die Bakterien zudem
mit Feuchtigkeit und Nahrstoffen versorgt werden.

Abbildung 25: Halter zur Herstellung diinner Agarfilme

In die Vertiefung des erwdrmten Aluminiumblocks wird zuerst ein Deckglas gelegt. Darauf kommt ausreichend fliissiger
Agar um die gesamte Fliche des Deckglases sowie dessen Kanten zu bedecken. Quer (iber ein Ende des Metallblocks
wird anschlieRend ein Objekttréger gelegt und seitlich, liber das komplette Deckglas hinweg, gleichmdBig abgezogen.
Der liberfliissige Agar wird dabei in die tieferen Senken links und rechts verdrdngt.

4.5 Auftragung der Bakterien

Abbildung 26: Durchlichtaufnahmen von E. coli in Néhrlosung

Die linke Aufnahme zeigt E. coli auf einem Objekttréger, die rechte auf einer Agarschicht. In beiden Féllen wurden die
Bakterien durch ein 150 um dickes Deckglas mikroskopiert. Der wesentliche Unterschied ist, dass sich die Bakterien im
linken Bild durch Fliissigkeitsstrome stark bewegten, wéhrend sie im rechten Bild durch den Agar vollstindig
immobilisiert wurden. In beiden Fdllen sind die Bakterien dhnlich gleichmdRig verteilt.
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Um die fliissige Probe diinn und gleichmifig aufzutragen, wird sie auf ein Substrat
aufgetropft und ein Deckglas aufgelegt. Dieses Vorgehen wurde mit der Bakterienlosung
getestet, sowohl direkt auf einem Objekttrager als auch auf Agar (siehe Abbildung 26). In
beiden Fillen endeten die Bakterien etwa gleichmifRig verteilt. Im Gegensatz zur
Variante mit Objekttrager und Deckglas waren sie bei Benutzung von Agar zusatzlich
noch immobilisiert. Da im Interferenzexperiment eine vollflichige Vakuumexposition
erforderlich ist, wurde auch getestet, ob die Bakterienverteilung wahrend des Ablésens
des Deckglases erhalten bleibt. Es zeigte sich dabei, dass ein Ablésen des Deckglases
durch Verkippung aufgrund der Oberflichenspannung zur Tropfenbildung und damit zu
einer Inselbildung der Bakterien fiihrt*. Zieht man das Deckglas hingegen parallel zur
Oberflache seitlich ab, bleiben manchmal gleichmaRig verteilte Bakterien zuriick. Selbst
nach einigen Optimierungen bedarf diese Methode aber einer Kontrolle per Mikroskop
und unter Umstdnden mehrfacher Wiederholung. Die reproduzierbarsten Resultate
wurden mit folgenden Arbeitsschritten erzielt:

1. Die gesamte Agarschicht wird mit Bakterienl6sung benetzt.

2. Ein Objekttrager wird auf den Agar mit Bakterien gelegt.

3. Mittels eines saugstarken Tuches wird entlang des Agarrandes iiberschiissige
Fliissigkeit abgesaugt.

4. Der Objekttrager wird seitlich, parallel zur Agarschicht, abgezogen. Hierbei ist es
wichtig gleichmifig zu =ziehen, damit keine Streifen verschiedener
Bakterienkonzentration entstehen.

Diinne Agarschichten miissen vollstindig getrocknet sein, etwa durch eine wie in Kapitel
4.4 erwdhnte Vakuumexposition. Andernfalls konnen sich beim Ablésen in der
Agarschicht Risse bilden oder ganze Teile der Beschichtung abl6sen.

Alternativ konnen die Bakterien auch mittels Rotationsbeschichtung (Spin-Coating) auf
dem Agar verteilt werden. Hierbei werden die Deckgldaser vollflichig mit Agar
beschichtet und in den Spin-Coater gelegt. Anschlieend wird dieser auf
3600 - 7200 U/min  beschleunigt und die Bakterienlosung aufgetropft. Die
Zentrifugalkraft verteilt die Losung iiber die gesamte Agarfliche. Die Bakterien bleiben
dabei am Agar haften, die iiberschiissige Fliissigkeit wird entfernt.

Im Rahmen von diversen Wachstumsversuchen wurde der Einfluss der
Rotationsgeschwindigkeit auf die Bakterienverteilung untersucht. Dabei stellte sich
heraus, dass fiir eine gleichmifige Verteilung eine Mindestgeschwindigkeit zwischen
30 s*und 60 s* erforderlich ist, da bei niedrigeren Rotationsgeschwindigkeiten der Agar
nicht gleichméRig, sondern spiralférmig benetzt wird. Mit hdheren
Umdrehungsgeschwindigkeiten kommt es zu dann einer Verringerung der
Bakteriendichte (siehe Abbildung 27). Weniger Einfluss scheint hingegen die Menge der
aufgetropften Bakterienlosung zu haben. Zwischen 100 pl und rund 20 pl grof3en Tropfen
war kein signifikanter Unterschied in der Bakteriendichte zu sehen.

24 Zusitzlich kann auRerdem die Oberflache des Agars in Mitleidenschaft gezogen werden. 3 5

[ —



36

4 Detektor aus Bakterien

Abbildung 27: Bakterienverteilung nach Rotationsbeschichtung

Mit Agar beschichtete Deckgldser wurden bei Umdrehungsgeschwindigkeiten von 60s* (I) bzw. 120s? (r) mit der
Bakterienldsung rotationsbeschichtet. Um die Bakterien besser vom Hintergrund abzuheben, wurden die Aufnahmen
nachtrdglich in Adobe Photoshop mit einem Hochpassfilter mit einer Filterldnge von 1 um bearbeitet. Deutlich zu sehen
ist in den Aufnahmen, dass bei einer niedrigeren Umdrehungsgeschwindigkeit eine hdhere Fldchendichte an Bakterien
erreicht wurde. Der Farbverlauf im linken Bild ist dadurch bedingt, dass die Oberfldche des Agars nicht ausreichend
parallel zur Fokusebene des Mikroskops gelegen ist.

Sowohl die Rotationsbeschichtung als auch das etwas aufwiandigere manuelle Auftragen
der Bakterienlosung kann genutzt werden, um die Bakterien gleichmiRig und isoliert
oder in kleinen Gruppen Uber den Agar zu verteilen. Dies ermdglicht es, die
Auswirkungen von unterschiedlichen Umgebungsbedingungen an den jeweiligen
Bakterien getrennt zu evaluieren, was die Statistik verbessert.

4.6 Wachstum von E. coli in der Feuchtigkeitskammer

Wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben, wirkt das Antibiotikum Ciprofloxacin bei der
Zellteilung der Bakterien. Um Ciprofloxacin nachzuweisen, miissen die Bakterien daher
nach der Vakuumexposition wieder in einer vitalen Umgebung aktiviert werden. Dazu
muss den Bakterien Wasser zugefiihrt werden. Dies kann nicht wie bei Agarplatten sonst
iblich iiber das Substrat erfolgen, da dieses zusammen mit den Bakterien dem Vakuum
ausgesetzt ist. Man konnte stattdessen die getrocknete Agarschicht mitsamt den
Bakterien mit einem Wasserfilm iiberziehen. Unsere Versuche zeigten allerdings, dass
sobald die Agarschicht mit einem freien Fliissigkeitsfilm iiberzogen wird, Strémungen
auftreten, die einen Teil der Bakterien mitnehmen und somit die Ortsauflosung des
bakteriellen Detektors zerstoren und auch das Interferenzmuster des Antibiotikums
verwaschen.

Um diese Probleme zu 16sen, konnen die Bakterien nach der Vakuumexposition, statt im
Fliissigkeitsfilm, in einer abgeschlossenen Umgebung erhdhter Luftfeuchtigkeit
inkubiert werden. Hierflir wurde eine Feuchtekammer gebaut: In den Deckel einer
Petrischale wird dafiir ein Loch mit einem Durchmesser von 1,6 cm gebohrt, iiber
welches die auf einem Glasplattchen befindliche Probe mit der zu befeuchtenden Seite
nach unten gelegt wird. Die hohe Luftfeuchtigkeit wird dabei durch im Boden der
Petrischale befindliches Wasser erzeugt. Da beim Mikroskopieren der Bakterienproben
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die besten Resultate mittels Durchlicht erzielt werden konnen, muss der zentrale Bereich
des Bodenbereichs der Petrischale wasserfrei bleiben. Fiir diesen Zweck wurde ein
kreisringformiges Stiick aus saugstarkem Papier in den Boden der Petrischale gelegt und
befeuchtet (siehe Abbildung 28).

Abbildung 28 (schematisch): Feuchtigkeitskammer aus einer Petrischale

In eine Petrischale mit Loch im Deckel (schematisch) wird ein befeuchtetes kreisringférmiges Papier platziert. Uber das
Loch wird ein mit Agar und Bakterien beschichtetes Glaspldttchen, mit der beschichteten Seite nach unten, gelegt. Auf
diese Weise kénnen die Bakterien von oben mit Durchlicht von unten mikroskopiert werden, ohne sie dafiir aus der
feuchten Atmosphdre entnehmen zu miissen.

In einem ersten Test wurden auf einen mit Agar beschichteten und getrockneten
Objekttriger Bakterien aus einer Ubernachtkultur aufgetragen. Der Objekttriger wurde
mit den Bakterien nach unten auf das Loch der Petrischale gelegt und inkubiert. Nach
einer Stunde war eine kreisringformige Kondensation der Luftfeuchtigkeit am Deckel
der Petrischale sichtbar (dhnlich Abbildung 29 links). Die Bakterien wurden stiindlich
mikroskopiert, wobei exemplarisch Aufnahmen zweier verschiedener Stellen in
Abbildung 30 zu sehen sind. Auf der Agarschicht fand starkes Wachstum statt, wobei in
dhnlichen Experimenten bei ausreichender Feuchtigkeitszufuhr eine geschlossene
Monolage aus Bakterien erzielt werden konnte®.

Auffallend ist aullerdem, dass sich nach wenigen Stunden Fliissigkeit um einige
Bakterien(-kolonien) sammelte, was wahrscheinlich das Bakterienwachstum verstarkt.
Die vorliegenden Aufnahmen lassen aber keinen eindeutigen Schluss zu, ob sich der
Groliteil der Fliissigkeitsansammlung erst bildete nachdem die Bakterien mit der
Koloniebildung begonnen haben (wie die oberen Aufnahmen in Abbildung 30 vermuten
liellen), ob die Ansammlung die Ursache fiir die Bildung der Kolonien war, oder ob
Koloniebildung und die Entstehung der Fliissigkeitsansammlung unabhingig
voneinander erfolgten (da in Abbildung 30 unten die Fliissigkeitsansammlung bereits vor

% Falls die Viabilitat der Bakterien nach der Exposition gegeniiber Ciprofloxacin nicht per
Wachstum, sondern mittels eines speziellen Farbstoffes detektiert werden sollte, wire eine
solche Monolage an Bakterien testenswert um Auflésung und Statistik des bakteriellen
Detektors zu erhohen.
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Abbildung 29: Kondensation am Deckel der Feuchtigkeitskammer

Wéhrend der Inkubation in der Feuchtigkeitskammer aus Abbildung 28 kam es regelmdRig zu Wasserkondensation am
Deckel der Petrischale, wobei in der Mitte meist ein kreistérmiger Bereich ohne Kondensation lag (). Manchmal trat
jedoch eine vollfldchige Kondensation auf (r), welche auch die Probe (iber dem Loch betraf.

dem Wachstum vorhanden ist). Diese Frage ist insofern wichtig, als dass das Wachstum
der Bakterien am Detektor unabhéngig von zufalliger Kondensation von Wasser ablaufen
muss.

Bei mehrmaligen Versuchen zeigte sich, dass die Feuchtigkeit nicht kontrollierbar war.
In einigen Féllen wurde im Inkubator bei 37 °C eine makroskopische Tropfenbildung auf
dem Agar beobachtet (siehe Abbildung 29 rechts). In anderen Féllen hingegen fand, je
nach Lage der Feuchtigkeitskammer innerhalb des Inkubators, aufgrund mangelnder
Feuchtigkeit iiberhaupt kein Wachstum statt. Um zu starke Kondensation zu vermeiden,
wurde statt des feuchten Tuches eine {ibersittigte Losung aus Kaliumsulfat (K.SO.) bzw.
Natriumchlorid (NaCl) in die Petrischale eingefiillt, wodurch die relative Luftfeuchtigkeit
liber der Losung konstant auf 97 % bzw. 75 % gehalten wird (Greenspan, 1977). Im Falle
von Kochsalz ist die Herstellung einer ilibersittigten Losung aufgrund der kleinen
Korngrofle und der damit verbundenen schnellen Losbarkeit einfach. Kaliumsulfat
hingegen lag in rund 1 cm grofen Schuppen vor, welche sich nahe der Sittigung bei
Raumtemperatur nicht mehr auflésten und dadurch das Mikroskopieren mit Durchlicht
erschwerten. Die Loslichkeit von Kaliumsulfat in Wasser ist aullerdem viel stirker
temperaturabhingig als von Natriumchlorid. Dies muss bei der Herstellung der
libersittigten Losung beachtet werden, um auch nach der Erwidrmung noch eine
gesittigte Losung zu haben. Deshalb wird bei Raumtemperatur eine deutlich tibersittigte
Losung von Kaliumsulfat in Wasser angesetzt. Anschliellend wird das Becherglas auf
einer Heizplatte auf iiber 60°C erhitzt, wodurch sich aufgrund seiner steigenden
Loslichkeit der Grof3teil des verbliebenen Salzes auflost. Lasst man die Losung
anschlieffend auf der Arbeitsfliche stehen, so kiihlt die Losung am Boden des
Becherglases und der Oberfliche am schnellsten ab. Entsprechend fallt dort zuerst das
Salz aus. Bei rund 45 °C wurde dann mit einer Spritze Losung aus dem mittleren Bereich
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Abbildung 30: Wachstum auf Agar in der Feuchtigkeitskammer

E. coli-Bakterien wurden auf ein mit Agar beschichtetes Deckglas aufgetragen und durch die Feuchtigkeitskammer aus
Abbildung 28 einer relativen Luftfeuchtigkeit von rund 100 % bei 37 °C ausgesetzt. Die Aufnahmen zeigen den zeitlichen
Verlauf des Wachstums an zwei verschiedenen Orten des Deckglases. Nach zwei bis drei Stunden erfolgte die erste
Zellteilung, nach weiteren ein bis zwei Stunden bildeten sich bereits grofere Kolonien. Zu erwdhnen sind einige
offensichtlich nicht wachsende Bakterien. Dies konnte zum Teil aber auch daran liegen kénnte, dass als Ausgangspunkt
eine Ubernachtkultur verwendet wurde, in der nicht mehr alle Bakterien wachstumsféhig waren.

der Losung entnommen und in die Petrischale transferiert. Da bei dieser Temperatur die
Losung gesattigt ist, ist auch sicher, dass bei den Temperaturen im Inkubator eine
libersittigte Losung vorliegt.

Auch mit Kaliumsulfat- und Natriumchloridlosung kam es bei der Mikroskopie zur
Kondensation an Petrischale und Probe. Um diesen Effekt genauer zu verstehen, bedarf
es der Berechnung der Luftfeuchtigkeit. Dafiir notwendig ist der Sattigungsdampfdruck
ey von Wasser, welcher in Pascal liber einer Wasseroberfliche mit Temperatur T in
Kelvin ndherungsweise gegeben ist durch (Sonntag, 1990):
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ew(T) =exp(A-T'+B+C-T+D-T>?+E-InT) (4.6.1)
A= —6096,9385
B := 16,635794
C:=-2,711193-1072
D :=1,673952-107°>

E =2,433502

Daraus kann eine kritische Temperaturdnderung AT,,;; berechnet werden, ab der eine
Kondensation an der Probe zu erwarten ist. Diese hidngt von der relativen
Luftfeuchtigkeit ¢ bei einer Temperatur T, iiber der Salzlosung:

ew (To — AT¢rir) = @ - ey (Tp) (4.6.2)

Lost man diese Gleichung numerisch, ergibt sich bei einer Ausgangstemperatur von
37 °C fiir Kaliumsulfat (¢ = 97 %) ein AT,,;; von 0,5 °C, wiahrend es fiir Natriumchlorid
(¢ = 75 %) bei 5 °C liegt. Dies bedeutet, dass beim Mikroskopieren im ersten Fall bereits
ein Temperaturunterschied von weniger als 1 °C zwischen Luft im Inneren und Deckel
der Petrischale ausreichen kann, um Kondensation hervorzurufen. Auch im Falle der
Kochsalzlosung scheint eine Abkiihlung der Petrischale auf unter 32 °C plausibel genug,
um die Kondensation zu erklaren.

Als Gegenmalinahme wurde deshalb in weiteren Versuchen nach der Entnahme einer
Feuchtigkeitskammer aus dem Inkubator deren Deckel inklusive Probe mit dem einer
leeren, trockenen Petrischale getauscht. Zu beachten ist bei dieser Methode allerdings,
dass beim Riicktausch der Probenhalter nicht kélter als Fliissigkeit und Dampf der
Losung ist, was wieder zur Kondensation fiihren wiirde. Der Deckel mitsamt Probe
wurde vor dem Riicktausch deshalb immer im Inkubator vorgewarmt. Unter anderem
durch dieses Prozedere wird die Methode allerdings umstdndlich und fehleranfillig,
zusitzlich benotigt es ldngere Zeit, bis sich ein Gleichgewicht der Luftfeuchtigkeit
eingestellt, was wiederum das Bakterienwachstum negativ beeinflussen kann.

Aus den durchgefiihrten Versuchen lidsst sich schlussfolgern, dass durch die
Feuchtigkeitskammer Bakterienwachstum auf einer davor ausgetrockneten Agarschicht
prinzipiell moglich ist. Fiir einen Einsatz in der Praxis reagiert dieser Aufbau allerdings
zu empfindlich gegeniiber Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsschwankungen.

Dieses Problem konnte umgangen werden, indem man die Petrischale mit einer mobilen
Heizkammer umgibt, wie in Abbildung 31 illustriert ist. Die Besonderheit dabei ist, dass
die Temperatur des Wasserbades in der Petrischale getrennt von der Temperatur der
Probe reguliert werden konnte, wobei man aullerdem nicht auf den Inkubator
angewiesen ist und somit die Probe jederzeit und auch durchgehend mikroskopieren
konnte. Auch wenn dieser Plan testenswert erscheint, wurde er nie in die Praxis
umgesetzt, da stattdessen an einer alternativen Methode experimentiert wurde.
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Abbildung 31: Metallene Heizkammer fiir die Feuchtigkeitskammer im Querschnitt

Der untere topfférmige Metallteil (rot) ist auf der Unterseite mit einem versenkten Heizdraht (violett) und an der
Oberseite mit einem Temperatursensor (golden) ausgestattet. Fiir Arbeiten mit Durchlicht befindet sich in der Mitte eine
Bohrung, welche mit einem Glaspldttchen (blau) bedeckt ist. Im Topf befindet sich etwas Wasser, um die Wérmeleitung
zwischen Metall und der Petrischale (samt darin befindlicher Fliissigkeit) zu erh6hen. Der Metalldeckel (rot) besitzt an
seiner Unterseite einen vom Topf getrennt regulierbaren Heizdraht (violett) mitsamt Temperatursensor (golden). Falls
notwendig, kénnte zwischen Topf und Deckel eine thermische Isolierung angebracht werden. Zur thermischen
Isolierung vom metallischen Mikroskoptisch befindet sich die ganze Anordnung auf einem Block aus Styropor (grau).

4.7 Wachstum auf Agar-Pads

Abbildung 32: Mit Agar und Bakterien beschichtetes Deckglas auf Agar-Pad

Ein Deckglas wird mit Agar und Bakterien beschichtet und spéter mit der beschichteten Seite nach unten auf ein Agar-

Pad gelegt, welches sich auf einem Objekttréiger befindet.

(l): Schematische Explosionszeichnung, der Agar ist dabei gelb gefirbt, die Bakterien griin.

(r): Foto nach Kombination von Deckglas und Agar-Pad, wobei der Agar des Pads mit dem Farbstoff Resazurin
angereichert ist, was fiir die violette Férbung sorgt.

Als Alternative zur Feuchtigkeitskammer wurde die Fliissigkeitszufuhr durch ein Agar-
Pad getestet. Hierfiir wird als erstes ident zu den vorigen Versuchen ein Deckglas mit
Agar und Bakterien beschichtet. Dieses Deckglas wird dann, nach der
Vakuumexposition, mit der beschichteten Seite nach unten auf ein Agar-Pad gelegt
(siehe Abbildung 32). Auf diese Weise werden die Bakterien durch das im Agar-Pad
gespeicherte Wasser befeuchtet und mit Néahrstoffen versorgt. Zusétzlich konnte man
dem Agar-Pad auch noch weitere Inhaltsstoffe beifiigen. Ein Beispiel dafiir wére ein
Farbstoff wie Resazurin, mit dem man die Viabilitit der Bakterien nach der
Vakuumexposition bestimmen konnte. Kombiniert man dies mit weiteren Farbstoffen,
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welche man teils bereits vor der Exposition zusetzt, konnte man im Optimalfall
unterscheiden zwischen Bakterien, welche bereits vor der Vakuumexposition tot waren,
solchen, die blof3 das Vakuum nicht iiberlebt haben und schlussendlich denjenigen, die
durch das Antibiotikum getdtet wurden. Durch den unterschiedlichen Zeitpunkt der
Zugabe wiirden die Farbstoffe dabei die Viabilitit in den unterschiedlichen Phasen des
Versuchs indizieren. Besitzen die Farbstoffe unterschiedliche Farben, lassen sie sich
auch im Nachhinein noch voneinander unterscheiden.

Um das generelle Prinzip zu testen, wurde ein Tropfen einer Ubernachtkultur verwendet
und auf die Vakuumexposition verzichtet. Bereits 90 Minuten nach Auflegen auf das
Agar-Pad war deutliches Wachstum feststellbar (siehe Abbildung 33), deutlich friiher als
bei den Versuchen aus Kapitel 4.6.

Abbildung 33: Bakterienwachstum zwischen Agar-Pad und Deckglas (Kompositum)

Bakterien wurden im Aufbau von Abbildung 32 bei 37 °C inkubiert und regelmdRig mikroskopiert. Auf die Aufnahmen
wurde ein Hochpassfilter und ein Binarizer angewandyt, fiir Details hierzu siehe Kapitel 5.2.1. Die Bilder wurden
anschliefSend gefdrbt und (ibereinandergelegt, wobei rot das Wachstum nach 30 min, gelb nach 60 min, hellblau nach
90 min und blau nach 180 min markiert.

Man kann eindeutig sehen, dass beim Grof3teil der Bakterien Wachstum stattgefunden
hat. Warum einzelne Bakterien kein Wachstum zeigten, ist unklar. Méglicherweise sind
sie allerdings bereits in der urspriinglichen Bakterienlésung abgestorben, da sich die
Ubernachtkultur in der stationidren Phase befunden haben muss.

In einem d&dhnlichen Experiment wurden die Bakterien zwischen Agar-Pad und
beschichtetem Deckglas 16 Stunden lang inkubiert. Von zwei Proben war auf einer im
Vergleich zum vorigen Versuch nach den 16 Stunden blol$ vereinzelt Wachstum sichtbar
(siehe Abbildung 34). Auf der anderen Probe hingegen war der Agar teilweise so
flaichendeckend besiedelt, dass die Bakterien nicht mehr einzeln ersichtlich waren.

Beide Proben hatten gemeinsam, dass das Agar-Pad zwischenzeitlich an den Ridndern
wenige Millimeter tief ausgetrocknet war. Um diese Austrocknung bei lingeren
Inkubationszeiten zu verhindern, besteht die Moglichkeit, die Objekttrager samt Proben
wie in Abbildung 35 gezeigt in eine befeuchte Petrischale zu legen.
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Abbildung 34: Wachstum einer einzelnen Kolonie Abbildung 35: Abgedecktes Agar-Pad in
Die Bakterien wurden 16 Stunden lang zwischen Agar und  Feuchtigkeitskammer

Deckglas inkubiert, wobei bei dieser Probe abgesehen von Um das zwischen Objekttréiger und Deckglas befindliche
vereinzelter Koloniebildung anndhernd kein Wachstum Agar-Pad liber Nacht gegen Austrocknung zu schiitzen,

stattfand. wurde es auf zusammengeklebten Reaktionsgefdfien in
(1): Ausgangssituation eine (geschlossene) Petrischale gelegt, welche mit Wasser
(r): nach 16-stiindiger Inkubation befeuchtet war.

Als nichster Schritt wurde die Auswirkung der Vakuumexposition getestet. Hierzu
wurde erneut ein Deckglas pripariert, welches anschliefend einem Vakuum von rund
10° mbar ausgesetzt wurde. Nach der Entnahme wurde es auf ein frisch hergestelltes
Agar-Pad gelegt und inkubiert. Es war dabei bereits nach 90 Minuten ein dhnlich starkes
Wachstum feststellbar wie im Falle fehlender Vakuumexposition (siehe Abbildung 36).
Da es sich hierbei jedoch um eine andere Ubernachtkultur gehandelt hat, lassen sich die
beiden Resultate nur bedingt miteinander vergleichen.

| / ’ 1 \ ‘ Q‘\

Abbildung 36: Bakterienwachstum nach Vakuumexposition (Kompositum)
Probenpréparation und Auswertung erfolgten - von der zusdtzlichen Vakuumexposition abgesehen - dquivalent zu
Abbildung 33.
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Zumindest ndherungsweise ldsst sich aus den Aufnahmen des Wachstums eine
Uberlebensrate® fiir die Vakuumexposition errechnen, indem man den Anteil der
wachsenden Bakterien aus Abbildung 36 und Umgebung mit dem aus Abbildung 33
vergleicht. Auf diese Weise endet man bei ungefihr 35 %, was verglichen mit
Literaturwerten von bis zu 20 % (Blicker et al., 1969) relativ hoch ist, aber weitere
Versuche zur Bestdtigung erfordert.

Zusammenfassend ist die Kombination von Agar-Pads mit den beschichten Deckglisern
der momentan wohl aussichtsreichste Kandidat, um Bakterien im Vakuum am Leben zu
halten und danach zum Wachstum zu bringen. Es bedarf allerdings noch einiger weiterer
Tests, um die Faktoren zu identifizieren, welche derzeit die Reproduzierbarkeit
limitieren, und um zu beobachten, wie sich das Agar-Pad auf das Beugungsmuster aus
Ciprofloxacin auswirkt.

% In diesem Fall wurde Uberleben mit Wachstum gleichgesetzt. Es ist davon auszugehen, dass
es — dhnlich zur stationdren Phase - ein paar Bakterien geben wird, welche einen aktiven
Stoffwechsel haben, allerdings kein Wachstum aufweisen. Da diese mangels Zellteilung
allerdings kaum auf Ciprofloxacin ansprechen, sind sie beim Nachweis von Ciprofloxacin
nicht von Interesse. Nichtsdestotrotz wire es interessant, mittels zusdtzlichem Farbstoff
festzustellen, welcher Anteil der Bakterien sich in einem solchen Zustand befindet.
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Nachdem gezeigt wurde, dass E. coli-Bakterien auf einem mit Deckglas bedeckten Agar-
Pad gut wachsen konnen, wird ihre Ansprache auf Ciprofloxacin getestet. Ein
Glasplattchen wird dazu mit einem Streifen aus Ciprofloxacin beschichtet. An Luft
werden die auf einem Agar befindlichen Bakterien in Kontakt mit dem Streifen gebracht,
um die Auswirkung des Ciprofloxacin auf die Bakterien zu untersuchen.

Abbildung 37: Testkammer zur Bedampfung mit Ciprofloxacin (schematisch)

Links in der Illustration befindet sich in schwarz der Laser, dessen Strahl direkt nach dem Austritt mittels Linse fokussiert,
anschlieBend durch einen Spiegel umgelenkt wird und durch ein Vakuumfenster tritt. Auf dessen Innenseite wiederum
befindet aufgetropftes Ciprofloxacin (hellgrauer Fleck), welches sich im Vakuum von rund 10°mbar durch den
fokussierten Laserstrahl verdampft wird und sich in der Kammer ausbreitet, was teils durch den gelben Strahl
angedeutet ist. Der Molekiilstrahl wird nach 15 cm mittels zweier Rasierklingen kollimiert und 1 cm spéter auf einem
Glaspldttchen aufgefangen.

Die Wirkung des Antibiotikums auf Bakterien in Losung ist gut dokumentiert (Chalkley
et al., 1985), fiir das Experiment relevant ist aber die Wirkung nach Verdampfung per
Laser und Niederschlag auf einem Glasplédttchen. Da die in Kapitel 3 beschriebene
Molekiilbeugung geometrisch bedingt eine Mindestlange von rund 1,5 m benétigt, um
ausreichende Kohirenz der Materiewellen zu erzeugen und die Beugungsordnungen
voneinander zu trennen, eignet es sich aufgrund der geringen Flussraten nur bedingt fiir
rasche Bedampfungstests. Aus diesem Grund wurde eine kleine Vakuumkammer mit
einem Spalt” und einem Halter fiir ein Glasplédttchen ausgestattet und aufgetropftes
Ciprofloxacin per fokussiertem Laser verdampft (siehe Abbildung 37 und Abbildung 38).
Die Position des Laserstrahls wurde mittels eines Spiegels manuell verfahren. Dies hat

% Die Schwerkraft sorgt fiir eine vertikale Trennung der unterschiedlich schnell fliegenden
Molekiile. Um den am Glasplédttchen ankommenden Streifen des Molekularstrahls dadurch
nicht zu verbreitern, wurde der Spalt vertikal ausgerichtet.
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Abbildung 38: Foto des betropften Vakuumfensters Abbildung 39: Mikroskopaufnahme des benutzten

In der weifSen Schicht aus Ciprofloxacin deutlich zu sehen  Spaltes

sind dabei die Spuren des bereits verdampften Materials. ~ Zu sehen sind dabei links und rechts die aufgeklebten
Rasierklingen, welche einen 0,76 mm breiten Spalt bilden.

zwar den Nachteil, dass aufgrund des dadurch entstehenden Parallaxenfehlers das
Abbild des Spaltes am Glasplédttchen verwischt, doch ist das Verfahren rasch und einfach
durchfiihrbar.

Ein blauer Diodenlaser (wicked lasers Arctic blue, A = 445 nm, P = 1 W) wurde fiir die
Verdampfung verwendet. Ein entsprechend breiter Spalt (0,76 mm, siehe Abbildung 39)
erlaubt es, den Einfluss des Antibiotikums auf die Bakterien relativ einfach sichtbar zu
machen. Dieses Experiment hat vor allem einen qualitativen Charakter, denn die
Konzentration des auf dem Glasplidttchen ankommenden Antibiotikums ldsst sich mit
diesem Aufbau nicht ohne weiteres bestimmen - weder absolut, noch im Vergleich zum
Fernfeld.

Abbildung 40: Aufbau Fluoreszenzmikroskopie

Der auf ein Deckglas aufgedampfte Streifen aus Ciprofloxacin wird mithilfe des Lasers rechts im Bild bei einer
Wellenléinge von 405nm angeregt, zusdtzlich befindet sich ein 550/80 nm Bandpassfilter im Strahlengang des
Mikroskops. Um einerseits an die hohe Fokusposition des 4-fach-Objektivs zu kommen und andererseits die Fluoreszenz
des Objekttrdgers darunter zu minimieren, wurde die Probe auf einen Abstandshalter platziert.
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Das derart beschichtete Glaspldttchen wurde anschlielend per Fluoreszenzmikroskopie
untersucht. Hierfiir wurde die Probe seitlich mittels des bereits zur Verdampfung
benutzten Laser (1 =445nm, P = 1 W) unter einem Winkel von rund 30° beleuchtet
(siehe Abbildung 40) und in den Strahlengang des Mikroskops ein 550/80 nm
Bandpassfilter eingebracht. Obwohl einzelne Flocken von Ciprofloxacin, welche
testweise auf einen Objekttriger aufgetragen wurden, deutlich fluoreszierten, war am
bedampften Glasplittchen keine Fluoreszenz feststellbar. Bei Beleuchtung mit einer
405 nm-Laserdiode (P <100 mW, Strahlbreite am Deckglas rund 3 mm) war die
Fluoreszenz des aufgedampften Streifens hingegen sogar mit freiem Auge sichtbar. Das
Ergebnis ist in Form einer mikroskopischen Aufnahme in Abbildung 41 zu sehen.

Abbildung 41: Aufgedampfter Ciprofloxacinstreifen unter Fluoreszenzmikroskop
Die Aufnahme erfolgte durch ein 4-fach Objektiv (NA=0,1) bei 15 s Belichtungszeit. Wéihrenddessen wurde die Position
des Laserstrahls manuell variiert, um Inhomogenitéten im Strahl wegzumitteln.

Da das Deckglas beim Bedampfen parallel zum Spalt und im Mikroskop parallel zur
Kamera ausgerichtet war, kann die Aufnahme vertikal summiert werden, um das Profil
zu erhalten. Um den Einfluss von Staubpartikeln und Verunreinigungen, die in der
Fluoreszenzaufnahme deutlich sichtbar waren, zu minimieren, wurden die hellsten
0,1 % aller Pixel und deren Umgebung mit einem Radius von 16 um wurden von der
Summierung ausgeschlossen. Der dazugehorige Quellcode ist in Kapitel 7.3 angefiigt.
Das resultierende Profil ist in Abbildung 42 zu sehen. Als Funktion zum Fitten kann man
entweder eine physikalisch motivierte Uberlagerung zweier Rechtecksfunktion? wihlen

2 Der rechteckige Spalt allein wiirde zu einer rechteckigen Intensitétsverteilung fiihren. Der
anfangs erwdhnte Parallaxenfehler sorgt durch das gleichméRige Abrastern des beschichteten
Vakuumfensters fiir eine in erster Ndherung rechteckige Verbreiterung. Gefaltet ergeben die
Verteilungen eine symmetrische Trapezverteilung. 47
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Abbildung 42: Intensitétsprofil der Fluoreszenz aus Abbildung 41 vertikal gemittelt

Das Profil wurde einerseits mit einer Faltung zweier verschiedener Rechtecksfunktionen und andererseits mit einer
GaulR-Verteilung gefittet. In beiden Fdllen wurde dabei ein linearer Untergrund angenommen.

Breite der beiden gefalteten rechtecksférmigen Verteilungen: 0,7 mm und 1,0 mm (+ 0,1 mm)

Breite der GauR3-Verteilung (FWHM): 1,0 mm (+ 0,1 mm)

oder eine Gaullfunktion. Der ersten Fall fiihrt gefittet zu Breiten von 0,7 mm und 1,0 mm
bei einer geschitzten Unsicherheit” von 0,1 mm, was grob mit den erwarteten Werten*
libereinstimmen wiirde. Nimmt man als Modellverteilung eine Normalverteilung an,
erreicht bei einer FWHM von 1,0 mm mit einer Unsicherheit von 0,1 mm eine hohere
Ubereinstimmung als mit dem physikalisch motivierten Modell.

Unabhingig von der genauen Form der Verteilung des Antibiotikums gilt es, diese auf
die Bakterien zu iibertragen. Da diese fiir das Wachstum allerdings eine feuchte
Umgebung bendétigen, ist es notwendig, das Glasplattchen mit dem Muster aus
Ciprofloxacin letzten Endes in Kontakt mit Wasser zu bringen (siehe Kapitel 4.7). Um zu
testen, ob dieser Kontakt fiir ein Verschwimmen des Musters sorgen wiirde, wurde ein
auf einem Glasplattchen aufgedampfter Streifen aus Ciprofloxacin in Kontakt mit einer
rund 0,15 mm dicken Agarschicht® gebracht. Beim Aufbringen des Glaspléttchens auf
den Agar entstanden jedoch Strukturen im Agar, die unter dem Fluoreszenzmikroskop
fiir einen unruhigen Untergrund sorgten. Aufgrund dieses Untergrundes konnte der
moglicherweise verdnderte Streifens jedoch nicht beobachtet werden.

» Die Unsicherheit des Fits per se wire zwar um zwei Grolenordnungen kleiner, jedoch liegt
man bereits aullerhalb dieser Schranken, sobald man den Untergrund etwas anders -
beispielsweise quadratisch - modelliert.

% Erwartet wurden einerseits die Breite des verwendeten Spaltes und andererseits die Breite des
abgerasterten Bereichs am Vakuumfenster, projiziert auf das Glasplattchen.

31 Um die Autofluoreszenz des Agars zu reduzieren, wurde anstatt der 1 mm dicken Agar-Pads
eine 150 pm diinne, feuchte Schicht auf einen Objekttriger aufgetragen. Die Herstellung
erfolgte dhnlich zu Kapitel 4.4, wobei zwecks Erhalts der Feuchtigkeit Variante A gewahlt
wurde, die Agarschicht also zwischen zwei Objekttrigern mit zwei Deckgldsern als
Abstandshalter gegossen wurde.
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Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte somit die Form des antibiotischen Streifens
nach Aufdampfung im Vakuum vermessen werden. Offen blieb, wie sich diese
verdndert, wenn der Streifen in Kontakt mit der Feuchtigkeit des Agars kommt.
Unabhingig davon wurde die unmittelbare Auswirkung des Antibiotikastreifens auf E.
coli-Bakterien untersucht. Hierzu wurde ein 1 mm dickes Agar-Pad mit Bakterien
beschichtet und auf dieses das bedampfte Glasplattchen gelegt. Um die Auswirkung der
zwischen Agar und Glaspléttchen befindlichen Fliissigkeit auf den Streifen mdglichst
gering zu halten, wurde das Glasplittchen dabei leicht gekippt aufgelegt, sodass ein Ende
des Streifens vor dem anderen in Kontakt mit der im Agar enthaltenen Fliissigkeit kam
und das Ciprofloxacin somit maximal ldngs des Streifens verwischt werden wiirde. Nach
der Kontrolle mithilfe des Mikroskops wurde diese Anordnung in einer Petrischale mit
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100 % bei 37 °C inkubiert (die befiillte Petrischale ist
in Abbildung 35 zu sehen). Vier Stunden spiter wurde die Probe wieder
herausgenommen und das Wachstum untersucht. Bakterien wuchsen dabei auf der
ganzen anfangs mit Bakterien bedeckten Fliache, auch dort, wo diese in Kontakt mit
Ciprofloxacin kommen hitten sollen. Zusétzlich war anhand einzelner, frei beweglicher
Bakterien erkennbar, dass der Agar bei 100 % Luftfeuchtigkeit so viel Feuchtigkeit
aufgenommen haben muss, dass ein Fliissigkeitsstrom zwischen Agar-Pad und Deckglas
auftrat®. In dieser Hinsicht empfiehlt es sich verschiedene Luftfeuchtigkeiten in der
Petrischale zu versuchen, um sowohl Austrocknung als auch Kondensation an der Probe
moglich lange zu vermeiden®.

Auch wenn keine weiteren, wesentlichen Anderungen mehr zu erwarten waren, wurde
die Probe fiir zwolf weitere Stunden in den Inkubator gegeben und anschlief$end erneut
untersucht. Das Wachstum war dabei erwartungsgemald fortgeschritten, diesmal war
allerdings zusatzlich eine Region reduzierten Wachstums identifizierbar, welche mit der
urspriinglichen Lage des Ciprofloxacin-Streifens iibereinstimmte.

32 Dieser Effekt wurde mit den bedeckten Agar-Pads zuvor noch nie beobachtet.
% Es sei dabei darauf hingewiesen, dass die Luftfeuchtigkeit im Falle der mit Glas bedeckten
Agar-Pads eine wesentlich geringere Rolle spielt als beim Aufbau aus Kapitel 4.6.
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5 Datenverarbeitung
5.1 Mikroskopie

Fiir saimtliche mikroskopischen Untersuchungen wurde ein Zeiss Axioskop 2verwendet,
an welches eine Andor Neo 5.5 sCMOSKamera angeschlossen war. Das
Fluoreszenzmikroskop ~war dabei einerseits mit einer Auflicht- (100W
Quecksilberdampflampe), als auch mit einer Durchlichtbeleuchtung (LED) ausgestattet.
Um eine intensivere Ausleuchtung der Probe =zu erzielen, wurde fiir die
Durchlichtbeleuchtung ein Kondensor aus zwei plankonvexen Linsen (f =20 mm)
gebaut. Alle mikroskopischen Aufnahmen wurden mittels des Programms Andor SOLIS
getatigt. Das umfasst neben den reinen Aufnahmen auch Hintergrundbilder und im Falle
von Durchlichtaufnahmen Referenzbilde. Durch Subtraktion des Hintergrundbildes ist
es dabei moglich den auftretenden Untergrund aus der Aufnahme zu subtrahieren.
Dieser besteht einerseits aus thermisch bedingtem Rauschen und andererseits aus dem
technisch bedingten Offset, der im kamerainternen Vorverstarker addiert wird. Dividiert
man das Resultat durch die Differenz von Referenzaufnahme und Hintergrundbild, ist es
zusatzlich moglich, Helligkeitsschwankungen® innerhalb der Aufnahme zu
kompensieren.

5.2 Automatisierte Auswertung

Um die mikroskopischen Aufnahmen der Bakterien objektiv auswerten zu konnen, ohne
die einzelnen Bakterien von Hand identifizieren zu miissen, wurde eine eigene
Programmbibliothek entwickelt. Es gibt bereits einige vorgefertigte Losungen®, doch
wurden unter anderem flir zukiinftige Weiterentwicklungen eigene Algorithmen
entwickelt.

Um Bakterien auf einem Foto, beispielsweise aus Abbildung 43/1, zu detektieren, ist der
erste Schritt, den Bildhintergrund zu entfernen. Auch wenn mittels Referenzaufnahmen
ein Teil der Storungen entfernt wird, trifft dies nicht auf in der Probe auftretende
Strukturen zu, wie etwa Inhomogenititen des Agars. Aus diesem Grund wird als erstes
ein Hochpassfilter auf die Aufnahme angewandt, indem vom Bild eine per GauR-Filter
weichgezeichnete Version subtrahiert wird. Dadurch werden grof3skalige Strukturen
abgezogen, wihrend kleinrdumige Strukturen wie einzelne Bakterien erhalten bleiben.
Als nichstes werden die verbleibenden Graustufen unter Festlegung eines
Schwellenwertes in ein Schwarz-WeiR-Bild konvertiert. Da unter anderem aufgrund von
Rauschen im Bild nicht nur Bakterien iiberbleiben, muss das Bild noch einem
sogenannten Erosions- und Dilatationsfilter unterzogen werden. Der Erosionsfilter
schrumpft vorhandene Strukturen, wodurch Strukturen, die durch das Rauschen bedingt

% Bei diesen Schwankungen handelt es sich einerseits um sensor- und staubbedingte
Schwankungen der Empfindlichkeit, andererseits fithrt die ungleichméRige Beleuchtung zu
einer unterschiedlichen Ausleuchtung des Sensors.

% Ein Beispiel dafiir wire die Open-Source-Software OpenCFU (Geissmann, 2013).
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Abbildung 43: Vom mikroskopischen Foto zu den detektierten Bakterien

Ausgehend von der urspriinglichen Aufnahme (1) wird als erstes ein Hochpassfilter angewandt (2) und die Aufnahme per
Schwellenwert binarisiert (3). Mittels eines Erosionsfilters werden die Strukturen anschliefSend verkleinert (4), wobei die
kleinsten Strukturen, welche hauptsdchlich vom Rauschen kommen, verloren gehen. Die librigen Strukturen werden
mittels Dilatationsfilter wieder vergréfRert (5) und die Objekte anschlieBend detektiert (6).

sind, aufgrund ihrer kleinen Grof3e verschwinden. Mittels des Dilatationsfilters werden
die verbleibenden Strukturen wieder auf deren urspriingliche GroRe erweitert. Zur
Detektion der Bakterien kann man die Konturen der resultierenden Strukturen
extrahieren (Suzuki et al.,, 1985) um daraus die einzelnen zusammenhingenden
Elemente zu erhalten, wie etwa in OpenCV (Bradski, 2000) implementiert ist. Bei diesen
Elementen handelt es sich entweder um einzelne oder zu Kolonien
zusammengewachsenen Bakterien. Im Falle einer Bakterienkolonie kann man aus der
Flache bei Kenntnis der durchschnittlichen Bakteriengrofie die Anzahl der Bakterien in
der Kolonie bestimmen. Bei Beobachtungsserien lieRe sich so das Wachstum der
jeweiligen Bakterienkolonien quantifizieren.

5.2.2 Focus stacking

Da die Oberflachen der Agar-Pads nicht immer ausreichend parallel sind, besteht beim
Mikroskopieren oft das Problem, dass es nicht moglich ist, auf alle Bakterien im Blickfeld
gleichzeitig scharf zu stellen. In solch einem Fall ist es sinnvoll, von derselben Stelle
mehrere Aufnahmen mit unterschiedlicher Fokussierung aufzunehmen. Um diese
Aufnahmen zusammenzufiigen, benotigt es einen Algorithmus, welcher die Schérfe der
einzelnen Bereiche des Bildes beurteilt und die schérfsten Teile der Aufnahmen
miteinander kombiniert. Die quantifizierte Schirfe der einzelnen Bildbereiche kann
man dabei als Bild mit gleicher Grol3e wie die urspriingliche Aufnahme darstellen, dem
,Scharfebild®.

Als MaR fiir die Schirfe konnte die Anderung der Intensitit zwischen den einzelnen Pixel
herangezogen werden. Bei scharfen Aufnahmen adndert sich die Intensitit in einem
kleinen Bereich stark, wiahrend sie sich im Fall von unscharfen Aufnahmen iiber einen
weiten Bereich langsam éndert. Wihlt man als Schirfebild die pixelweise Anderung der
Intensitit der urspriinglichen Aufnahme, wiirde man im zusammengefiigten Bild zwar
scharfe Kanten erhalten, die allerdings von Halos der unscharfen Aufnahmen umgeben
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sind. Deshalb wire es sinnvoll, das Schirfebild mittels eines Weichzeichners zu
verschmieren. Dadurch wiirde aber der Unterschied zwischen scharfen und unscharfen
Kanten verschwinden. Um sowohl den Wert der Anderung als auch die GroRe des
Bereiches, iiber den sich die Intensitidt dndert, miteinzubeziehen, wurde der Ansatz
gewdhlt, den Weichzeichner auf das pixelweise logarithmierte Bild anzuwenden und
anschliefend pixelweise die Exponentialfunktion auszuwerten. Die Berechnung wird
dadurch im Vergleich zu einfachen Faltungsmatrizen sehr rechenintensiv. Da der
Algorithmus allerdings nicht in Echtzeit laufen muss, stellt dies kein Problem dar.
Abschliellend wird das auf diese Weise berechnete Schirfebild weichgezeichnet, um
beim anschliellenden pixelweisen Vergleich der Schérfebilder zwischen den einzelnen
Aufnahmen moglichst geradlinige Trennungen zu erzeugen.

Alternativ zu dem eigenen Algorithmus wurde auch die Focus stacking-Funktion von
Adobe Photoshop getestet. Im Falle der Bakterienaufnahmen lieferte der oben
beschriebene Algorithmus jedoch wesentlich bessere Ergebnisse.

Fiir Aufnahmen grofler als das mikroskopische Sichtfeld bendtigt es eines Algorithmus,
mit dessen Hilfe mehrere Aufnahmen zu einem grolden Bild nahtlos zusammengefiigt
werden konnen. Das Problem kann dabei auf die Zusammenfiigung zweier Aufnahmen
reduziert werden. Der wichtigste Teil dabei ist die Bestimmung der Ausrichtung der
Bilder zueinander. Die allgemeine Vorgehensweise dabei ist, als erstes in den Bildern die
Position charakteristischer Punkte sowie eine Beschreibung ihrer Umgebung zu finden.
Die Beschreibungen werden verglichen und die dominantesten Ubereinstimmungen
zwischen den Bildern ausgesucht. AnschlielRend wird versucht, eine Transformation
zwischen den Bildern zu finden, welche den Grofteil der Ubereinstimmungen abdeckt.

Im Falle der Bakterienaufnahmen wurde als Ausgangsbild der 2D-Laplaceoperator auf
die hochpassgefilterten Aufnahmen angewandt, wodurch die Kanten hevorgehoben
werden. Alternativ wurde auch versucht die hochpassgefilterten Aufnahmen oder deren
per Schwellenwert binarisierte Variante zur Ubereinstimmung zu bringen, doch zeigten
sich hierbei deutliche Probleme, falls die beiden Bilder unterschiedlich gut fokussiert
aufgenommen wurden®. Als charakterische Punkte werden mittels OpenCV die
prominentesten Ecken in den Konturen erfasst (Shi et al., 1994). Zur Beschreibung der
Umgebung dieser Ecken wurde der Algorithmus ORB (Oriented FAST and Rotated BRIEF)
verwendet (Rublee et al., 2011). Mittels FLANN (Fast Approximate Nearest Neighbor)
wird anschlieRend nach Ubereinstimmungen gesucht (Muja et al., 2009) und mittels
RANSAC (Random Sample Consensus) (Fischler et al.,, 1981) versucht, eine
Transformation bestehend aus Drehung, Skalierung und Verschiebung zwischen den
beiden Aufnahmen zu finden. Wendet man diese Transformation auf eines der beiden
Bilder an und fiihrt im iiberlappenden Bereich Focus stacking durch, erhilt man ein
nahtloses Panoramabild. Damit ist es moglich, das Verhalten von Bakterien auf einem
Bereich zu quantifizieren, der groRRer als das Sichtfeld des Mikroskops ist.

% Je nach Lage des Fokus relativ zu den Bakterien erscheinen sie im Durchlicht heller oder
dunkler als ihre Umgebung.
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Um das stattgefundene Wachstum der Bakterien zu dokumentieren, werden in
regelmifligen Abstinden Aufnahmen getitigt. Es bietet sich an, das zwischen den
Aufnahmen stattgefundene Wachstum farblich zu codieren, um einen visuellen
Uberblick iiber diese Aufnahmen zu erhalten (siehe Abbildung 33 und Abbildung 36).
Hierfiir werden als erster Schritt die Aufnahmen anhand des in Kapitel 5.2.3
besprochenen Algorithmus zueinander ausgerichtet. Es zeigt sich dabei, dass der
Algorithmus sich zur Ausrichtung automatisch an den nicht wachsenden Bakterien
orientiert. Die Aufnahmen werden anschlieRend wie in Kapitel 5.2.1 beschrieben
binarisiert. Mit der jlingsten Aufnahme beginnend werden die als Bakterien erkannten
Bereiche farblich ins fertige Bild eingetragen. Dabei ist es vorteilhaft, fiir die alteste
Aufnahme, also dem Ursprung des Wachstums, Weil§ oder Schwarz zu wéhlen. Eine
manuelle Auswertung dieser Uberlagerung ist einfach moglich, da der Unterschied
zwischen nicht wachsenden und wachsenden Bakterien im Allgemeinen deutlich
erkennbar ist.

Bei einer Zunahme der auszuwertenden Datenmenge lieRe sich diese Auswertung auch
relativ einfach automatisieren. Hierfiir werden als erstes mittels der in OpenCV
implementierten Algorithmen Lage und Fliache der als Bakterien erkannten Bereiche
extrahiert. Zwischen je zwei aufeinanderfolgenden Aufnahmen wird iiberpriift, ob eine
1:1 Korrespondenz vorliegt: Ein in der Aufnahme n + 1 erkannter Bereich sollte mit
genau einem in Aufnahme n erkannten Bereich {iberlappen. In diesem Fall geniigt es,
die Anderung der Fliche zu beobachten. Falls ein Uberlapp mit mehreren Bereichen
vorliegt, handelt es sich um ein Zusammenwachsen mehrerer Bakterienkolonien. Das
Wachstum der urspriinglich einzelnen Kolonien kann in diesem Fall nicht mehr
individuell quantifiziert werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals Bragg-Beugung von Molekiilen erzielt. Diese
Form der Beugung konnte in einer optimierten Version genutzt werden, um ein
geschlossenes Molekiilinterferometer mit zwei rdumlich voneinander getrennten
Armen zu entwickeln. Dies wiederum wiirde die Messung von topologischen Effekten
wie dem Aharonov-Bohm-Effekt (Aharonov et al., 1959) mit Molekiilen ermdglichen, die
sich in Chiralitdt, innerer Anregung oder Konformation unterscheiden

Zudem wurde ein aus Bakterien bestehender ortsauflésenden Detektor entwickelt, der
flir mehrere Stunden Hochvakuum ausgesetzt werden kann. Gezeigt wurde auch, dass
rund ein Drittel der Bakterien diese Vakuumexposition iiberleben und anschliefend ihr
Wachstum fortsetzen. In einem Versuch wurde weiters qualitativ eine Sensitivitit dieses
Detektors gegeniiber dem Antibiotikum Ciprofloxacin festgestellt.

Theoretisch sollte es somit bereits jetzt mdglich sein, das Beugungsbild von
Ciprofloxacin im Vakuum auf dem Detektor zu deponieren und mittels Wachstumes
nachzuweisen. In der Praxis ist es allerdings aufgrund der langen Laufzeit dieses
Experimentes sinnvoll, davor die Reproduzierbarkeit und Effizienz des bakteriellen
Detektors weiter zu erhohen.

Dieses Experiment tragt mit dem dabei gewonnenen Know-how dazu bei, weitere
Experimente an der Schnittstelle zwischen Quantenphysik und Biologie zu erméglichen.
Fiir die ndhere Zukunft wire ein solches die Beugung um Lebewesen, im speziellen
Bakterien. Langfristig konnte es moglich sein, Lebewesen wie Bakterien nicht nur zur
Detektion oder der Formung einer Beugungsstruktur zu nutzen, sondern anstelle des
Molekularstrahls zur Interferenz zu bringen. Damit hitte man ein mikrobiologisches
Pendant zu Schrédingers Katze geschaffen.
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Anhang

Anhang

7.1 Berechnung Geschwindigkeitsaufspaltung

Um den Zusammenhang zwischen der Position eines Molekiils am Detektor (y;) und
dessen Ausgangsgeschwindigkeit v zu ermitteln, benotigt es nur der Berechnung der
Wurfparabel (siehe Abbildung 8). y = 0 wird dabei zweckdienlicher Weise so gewihlt,
dass es durch die auf gleicher Hohe liegende Molekiilquelle und dem horizontalen Spalt
lauft. Bezeichnet man mit v, die Ausgangsgeschwindigkeit in y-Richtung, ergibt sich fiir
die Zeitabhingigkeit der Hohe y der einzelnen Molekiile im Flug:

y() = vyt — - gt? (7.1.1)

Da die DetektorgrofRe gering im Vergleich zur Lange L der Distanz zwischen Quelle und
Detektor ist, muss bei den Molekiilen, welche den Detektor erreichen, fiir die
Ausgangsgeschwindigkeit in x-Richtung (v,) gelten, dass v, > v,. Bezeichnet man den
Abstand zwischen Quelle und Spalt mit L,, so folgt mit der Ndherung x(t) = v,t = vt und
durch y(x =L;) =0:

Ly _ 1,13 _
V=g 5= 0 (7.1.2)

was in weiterer Folge in Gleichung 7.1.1 eingesetzt zu folgendem Zusammenhang fiihrt:

1 L(L-Lq)

Ya=yx=L)=-3g (7.1.3)

p2
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7.2 Simulation der Bragg-Beugung

Bragg-Beugung von Molekiilen am Lichtgitter kann simuliert werden, indem man in
Beugungsrichtung die zeitabhéngige Schrédingergleichung fiir die Molekiile 16st:

i = Alyp(t) (7.2.1)

Der Hamiltonoperator H ist bei einer Molekiilmasse m durch Gleichung 7.2.2 gegeben.
Das Potenzial, welches durch das Lichtgitter mit Intensitdt I und der Polarisierbarkeit
des Molekiils a zustande kommt, ist dabei durch Gleichung 2.2.3 gegeben.

—

_p 5
H=2-+V(®) (7.2.2)
In der Ortsdarstellung erhélt man somit fiir die Schrodingergleichung:

ih 61p(x,t) hz 6zz/)(x t)
at T 2m ax?

+ —I(x OY(x,t) (7.2.3)

t entspricht dabei der Flugzeit des Molekiils, welche mittels der Fluggeschwindigkeit v
gemdll Gleichung 7.2.4 auch durch die Position z entlang des Molekularstrahls
ausgedriickt werden kann, was in Gleichung 7.2.5 resultiert.

z=vt (7.2.4)
2 0Y(x,z) h? 92 1/)(xz) 2a
ihv———==———-"=+ 1 (x, 2)P(x, 2) (7.2.5)
=58 ¥ 92 e2 _
I(x,y,z) = Ty exp( 2 w2 2 Wg) cos“(2k; x) = (7.2.6)

2P 2 z?2
exp (—Zy—z— 2—
Wy w

z

) [e—4ika+2+e4ka]

=:A(2)

Da die fiir das Lichtgitter durch Gleichung 2.2.1 bzw. 7.2.6 gegebene Intensitét periodisch
in x ist, ist es vorteilhaft, Gleichung 7.2.5 in einer Fourierreihe gleicher Periode zu
entwickeln:

P(x,2) = Ypecoo Cn(2) €21 (7.2.7)

In der Praxis entspricht dies ebenen Wellen mit Wellenzahlen 2k;n und Intensititen
|c,|?. Will man sich allerdings nicht nur auf diskrete Winkel spezialisieren, kann man
die Fourierreihe leicht abweichend definieren (Szigeti et al., 2012):

¢(x’ Z) — Z?ﬁ:—oo Cn(z)ezikL(n+6n)x (7.2.8)

In Gleichung 7.2.5 eingesetzt liefert es:

o] . a n( ) [
S oo iy T g2 iKY = (7.2.9)

= Zn——oo[

(n+6n)zcn(z)62‘kL”x+ A(Z)C (eZLkL(n 2)x+2€21kLnx+eZLkL(n+2)x)]

Durch partielle Verschiebung der Summe auf der rechten Seite von Gleichung 7.2.9 um
+2 und anschlieBendem Koeffizientenvergleich ergibt sich:



7.2 Simulation der Bragg-Beugung

21,2 2 2
ihy2n = 2k (n + 6n)?c, + daP exp (—2% - 2;—) (Cpgz + 2¢p +cn_y)  (7.2.10)
y

2
0z m TCEQWyW, Z

Diese Gleichung lasst sich numerisch leicht 16sen. Um von einem einlaufenden Strahl im
Winkel B auszugehen, benoétigt man als erstes den entsprechenden Wert von n + én.
Hierfiir genligt es, die Wellenzahl in x-Richtung (2k,(n+ 6n)) mit der in

Ausbreitungsrichtung des Molekularstrahls (k = 27” = %) zu vergleichen. Setzt man der

Einfachheit halber n = 0, erhilt man daraus Gleichung 7.2.11, durch welche dn fixiert
ist:

_ thLSn
- mv

B

Anschlieflend geniigt es mit ¢, = 6, ¢ zu starten und c,, gemal} Gleichung 7.2.10 entlang
der z-Achse numerisch zu integrieren. Man erhilt so die Intensititen |c,|?> in den

(7.2.11)

jeweiligen Beugungsordnungen, wobei deren Winkel §f relativ zum einfallenden Strahl
gegeben sind durch:

5B, = Lhun (7.2.12)

mv
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Anhang

7.3 Auswertung Ciprofloxacinstreifen (Python)

import numpy as np

import cv2

from scipy.optimize import curve_fit
import matplotlib.pyplot as plt

mm_per_pixel = 1 / 812 # measured; in theory pixel size divided by magnification

# load the image and throw away the outer regions containing the unusable edges
img = np.loadtxt('cipro stripe.asc')[70:-70, :]

mask = img < np.quantile(img, 0.999) # mask all oversaturated spots

# expand the mask by 10 pixels
structure = cv2.getStructuringElement(cv2.MORPH_ELLIPSE, (10, 10))
mask = cv2.erode(np.uint8(mask), structure)

# use the mask for calculating the weighted mean
profile = np.sum(img * mask, axis=1) / np.sum(mask, axis=1)

def fitfunc_background(x, d, k):
'''Models a linear background'''
return k * x + d

def fitfunc_2rect(x, wl, w2, x0, I, xparam_bg):
Convolution of two rects of widths “wl® and "wl + dw’ with a
maximum of "I, centered around "x0°, sitting on a background
if w2 < wi:
(w2, wl) = (wl, w2)
two_rects = I * np.clip(((wl + w2) / 2 - np.abs(x - x0)) / wi, 0, 1)
return two_rects + fitfunc_background(x, *param_bg)

def fitfunc_gauss(x, w, x0, I, *param_bg):
"'"'A Gaussian function with FWHM of “w™, sitting on a background'"''
sig = w / np.sqrt(8 * np.log(2)) # convert FWHM to sigma
gauss = I x np.exp(-((x - x0) / sig)x*2 / 2)
return gauss + fitfunc_background(x, *param_bg)

x = np.arange(len(profile)) * mm_per_pixel # position in mm

par_gauss, cov_gauss = curve_fit(
fitfunc_gauss,
Xl
profile,
[x[-11 / 2, x[-1]1 / 2, np.max(profile), np.min(profile), 01,
bounds=([0, 0, 0, -np.inf, -np.inf], np.inf)
)

uncert_gauss = np.sqrt(np.diag(cov_gauss))

par_2rect, cov_2rect = curve_fit(
fitfunc_2rect,
X,
profile,
[par_gauss[0] * 2, xpar_gauss],
bounds=([0, 0, 0, 0, -np.inf, -np.inf], np.inf)
)
uncert_2rect = np.sqrt(np.diag(cov_2rect))
if par_2rect[1] < par_2rect[0]:
(par_2rect[1], par_2rect[0]) = (par_2rect[0], par_2rect[1])
(;“ (uncert_2rect[1], uncert_2rect[0]) = (uncert_2rect[0], uncert_2rect[1])




7.3 Auswertung Ciprofloxacinstreifen (Python)

x_centered = x - par_gauss[1]

plt.
.xlabel('Position (mm)")

.ylabel('Intensitat (arb. unit)')
plt.
plt.
plt.
.legend(loc="upper left"')
plt.

plt
plt

plt

figure(figsize=(16 * 0.4, 9 * 0.4))

plot(x_centered, profile, label='Intensitdtsprofil')
plot(x_centered, fitfunc_2rect(x, *par_2rect), label='2-Rechteck-Fit"')
plot(x_centered, fitfunc_gauss(x, *par_gauss), label='GauB-Fit')

savefig('cipro stripe plot.svg', bbox_inches='tight')

print('Gaussian FWHM: ({:.4f} +- {:.4f}) mm'.format(par_gauss[0], uncert_gauss[0]))
print('Rect width 1: ({:.4f} +- {:.4f}) mm'.format(par_2rect[0], uncert_2rect[0]))
print('Rect width 2: ({:.4f} +- {:.4f}) mm'.format(par_2rect[1], uncert_2rect[1]))
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7.4 Verarbeitung Bakterienaufnahmen (Python)

import numpy as np
import cv2
from matplotlib import pyplot as plt

def

def

def

def

def

readimages(filenames, flatten=False):
imgs = [np.float32(cv2.imread(f, cv2.IMREAD_GRAYSCALE)) for f in filenames]
if not flatten:
return imgs
imgs = np.array(imgs, dtype=float)
imgs /= np.mean(imgs, axis=(1, 2))[:, np.newaxis, np.newaxis]
return [highpass(img, 10) for img in imgs]

highpass(src, sigma):
return src - cv2.GaussianBlur(src, (0, 0), sigma)

evaluate_features(src):

src = src - cv2.GaussianBlur(src, (0, 0), 2)

dx = np.abs(cv2.Sobel(src, -1, 1, 0))

dy = np.abs(cv2.Sobel(src, -1, 0, 1))

result = np.exp(cv2.GaussianBlur(np.log(
np.hypot(dx, dy) + le-5

), (0, 0), 4))

return result

evaluate_sharpness(src, smoothing=10):

clipped = evaluate_features(src)

resized = cv2.resize(clipped, (100, 100))

sharpness = cv2.GaussianBlur(resized, (0, 0), smoothing)
return cv2.resize(sharpness, (src.shape[1], src.shape[0]))

focus_stitch(images, images_to_display=None, return_sharpest_image=False,

smoothing=10):

def

def

def

if images_to_display is None:
images_to_display = images
sharpnesses = [evaluate_sharpness(img, smoothing) for img in images]
sharpest_image = np.argmax(sharpnesses, axis=0)
if return_sharpest_image:
return sharpest_image
return np.choose(sharpest_image, images_to_display)

convert_to_uint8(images):
min_val = np.min(images)
max_val = np.max(images)
return np.uint8((images - min_val) / (max_val - min_val) * 255)

get_edges(image):

src = image - cv2.GaussianBlur(image, (0, 0), 2)
dx = np.abs(cv2.Sobel(src, -1, 1, 0))

dy = np.abs(cv2.Sobel(src, -1, 0, 1))

return np.hypot(dx, dy)

get_features(image):

orb = cv2.0RB_create(nfeatures=50000)

features = cv2.goodFeaturesToTrack(image, 50000, 0.01, 10)

kp = [cv2.KeyPoint(f[0, 0], f[o, 1], 1, 0) for f in features]
kp, desc = orb.compute(image, kp)

return (kp, desc)



7.4 Verarbeitung Bakterienaufnahmen (Python)

def match_features(f1, f2):

def

(kp1,
(kp2,

match
d

)

)
)

match

src_p
dst_p

descl) = f1
desc2) = f2
er = cv2.FlannBasedMatcher(

ict(
algorithm=6, #FLANN_INDEX_LSH
table_number=6,

key_size=12,
multi_probe_level=1
, dict(
checks=50
es = matcher.knnMatch(descl, desc2, k=2)
ts = [1]
ts = [1]

for m, n in matches:

i

if le

r
src_p
dst_p
(M, m

d
# the
error
if er

r
retur

stitc
iml =
im2
iml,
fl =
f2 =
retur

f m.distance < 0.7 * n.distance:
src_pts.append(kpl[m.queryIdx].pt)
dst_pts.append(kp2[m.trainIdx].pt)

n(src_pts) < 5:

eturn None

ts = np.float32(src_pts).reshape(-1, 1, 2)

ts = np.float32(dst_pts).reshape(-1, 1, 2)

ask) = cv2.estimateAffinePartial2D(

st_pts, src_pts, method=cv2.RANSAC, ransacReprojThreshold=5)

transformation should be a pure translation, lets therefore estimate the error:
= np.linalg.norm(M[:, :2] - np.eye(2))

ror > 0.01:

eturn None

nMm

h_images(imagel, image2):
get_edges(np.array(imagel, dtype=np.float))
get_edges(np.array(image2, dtype=np.float))
im2 = convert_to_uint8([im1, im2])
get_features(iml)

get_features(im2)

n match_features(f1, f2)
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