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HUMAN BEINGS MAKE LIFE SO INTERESTING —
DO YOU KNOW THAT IN A UNIVERSE SO FULL OF WONDERS,
THEY MANAGED TO INVENT BOREDOM?

T. PRATCHETT






Kurzfassung

In den letzten Jahrzehnten ist das Interesse an den Molekiilen Kohlenmonoxid (CO) und
Stickstoffmonoxid (NO) in der biomedizinischen Forschung stetig gewachsen. Inzwischen
ist bekannt, dass beide Molekiile vielfaltige Aufgaben in verschiedenen Bereichen wie Blut-
druckregulierung, Immunabwehr, Signaliibertragung und Zellschutz iibernehmen.

Mit steigendem Interesse an diesen Molekiilen wichst auch die Notwendigkeit der Ent-
wicklung von hochst empfindlichen und selektiven Nachweismethoden. Dieser Herausfor-
derung stellt sich die vorliegende Arbeit durch die Weiterentwicklung von zwei Laserspek-
trometern im Wellenl&ngenbereich um 5 pm.

Bei den verwendeten Spektroskopiemethoden handelt es sich um die Faraday-
Modulations Spektroskopie (FAMOS) und die Cavity Leak-Out Spektroskopie (CALOS).
Beide Spektrometer verbinden eine gute Zeitauflosung mit hoher Selektivitdt und Emp-
findlichkeit.

Nach der Verbesserung der Spektrometer weist CALOS eine Nachweisgrenze von
0,34 ppb (parts per billion) *CO, 0,029 ppb *NO und 0,023 ppb *NO bei einer Sekunde
Integrationszeit auf, und ist damit das empfindlichste Laserspektrometer fiir den Nachweis
dieser Molekiile. Der systematische Vergleich des CALO-Spektrometers mit dem ,,Gold-
Standard“ der NO-Analytik, einem Chemilumineszenzdetektor (CLD), zeigt eine nahezu
identische Empfindlichkeit der Methoden, wobei CALOS den bedeutenden Vorteil hat,
zwischen den Isotopologen differenzieren zu koénnen.

Das FAMO-Spektrometer wurde durch den Einsatz eines Zimmertemperatur-Quanten-
kaskadenlasers um die Moglichkeit des Nachweises von NO erweitert und erreicht nun
eine Nachweisgrenze von 6 ppb NO in einer Sekunde Integrationszeit.

Mit den verbesserten Spektrometern werden verschiedene Fragestellungen untersucht.
Die isotopologenselektive Analyse ermdglicht den Nachweis eines Transports von °NO,
das mittels einer Salbe auf die Haut aufgebracht wird, in die Blutbahn.

Die experimentelle und theoretische Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der CO-
Konzentration in der ausgeatmeten Luft zeigt eine starke bislang unbekannte Abhéangigkeit
von verschiedenen Atemparametern.

Das CO in der Atemluft kommt zum groBiten Teil aus dem Blut, wo es als Car-
boxyhdmoglobin vorliegt. Es wird untersucht, ob die Carboxyhdmoglobin-Konzentration
mittels eines Atemtests bestimmt werden kann, worauf eine nichtinvasive Methode zur
Bestimmung der Hamoglobinmasse aufbaut.

Eine Untersuchung des Zusammenhangs der CO-Konzentration im Atem mit einer
erhohten Blutzuckerkonzentration kommt zu dem Ergebnis, dass die CO-Konzentration
um etwa 5% des Ausgangswertes sinkt.

Abschlielend zeigt diese Arbeit, dass FAMOS durch den Einsatz eines modernen QCL
zu einem querempfindlichkeitsfreien, empfindlichen und isotopologenselektiven Nachweis-
system wird, das mit vergleichsweise geringem experimentellem Aufwand verbunden ist.

CALOS weist im mittleren Infrarot nicht nur eine vergleichbare oder sogar bessere Emp-
findlichkeit wie etablierte Methoden auf, sondern ist diesen durch die Mdoglichkeit des
isotopologenselektiven Nachweises in biomedizinischen Anwendungen deutlich iiberlegen.






Abstract

Growing interest in the physiological role of small molecules like Carbonmonoxide (CO)
and Nitric Oxide (NO) rises the necessity of the development of highly sensitive and
selective gas analyzing methods. This work meets this challenge by improving two laser
spectrometers in the 5 pm wavelength region, based on Faraday Modulation Sepctroscopy
(FAMOS) and Cavity Leak-Out Spectroscopy (CALOS). Both spectrometers combine high
sensitivity with selectivity and a time resolution below 1s.

After improvement, CALOS shows a detection limit of 0.34 ppb (parts per billion) ¥*CO,
0.029 ppb NO and 0.023 ppb NO at a 1s integration time. This is the best sensitivity
of a laser spectrometer reported to the present day. The systematic comparison to a state
of the art chemiluminescence detector (CLD) proves the practically equal sensitivity of
the both methods. The possibility of isotopologue selective measurements makes CALOS
a far more valuable method.

The FAMO-spectrometer is improved by implementing a room-temperature Quantum
Cascade Laser (QCL), which enables isotopologue selective analysis without any cross
sensitivity. The detection limit of this spectrometer is 6 ppb with a 1s integration time.

The improved spectrometers enable the investigation of a variety of questions. By analy-
zing the isotopologue ratio of 1’NO and *NO in blood samples after application of nitrite
containing lotion, the NO transport through the skin is shown.

Investigation of CO concentration in breath during exhalation shows a strong depen-
dence of exhaled CO on breath parameters. The dependence is well reproduced by a ma-
thematical model developed in this work. The exhaled CO mainly originates from blood
carboxyhemoglobin. Promising results are obtained investigating the question, whether
the blood carboxyhemoglobin concentration can be determined by breath tests.

Based on these results a non-invasive method of total hemoglobin mass determination
using a *CO breath test is discussed.

The investigation of the relation of blood glucose concentration to exhaled CO concen-
tration by an oral glucose tolerance test shows a significantly decreased CO concentration
at the maximum of blood glucose level.

As a conclusion, this work shows that FAMOS becomes a sensitive and isotopologue
selective method without any cross-sensitivity by implementation of a state-of-the-art
QCL with the benefit of relative small experimental effort. CALOS in the mid infrared
spectral region is comparable or even better than established methods regarding sensitivity
and time resolution. The possibility of isotopologue selective analysis is an outstanding
advantage of CALOS in biomedical applications.
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1. Einleitung

Es ist bereits lange bekannt, dass Stickstoffmonoxid (NO) und Kohlenmonoxid (CO)
hochst giftige Gase sind, die fiir den Menschen bereits in geringen Konzentrationen todlich
sein konnen.

Dagegen weifl man erst seit einigen Jahren, dass beide Molekiile nicht nur im mensch-
lichen Organismus produziert werden, sondern auch weitreichende physiologische Bedeu-
tung haben: Thre Konzentration im Atem ist mit verschiedenen Krankheitsbildern kor-
reliert [KhaOl], sie dienen als Neurotransmitter, kénnen die Blutgeféfie erweitern oder
schiitzen den Korper sowohl vor Infektionen als auch vor oxidativem Stress, der vielféltige
Ursachen haben kann [Wu05, Ryt04, Lun96b]. NO in sehr niedrigen Konzentrationen wird
dariiber hinaus in der Asthma-Therapie-Kontrolle eingesetzt und fordert die Wundheilung.

All diesen Prozessen liegt eine auflerordentlich komplexe Biochemie zugrunde. Um
grundlegende Fragestellungen im Zusammenhang mit diesen Gasen zu untersuchen, sind
vor allem hochprézise Methoden erforderlich, die in der Lage sind, kleinste Konzentra-
tionen im ppb-Bereich (engl.: parts per billion, 1 : 10?) in komplexen Gasgemischen wie
beispielsweise dem menschlichen Atem quantitativ nachzuweisen. Besonders wertvoll sind
hierbei Methoden, die dariiber hinaus zwischen verschiedenen Isotopologen, also Molekiilen
mit unterschiedlicher Isotopenzusammensetzung, unterscheiden konnen. Hierdurch wird es
moglich, Transport- und Synthesemechanismen dieser Molekiile nachzuverfolgen.

Zielsetzung dieser Arbeit ist die Optimierung zweier Nachweisverfahren fiir NO und CO
mit besonderem Blick auf die seltenen Isotopologe 3CO und *NO, sowie die Untersuchung
der Eignung der Verfahren in biomedizinischen Anwendungen.

Zu Beginn dieser Arbeit standen zwei Spektrometer zur Verfiigung. Die Cavity Leak-
Out Spektroskopie (CALOS) basiert auf der Absorption von Laserstrahlung im mittleren
Infrarot (MIR). Zur Verstérkung des Effektes wird ein Resonator hoher Giite benutzt. Die
Faraday Modulations Spektroskopie (FAMOS) bedient sich der magnetisch induzierten
Doppelbrechung. Da dieser Effekt lediglich bei paramagentischen Molekiilen stark aus-
gepragt ist, kann diese Methode ausschliefllich zur Spektroskopie an Radikalen genutzt
werden und ist hochspezifisch fiir den Nachweis von NO einsetzbar.

Das zweite Kapitel dieser Arbeit beschreibt die theoretischen Grundlagen der Methoden.
Dariiber hinaus wird ein Uberblick iiber den Stand der Wissenschaft beziiglich der NO
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und CO Analyse in Biologie und Medizin gegeben.

Bereits zu Beginn dieser Arbeit war der Nachweis von NO mit dem CALO-
Spektrometer moglich, withrend das FAMO-Spektrometer auf das Hauptisotopolog “NO
festgelegt war. Die Kapitel 3 und 4 beschreiben die Weiterentwicklung beider Spektro-
meter, wobei bei CALOS die Stabilitit und bei FAMOS der Nachweis beider Isotopologe
im Vordergrund stehen. Die wesentlichen Fortschritte beim Versuchsaufbau sind eine Ver-
besserung der Nachweiszelle des CALO-Spektrometers sowie der Einsatz eines Quanten-
kaskadenlasers (QCL) beim FAMOS Experiment, der zum Einen die stérkste '’NO-Linie
zuganglich macht und zum Anderen auf fliissigen Stickstoff als Kiithlmittel verzichten kann.

Das fiinfte Kapitel widmet sich dem CO-Nachweis. Die Moglichkeiten des CALO-
Spektrometers zum Echtzeit-Nachweis von CO werden untersucht und diskutiert. Die ge-
wonnenen Daten werden dariiber hinaus mit einem theoretischen Modell verglichen und
diskutiert, inwiefern physiologische Daten wie die Carboxyhémoglobin-Konzentration mit-
tels einer Atemgasanalyse messbar sind. Weitere mogliche Anwendungen wie der Nachweis
von Blutdoping, bei dem die Gesamtmasse des Hamoglobins im Korper kiinstlich erhéht
wird, und der Zusammenhang zwischen der Blutzuckerkonzentration und dem CO-Gehalt
im Atem werden untersucht und diskutiert.

Untersuchungen zum NO-Nachweis finden sich schliellich im sechsten Kapitel. Der NO
Nachweis wird hier diskutiert und mit der am stérksten etablierten Methode, der Che-
milumineszenzdetektion, verglichen. Eine Anwendung der CALOS-Methode ist die Unter-
suchung des NO-Transports durch die Haut. Der Einsatz von isotopenmarkiertem Nitrit
ermoglicht die Unterscheidung zwischen korpereigenem und von auflen auf die Haut auf-
gebrachtem NO und somit eine Aussage dariiber, ob NO aus Nitrit auf der Haut durch
die Haut in die Blutbahn gelangen kann, und in welcher Form es dann vorliegt. Auf der
Grundlage einer solchen Untersuchung kann die Verabreichung von nitrithaltiger Salbe als
mogliche Darreichungsform von NO untersucht werden.

Die Starke der FAMO-Spektroskopie, die ohne jegliche Gasaufbereitung ein Gasgemisch
spezifisch auf NO analysiert, wird ebenfalls im sechsten Kapitel anhand der UV-induzierten
Freisetzung von NO aus wéssrigen Nitritlosungen diskutiert. Hier werden auch die Aus-
wirkungen verschiedener Radikalfanger auf den Freisetzungsmechanismus untersucht.

Im letzten Kapitel wird ein Ausblick auf die weiteren herausragenden Moglichkeiten der
Spektroskopiemethoden und deren Grenzen aufgezeigt und schliellich die Arbeit zusam-
mengefasst. Diese Arbeit beinhaltet die Entwicklung verschiedener Programme, die im

Anhang kommentiert sind.



2. Grundlagen

2.1. Spurengase

Im menschlichen Atem finden sich mehr als 400 fliichtige Verbindungen, die meist in sehr
kleinen Konzentrationen (ppb-Bereich und darunter) vorliegen. Zwei dieser Gase haben
in den vergangenen Jahren ein besonderes Interesse geweckt, ndmlich NO und CO. Im
Jahr 1998 wurde der Medizin-Nobelpreis an Ignarro, Furchgott und Murad verliehen, die
erkannten, dass NO eine wesentliche Rolle als Signalmolekiil im cardiovaskuldren System
spielt.

Darauf folgte eine grofie Zahl von weiteren Veroffentlichungen, inzwischen gibt es so-
gar die Zeitschrift | Nitric Oxide®, die sich ausschliefilich mit diesem Molekiil und seiner
Bedeutung in Biologie und Medizin befasst.

CO erfiillt im Korper eine Reihe sehr d&hnlicher Funktionen wie das NO-Molekiil, so dass

mit dem Interesse an NO auch das Interesse an CO wéchst.

2.1.1. Physiologische Bedeutung

Beide Molekiile kommen in der Umgebungsluft vor (NO: < 1ppb... 1ppm, CO:
100ppb... 2ppm) und werden im Koérper produziert [KhaOl, Ryt04, Sch06]. Sie haben
im Vergleich zu Sauerstoff eine sehr hohe Affinitdt zu Hamoglobin, was sie fiir den Men-
schen bereits in Konzentrationen von wenigen 100 ppm lebensgeféhrlich macht, da sie den
Sauerstofftransport blockieren.

Die Produktion im Korper erfolgt iiber Enzyme, beim NO iiber die NO-Synthase
(NOS), die aus L-Arginin neben NO auch L-Citrullin produziert, beim CO iiber die
Ham-Oxygenase (HO), die Him-Molekiile abbaut und CO, Eisen und Bilirubin produ-
ziert [Mor05]. Es gibt drei Isoformen von NOS: neuronale NOS (nNOS) tritt in erster
Linie in Neuronen auf, wihrend endotheliale NOS (eNOS) in Endothelzellen anzutreffen
ist. Beide Formen kommen aber auch in zahlreichen weiteren Zellen vor. Die dritte Iso-
form ist die induzierbare NOS (iNOS). Mit der Aktivierung von iNOS reagiert der Koérper
auf schidigende Einfliisse wie Entziindungen, oxidativen Stress und Infektionen. Dieselben
Stimuli aktivieren auch HO-1, die induzierbare Isoform der HO [Wu05]. Dariiber hinaus
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beeinflussen NO und CO die Aktivitdt des Enzyms, das das jeweils andere Molekiil pro-
duziert [Mor05, Wu05].

Beide Molekiile wirken gefdaflerweiternd und dienen somit der Blutdruckregulation. Des-
weiteren dienen sie als Neurotransmitter und weisen protektive Eigenschaften sowohl an

isolierten Zellen als auch in vivo auf [Wu05].

2.1.2. Atemtests als diagnostisches Instrument

Sowohl NO als auch CO koénnen im Atem nachgewiesen werden, wobei der Ursprung
jedoch unterschiedlich ist. Wiahrend fast der gesamte NO-Gehalt im Atem auf eine Pro-
duktion in den Atemwegen zuriickzufiihren ist, gelangt das CO in erster Linie aus dem
Blut in die Atemluft. Dieser Unterschied begriindet sich darin, dass CO verhéltnismafig
reaktionstrage ist, wihrend NO als Radikal extrem schnell reagiert und als NO nicht
mehr zur Verfiigung steht. Im Blut reagiert es schnell zu Nitrit und Nitrat oder bindet an
Hémoglobin und Proteine. In den Atemwegen dient NO vor allem der Immunabwehr.

In verschiedenen Studien wurden Zusammenhinge zwischen den beiden Gasen und
Krankheiten gefunden. Bei Atemwegserkrankungen wie Asthma oder entziindlichen In-
fektionen sind die Konzentrationen im Atem beider Gase erhoht [KhaOl]. Auch der
Konsum von Tabakwaren beeinflusst die Konzentration beider Molekiile, allerdings ge-
gensatzlich: die NO Konzentration wird gesenkt, wihrend die CO-Konzentration erhéht
wird. Tabelle 2.1 zeigt einen Uberblick iiber einige Krankheiten, die die CO- und NO-
Konzentration im Atem verdndern. Im Falle von Asthma fillt auf, dass es hier wider-
spriichliche Veroffentlichungen gibt. Eine mogliche Ursache ist die Verwendung unter-
schiedlicher Messmethoden. Wihrend Zetterquist einen Analysator auf Basis der nicht-
dispersiven Infrarot (NDIR) Spektroskopie nutzte, wurden in den iibrigen Studien elektro-
chemische Detektoren verwendet. Insbesondere éltere Detektoren entwickeln haufig Quer-
empfindlichkeiten, beispielsweise gegen Wasserstoff, der im Atem in Konzentrationen von
wenigen ppm vorkommt. In Kapitel 5.4 wird dieser Umstand genauer beschrieben.

Die Analyse des menschlichen Atems bietet eine fiir den Patienten besonders schonende
Methode, eine Diagnose zu stellen. Zur medizinischen Anwendung ist bislang die Beob-
achtung des Verlaufs der Neugeborenen-Gelbsucht mittels eines CO-Atemtests gelangt
[Her02].

Die Neugeborenen-Gelbsucht tritt bei der Umstellung des Stoffwechsels nach der Geburt
auf, wenn iiberméflig viel Himoglobin abgebaut und hierdurch Bilirubin produziert wird,
das die Gelbfarbung der Haut verursacht. Da mit jedem Hém-Molekiil, das abgebaut wird,
auch ein CO-Molekiil produziert wird, ist die Konzentration im Atem mit der Rate des
Abbaus korreliert.
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Faktor Einfluss auf NO Einfluss auf CO
nasal oral

Tabakkonsum — . [KhaO1] /" [Kha0l, Ryt04]
Diabetes — — /" [Par99a]
Asthma — [Alv93] | / [Alv93] —  [Zet02]

/" [Hor98a, Zay97]
Mukoviszidose N\, [Lun96a] | < [Lun96a] —  [Zet02]

/' [Par99b]
Chronische Bronchitis — /" [Alv94] /" [Hor98b]
Rhinitis /" [Lun96a] |  [Lun96a] /" [Mon99]
Atemwegsinfektionen — /" [Kha95, Alv93] | / [Bie01]

Tabelle 2.1.: Ubersicht iiber Faktoren, die die CO- und NO-Konzentrationen im Atem beein-
flussen koénnen. < bedeutet keine Anderung der Konzentration, /' bedeutet eine erhthte, \
eine gesenkte Konzentration.

Eine weitere Anwendung eines Atemtests ist die Erfolgskontrolle bei der Behandlung
von Asthma mit Kortikosteroiden. Die bei Asthma erhohte NO-Konzentration sinkt bei
erfolgreicher Behandlung. Auf diese Weise kann die Medikation an die individuellen Er-
fordernisse angepasst werden.

Neben Atemtests sind Gasanalysen auch bei der Untersuchung von Zellkulturen oder
Blutproben von grofiem Interesse. Hierbei wird die (chemisch) freigesetzte oder durch die
Zellkultur produzierte Menge NO oder CO gemessen. Die Analyse des freigesetzten Gases
kann dabei Aufschliisse iiber Produktionsraten oder biochemische Reaktionspfade geben
[Mor01]. In den Kapiteln 5.2, 6.2 und 6.3 wird die Analyse von NO und CO aus fliissigen
Proben zur Bestimmung der Carboxyhdmoglobin-Konzentration, zur Untersuchung des
Transports von NO durch die menschliche Haut und zum Vergleich der Starke verschiede-
ner korpereigener Antioxidantien angewandt.

Sowohl Atemproben als auch die Gasgemische, die aus fliissigen Proben freigesetzt wer-
den, bestehen aus verschiedenen Molekiilen. Die Herausforderung besteht darin, ein Gas
in diesem Gemisch spezifisch und quantitativ zu messen. Laserbasierte Absorptionsspek-
troskopie bietet aufgrund der charakteristischen Absorptionsstrukturen von NO und CO
im Wellenléngenbereich um 5 pm diese Moglichkeit. Dieser Spektralbereich bietet dariiber
hinaus den Vorteil, dass andere Gase wie Wasserdampf und Kohlendioxid, die in den
genannten Gasgemischen in hohen Konzentrationen vorkommen koénnen, hier nur eine

vergleichsweise geringe Absorption aufweisen.

2.1.3. Physikalische Eigenschaften von NO

Insbesondere fiir das Versténdnis der in Kapitel 4.1 vorgestellten Berechnung von FAMOS-
Signalen ist eine Betrachtung der Struktur des NO-Molekiils notwendig.
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Abbildung 2.1.: Die Grundzustandssysteme des NO-Molekiils werden durch die Ausrichtung des
Spins des ungepaarten Elektrons bestimmt. Die Projektionen des Bahndrehimpulses A und des
Spins X addieren sich zur Gesamtdrehimpulsquantenzahl . Der Gesamtdrehimpuls J setzt
sich aus dem Drehimpuls des Molekiils N, dem Bahndrehimpuls des Elektrons L und dessen
Spin S zusammen. Dieser Fall einer starken Spin-Bahn-Kopplung wird als Hund’scher Fall (a)
bezeichnet.

NO besitzt eine ungerade Anzahl von Elektronen, was zu einem ungepaarten Elektron
in der &uleren Schale fithrt, womit NO zu den Radikalen z&hlt. Da alle {ibrigen Schalen
abgeschlossen sind, bestimmt dieses Elektron den Beitrag der Elektronenhiille zum Ge-
samtdrehimpuls J! im Grundzustand des Molekiils. Im elektronischen Grundzustand ist
die Projektion des Hiillendrehimpulses A auf die Molekiilachse 1. Fiir die Projektion des
Spins des Elektrons X besteht die Moglichkeit einer parallelen oder antiparallelen Ausrich-
tung: ¥ = £1. Damit ergeben sich fiir die Projektion des Gesamtdrehimpulses 2 = A 4+ X
zwei mogliche Einstellungen, namlich 2 = 1/2 oder Q2 = 3/2. Das Grundzustandssystem
wird dem entsprechend als II; /2~ bzw. 211, s2-System bezeichnet. Das NO-Molekiil mit den
relevanten Quantenzahlen ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

Auswirkungen hat das Grundzustandssystem vor allem auf die Landé-Faktoren g;, die
die Stdrke der Aufspaltung der Niveaus im &ufleren Magnetfeld bestimmen. Wird der
Hund’sche Fall (a) einer starken Spin-Bahn-Kopplung angenommen, so ist ¢g; in erster

Néherung durch

25 +A)-Q

T+ 1) (2.1)

g5 =

gegeben. Demnach gilt im 2IT; jo-System g; ~ 0, im 2II;»-System sind sie dagegen
insbesondere fiir kleine J grof.

Die Gleichung 2.1 kann durch verschiedene Korrekturterme ergénzt werden, eine Be-
rechnung der g;, die auch in den Rechnungen in Kapitel 4.1 benutzt werden, findet sich
in [Her80].

"Vektoren werden in dieser Arbeit fett dargestellt.
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2.2. Laserquellen im 5 pm-Bereich

Neben der Wellenlénge gibt es weitere Anforderungen an einen Laser, der fiir die in dieser
Arbeit verwendeten Methoden genutzt werden kann. Sowohl fiir CALOS als auch fiir FA-
MOS ist ein kontinuierlicher (cw, continuous wave) Betrieb erforderlich. Der cw-Betrieb
ist dariiber hinaus eine Voraussetzung fiir die Schmalbandigkeit der Laserstrahlung, die
notwendig ist, um einerseits eine hinreichende Transmission durch den Resonator bei CA-
LOS und andererseits eine gute Selektivitéit zu erreichen. Fiir eine gute Einkopplung in den
CALOS-Resonator ist dariiber hinaus eine gute Strahlqualitét erforderlich. Auch sollte der
Laser iiber eine nicht zu geringe Leistung verfiigen. Wéhrend dies bei CALOS nicht der
kritischste Parameter ist — hier sind Leistungen in der Gré8enordnung von 100 pW durch-
aus ausreichend — ist das zu erwartende Signal bei FAMOS von der Laserleistung abhéngig.
Eine moglichst hohe Leistung ist also wiinschenswert, wobei auf eine gute Strahlqualitit
verzichtet werden kann.

Eines der ersten Systeme fiir diesen Spektralbereich stellt der CO-Laser dar. Hierbei
handelt es sich nicht um einen kontinuierlich durchstimmbaren Laser. Durch Mischen mit
Mikrowellenstrahlung kann jedoch durchstimmbares Laserlicht erzeugt werden.

Erst in jlingerer Zeit beginnen Quantenkaskadenlaser (QCL) eine Alternative zum CO-
Laser zu bieten.

In den folgenden Abschnitten soll auf diese Laserquellen detaillierter eingegangen wer-
den. Dem CO-Seitenband System und dem QCL wird dabei jeweils ein eigenes Kapitel
gewidmet, da dies die Systeme sind, die in dieser Arbeit Anwendung finden. Weitere
Moglichkeiten sind Bleisalzdiodenlaser und Systeme, die mittels nichtlinearer optischer
Prozesse Laserstrahlung erzeugen. Zu nennen sind hier die Differenzfrequenzerzeugung
(DFG) und ein optisch parametrischer Oszillator (OPO), deren Vor- und Nachteile im
abschlieSenden Abschnitt diskutiert werden.

2.2.1. CO-Seitenband Laser

Die Lasertitigkeit beim CO-Laser basiert auf Ubergingen zwischen verschiedenen Vi-
brations-Rotations-Ubergingen im elektronischen Grundzustand des CO-Molekiils. Die
partielle Besetzungsinversion wird dabei in erster Linie durch Stofle der CO-Molekiile
mit angeregten Stickstoffmolekiilen und anderen CO-Molekiilen erzeugt [Mue02]. Die Be-
setzungsinversion kann nur bei sehr niedrigen Temperaturen erzeugt werden. Daher ist
es notwendig, das Gasgemisch, dem auch Helium und Sauerstoff beigemischt wird, auf
moglichst niedrige Temperaturen zu kiihlen. Das Gasgemisch wird nach Durchlaufen einer
Vorkiihlung in fliissigem Stickstoff durch ein spiralférmig um das Entladungsrohr verlau-

fendes Rohr gekiihlt. Das gesamte Entladungsrohr befindet sich dabei in einem Glasdewar,
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Abbildung 2.2.: Schematischer Aufbau des CO-Seitenband-Lasers (aus [Hei07]). Der Resonator
wird durch ein Gitter in Littrow-Anordnung und einen Spiegel gebildet, der auf einem Piezo-
Tubus montiert ist, so dass die Lénge des Resonators regelbar ist. Das Laserrohr befindet
sich zur Kiithlung in fliissigem Stickstoff. Die Stabilisierung folgt einem Standard 1f-Lock-In
Verfahren.

der mit fliisssigem Stickstoff gefiillt ist. Die Konstruktion des Laserrohres ist in Abbildung
2.2 dargestellt. Das Helium dient hierbei primér als Trager der Gasentladung und sorgt
aufgrund seiner geringen Masse fiir eine gute Kiihlung des Gasgemisches. Der Sauerstoff
unterdriickt die Dissoziation des CO.

Der Laserresonator (Lédnge: 2m) wird bei diesem System durch einen Silberspiegel und
ein Gitter (320 Linien/mm, Blazewinkel: 45°) gebildet. Die Linienauswahl erfolgt dabei
durch Drehung des Gitters, das in Littrow-Anordnung angebracht ist. Dies bedeutet, dass
die -1. Beugungsordnung in den Resonator zuriickgekoppelt wird, wiahrend die 0. Beu-
gungsordnung ausgekoppelt wird.

Lasertétigkeit ist mit diesem System auf etwa 100 Linien zwischen 4,75 und 5,5 pm
moglich, wobei dieser Wellenléngenbereich durch die Wahl des Gitters gegeben ist. Ein
Emissionsspektrum des Lasers ist in Abbildung 2.3 dargestellt. Die Leistung auf den einzel-
nen Linien liegt zwischen wenigen mW auf der Fundamentalbande und mehreren hundert
mW bei den hoheren Banden.

Frequenzstabilisierung

Die Frequenzstabilisierung des Lasers erfolgt durch Modulation der Laserfrequenz (Fre-
quenz: 160 Hz, Modulationstiefe: 50 kHz) durch das Anlegen einer Wechselspannung an
den Piezotubus. Das Stabilisierungssignal wird dabei aus einem Teil der Laserstrahlung

erzeugt, der mittels eines InSh-Detektors nachgewiesen und mit einem Lock-In Verstérker
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Abbildung 2.3.: Das Emissionsspektrum des CO-Lasers (aus [Bas04]). Die Laserlinien einer Ro-
tationsbande sind farblich hervorgehoben.

(391A Lock-In Amplifier, Ithaco-Dynatrac) demoduliert wird. Das so erzeugte Signal wird
nach Durchgang durch einen Integrator auf die Wechselspannung zur Modulation des La-
sers addiert.

Auf diese Weise wird die Laserfrequenz auf das jeweilige Maximum des Verstarkungs-

profils stabilisiert.

Seitenbanderzeugung

Als Molekiilgaslaser kann dieses System zwar auf verschiedenen Linien betrieben werden,
ist aber nicht kontinuierlich durchstimmbar. Zur Erzeugung durchstimmbarer Laserstrah-
lung wird das erzeugte Licht in einem nichtlinearen Kristall (Cadmiumtellurid, CdTe),
der sich in einem Mikrowellen-Hohlleiter befindet, mit Mikrowellenstrahlung gemischt. Die
Mikrowellenstrahlung wird dabei von einem Synthesizer (SMP 02, Rhode und Schwarz)
erzeugt und von einem Mikrowellenverstéirker (Hughes TWTA-8000H) auf eine Leistung
von 20 W verstarkt [Dah02].

Kristall und Hohlleiter sind auf Mikrowellenfrequenzen zwischen 8 und 18 GHz opti-
miert, so dass ein Bereich von etwa 0,33 cm ™! kontinuierlich durchgestimmt werden kann.

Der Mikrowellensynthesizer kann iiber eine GPIB-Schnittstelle mit dem Computer ge-
steuert werden.

Der CO-Seitenband Laser ist zwar ein System, das aufgrund seiner Grofe, der Kiihlung

durch fliissigen Stickstoff und der Verwendung von hochgiftigen Gasen nicht fiir einen
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Einsatz auflerhalb des Labors geeignet ist, dennoch stellt dieser Laser eine hervorragende
Strahlquelle dar. Die herausragenden Merkmale sind die ausgezeichnete Strahlqualitét
(M? = 1) aufgrund des langen, wohldefinierten Resonators, die Frequenzstabilitit und
eine ausgezeichneten Linienbreite (< 50 kHz) sowie eine hinreichende Leistung im Bereich

mehrerer hundert pW.

2.2.2. Quanten-Kaskadenlaser

Quanten-Kaskadenlaser (QQCL) sind Laser auf Halbleiterbasis. Anders als bei herkémm-
lichen Halbleiterlasern bewegen sich die Elektronen im QCL ausschliellich im Leitungs-
band. Beim QCL werden verschieden dotierte Halbleitermaterialien wie AllnAs und
GalnAs abwechselnd in diinnen Schichten auf ein Substrat aufgebracht. Hierdurch ent-
stehen Quantentopfe verschiedener Hohe und Breite. Zwischen zwei T6pfen kénnen sich
Elektronen durch den Tunneleffekt bewegen. Eine QCL-Struktur ist in Abbildung 2.4 dar-
gestellt. Nach Durchlaufen der Injektor-Region kann das Elektron in die eigentliche La-
serstruktur tunneln. Es tunnelt dabei direkt in den angeregten Zustand (4), der aufgrund
eines geringen Uberlapps der Wellenfunktionen in den beiden Niveaus 3 und 4 langlebig
ist. Der untere Zustand wird, aufgrund eines starken Uberlapps der Wellenfunktion mit
den untersten Energieniveaus (1 und 2), schnell entleert, wodurch die Besetzungsinversion
erreicht wird.

Es ist moglich, mehrere aktive Regionen iibereinander zu erzeugen, wodurch ein einzelnes
Elektron mehrere Photonen erzeugen kann, was eine hohe Effizienz des Lasers bewirkt.

Die Wellenlénge des Lasers ist durch das Design der Quantentopfstruktur gegeben, daher
ist es moglich, mit dieser Technik ein breites Spektrum von Frequenzen bis in den THz-
Bereich abzudecken.

QCL arbeiten inzwischen im Zimmertemperaturbereich, das heifit in dem Bereich, in
dem ein Peltierkiihler fiir den Wérmetransport ausreicht (ca. -30 bis 30°C). Die Leis-
tung reicht bis zu vielen hundert mW. Im Wellenldngenbereich um 5,2 pm, der fiir das
FAMOS-System zum isotopologenselektiven Nachweis von NO notwendig ist, liegen typi-
sche Leistungen im Bereich mehrerer 10 mW.

Damit ein QCL im Single-Mode Betrieb funktioniert, wird der Brechungsindex in der
laseraktiven Region periodisch moduliert. Durch diese Modulation findet eine Modense-
lektion derjenigen Lasermode statt, die am Besten an die periodische Struktur angepasst
ist. Diese Methode wird als , distributed feed back®* (DFB) bezeichnet und wird in [Buu98|
detailliert beschrieben.

Neuere Entwicklungen sind QCL mit externen Resonatoren (EC-QCL). Ein solches Sys-

tem wurde bereits im Bereich um 5,2 pm demonstriert [Wys05a], kommerziell sind solche
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Abbildung 2.4.: Das Strukturschema eines 4-Topf-QCL (links, nach [Bec02]) und der in dieser
Arbeit genutzte QCL mit seinem Peltier-Kiihler (rechts). Das Strukturschema zeigt eine Pe-
riode der Quantentopf-Struktur eines QCL. Etwa 40 solcher Strukturen werden nacheinander
aufgebracht. Da ein Elektron in jeder aktiven Region ein Photon erzeugen kann, ist ein hochst
effizienter Betrieb des Lasers mdoglich. Die Topfstruktur gibt die Wellenldnge des Lasers vor.

Systeme inzwischen auch erhéltlich, allerdings war ein EC-QCL um 5,2 pm, wie er fiir
FAMOS benétigt wird, nicht lieferbar.

Vorteile eines EC-QCL sind eine erhohte Leistung, ein groflerer Durchstimmbereich und
ein besseres Strahlprofil aufgrund des besser definierten Resonators, allerdings sind diese

Vorteile mit erheblich hoheren Anschaffungskosten verbunden.

2.2.3. Alternativen

Alternativen zu den vorgestellten Systemen gibt es nur wenige.

Bleisalzdiodenlaser liefern nur eine geringe Leistung (100-250 pW) im Single-Mode Be-
trieb bei Wellenldngen zwischen 3 und 10pm. Sie sind iiber einen Bereich von iiber
100 cm ™! durchstimmbar, allerdings treten Modenspriinge auf, die den Nutzen dieser Laser
fiir spektroskopische Anwendungen beschrankt; dariiber hinaus miissen sie mit fliissigem
Stickstoff gekiihlt werden [Mue02].

Systeme, die auf Frequenzmischung basieren, benttigen ein nichtlineares Medium, das
fiir den Wellenlédngenbereich transparent ist. Lithiumniobat, das fiir Frequenzmischung
héufig verwendet wird, ist nur schlecht geeignet, da es nur unterhalb von 5 pm transparent
ist. Als Material kommt allerdings GaAs in Frage, das eine hohe Nichtlinearitit mit der
Moglichkeit verbindet, die Kristallstruktur periodisch zu modulieren. Mit einem solchen

Kristall wurden durch Differenzfrequenzerzeugung bereits Leistungen im Bereich weniger
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Abbildung 2.5.: Bei FAMOS wird das Licht des Lasers zunéchst polarisiert. Befindet sich NO in
der Nachweiszelle, wird die Polarisationsebene aufgrund des Faraday-Effektes gedreht. Diese
Drehung kann mittels des zweiten Polarisators in eine Intensitdtséinderung umgewandelt und
durch den Detektor nachgewiesen werden. Durch Modulation des Magnetfeldes wird auch die
Drehung moduliert und kann mittels eines Lock-In Verfahrens verstéarkt werden.

100 pW im Bereich zwischen 7,5 und 8,2 pm erreicht [Vas08].

Optisch Parametrische Oszillatoren (OPO) bieten im Frequenzbereich um 5pm mo-
mentan lediglich Laserpulse [Hai03, Vod99] eignen sich aber fiir die Cavity Ring-Down
Spektroskopie (CRDS), um Stoffe nachzuweisen, die breitbandige Absorptionsstrukturen
im mittleren Infrarot besitzen, wie z.B. verschiedene Sprengstoffe [Tod02].

Frequenzverdopplung eines COq-Lasers bei 10,6 pm in LiGaTey; (LGT) fiihrt zur erfor-
derlichen Wellenlédnge bei 5,3 pm, allerdings liegt die bislang erreichte Leistung unter ei-
nem pW [Zon07]. Ungeachtet dieser niedrigen Leistung hat das Material vielversprechen-
de Eigenschaften fiir die Frequenzkonversion. Es ist iiber einen weiten Spektralbereich
transparent (2,4-12pm) und besitzt einen verhdltnisméfig hohen nichtlinearen optischen
Koeffizienten [Zon07].

Es existieren weitere interessante Ansétze, wie DFG in einem OPO-Resonator [Che01]
allerdings ist fraglich, ob diese extrem komplexen und damit teuren Systeme gegeniiber

den vergleichsweise einfachen QCL-Systemen konkurrenzfiahig sein werden.

2.3. Faraday Modulationsspektroskopie

In diesem Kapitel werden die Grundlagen der Faraday-Modulations-Spektroskopie vorge-
stellt, die zum Verstdndnis der in Kapitel 4.1 diskutierten Simulation der zu erwartenden
Signale unverzichtbar sind.

FAMOS basiert auf der Drehung der Polarisationsebene linear polarisierten Lich-
tes in einem magnetischen Feld (Faraday-Effekt). Dieser Effekt ist bei Radikalen um
GroBenordnungen stéarker als bei Molekiilen, deren Hiille ausschliellich aus Elektronen-
paaren besteht. Aus diesem Grund kann NO sehr empfindlich und ohne Querempfindlich-
keiten zu anderen Molekiilen wie beispielsweise Wasser oder Kohlendioxid nachgewiesen
werden.

Die Drehung der Polarisationsebene kann mittels zweier gekreuzter Polarisatoren in eine
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Abbildung 2.6.: Der Zeeman-Effekt beschreibt die Aufspaltung der Energieniveaus in einem
auBleren Magnetfeld (links). Unter Beriicksichtigung der quantenmechanischen Auswahlregel
AMj; = =1 fiithrt dies zu einer Verschiebung der Resonanzfrequenzen der Ubergénge (rechts).

Intensitétsinderung der genutzten Laserstrahlung umgewandelt werden, die mit einem
empfindlichen Detektor nachweisbar ist (vgl. Abbildung 2.5). Wird dariiber hinaus das
Magnetfeld moduliert, so ist es moglich, einen Lock-in Nachweis zu nutzen.

Der Faraday-Effekt ldsst sich aus dem Zeeman-Effekt herleiten, der im folgenden Ab-

schnitt beschrieben werden soll.

2.3.1. Der Zeeman-Effekt

Der Zeeman-Effekt beschreibt die Authebung der Energieentartung eines Energieniveaus
in einem &uBeren Magnetfeld und die damit verbundene Aufspaltung der Ubergangsfre-
quenzen [Hak96]. Die Zusatzenergie aufgrund des angelegten Magnetfeldes B ist abhéngig
von der magnetischen Quantenzahl M; und dem gyromagnetischen Verhiltnis g¢;. Bei
halbzahligen J kann M alle halbzahligen Werte zwischen —J und +.J annehmen. Das
Energieniveau spaltet also in 2J + 1 Niveaus auf. Die Zusatzenergie eines Ubergangs in

einem externen Magnetfeld berechnet sich nach

E(g;,M;,B) = (M - g;)ps - B (2.2)

1p bezeichnet hierbei das Bohrsche Magneton. Der Spezialfall, dass alle g; iden-
tisch sind, wird als normaler Zeeman Effekt bezeichnet, bei NO jedoch liegt eine star-
ke Abhéngigkeit von J vor, was aus historischen Griinden als anomaler Zeeman Effekt

bezeichnet wird. Die Ubergangsenergie berechnet sich zu
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Wenn die optische Achse parallel zum Magnetfeld verlduft, kann ein Lichtfeld aufgrund
quantenmechanischer Auswahlregeln nur Uberginge anregen, fiir die sich die magneti-
schen Quantenzahlen M; um +1 oder —1 unterscheiden. Hierbei spielt die Polarisation
des Lichtes eine entscheidende Rolle: rechtszirkular polarisiertes Licht wechselwirkt aus-
schlieBlich mit Ubergingen mit AM; = M, — M;» = +1, fiir linkszirkular polarisiertes
Licht muss AM; = —1 gelten. Dies fithrt zu unterschiedlichen Ubergangsenergien und mit
Avy = AE - h zu verschobenen Resonanzfrequenzen.

Die Aufspaltung der Energienieveaus ist in Abbildung 2.6 illustriert. Die Uberginge fiir
rechtszirkular polarisiertes Licht sind in rot, fiir linkszirkular polarisiertes Licht in blau

dargestellt.

2.3.2. Der Faraday-Effekt

Die unterschiedliche Verschiebung der Ubergénge fiir links- bzw. rechtszirkular polari-
siertes Licht fithrt zu unterschiedlichen Brechungsindizes fiir die beiden Polarisationsrich-
tungen. Abbildung 2.7 illustriert diesen Umstand. Die Brechungsindizes fiir die beiden
Polarisationsrichtungen setzen sich aus allen Komponenten zusammen, fiir die AM; = +1
(rot) bzw. AM; = —1 (blau) gilt. Diese Doppelbrechung fithrt wiederum zu einem Gang-
unterschied der beiden Komponenten nach Durchgang durch das Medium. Falls linear
polarisiertes Licht in das Medium eingestrahlt wurde, fiithrt dies zu einer Drehung der
Polarisationsebene.

Die magnetisch induzierte Doppelbrechung eines Mediums und die damit verbundene
Drehung linear polarisierten Lichtes wird als Faraday-Effekt bezeichnet.

Der Drehwinkel o ergibt sich aus dem Unterschied der Brechungsindizes der beiden

zirkularen Polarisationskomponenten des Laserlichtes nach

a=An-ky-l (2.4)

Hierbei ist An die Differenz der Brechungsindizes, die in Abbildung 2.7 dargestellt ist, ko
der Wellenvektor des Laserstrahls und [ die Lédnge der Wechselwirkungsstrecke des Lichts
mit dem Gas.

Zur Analyse des Rotationswinkels wird ein Polarisationsfilter, der fast senkrecht zur ur-

spriinglichen Polarisationsrichtung des Lasers orientiert ist, eingesetzt. Die transmittierte
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Abbildung 2.7.: Der Zeeman-Effekt bewirkt eine Verschiebung der Ubergangsfrequenzen. Die
beiden zirkularen Polarisationskomponenten setzen sich aus den verschiedenen Ubergiingen
mit AM; = +1 (rot) bzw. AM; = —1 (blau) zusammen. Die Differenz An (rechts) ist
proportional zur Drehung der Polarisationsebene.

Laserleistung P(«) ergibt sich aus der eingestrahlten Leistung P, nach

P(a) = Pysin(a)? = Pya? (2.5)

Die Winkeldrehung aufgrund des Faraday-Effektes ist sehr gering (etwa 107*°), daher ist
auch die transmittierte Intensitit bei gekreuzten Polarisatoren gering. Wird der Analysa-
tor aber um einen Winkel ¢ aus der Senkrechten verkippt, ergibt sich fiir die transmittierte

Leistung

P(a) = Pysin(a + ¢)? = Py(¢* + 2¢a + o?) = Py(¢* + 2¢a) (2.6)

Durch die Drehung des Analysators wird eine Vergroflerung des Signals um mehrere
GroBenordnungen erreicht. Allerdings erhoht sich auch die Hintergrundstrahlung (Py¢?).
Das Signal-zu-Rausch Verhéltnis muss also mittels des Analysatorwinkels optimiert wer-

den.

2.3.3. Der Brechungsindex

Der Brechungsindex ergibt sich aus der Wechselwirkung des Lichtes mit den Molekiilen im
Gas. Ein einzelnes Molekiil bewirkt in der Nihe einer Ubergangsfrequenz ein Brechungs-
indexprofil [Dem00)]
vV—u
W) =1+ —5—— (2.7)
(3)"+ v —w)

7, ist dabei die volle Halbwertsbreite (engl.: FWHM), die sich aus
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Vo =7"P (%)T (2.8)

ergibt, wobei v der Druckverbreiterungskoeffizient, p der Druck, Tj die Referenztempe-
ratur (296 K), T' die Temperatur und 7, der Koeffizient fiir die Temperaturabhéingigkeit
ist.

Aufgrund der thermischen Bewegung der Molekiile verschieben sich die Resonanzfre-
quenzen der Molekiiliibergénge durch den Doppler-Effekt, so dass fiir N wechselwirkende
Molekiile die resultierende Dispersionsrelation eine Faltung aus der Gau-Funktion G’ und

dem Profil eines einzelnen Molekiils (Gleichung 2.7) ist

n(v) = (n*G)v)

/1 9 o) I 2
vRe 21/ T 5 exp _7'72 dr  (2.9)
™) ()Y +(v—7-1) ( Y )

2v/1In 2

= 1+N

Diese Faltung aus Lorentz- und Gauf3-Profil wird als Voigt-Profil bezeichnet. Hierbei ist
74 die Doppler-Linienbreite des Ubergangs, die nur von der Temperatur T, der Masse m

des Molekiils und der Ubergangsfrequenz v, abhingt:

[8kpT In 2
g = 22, B2 M2 (2.10)
& m

Fir NO im Bereich von 5,42 pm bei Zimmertemperatur (293 K) liegt die Doppler-
Linienbreite bei 152 MHz.

Ist die Linienbreite aufgrund der Druckverbreiterung deutlich grofler als die Doppler-
Linienbreite (ab etwa 100 mbar), kann die Dispersionslinie in guter Ndherung als Lorentz-
Linie betrachtet werden.

Mit Gleichung 2.9 und 2.4 sowie der Kenntnis der Ubergangs- und Besetzungswahr-
scheinlichkeit der beteiligten Zustidnde kann nun der Brechungsindex fiir jeden Mo-
lekiilitbergang und jede Frequenz berechnet werden.

Ein wichtiges Ergebnis dieser Betrachtungen ist, dass die transmittierte Leistung P
proportional zum Unterschied der Brechungsindizes An ist, der wiederum proportional

zur Anzahl der wechselwirkenden Molekiile N ist:

P xax Anox N (2.11)

Die Messung der transmittierten Leistung kann also zur Bestimmung der Konzentration

von NO-Molekiilen dienen.
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Abbildung 2.8.: Das Prinzip der Cavity Leak-Out Spektroskopie. Die wichtigsten Elemente sind
ein durchstimmbarer Laser, der mittels eines Schalters schnell abgeschaltet werden kann, ein
Resonator hoher Giite und ein Detektor.

2.4. Cavity Leak-Out Spektroskopie

2.4.1. Prinzip

Cavity Leak-Out Spektroskopie basiert auf der Absorptionsspektroskopie. Das Gesetz von
Lambert und Beer beschreibt die Abschwéchung eines Lichtstrahls beim Durchgang durch

ein absorbierendes Medium:

[ =1 e oW1 (2.12)

Hierbei ist Iy die einfallende und I die transmittierte Lichtintensitét, a(\) der Absorp-
tionskoeffizient, der von der Wellenléinge A des einfallenden Lichtes abhingig ist und [ die
Lange des Absorbers.

Gase mit Konzentrationen im Bereich von wenigen ppb bis ppt (parts per trilli-
on, 107'2) erzeugen typischerweise Absorptionskoeffizienten in der GréBenordnung von
1072 bis 1072 cm ™!, womit deutlich wird, dass die direkte Messung der Lichtabschwiichung
bei Absorptionsldngen von wenigen Metern schwer realisierbar ist.

Die Cavity Leak-Out Spektroskopie benutzt einen Resonator, um die Wechselwirkungs-
strecke eines Photons mit dem Absorber durch Vielfachreflexion zu erhéhen. Stimmt die
Frequenz des Lasers mit der Resonanzfrequenz des Resonators iiberein, wird darin ein
Lichtfeld erzeugt, das um ein Vielfaches stérker ist als der einfallende Laserstrahl. Die-
ses Lichtfeld wird anhand des durch den Resonator transmittierten Lichtes nachgewiesen.
Ubersteigt die Leistung im Resonator eine Schwelle, wird der Laser abgeschaltet und
das Abklingen des Laserlichtes beobachtet. Eine schematische Darstellung des CALOS-
Prinzips findet sich in Abbildung 2.8.

2.4.2. Berechnung des Absorptionskoeffizienten

Die Abschwichung des Laserlichtes aufgrund eines absorbierenden Gases zwischen den

Spiegeln kann mittels des Lambert-Beer’schen Gesetzes 2.12 beschrieben werden. Eine
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zusétzliche Abschwichung erfahrt der Lichtstrahl durch jede Reflexion an einem der Spie-
gel. Hat das Licht im Resonator eine Strecke z zuriickgelegt, wurde es n = z/L Mal
reflektiert. Bezeichnet R die Reflektivitéit der Spiegel, so berechnet sich die Intensitit des

Lichtes bei einer zuriickgelegten Strecke z

I(z) = Iy-e*W*.RT
— IO . e—a(k)z i e%lnR

7Z(i7R) —a(N)z

= I()'e

Hierbei wurde ausgenutzt, dass fir R~ 1InR~ —(1 — R) gilt. Mit z = ¢ -t (c ist die

Lichtgeschwindigkeit) kann der zeitliche Verlauf der Intensitéat berechnet werden:

I(t) = I - e ("W 52)et

Die Abklingzeit 7()), in der das Signal auf Iy/e abfallt

1-R
L

—_——
=:1/70

1
— —al\)-
=y a(A)-c+
kann also benutzt werden, den Absorptionskoeffizienten «(\) zu bestimmen, wenn die
Abklingzeit ohne Absorber 7y bekannt ist:

a(\) = % (ﬁ - Tlo) (2.13)

Diese Gleichung zeigt, dass der Absorptionskoeffizient absolut bestimmt werden kann -
es ist also keine Kalibrierung des Systems notwendig. Dariiber hinaus ist das Verfahren
vollkommen unempfindlich gegeniiber Intensitétsschwankungen des Lasers - wéhrend der

eigentlichen Messung ist dieser ndmlich ausgeschaltet.

2.5. Weitere Nachweismethoden

2.5.1. Elektrochemische Sensoren

Elektrochemische Sensoren bieten eine sehr kostengiinstige Moglichkeit, verschiedene Gase
bis in den niedrigen ppm-Bereich nachzuweisen. Zu den Gasen, die fiir kommerzielle Senso-
ren messbar sind, zdhlen CO, NO und Wasserstoff. Das Verfahren basiert auf einer Brenn-
stoffzelle. Das zu messende Gas wird an der katalytischen Schicht der Arbeitselektrode

oxidiert. Auf der Gegenseite wird an der Kathode Umgebungssauerstoff reduziert. Der aus
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Abbildung 2.9.: Chemilumineszenzdetektion basiert auf der Reaktion von Ozon mit NO. Ein
Teil des produzierten Nitrits befindet sich in einem angeregten Zustand. Bei der Relaxation
ausgesendetes Fluoreszenzlicht kann mittels eines Detektors nachgewiesen werden.

der chemischen Reaktion resultierende Elektronenstrom kann {iber einen Lastwiderstand
gemessen werden. Die elektrochemischen Reaktionen an den Katalysatoroberflachen sind
komplexe temperaturabhéngige chemische Prozesse, ebenso ist der durch die Zelle flies-
sende Strom temperaturabhéngig. Deshalb muss der Sensorstrom temperaturkompensiert
oder der Sensor auf einer konstanten Temperatur gehalten werden.

Trotz des Auftretens von Querempfindlichkeiten erfreuen sich elektrochemische Sensoren
aufgrund ihrer einfachen Handhabung und Kompaktheit in Kombination mit geringen

Kosten in der medizinischen Grundlagenforschung grofier Beliebtheit.

2.5.2. Chemilumineszenz

Chemilumineszenzdetektoren (CLD) gelten im NO-Nachweis als der ,,Goldstandard“. Die
Empfindlichkeit kommerziell erhéltlicher Geréte bewegt sich im niedrigen ppb-Bereich und
sogar darunter, bei einer Zeitauflosung von wenigen Sekunden. Neben diesen Leistungs-
merkmalen hat auch die einfache Bedienbarkeit und die kompakten Abmessungen zur
Etablierung der Methode in der biomedizinischen Forschung beigetragen.

Die Methode basiert auf der Reaktion des nachzuweisenden NO mit Ozon zu NO, (siehe
Abbildung 2.9). Ein geringer Teil (etwa 10 %) des erzeugten NO, befindet sich in einem
angeregten Zustand. Eine Relaxation dieses Zustands kann unter Aussendung eines Fluo-
reszenzphotons erfolgen, das nachgewiesen werden kann. Ein strahlungsloser Konkurrenz-
prozess ist die Stofirelaxation mit dem Gas in der Probe. Um diesen Prozess zu minimieren,
findet die Reaktion bei niedrigem Druck statt.

CLD koénnen nicht zwischen verschiedenen Isotopologen unterscheiden, da die Methode
auf der oben beschriebenen chemischen Reaktion basiert, was zu einer unspezifischen Ener-
gie der erzeugten Fluoreszenz-Photonen fithrt. Der Nachweis ist aufgrund unterschiedlicher
StoBquerschnitte auch vom Trigergas abhingig.

Zur Evaluation wird in Kapitel 6.1 das CALO-Spektrometer mit einem kommerziell
erhéltlichen CLD verglichen.



3. Weiterentwicklung des Cavity
Leak-Out Spektrometers

Das CALO-Spektrometer wurde im Verlauf verschiedener Arbeiten entwickelt. Moglich-
keiten einer Weiterentwicklung ergeben sich hinsichtlich einer neuen Konstruktion der
Nachweiszelle und einer Verbesserung des Stabilisierungsschemas, die in den folgenden
Kapiteln diskutiert werden. Die aktuelle Software zur Auswertung der Abklingsignale wird
schlieBlich analysiert und Anderungen diskutiert.

Den Abschluss dieses Kapitels bildet eine Aufstellung aller Ergebnisse der Optimierung
des Spektrometers und ein Vergleich mit aktuellen Ergebnissen anderer Forschungsgrup-

pen.

3.1. Versuchsaufbau

Als Laserquelle fiir das CALO-Spektrometer dient der CO-Laser, der bereits in Kapitel
2.2.1 beschrieben wurde. Von der erzeugten Strahlung werden etwa 4 % am Strahlteiler S1
(s. Abbildung 3.1) getrennt, mittels eines zweiten Strahlteilers (S2, Reflektivitat R ~ 4 %)
weiter abgeschwécht und mit dem Parabolspiegel S3 auf den Detektor D1 fokussiert. Die
auf den Detektor auftreffende Leistung liegt im Bereich weniger 100 pW. In der Abbildung
ist der Strahl, der zur Stabilisierung des Lasers dient, griin dargestellt.

Der Hauptteil des Lasers féllt zunéchst auf den Spiegel S4 (Kriimmungsradius r = 5m)
und wird von S5 auf S6 (Kriimmungsradius r = 1m) umgelenkt. Diese Kombination fo-
kussiert den Laserstrahl in den elektrooptischen Modulator (EOM), wo durch nichtlineare
Frequenzmischung des Laserstrahls mit einer Mikrowelle Seitenbénder erzeugt werden. Vor
dem Eintritt in den EOM wird das Laserlicht durch den Polarisator P1 polarisiert. Die Sei-
tenbénder werden mit zur urspriinglichen Welle senkrechter Polarisation erzeugt, so dass
sie mittels des Polarisators P2 von der Fundamentalstrahlung getrennt werden kénnen. Die
Spiegel S7 (Kriimmungsradius r = 1m) und S9 (r = 1,5m) dienen der Modenanpassung
an den Resonator (Strahltaille im Zentrum des Resonators: » = 1006 pm). Hierbei wird

auch die Linsenwirkung des Einkoppelspiegels S17 beriicksichtigt. Die Planspiegel S8, S10

20
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Abbildung 3.1.: Der optische Aufbau des optimierten CALOS-Spektrometers. rot: Strahlverlauf
des Messtrahls, griin: Stabilisierung des Lasers auf das Maximum des Verstédrkungsprofils,
blau: Moglichkeit einer Pound-Drever-Hall Stabilisierung.

L S11

Piezo S17

und S11 dienen zur Strahlfiihrung. Nach Durchgang durch den Resonator wird der Strahl
mittels eines Parabolspiegels in den Detektor D2 fokussiert.

Der Resonator wird mittels eines Piezos, auf dem der Einkoppelspiegel S17 montiert
ist, in der Lange stabilisiert. Hierzu dient eine 1f-Lock In Stabilisierung, wobei die Mikro-
wellenfrequenz zur Erzeugung des Fehlersignals moduliert wird (Frequenz 300 Hz-1,2 kHz,
Modulationstiefe 1,8 MHz). Das durch den Resonator transmittierte Signal wird mittels
eines Lock-In Verstéarkers demoduliert und auf den Piezo des Resonators zuriickgekoppelt.

Das Signal am Detektor D2 wird vorverstirkt und vom Rechner mittels einer AD-
Wandlerkarte (GageScope) aufgezeichnet. Es wird weiterhin an die Triggerlogik gegeben,
die bei Uberschreiten einer einstellbaren Schwelle einen Triggerpuls an die Mikrowelle und
den Computer sendet (s. Abbildung 3.2). Mit Eintreffen des Pulses schaltet die Mikrowelle
fiir einen Zeitraum von wenigen 10 ps ab und der Computer beginnt mit der Aufzeichnung
des Abklingsignals. Das Abklingsignal wird vom Speicher der AD-Wandlerkarte in den
Hauptspeicher des Computers transportiert. Sobald dies geschehen ist, kann die Karte
ein neues Signal aufnehmen. Gleichzeitig kann der Computer das zuvor eingelesene Signal
auswerten. Hierzu wird ein schneller Fit-Algorithmus verwendet, der auf der Methode der
sukzessiven Integration beruht [Hal04].

Mittels dieser Technik sind Signalraten von 2 kHz moglich, die im Wesentlichen durch
die Geschwindigkeit des Computers und die mit steigender Modulationsfrequenz sinkende

Resonatortransmission beschrankt sind.
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Abbildung 3.2.: Das transmittierte Signal dient neben der Messung der Absorption auch der Sta-
bilisierung des Resonators auf die Laserfrequenz, die mittels einer 1f Lock-In Technik realisiert
ist. Die notwendige Modulation der Laserfrequenz erfolgt iiber den Mikrowellensynthesizer.

3.2. Eine neue Absorptionszelle

Die urspriingliche Zelle bestand im Wesentlichen aus zwei Spiegelhaltern, die durch ein
Edelstahlrohr verbunden waren. Beide Enden wurden durch Edelstahltopfe abgeschlossen.
Die Zelle wurde mit je drei Stahlschrauben in drei Halterungen fixiert [Kay99].

Durch die Stahlkonstruktion war die Zelle anféllig gegeniiber Temperaturschwankungen,
auch Erschiitterungen konnten die Justierung der Zelle leicht so stark verschlechtern, dass
eine Neujustierung erforderlich wurde. Eine Justierung der alten Zelle war aufwéndig, da
diese geoffnet sein musste, um die Spiegel zu bewegen. Nachdem aber die Vakuumtopfe
wieder montiert waren, fithrte dies zu einer Verbiegung des Rohrs, was durch eine schlecht
berechenbare Justierung mittels der Halteschrauben korrigiert werden musste. Bereits eine
Druckwelle durch ein zu schnelles Wechseln des Gasflusses durch die Zelle konnte die
Spiegeljustierung verschlechtern.

Die Lénge der Zelle betrug 73 cm, der Spiegelabstand 51 cm, womit ein freier Spektral-
bereich von 294 MHz gegeben war.

Die verbesserte Zelle ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Sie besteht aus zwei InVar-
Platten, die mit vier InVar-Stangen verbunden sind. Diese Platten stehen auf vier
hohenverstellbaren InVar-Fiiflen. Invar (36 % Nickel, 64 % Eisen) ist eine Legierung, die bei
einer Temperatur von 20-90 °C einen besonders geringen Léangenausdehnungskoeffizienten
von 1,7 - 107¢K~! besitzt. Dieses InVar-Geriist dient als Halterung fiir Spiegelhalter und
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Abbildung 3.3.: Die Nachweiszelle besteht aus einem Invar-Geriist, das als Halterung fiir die
Spiegel und Vakuumtopfe dient. Ein Glasrohr wird zwischen den beiden Enden eingeklemmt.
Das Design verbindet eine gute Stabilitdt mit hoher Variabilitdt. Durch die motorisierten
Spiegelhalter ist eine komfortable Justierung bei evakuierter Zelle moglich.

ein Vakuumrohr aus Glas, sowie Edelstahltopfe, die die Enden abschliefen. In den Vaku-
umtopfen befinden sich Siliziumfenster, die fiir den Spektralbereich um 5pm antireflex-
beschichtet sind.

Die Spiegelhalter sind motorisiert (picomotor, Newfocus), so dass der Resonator auch
bei evakuierter Vakuumkammer mittels eines Steuerprogramms justiert werden kann. Dies
vereinfacht die Justierung drastisch — wihrend die Justierung der Edelstahlzelle mehrere
Stunden in Anspruch nahm und viel ,, Fingerspitzengefiihl“ erforderte, ist die Justierung
mit den motorisierten Spiegelhaltern im Allgemeinen in weniger als 20 min abgeschlossen,
wobei einem einfachen Algorithmus gefolgt werden kann.

Die Zelle ist so konstruiert, dass die Vakuumtopfe Platz fiir jeweils zwei Spiegelhal-
ter bieten, so dass auch eine Bow-Tie Anordnung moglich ist — diese Moglichkeit wurde
eingebaut, um zukiinftige Experimente mit QCL, die anfillig gegen Riickkopplung der
Laserstrahlung in den Laser sind, zu ermoglichen.

Durch Einsetzen verschiedener Verbindungsrohre (Durchmesser, Linge) kann dariiber
hinaus das Probenvolumen und der freie Spektralbereich variiert werden.

Zusammenfassend bringt die neue Konstruktion drei Vorteile mit sich:

1. erhohte Stabilitdt gegeniiber Temperaturschwankungen und Erschiitterungen
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2. vereinfachte Justierung bei evakuierter Zelle
3. hohe Variabilitét

Neben der Konstruktion der Zelle wurde das Gasleitungssystem optimiert. Insbeson-
dere dickere ,, Abgasschliuche” (Wellschlauch, d = 254mm) und ein neuer integrierter
Druckregler (Type 640, MKS Deutschland GmbH) sorgen fiir einen erhéhten maximalen
Gasdurchfluss von 1600 sccm bei einem Druck zwischen 10 und 100 mbar. Abbildung 3.3
zeigt die Konstruktion der Zelle mit den Gaszu- und -abfliissen. Um den Resonatorspiegel
im linken Teil der Vakuumkammer sehen zu kénnen, wurde ein Teil des Vakuumtopfes und
der Halteplatte ausgeschnitten. Zur Illustration wurde ein roter Laserstrahl eingezeichnet.

Die dielektrischen Spiegel (Substrat: Silizium, Reflektivitdt: R > 99,98 %, Kriimmungs-
radius: 7 = 6 m) sind in einem Abstand von 55 cm angebracht, was zu einem freien Spek-
tralbereich von 274 MHz fiihrt.

3.3. Ergebnisse und Diskussion

Zur Charakterisierung der Stabilitdt des Spektrometers und deren Auswirkungen auf die
Nachweisgrenze dienen Messungen der Allan-Varianz. Im Anschluss wird der Einfluss der
Laserleistung auf die Nachweisgrenze untersucht sowie die Auswirkung der Detektorband-

breite und des verwendeten Auswertealgorithmus auf die Messergebnisse diskutiert.

3.3.1. Stabilitdat und rauschaquivalente Absorption

Die Allan-Varianz diente urspriinglich zur Analyse der Stabilitdt von Uhrwerken und Os-
zillatoren [All97]. Es handelt sich hierbei um eine Zwei-Wert Varianz, die durch

o,(7) = % (WYns1 —yn)?) (3.1)

definiert ist. Die eckigen Klammern bedeuten eine Mittelwertbildung. Bei der Anwen-

dung der Allan-Varianz auf die Bestimmung der Absorption werden die Messwerte in n

Gruppen geteilt. y,, ist dann der Mittelwert iiber die Werte der n-ten Gruppe, 7 ist die
Zeit, die zur Aufnahme der Messwerte einer Gruppe benétigt wird.

Das Ergebnis einer solchen Analyse fiir den P3(13)- und Pg(9)-Lasertibergang ist in
Abbildung 3.4 dargestellt, wobei hier die Wurzel aus der Allanvarianz — die Allan-
Standardabweichung — gegen die Mittelungszeit 7 aufgetragen ist. Es zeigt sich zunéchst
ein Abfall bis zu einem Minimum, das fiir beide Linien bei 70s liegt. Die Allan-
Standardabweichung an diesem Punkt liegt bei 2,1 - 107 em™?! fiir die P3(13)- und

4,7-10"" em™! fiir den Pgy(9)-Laseriibergang.
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Abbildung 3.4.: Die Allan-Standardabweichungen (Quadratwurzel aus der Allanvarianz) wur-
den fiir die wichtigsten in dieser Arbeit behandelten Laseriibergéinge gemessen. Auf der
P3(13)-Linie ergibt sich daraus ein rauschéquivalenter Absorptionskoeffizient von o = 1,0 -
10719 ecm~'Hz /2 und auf der Py(9)-Linie von @ = 2,1-107'% em~'Hz /2. Die Minima liegen
bei beiden Linien bei etwa 70s Mittelungszeit. Bei dieser Zeit betréigt der rauschiquivalente
Absorptionskoeffizient v = 2,1 - 10" em ™! bzw. @ = 4,7- 10T em ™1

Das Auftreten dieses Minimums ist dadurch zu erkliren, dass sich die Mittelwerte
zunéchst durch ldngeres Mitteln aneinander anndhern. Erst bei langen Mittelungszeiten
wirken sich Driften im System aus, die die exaktere Bestimmung des Mittelwertes vereiteln.
Eine Ursache solcher Driften kann z.B. eine Temperaturdnderung im Labor sein.

Im Vergleich zum urspriinglichen Spektrometer hat sich die Mittelungszeit im Minimum
der Allanvarianz versechsfacht, was auf den niedrigeren Léngenausdehnungskoeffizienten
der InVar-Konstruktion zuriickgefithrt werden kann. Dies ermoglicht deutlich ldngere
Messzeiten und damit eine verbesserte Empfindlichkeit.

Auch die hohere mechanische Stabilitét wirkt sich in einer niedrigeren rauschéiquivalen-
ten Absorption auf der Pg(9)-Linie von o = 2,1 - 107 cm™!/Hz'/2, was zu einer Emp-
findlichkeit fiir NO von 23 ppt/Hz'/? fiihrt (vergleiche Kapitel 3.3.3). Im Vergleich zum
Vorgingermodell mit o = 3,0-107'° cm ™' /Hz'/? bedeutet dies eine Verbesserung um einen
Faktor 1,5 [Hal05].

Die Messung auf dem P3(13)-Laseriibergang zeigt noch erheblich bessere Werte von o =
4,7-107" em™! /Hz'/2, was auf die mit der hoheren Spiegelreflektivitéit zuriickzufiihrende
groflere Abklingzeit (7o = 23 1s) zuriickzufiihren ist.

Aus der rauschéquivalenten Absorption folgen die Nachweisgrenzen fiir CO und NO,

deren Nachweis im Folgenden diskutiert wird.
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3.3.2. CO-Nachweis: Empfindlichkeit und Querempfindlichkeit

Zur Analyse von 3CO wird das Spektrometer auf dem Pj(13)-Laseriibergang betrie-
ben. Die wesentlichen Parameter der Messung sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst. Der
zugéngliche Frequenzbereich, der in Abbildung 3.5 dargestellt ist, hat einige Vorteile fiir
die Spektroskopie von CO im Atem.

Die P(21)-Linie des '3CO bietet eine passende Absorption bei den zu erwartenden Kon-
zentrationen. Die untere Nachweisgrenze ergibt sich aus der rauschédquivalenten Absorpti-
on und der Absorption von 1ppb ¥CO (2,976 - 10~ cm™!). Die obere Nachweisgrenze ist
durch die Detektorbandbreite gegeben, die fiir kleine Abklingzeiten die Signale verfilscht.
Dies wird im spéteren Verlauf dieses Kapitels ausfiihrlicher diskutiert.

13CO Konzentrationen zwischen 0,34 ppb und 300 ppb (entspricht 30 ppb bis 30 ppm CO
im natiirlichen Isotopenverhéltnis) konnen in diesem Frequenzfenster gemessen werden.

Ein Faktor, der speziell bei Atemgasmessungen beriicksichtigt werden muss, ist die Quer-
empfindlichkeit zu Wasser oder Kohlendioxid, da beide Gase in verhéltnisméfiig hohen
Konzentrationen im Atem vorhanden sind. Querempfindlichkeiten werden durch einen
Uberlapp zwischen der interessierenden CO-Absorptionslinie und benachbarten HyO- bzw.
COs-Linien hervorgerufen.

Fiir normale Atemgaskonzentrationen (}3CO: 25 ppb, CO,: 4 %) liegt die Erhéhung der
CO-Konzentration aufgrund des Uberlapps mit einer benachbarten CO,-Linie bei 1,6 %.
Dieser Fehler kann durch eine gleichzeitige Messung der COs-Konzentration mittels des
Spirometers nachtriglich korrigiert werden.

Die niichstgelegene Wasserabsorptionslinie (2012,154cm™!) kann bei Verwendung eines
Nafion-Schlauches, der die Konzentration des Wassers im Atem auf etwa 0,1 % senkt, ver-
nachlissigt werden, da der Uberlapp mit CO sehr gering ist (< 0,1 %) und dariiber hinaus
die Wasserkonzentration im Gas, das das Spektrometer erreicht, wéihrend der Atmung kon-
stant bleibt. Die Ursache hierfiir ist die Kondensation von Wasser im Schlauchsystem vor
dem NAFION-Schlauch wihrend der Exspirationsphasen. Umgebungsluft, die beim Einat-
men in das Spektrometer stromt, nimmt dieses Kondensat auf, so dass nach Durchlaufen
des NAFION-Schlauches die Konzentration konstant ist. In der Praxis zeigt sich, dass

‘ Parameter ‘ Wert ‘ Parameter ‘ Wert ‘
Laserlinie P5(13) Laserleistung 300 mW
Laserfrequenz 2012,734cm™! | Ubergangsfrequenz 2012,209 cm ™1
Mikrowellenfrequenz 15736,4 MHz | Absorption (1 ppb) 2,976 - 107 % cm ™!
To 23 ps Druck 40 mbar
untere Nachweisgrenze 0,34 ppb obere Nachweisgrenze 300 ppb

Tabelle 3.1.: Parameter zur Online-Analyse von 3CO
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Abbildung 3.5.: Oben: Ein komplettes Rotations-Vibrationsspektrum des '*CO Molekiils (rot).
Zusétzlich sind die Wasser- und Kohlendioxid-Absorptionslinien dargestellt, die die CO-Linien
teilweise {iberlagern. Unten: Die Uberlagerung der P(21) Linie des "*CO-Molekiils durch Was-
ser kann vernachléssigt werden, wenn ein Nafion-Schlauch benutzt wird. Es gibt einen schwa-
chen Uberlapp mit der CO»-Linie. Die Konzentration des Wassers betrigt hier 0,1 % und des
CO3 4%. Den Graphen liegt die HITRAN-Datenbank zugrunde [Rot05].

Konzentrationsunterschiede im Bereich der 3-fachen Nachweisgrenze, also etwa 1ppb gut

nachgewiesen werden koénnen.

3.3.3. NO-Nachweis: Empfindlichkeit und Querempfindlichkeiten

Der CO-Laser bietet auf dem Pg(9) Ubergang einen guten Uberlapp des oberen Seiten-
bandes des Lasers mit der R(6,5) Absorptionslinie bei 1900,52 cm ™! des Hauptisotopologs.
Bei einer Konzentration von 1ppb NO und einem Druck von 40 mbar liegt das Maximum
der Absorption bei 6,43 -107% cm™!. Die rauschiquivalente Absorption liegt in diesem Be-
reich bei 1,86 - 1079 cm~'-Hz~'/2, woraus sich eine rauschiquivalente Konzentration von
29 ppt-Hz~ /2 ergibt. Auch im Fall des NO gilt, dass die in der Praxis minimal nachweisba-
re Menge NO etwa der 3-fachen rauschéquivalenten Absorption, in diesem Fall also 0,1 ppb
entspricht.

Abbildung 3.6 zeigt das komplette Spektrum (oben) sowie die Linien zum **NO- (rechts)
und zum »NO-Nachweis (links). Im kompletten Spektrum sind beide Isotopologe in glei-
cher Konzentration dargestellt, da im natiirlichen Isotopenverhiltnis das ®NO nicht zu
erkennen wére. In dieser Arbeit wird die Freisetzung von NO aus Fliissigkeiten beschrieben,
was dazu fiihrt, dass das Gasgemisch, in dem NO nachgewiesen wird, grofle Wasserkon-

zentrationen aufweist. Nach der Trocknung des Gases in einem Nafion-Schlauch verbleiben
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Abbildung 3.6.: Das obere Spektrum zeigt das komplette Fundamentalband von "*NO und '*NO
bei identischen Gasmengen. Links unten ist das Spektrum im Bereich des Pg(9) Laseriibergangs
dargestellt. Im natiirlichen Isotopenverhiltnis gibt es einen deutlichen Uberlapp der beiden
Spezies. Soll nur NO gemessen werden, bietet sich die unten rechts dargestellte Absorpti-
onslinie an, die keinen Uberlapp zu Wasser zeigt. Druck: 50 mbar, NO-Konzentration: 10 ppb,
HyO-Konzentration: 0,1 %. Alle Spektren wurden mit dem Programm Spectmaster berechnet
und basieren auf Daten aus der HITRAN-Datenbank.

die Wasserlinien, die in den unteren Graphen in blau eingezeichnet sind.

Zum Nachweis von ®NO wird der Laser auf dem Pg(9)-Ubergang des Lasers betrie-
ben. In diesem Spektralbereich findet sich die starke R(9,5) »NO-Doppellinie, die al-
lerdings durch die (im natiirlichen Isotopenverhiltnis) deutlich schwiichere Flanke der
Q(6,5)-Linie des NO zum Teil {iberlagert wird. Die rauschiiquivalente Absorption ist
in diesem Spektralbereich 2,1 - 10~%cm~"-Hz~'/2, dies resultiert in einer Sensitivitéit von
23 ppt-Hz /2. Die Absorption durch 1ppb NO betriigt bei den Zentralfrequenzen des
NO-Ubergangs 4 - 102 cm™!, aufgrund der groferen rauschiquivalenten Absorption ist
eine *NO-Konzentration unter 30 ppb also nicht messbar.

1 ppb ’NO erzeugt bei 1874,95 cm ™! eine Absorption von 7,97-107% cm™!. Wird die Ab-
sorption des *NO nicht beriicksichtigt, wird durch die Absorptionsmessung das *NO also
um 5-10~* ppb(**NO) /ppb(**NO) zu hoch eingeschétzt. Im natiirlichen Isotopenverhéltnis
bedeutet dies eine Fehleinschéitzung um 14 %.

Bei Messungen, bei denen »NO bei gleichzeitigem Vorhandensein von groen Mengen
NO gemessen werden muss, also beispielsweise nahe dem natiirlichen Isotopenverhiiltnis,
ist es unbedingt erforderlich, auch die *NO-Konzentration zu bestimmen. Ein Verfahren
hierzu wurde in [Hal05] ausfiihrlich dargestellt und soll im folgenden Abschnitt kurz be-

schrieben werden, da es fiir die Messungen in Kapitel 6.2 benotigt wird.
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| 5N O-Nachweis |
Parameter Wert Parameter Wert
Laserlinie Py (9) Laserleistung 350 mW
Laserfrequenz 1874,452 cm ™! | Ubergangsfrequenz 1874,951 cm ™t
Mikrowellenfrequenz 14973,0 MHz | Absorption (1 ppb) 797410 % cm ™!
To 11,9 ps Druck 40 mbar
untere Nachweisgrenze 0,023 ppb obere Nachweisgrenze 0,1 ppm

| NO-Nachweis |
Parameter Wert Parameter Wert
Laserlinie Ps(9) Laserleistung 350 mW
Laserfrequenz 1900,043 cm ™! | Ubergangsfrequenz 1900,517 cm ™!
Mikrowellenfrequenz 14236,0 MHz | Absorption (1ppb) 6,430 - 107 cm ™!
To 14,7 ps Druck 40 mbar
untere Nachweisgrenze 0,029 ppb obere Nachweisgrenze 0,1 ppm

Tabelle 3.2.: Parameter zur Online-Analyse von '“NO und *NO

Gleichzeitiger Nachweis

Genauer ausgedriickt ist der gleichzeitige Nachweis der beiden Isotopologe ein abwech-
selnder Nachweis auf verschiedenen Frequenzen. Durch ein schnelles Wechseln kénnen mit
dem Spektrometer mehrere charakteristische Punkte des Spektrums in weniger als einer
Sekunde gemessen werden. Allerdings wird hierdurch die Empfindlichkeit des Spektro-
meters aufgrund der kiirzeren Messzeit pro Frequenz und der Totzeit wéhrend des Fre-
quenzwechsels reduziert. Abbildung 3.7 zeigt den Frequenzbereich der Messung, wobei die
Frequenzen, auf denen gemessen wird, markiert sind.

Aus den Absorptionsmessungen wird fiir eine diskrete Menge von Zeitpunkten jeweils
ein Spektrum erzeugt. Hierzu wird die Absorption fiir jeden Zeitpunkt aus den Messungen
linear interpoliert (vgl. Abb. 3.7, links). An die so erzeugten Spektren wird mittels der
Methode der kleinsten Fehlerquadrate jeweils ein Absorptionsspektrum mit unabhéngigen
Konzentrationen des YNO, '®NO und eines konstanten Untergrunds angepasst (Abb. 3.7,
rechts). Diese Prozedur wird durch ein Mathematica-Programm (s. Anhang B.2) fiir alle
Zeitpunkte durchgefiihrt. Das Ergebnis wird in einer ASCII-Datei gespeichert und kann
mittels der Datenanalysesoftware Origin weiterverarbeitet werden.

Durch das Messen auf verschiedenen Frequenzen ist die Messzeit pro Frequenz deut-
lich reduziert: Innerhalb einer Sekunde kann auf allen Frequenzen gemessen werden, al-
lerdings bendtigt der Mikrowellensynthesizer zum Umschalten zwischen zwei Frequenzen
etwa 100 ms, was zu einer effektiven Messzeit von 500 ms fiihrt, die auf fiinf Frequenzen

aufgeteilt ist, es ergibt sich also eine Messzeit pro Frequenz von lediglich 100 ms.
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Abbildung 3.7.: Aus den Absorptionsmessungen wird die Absorption zu einem bestimmten Zeit-
punkt ¢; durch lineare Interpolation bestimmt (links). Zu diesen Absorptionswerten werden
die zugehorigen NO-Konzentrationen mittels der Methode der kleinsten Fehlerquadrate er-
mittelt (rechts). Dargestellt sind die Messpunkte sowie die !¥NO-Konzentration (schwarz), die
15NO-Konzentration (rot) und die Summe (blau).

Aufgrund der geringeren Messzeit liegt die rauschiquivalente Konzentration mit diesem
Verfahren bei 1,7ppb/HzY? “NO und bei 0,9 ppb/Hz!/? NO. In der Praxis sind wie-
derum Konzentrationen unterscheidbar, die dem 3-fachen dieser Werte entsprechen. Eine

Anwendung dieser Technik wird in Kapitel 6.2 diskutiert.

3.3.4. Laserleistung und Transmission

Der Vergleich der Allan-Varianzen bei unterschiedlichen Abklingzeiten im vorangegange-
nen Abschnitt zeigt, dass eine hohere Abklingzeit zu einer niedrigeren Nachweisgrenze
fithrt, und das trotz einer geringeren transmittierten Leistung. Auf dem P3(13)-Ubergang
betrigt die Signalamplitude auf dem Detektor 100mV, auf dem Py(9)-Ubergang hingegen
1V.

Es stellt sich die Frage, ob eine Erhohung der Laserleistung, die mit dem Einbau eines
neuen Lasersystems verbunden wére, eine signifikante Verbesserung der Nachweisempfind-
lichkeit bewirken wiirde.

Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurde der Standardfehler in Abhéngigkeit von
der Signalhthe gemessen. Der Standardfehler ist definiert als der Quotient aus der Stan-
dardabweichung und der Wurzel aus der Anzahl der Einzelmessungen. Bei der Messzeit
von 100s und der Datenrate von 1,3kHz wurde folglich iiber 1,3 - 10° Messwerte gemit-
telt. Der Laser wurde auf dem Pjo(8)-Ubergang betrieben, da hier neben einer hohen
Laserleistung eine hohe Resonatortransmission vorhanden ist, die auf die niedrigere Re-
flektivitat der Spiegel zuriickzufiihren ist. Durch die Kombination aus hoher Transmission

und Leistung ist ein Detektorsignal von bis zu 5V erreichbar. Durch eine Verdnderung



AN
2 []
Trace Gas
MAnalysis?
e

3.3. Ergebnisse und Diskussion 31

Laserlinie: 10P8, oben, Abklingzeit: 7,2 us

— . . — — . .
- ® |aserleistung: 210mW, GageScope: 5V max

g ° O Laserleistung: 210mW, GageScope: 500mV max
~ o O Laserleistung: 60mW, GageScope: 500mV max

S 1E-94 —_
- 1 ° 1
o O

(%]

<

@

% ®

S 1E-10 7 [ J -
& ] * ]
©

§ ¢ ® o
n — . . ——y .

0,1 1
Signalstarke / V

Abbildung 3.8.: Bei kleinerer Signalamplitude wéchst der Standardfehler an, allerdings hat der
Digitalisierungsbereich des AD-Wandlers keinen messbaren Effekt auf den Standardfehler.
Gemessen wurde auf dem Pio(8)-Ubergang des CO-Lasers bei 210mW (schwarze und rote
Kreise) bzw. 60 mW (blaue Kreise), jeweils fiir 100s. Die Abklingzeit betrégt auf dieser Linie
7,2 ps.

der Schwellspannung, bei der der Laser abgeschaltet wurde, konnte die Signalhthe ein-
gestellt werden. Abbildung 3.8 zeigt das Ergebnis dieser Messung. Bei Signalstidrken von
iiber 2V zeigt die Kurve einen flachen Verlauf und liegt bei (4+1)-107" cm™!. Unterhalb
von 2V steigt der Standardfehler stark an und erreicht bei einer Signalstédrke von 50 mV
einen Wert von 1,8 - 107? cm™!, also das mehr als das zwanzigfache des Fehlers bei hohen
Signalstérken.

Der hohere Standardfehler bei niedrigen Signalamplituden wird durch das Detektorrau-
schen verursacht, dessen Bedeutung mit zunehmender Signalstirke abnimmt. Das Digi-
talisierungsrauschen der Analog-Digital-Wandlerkarte ist unbedeutend, was ein Vergleich
von zwei unterschiedlichen Messbereichen zeigt. In Abbildung 3.8 sind zwei Messbereiche
dargestellt: Rote Kreise stehen fiir einen Messbereich von 500 mV, schwarze Punkte fiir
5V.

Fiir Messungen von NO, die auf der Pg(9)-Linie durchgefithrt werden, wird also eine
Steigerung der Laserleistung zu einer Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit von etwa
einem Faktor 2 fiihren, da hier leicht Signalhchen von 1V erreicht werden.

Fiir die Bestimmung von CO auf der P3(13)-Linie liegt die Signalhthe aufgrund der
hoheren Spiegelreflektivitdat allerdings bei etwa 100mV. Die Auswirkungen einer Stei-

gerung der Laserleistung auf das Signalrauschen wéren drastisch: Bei gleichen Strahlei-
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Abbildung 3.9.: Die endliche Bandbreite des Detektors fithrt zu einer Vergroflerung der gemes-
senen Abklingzeit bei hohen Priifgaskonzentrationen, also kleinen Abklingzeiten. Links: CO
auf der P4(11)-Linie. Es wurde eine geringe Konzentration (1 ppm, rote Kreise) und eine ho-
he Konzentration (16 ppm, schwarze Kreise) benutzt, um sicherzustellen, dass der beobachtete
Effekt nicht auf Fehler im Mischsystem zuriickzufiihren ist. Die blauen Linien zeigen die erwar-
tete Konzentration aufgrund der HITRAN-Daten, die roten Linien sind lineare Regressionen
an die Messwerte bei kleinen Priifgaskonzentrationen.

genschaften wie beim CO-Laser wiirde eine Steigerung der Laserleistung auf 6 mW eine
Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit von mehr als einer Gréflenordnung bewirken.

Wird die rauschédquivalente Absorption bei einer Abklingzeit von 23 ps als Basis fiir
eine Extrapolation der Nachweisgrenze fiir NO genommen (4,7 - 107 cm ™! /Hz!/2), und
die durch eine Erhohung der Laserleistung zu erwartende Verbesserung der Nachweisgren-
ze beriicksichtigt (1/15), so liegt die erreichbare Nachweisgrenze bei 0,4 ppt NO (beide
Isotopologe) und 23 ppt CO.

Diese Verbesserung betrifft die untere Nachweisgrenze und wiirde die obere Nachweis-
grenze nicht beeinflussen, sie wiirde also den Dynamikbereich des Spektrometers erweitern.
Liegt das Interesse aussschlieflich bei moglichst niedrigen Nachweisgrenzen, so lédsst sich
die Nachweisgrenze fiir CO noch dadurch verbessern, dass eine stérkere Absorptionslinie
gewahlt wird. Die stirkste CO-Absorptionslinie R(7) ist 15 mal stérker als die hier ge-
nutzte P(21)-Linie. Auf dieser Linie wiirde also eine Nachweisgrenze von 1,5 ppt moglich
sein. Durch die Einschréankung im Dynamikbereich ist auf einer solchen Linie allerdings
kein Nachweis von CO im menschlichen Atem moglich.

Fiir NO besteht diese Moglichkeit nicht, da der Nachweis bereits auf den stérksten

Absorptionslinien erfolgt.
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3.3.5. Bandbreiteneffekte

Typische Abklingzeiten bei dem hier vorgestellten Spektrometer liegen im Bereich zwi-
schen 3 und 25ps. Die Bandbreite der Kombination aus InSb-Detektor und Verstarker
liegt bei diesem Aufbau bei 1 MHz. Dies wirft die Frage auf, inwiefern die Bandbreite der
Detektor-Verstarker-Kombination das Abklingsignal beeinflusst.

Um dies zu untersuchen, wurden auf relevanten Absorptionslinien von CO und NO
Messungen durchgefiihrt, bei denen Priifgase in verschiedenen Verdiinnungsstufen analy-
siert wurden. Bei diesen Messungen zeigte sich, dass das Spektrometer im Bereich nied-
riger Konzentrationen und somit hoher Abklingzeiten eine lineare Abhéngigkeit zwischen
Priifgaskonzentration und gemessener Absorption aufweist.

Bei hohen Priifgaskonzentrationen zeigt sich allerdings ein Abknicken vom linearen Ver-
lauf (s. Abbildung 3.9). Dieses Abknicken ist auf die Detektorbandbreite zuriickzufiithren
— bei weiter abfallender Abklingzeit ist zu erwarten, dass die Kurve gegen die Abklingzeit
der Detektor-Verstiarker-Kombination konvergiert.

Als Konsequenz ist festzuhalten, dass das Spektrometer nur im linearen Bereich der
dargestellten Kurven betrieben werden kann, also bis 2 ppm *CO auf der P4(11)-Linie,
bis 300 ppb 2CO auf der P3(3)-Linie, und jeweils bis zu 100 ppb *NO und ®NO auf der
Ps(9) bzw. Pg(9)-Linie. Auf der Pg(9)-Linie kann dariiber hinaus auch bis zu 30 ppm *NO

gleichzeitig mit ’NO gemessen werden.

3.3.6. Optimaler Fit-Bereich

Sobald die transmittierte Laserleistung eine Schwelle iiberschreitet, wird ein Triggerpuls
ausgelost und die AD-Wandlerkarte nimmt n = 1024 Punkte mit einer Sample-Rate von
f = 10 MHz auf. Gleichzeitig wird die Mikrowelle und damit das Seitenband ausgeschal-
tet. Das Detektorsignal steigt unmittelbar nach dem Abschalten fiir wenige ps weiter an
(s. Abbildung 3.10), so dass fiir die Auswertung des exponentiellen Abfalls der korrekte
Startzeitpunkt gefunden werden muss.

Eine einfache Moglichkeit ist, einen festen Teil des Anfangs des Signals abzuschneiden
und den verbleibenden exponentiellen Abfall an die Fit-Routine zu iibergeben (,,vertikales
Schneiden®). Der Teil des Signals, der nicht beriicksichtigt wird, wird dabei der Abklingzeit
der leeren Zelle angepasst und betrégt bei einer Abklingzeit von 11 ps 30 Punkte und bei
25 s 70 Punkte.

Diese Methode fiihrt allerdings dazu, dass bei grofien Absorptionen ein grofler Teil des
Abklingsignals abgeschnitten wird und das Signal, aus dem die Abklingzeit bestimmt wird,
nahe bei 0 liegt, was zu einem Uberschiitzen der Abklingzeit fiihrt und somit zu einem

Unterschétzen der Absorption.



34 3. Weiterentwicklung des Cavity Leak-Out Spektrometers .ﬂmm

]
Trace Gas
A v

N—

“vertikales Schneiden” “horizontales Schneiden”

Schwelle

A?}

Detektor-Signal

10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
Zeit / us

Abbildung 3.10.: Zwei Moglichkeiten der Auswertung von Abklingsignalen. Beim , vertikalen
Schneiden* wird ein fester Zeitpunkt zum Abschneiden des Beginns der Abklingsignale
gewdhlt. Beim , horizontalen Schneiden* wird das Signal beim Unterschreiten der Schwelle
abgeschnitten. Hierduch werden Signale mit unterschiedlichen Abklingzeiten bei verschiede-
nen Zeitpunkten abgeschnitten.

Eine zweite Moglichkeit besteht darin, das Signal ab dem Zeitpunkt auszuwerten, ab
dem das Signal nach dem Uberschreiten der Schwelle wieder unter die Schwelle abfillt
(,,horizontales Schneiden®). Vorteile bringt diese Methode aber erst bei Messungen aufer-
halb des linearen Bereichs (Vgl. Abb. 3.11).

Bei Messungen im unteren Empfindlichkeitsbereich zeigt sich, dass die Standardabwei-
chung beim Mitteln iiber viele Abklingzeiten bei dieser Technik grofer ist, als beim vertika-
len Schnitt. Dariiber hinaus ist der Zeitaufwand gréfler, da der Schnittpunkt erst bestimmt
werden muss, bevor die Fit-Routine starten kann, was zu einer geringeren Datenrate und
damit zu einer geringeren Prézision fiihrt.

Da in dieser Arbeit im Wesentlichen im linearen Bereich gearbeitet wurde, wurde der
Schnitt zu einem festen Zeitpunkt (30 Datenpunkte bzw. 3ps fiir NO, 70 Datenpunkte

bzw. 7us fiir CO) fiir die hier aufgefithrten Messungen verwendet.

3.3.7. Weitere Fehlerquellen

Neben den bisher diskutierten Fehlerquellen gibt es eine Reihe weiterer Faktoren, die fiir
Unsicherheiten in der Bestimmung der Konzentration einer Gasprobe sorgen.

Zur Bestimmung der Gaskonzentration aus den Absorptionskoeffizienten kann einerseits
die HITRAN-Datenbank genutzt werden, andererseits kann auch ein zertifiziertes Priifgas

genutzt werden, um das Spektrometer zu kalibrieren. In beiden Féllen liegt die Unsicher-
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Abbildung 3.11.: Zum Vergleich von horizontalem (schwarz) mit vertikalem (rot) Schneiden wur-
de die Absorption in Abh#ngigkeit von der Konzentration gemessen. Es zeigt sich, dass die
Standardabweichnung beim vertikalen Schneiden im linearen Bereich der Kurve kleiner ist
als beim horizontalen Schneiden. Das horizontale Schneiden ergibt erst bei Konzentrationen
auBerhalb des linearen Bereichs bessere Werte.

heit der Bestimmung der Konzentration bei 5 %.

Sollen Stoffmengen bestimmt werden, wird der Gasfluss der untersuchten Proben wich-
tig. Die Bestimmung des Gasflusses ist mit den verwendeten Massenflussreglern mit einer
Unsicherheit von 2% des maximalen Gasflusses moglich. Wird nicht mit dem maximalen

Fluss gearbeitet, so erhoht sich die relative Messunsicherheit.

3.3.8. Vergleich mit anderen laserspektroskopischen Methoden

Neben CALOS gibt es eine Reihe anderer Ansétze der Laserspektroskopie zum Nachweis
von NO. Tabelle 3.3 gibt einen Uberblick iiber die Nachweisgrenzen und Zeitauflésungen
der Methoden. Die einfachste Methode ist der einfache Durchgang durch eine Absorptions-
zelle, wodurch bereits eine Nachweisgrenze von 100 ppb erreicht werden kann [Wys05b].
Durch eine Verldangerung des Strahlweges durch die Probe und durch die Verwendung von
Mehrfachreflexionszellen oder Resonatoren werden um Groflenordnungen bessere Ergeb-
nisse im sub-ppb Bereich erzielt [Nel02, McC07, McMO6].

Fiir den Nachweis von CO finden sich in der Literatur Veroffentlichungen iiber das
Hauptisotopolog, das aus dem menschlichen Atem nachgewiesen wurde. Hierbei wur-
den sowohl Probenbeutel genutzt [Lee94|, als auch Echtzeit-Atemmessungen durchgefiihrt
[Moe06]. Die Nachweisempfindlichkeit lag bei beiden Veroffentlichungen im ppb-Bereich.
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Laser Methode Molekiil Nachweisgrenze Integr. Zeit Referenz
ppb S

pulsed-QCL  LAS single-pass HNO 100 1 [Wys05b]
pulsed-QCL  LAS multi-pass H“NO 0,12 1 [Nel02]
cw-QCL off-axis ICOS HNO 0,4 1 [McCO07]
ew-QCL LAS N0, NO nicht spezifiziert [Yi06]
cw-QCL LAS multi-pass HNO 0,03 30 [McMO6)
CO-Laser PAS 14NO 1 1. spez. [Mur05]
Farbstoff REMPI UNTO 13 1. spez. [Goe90]
pulsed-QCL  LAS single-pass 2¢O 175 0,2 [Moe06]
Diodenlaser LAS double-pass 120 < 1000 n. spez. Lee94]
CO-Seitenb. CALOS “NO 0,029 1 —
CO-Seitenb. CALOS BNO 0,023 1 —
CO-Seitenb. CALOS 13CO 0,34 1 —

Tabelle 3.3.: Vergleich verschiedener Laser-basierter Methoden zum NO-Nachweis. LAS: Laser
Absorption Spektroscopy, ICOS: Integrated Cavity-Output Spectroscopy, PAS: Photoacustic
Spektroscopy, REMPI: Resonance-enhanced multiphoton ionization

Die Cavity Leak-Out Spektroskopie erfordert zwar ein hohes Mafl an technischem Auf-
wand, stellt aber die empfindlichste laserspektroskopische Methode zum Nachweis von NO
und CO dar.

3.4. Zusammenfassung

Das weiterentwickelte CALO-Spektrometer ist aufgrund des InVar-Geriists deutlich sta-
biler als das Vorgédngermodell, wodurch léngere Messzeiten moglich werden, und zeigt
dariiber hinaus eine um einen Faktor 2 verbesserte rauschidquivalente Absorption, was
sich direkt auf die Nachweisgrenze iibertragt.

Die Nachweisgrenzen (rauschéiquivalente Konzentrationen) fiir '’NO, *NO und *CO
liegen bei 29 ppt, 23 ppt bz. 340 ppt. In der Literatur findet sich zum aktuellen Zeitpunkt
kein Laserspektrometer, das diese herausragende Empfindlichkeit erreicht. In der Praxis
sind Konzentrationen unterscheidbar, die etwa der dreifachen rauschiaquivalenten Konzen-
tration entsprechen.

Der Vergleich der rauschéiquivalenten Absorption bei unterschiedlichen Spiegelreflek-
tivitdten zeigt, dass eine hohere Reflektivitit, die eine hohere Abklingzeit bewirkt, zu
besseren Ergebnissen fiihrt. Trotz einer um einen Faktor 10 geringeren Signalstérke beim
CO-Nachweis im Vergleich zum NO-Nachweis, ist die rauschéiquivalente Absorption beim
CO um einen Faktor 3 geringer.

Eine hohere Signalstédrke wirkt sich positiv auf die Nachweisgrenze aus, da das Detek-

torrauschen so geringeren Einfluss auf die Berechnung der Abklingzeit hat.
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Durch eine Erhohung der Laserleistung in Kombination mit besseren Spiegeln kann eine
Empfindlichkeit fiir den NO-Nachweis erreicht werden, die um zwei Gréflenordnungen iiber
der in dieser Arbeit gezeigten liegt. Fiir CO muss hierzu allerdings ein anderer Spektralbe-
reich gewéhlt werden. Die Spiegelreflektivitiat (R = 99,988 %) und Laserleistung (6 mW),
die dieser Extrapolation zugrunde liegt, wird in kommerziell erhéltlichen Systemen zum

heutigen Zeitpunkt erreicht.



4. Optimierung des

Faraday-Modulations-Spektrometers

Die weitreichendste Verinderung urspriinglichen Systems besteht im Austausch des Laser-
systems. Der aktuelle Laser, ein Zimmertemperatur QCL, erméglicht es, die beiden Isoto-
pologe *NO und »NO nachzuweisen. Hiermit wird auch ein quasi-gleichzeitiger Nachweis
dieser Molekiile moglich. Weitere Optimierungen beziehen sich auf die Parameter Druck
und Magnefeld in der Nachweiszelle sowie die Kompaktheit und Benutzerfreundlichkeit
des Systems.

Im Vorfeld dieser Verbesserungen wurden FAMOS-Signale berechnet. Neben der Be-
stimmung optimaler Parameter fiir die Spektroskopie kann diese Simulation auch an-
gewandt werden, um aus gemessenen Signalen auf die Konzentration in der Gasprobe
zuriickzuschliefen.

Diese Simulation wird zunéchst beschrieben und mit experimentellen Ergebnissen vergli-
chen. Im Anschluss daran wird das optimierte System charakterisiert und die wichtigsten
Ergebnisse des Kapitels in einem Fazit zusammengefasst.

Die Simulation von FAMOS-Signalen und der Vergleich mit experimentellen Daten wur-
de in Applied Physics B: Lasers and Optics verdffentlicht [FriO8b].

4.1. Simulation von FAMOS-Signalen

Das Programm zur Berechnung der FAMOS-Signale wurde in der Mathematik-Software
Mathematica 5.0 entwickelt und basiert auf fritheren Arbeiten, die am Institut fiir Laserme-
dizin durchgefiihrt wurden [Hor05, Gan03]. Im Unterschied zu diesen Arbeiten wurde die
Absorption der Laserstrahlung im Priifgas sowie die realistischere Voigt-Linienform (Glei-
chung 2.9) implementiert. Mit Hilfe dieser Simulation kann die zu erwartende Signalstérke
und die Linienform in Abhéngigkeit verschiedener Parameter wie der Konzentration, des
Drucks und der Magnetfeldstéirke fiir alle Linien, die in der HITRAN-Datenbank auf-
gefiihrt sind, berechnet werden, wodurch eine Vorhersage der optimalen Parameter moglich

ist.

38
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4.1.1. Programmablauf

Das Programm berechnet in einem Frequenzintervall vy + Av, das vom Anwender vorgege-
ben wird, n dquidistante Punkte. Das Signal an jedem Punkt setzt sich aus den Beitragen
aller Linien mit Resonanzfrequenzen v; im betrachteten Intervall zusammen, wobei jede
Linie aufgrund des Zeeman-Effektes aufspaltet. Der Index ¢ laufe hier iiber alle betrachte-
ten Linien. Einfach gestrichene Groflen sind dabei dem oberen Niveau, doppelt gestrichene

dem unteren Niveau zugeordnet.

D(v,B,p,T)=Y_> > AM;-Di(v,B,p,T, gy gy My, M) (4.1)
i M AM,

Die moglichen Uberginge ergeben sich aus den Rotationsquantenzahlen, wobei fiir deren
Differenz AJ = J'—J” =0, £ 1 gilt, da nur die Fundamentalbande simuliert werden soll.
P-Zweig (J'=J"—1) AM;=1: Mp=-)J"—-J" +1bisMu=7J"-2—-7J"-1

AM;=—-1: Mu=-J"+2—-J"+1bis Mj=1J" —J" -1
insgesamt (4 - J” — 2) Ubergénge

Q—Zweig (J/ = J”) AMJ =1: MJ//: e + 1 bis MJ//: J7-1-=7J
AM;=—1: Mpu=-J"+1—-J"bis Mju=J" —J" -1
insgesamt (4 - J”) Uberginge

R-Zweig (J'=J"+1) AM;=1: My=-J"—-J" +1bis Mpy=J" —J" +1
AM; = —1: M= -J" — -J7 - 1bis Myu=J" — J7 -1
insgesamt (4 - J” 4 2) Ubergiinge

Die Stérke jeder einzelnen Dispersionslinie D; berechnet sich aus der Intensitéit S,, des
entarteten Ubergangs und der Verteilung der Gesamtintensitit auf die aufgespaltenen
Niveaus. Diese Verteilung ist dabei durch das 3J-Symbol gegeben.

Dariiber hinaus ist fiir die Signalstérke die thermische Besetzung des unteren Energieni-
veaus relevant. Die Intensitat S, ist in der HITRAN-Datenbank fiir die Temperatur 296 K
tabelliert. Zur Anpassung an die tatséchliche Temperatur dient der letzte Faktor der fol-
genden Gleichung. Das obere Niveau kann bei Zimmertemperatur aufgrund der grofien

Energieliicke als nicht besetzt angenommen werden.
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Abbildung 4.1.: Die Simulation eines kompletten FAMOS-Spektrums zeigt, dass eine maximale
Signalstirke im Q-Zweig des Spektrums auftritt. Die Linien des %Il /2-Zustands sind negativ,
die Linien des 2H1/2—Zustands positiv. Das Spektrum wurde mit 7' = 350 K, p = 75 mbar und
B = 15mT berechnet.

Di(V7Bap7 Ta gJ’agJ”aMJ”a MJ/) = D:(Va AI/Z'(B79J’79J"7 MJ/7MJ//)7p7 T) (42)

2
! 1 1 L.E”(T—T )
S, (Tp) - J J e ’
—Mjy AM; M

N J/

3J—Symbol

In dieser Gleichung beschreibt die erste Zeile die Linienform, die zweite Zeile die Li-
nienstdrke. In D findet die Absorption A; Beriicksichtigung. Die Abhéngigkeit der Ver-
schiebung der Resonanzfrequenzen Ay; (vgl. Gleichung 2.3) von Magnetfeld, magnetischen

Quantenzahlen und Landé-Faktoren wird im Folgenden nicht explizit notiert.

D;(Va Ayiapv T) = ni(ya Ayiapv T) ’ (]' - Ai(yv Ayiapv T)) (43)

Die Absorption A;(v, Av;, p,T) wird hier als Voigt-Profil angenommen

[In2 [ -
Ai(v, Avy,p, T) = n_3 . / o/ Va 5 S -e nddr (4.4)
™ —00 (I/—(VZ'—FAVi)—T) —F(A{?p)

Hierbei ist v, und ~4 die Druck- bzw. Doppler-Linienbreite, und v; die Zentralfrequenz

des betrachteten Ubergangs. In dieser Gleichung ist ~p vom Druck p, 74 von der Temperatur
abhéngig (Gleichungen 2.8 und 2.10).
Das Brechungsindexprofil n;(r) wird nach Gleichung 2.9 berechnet. Die numerische Fal-



/ ) 4.1. Simulation von FAMOS-Signalen 41

YraceGas
MAnalysis?
S~—

1,0 4 -
£
i 0,5 4
x
b=
= oo
5
® ’1,, P(9.,5) 0.031
8 -0,5 0,02
14
S NO 0,011
< 0,00
L
-1,0 1 -0,014
1842,75 1842,80
T T T T T T T T T T T
1842,0 1842,5 1843,0

-1
Wellenzahlen / cm

Abbildung 4.2.: Simulation des Q-Zweigs von "’NO und der benachbarten '“NO Linien im
natiirlichen Isotopenverhéltnis. Druck: 60 mbar, Magnetfeld: 15mT. Bei diesen Parametern
ist die '*“NO-Linie um einen Faktor 30 stiirker als die ">’NO-Linie.

tung, die sowohl in der Absorptionslinie als auch in der Dispersionslinie durchgefiihrt
werden muss, ist eine rechenaufwéndige Operation. Die Verschiebung der Resonanzfre-
quenzen wird nach der Faltung durchgefiihrt, so dass die Faltung nur einmal fiir jedes i
berechnet werden muss.

Fiir die Simulation sind verschiedene Gréflen notwendig. Der Druckverbreiterungskoef-
fizient v, die Resonanzfrequenz v; und die Linienstérke [,, sind der HITRAN-Datenbank

[Rot05] entnommen, die Landé-Faktoren g; stammen aus [Her80].

4.1.2. Simulationsergebnisse

Einen Uberblick iiber das so berechnete FAMOS-NO-Spektrum bietet Abbildung 4.1. Hier
fallt auf, dass das absolute Maximum im Q-Zweig des Spektrums auftritt, der den opti-
malen Bereich fiir die Spektroskopie darstellt. Fiir einen isotopologenselektiven Nachweis
ist der Q(1,5) Ubergang des selteneren Isotopologs zu wihlen. Dieser liegt bei 1842,7 Wel-
lenzahlen. Abbildung 4.2 zeigt die Linien in der niheren Umgebung dieses Ubergangs. Bei
einem Magnetfeld von 15 mT, einem Druck von 75 mbar und einer Temperatur von 350 K
ist die *NO-Linie im natiirlichen Isotopenverhiltnis um einen Faktor 30 stirker als die
1NO-Linie.

Neben der optimalen Frequenz fiir den Spurengasnachweis lassen sich mittels der Simu-
lation auch die optimalen Einstellungen fiir Druck und Magnetfeldamplitude ermitteln,

um ein grofitmogliches Signal zu erhalten. Hierzu werden fiir die drei stédrksten Linien des
Q-Zweiges von NO und fiir die benachbarte 'NO-Linie (P(9,5)) in der Simulation Druck
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Abbildung 4.3.: Simulation der Signalstirken von *NO (gelb) und *NO (rot). Fiir die *NO-
Linie liegt das Maximum bei 80 mbar und 15 mT. Der optimale Druck bei der *NO-Linie liegt

im simulierten Magnetfeldbereich bei 60 mbar, das optimale Magnetfeld liegt aulerhalb des
simulierten Bereichs.

und Magnetfeld im Bereich zwischen 10 und 150 mbar bzw. zwischen 1 und 101 mT (**NO:
202 mT) variiert. Die Schrittweite betrigt 10 mbar bzw. 2mT (*NO: 4mT). Abbildung
4.3 zeigt die Ergebnisse. Bei den "NO-Linien (blau-rot) fillt auf, dass die Signalstéirken
einen ausgeprigten , Bergriicken® zeigen, auf dem die optimalen Arbeitspunkte liegen.
Mit steigendem J verschieben sich die Arbeitspunkte zu hoheren Magnetfeldstérken und
Driicken. Der Grund hierfiir liegt in den niedrigeren g-Faktoren fiir hohere J. Dies spiegelt
sich auch in der *NO-Linie wider (blau-gelb), bei der der Bergriicken — trotz des gréfieren
Simulationsbereichs — allerdings noch nicht voll ausgepragt ist.

Aufgrund der stiirkeren *NO-Linie ist es fiir den isotopologenselektiven Nachweis sinn-
voll, die Parameter fiir den schwicheren ""NO-Ubergang zu optimieren.

Hierzu wurde das maximale FAMOS-Signal in Abhéngigkeit von Druck und Magnetfeld
bestimmt, indem bei einem festen Magnetfeld das maximale Signal und der zugehorige
Druck bestimmt wurde. Abbildung 4.4 zeigt das Ergebnis dieser Optimierung fiir die drei

stiarksten Linien des Q-Zweigs. Fiir ein optimales Signal (linker Graph) ist es demnach
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Abbildung 4.4.: Bestimmung der optimalen Parameter fiir die Bestimmung von »NO. Das linke
Bild zeigt die maximale Signalstirke in Abhéngigkeit von der magnetischen Flussdichte bei
jeweils optimalem Druck. Die Abh#ngigkeit des optimalen Drucks vom Magnetfeld ist im
rechten Bild dargestellt. Die Graphen wurden aus simulierten Spektren erstellt, die in Schritten
von 10 mbar und 2mT berechnet wurden, was die Stufen im rechten Bild erklért.

sinnvoll, die Q(1,5)-Linie zu nutzen. Die Abbildung zeigt, dass es im Bereich bis 25 mT
kein Maximum gibt, allerdings flacht die Kurve fiir groffe Magnetfelder immer stérker ab.
Fiir eine hochstempfindliche Messung ist also das maximal mégliche Magnetfeld von 15 mT
zu wihlen. Fiir eine weitere Erhohung des Magnetfeldes ist erheblicher experimenteller
Aufwand notwendig, der durch die geringe zu erwartende Steigerung im Signal (ca. 5 %)
nicht zu rechtfertigen ist. Dariiber hinaus verbreitern sich die Signale durch hohen Druck
und hohe Magnetfelder und werden schlieflich iiberlappen, was zu Querempfindlichkeiten
zwischen “NO und NO fiihren wiirde.

Der rechte Graph in Abbildung 4.4 zeigt, dass der optimale Druck bei 80 mbar liegt. Die
Punkte im Graphen représentieren die simulierten Ergebnisse. Da der Druck in Schritten
von 10 mbar variiert wurde, zeigt sich eine ausgeprégte Stufenstruktur. Die durchgezogenen
Linien sind an diese Punkte angepasste Parabeléste.

Eine Variation der in Gleichung 4.3 beriicksichtigten Absorption ergab, dass diese im
Konzentrationsbereich bis 100 ppm das Signal lediglich im Promille-Bereich beeinflusst.
Um Rechenzeit zu sparen, wurden die hier vorgestellten Simulationsergebnisse unter Ver-

nachléassigung der Absorption berechnet.
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4.2. Versuchsaufbau

Der verbesserte Aufbau des FAMO-Spektrometers unterscheidet sich vom urspriinglichen
im Wesentlichen in der Laserquelle, der im spéteren Verlauf des Kapitels ein eigener Ab-
schnitt gewidmet ist. Der Aufbau ist in Abbildung 4.5 schematisch dargestellt.

Das stark divergente Licht des QCL (Divergenzwinkel 60 ° vertikal, 20 ° horizontal) wird
zunédchst durch eine f/1-Linse (Brennweite = Durchmesser = 254 mm) kollimiert. Ein
ZnSe-Strahlteiler lenkt etwa 4 % des Lichtes in den Stabilisierungszweig, der Rest steht
zum Nachweis des NO zur Verfiigung. Zunéchst wird das Licht in einem Rochon-Prisma
linear polarisiert. Nach Durchgang durch die Nachweiszelle wird die Drehung der Pola-
risationsebene mit dem zweiten Polarisator und einem InSb-Detektor mit eingebautem
Vorverstiirker (Verstirkung 105 V/A, Fa. Polytec) nachgewiesen.

Die Nachweiszelle wurde unverdndert aus dem urspriinglichen Experiment iibernommen.
Das magnetische Wechselfeld wird durch die um die Nachweiszelle gewickelte Kupferspule
erzeugt. Die Wechselspannung wird mittels eines Lock-In Verstarkers erzeugt und mit
einem HiFi-Verstiarker verstarkt. Die Spannung kann bis zu 130 Vs bei 6 kHz betragen,

wodurch ein Magnetfed von bis zu 15 mT erzeugt werden kann. Héhere Spannungen (bzw.

A
HiFi-
Verstarker
Gaseinlass zur Pumpe
{} I {} Detektor 1
L ST I
__; QCL - RO—
. ; TP
Polarisator Nachweiszelle Analysator
_P2
S” T Stabilisierungszelle | [
| Detektor 2
Frequenzgenerator |<€
¢ GPIB-
Bus
L Stromquelle <> vV __ = \ A =
Lock-in Verstarker Lock-in Verstarker
fAﬁ Stabilisierung Signal
Personal <
—»| Temperaturregelung |« > Computer < |

Abbildung 4.5.: Im optimierten FAMOS-Aufbau wird der Laserstrahl weiterhin mittels eines
ZnSe-Strahlteilers (ST) in einen Stabilisierungsstrahl und einen Messstrahl geteilt. Die Linse
L kollimiert den Strahl. Die Stabilisierungszelle ist mit einem Gemisch aus je 50 % *NO und
I5NO gefiillt. Das Fehlersignal wird mittels einer 1f-Lock-In Technik erzeugt. Alle Signale
werden vom Computer ausgewertet, der auch den Frequenzgenerator, die Stromquelle und die
Temperaturregelung steuert.
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Strome) fithren zu einer Uberhitzung der Spule.

Die Stabilisierung des Lasers wurde neu aufgebaut. Die Stromquelle (LDX 3232, ILX
Lightwave) wird mittels eines Frequenzgenerators (Agilent 33220A) mit einer Frequenz von
10 kHz moduliert. Die Stabilisierung des Lasers folgt einem Standard 1f-Lock-In Schema,
wobei ein Gemisch von jeweils 50 % “NO und *NO in einer Absorptionszelle als Referenz
dient.

Das gesamte Spektrometer wird durch ein LabView-Programm gesteuert. Dieses Pro-
gramm protokolliert sowohl die FAMOS-Signale als auch das Signal des Stabilisierungs-
Lock-In Verstarkers, das genutzt wird, um die Frequenz des Lasers auf die NO-

Absorptionslinien zu stabilisieren.

4.2.1. Charakterisierung des Quantenkaskadenlasers

Der Laser wurde von der Firma Alpes Lasers in der Schweiz entwickelt und kann in einem
Temperaturbereich von -30 bis +20 °C betrieben werden. Mittels Peltierelementen in einem
wassergekiihlten Geh&duse kann die Lasertemperatur auf jeden Wert in diesem Bereich
stabilisiert werden. Der Laser deckt Frequenzen von 1838,5 bis 1848,6 cm~! ab. Um die fiir
den »NO- bzw. NO-Nachweis notwendige Wellenlingen um 1842,7cm™! zu erzeugen,
wird der Laser bei 5 °C betrieben.

Zur Charakterisierung der Durchstimmbarkeit {iber eine Temperatur- und Strom-
dnderung wurde die Frequenzédnderung mittels eines Germanium-Etalons (FSR: 480 MHz)
in eine Amplitudenmodulation umgewandelt. Bei Verdnderung des Laserstroms betrigt
die Anderung der Laserfrequenz 0,0297 4 0,001 cm~'/mA, bei Anderung der Temperatur
0,176 £ 0,002 cm™! /K.

Zur Charakterisierung des Lasers wurde die Strom-Spannungs- und die Strom-
Leistungskennlinie aufgenommen. In der Strom-Leistungskennlinie finden sich Wasser-
Absorptionsstrukturen, durch die die Laserfrequenz bestimmt werden kann. Dariiber hin-
aus hat der Hersteller ein Datenblatt erstellt, das die Laserfrequenz in Abhéngigkeit von
Strom und Temperatur angibt, so dass die Frequenz grob (+0,5cm™!) eingestellt werden
kann. Die Laserschwelle wird vom Hersteller bei -30 °C mit 220mA und 8,7V angegeben.
Bei den fiir die Spektroskopie von ?NO interessierenden Frequenzen muss der Laser bei
5°C betrieben werden. Der Laser entwickelte iiber einen Zeitraum von 2 Jahren deutliche
Alterungserscheinungen, die sich in einer zu hoheren Stromstérken verschobenen Laser-
schwelle und einer geringeren optischen Leisung bemerkbar machen (vgl. Abbildung 4.6).
Insbesondere die geringere Leistung mindert die Nachweisempfindlichkeit des Systems.

Neben der Leistung ist die Strahlqualitéit ein wesentlicher Parameter des Lasers. Zwar
sind die Anforderungen bei der FAMO-Spektroskopie nicht besonders hoch. Dennoch
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Abbildung 4.6.: Die Kennlinien wurden im Abstand von etwa 16 Monaten aufgenommen. Die
Einbriiche sind auf Absorptionslinien von Wasser in der Umgebungsluft zuriickzufiithren. Neben
der Leistungsabnahme von 33 % fillt bei der spiteren Messung auf, dass die Kennlinie deutlich
zu hoheren Stromstérken verschoben ist.

darf der Laser iiber eine Strecke von etwa 50cm einen Strahlradius von 3mm nicht
iiberschreiten, damit er durch die Nachweiszelle und die iibrigen optischen Elemente nicht
abgeschattet wird.

Abbildung 4.7 zeigt eine Messung des vertikalen (links) und longitudinalen Strahlprofils
(rechts). Zur Vermessung des Strahls wurde die Rasierklingenmethode benutzt. Das lon-
gitudinale Strahlprofil ergibt sich aus Messungen des vertikalen Profils an verschiedenen
Stellen des Strahls, wobei als Ursprung das Austrittsfenster des Gehduses angenommen
wurde. Die starke Abweichung vom Gauf-Profil in transversaler Richtung lasst auf eine
niedrige Strahlqualitédt schlieBen. Wird ein Gaufistrahl an das longitudinale Profil ange-
passt, so ergibt sich ein Qualititsfaktor M? = 6,9.

Die Messung zeigt allerdings auch, dass der Strahl problemlos iiber eine Strecke von etwa
1m bei einem Strahlradius von unter 3mm gehalten werden kann, was fiir die FAMOS-

Spektroskopie ausreicht.



AN

= i 4.3. Vergleich der Simulation mit Messungen 47
Uiansir
el
U B | T T T T T 35 T T T T
_ 1,04 -
@®©
c 3,0 4 -
2
$ 0,84 =
S
< € 2,54 ]
) £
o 0,6+ 4 -
o S 20- .
o) O
T 044 4 8
® ® 151 T
o 1/e" 1,0 -
° \\M
OO—WJ/
. 0,5 +————————————————7—
4 3 2 1 0 1 2 3 4 200 400 600 800 1000
Abstand zur Strahlachse (vertikal) / mm Abstand / mm

Abbildung 4.7.: Das normalisierte Strahlprofil des QCL (links) wurde mittels der Rasierklingen-
methode aufgenommen. Starke Abweichungen vom Gauf3-Profil sind offensichtlich. Als Strahl-
radius wird der halbe Abstand der beiden Punkte bei 1/e? bezeichnet. Das Profil wurde im
Abstand von 450 mm vom Austrittsfenster des Lasers aufgenommen. Der Strahlradius wur-
de an verschiedenen Stellen entlang der Strahlachse gemessen (rechts). Der Ursprung der
Strahlachse liegt auf dem Austrittsfenster des Lasers. Auch im Strahlverlauf zeigt sich eine
starke Abweichung vom GauB-Strahl (Qualititsfaktor M? = 6,9, Position der Strahltaille:
zo = 867 mm, Taillenradius: wy = 0,89 mm). Die Werte wurden nach Fokussierung mittels
einer 1f-Linse aufgenommen.

4.3. Vergleich der Simulation mit Messungen

4.3.1. Vergleich mit fritheren Simulationen

Die experimentellen Daten, die zum Vergleich mit den Ergebnissen der Simulation heran-
gezogen werden, wurden wihrend der Promotion von M. Horstjann [Hor05] aufgenommen.
Als Laserquelle diente hierzu der bereits in Kapitel 2.2.1 beschriebene CO-Laser. Auch hier
sollen diese Daten zum Vergleich mit der Simulation benutzt werden, da die Nutzung des
CO-Lasers mit groffen Vorteilen verbunden ist. Er deckt einen groflen Frequenzbereich ab,
wobei die Frequenz des Laserlichtes stets sehr genau bekannt ist. Dariiber hinaus besitzt
der CO-Laser ein hervorragendes Strahlprofil und eine Linienbreite von einigen kHz, die
in der Simulation vernachléssigt werden kann. Die verwendeten Parameter sind in Tabelle
4.1 aufgefiihrt.

Die verbesserte FAMOS-Simulation zeigt insbesondere in den Flanken der Linien bes-
sere Ergebnisse. Bei den Linien im P- und R-Zweig liegen die Abweichungen bei 8 % fiir

die Voigt-Form und bei maximal 15% beim Lorentz-Profil. Am stéirksten wirkt sich die
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| Parameter | Symbol |  Einheit | P(3,5) | P95) | Q1,5 | R(6,5) |
Ubergangsfrequenz 1) cm ! 1864,23 | 1864,24 | 1841,78 | 1875,81 | 1900,52
Subsystem Q — 1/2 1/2 3/2 3/2 3/2
Int. Linienstérke pogrgr | 10720 S0 | 3,64 3,64 5,35 3,16 6,60
g-Faktor, o. Niveau J — 0,026 0,026 0,0096 0,78 0,019
g-Faktor, u. Niveau g’ — 0,027 0,027 0,0026 0,78 0,034
Dopp. Linienbr. Vd 103 em™! 4,55 4,55 4,50 4,58 4,64
Hom. Linienbr. Yp 103 em™! 4,80 4,80 4,54 4,74 4,66
Temperatur T K 350
Druck P mbar 40
Magnetfeld B mT (RMS) 7,5

Tabelle 4.1.: Die Parameter, die der Simulation und den Messungen zu Grunde liegen.

geénderte Linienform bei der Q(1,5)-Linie aus. Hier liegt die maximale Abweichung fiir
die Voigt-Linie ebenfalls bei 8 % und fiir die Lorentz-Linie bei 20 %.

Auch die Ubereinstimmung der theoretischen Signalhdhe mit der gemessenen ist verbes-
sert, was allerdings aufgrund der Normierung nicht aus der Abbildung zu entnehmen ist.
Wihrend mittels der Lorentz-Linienform Abweichungen von bis zu 60 % vorkamen, ist die
maximale Abweichung mit Voigt-Linienform 29 %.

Ursachen fiir die verbleibende Abweichung konnen in der Unsicherheit der genutzten
Parameter Druck, Temperatur und vor allem Magnetfeld liegen, da diese zur Anpassung
der Simulation an das Experiment nicht variiert wurden. Auch kénnen die verwendeten g-
Faktoren Fehler aufweisen, die allerdings in der verwendeten Publikation nicht spezifiziert
sind [Her80].

Eine weitere mogliche Fehlerquelle ist die Leistungsmessung der CO-Laserstrahlung,
mit der die Signale normiert wurden. Die Laserleistung variiert zwischen den Messungen
stark, da fiir die unterschiedlichen Frequenzen unterschiedliche Laseriibergéinge genutzt
werden miissen. Dariiber hinaus ist die Sensitivitédt des InSh-Detektors in dem betrachteten
Frequenzbereich stark von der Frequenz abhéngig.

Temperaturunterschiede zwischen zwei Messungen kénnen ebenso das Ergebnis der Mes-
sung beeinflussen, da eine veréinderte Temperatur im Gas bei gleichem Druck die Teilchen-
zahl und damit die Signalstirke beeinflusst.

Neben den in Abbildung 4.8 dargestellten Linien wurden weitere Linien aus beiden
Grundzustandssystemen und allen Zweigen der Fundamentalbande verglichen, was zu

dhnlichen Ergebnissen fiihrte.
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Abbildung 4.8.: Vergleich der Simulation (rot) mit dem Experiment (schwarz) und der Simulati-
on mit einem Lorentz-Profil (griin) anhand von Daten, die mittels des CO-Lasers aufgenommen
wurden. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Daten normiert. Im Druckbereich zwischen
10 und 100 mbar ist die Beschreibung der Linienform durch ein Voigtprofil notwendig, was
die bessere Ubereinstimmung der neuen Simulation erkléirt. Die Abweichungen in den Flanken
liegen beim Voigt-Profil bei unter 8 %, beim Lorentz-Profil bei maximal 20 %.

4.3.2. Vergleich mit neuen Daten

Mit dem QCL-FAMOS-Aufbau wurden Spektren der 3 stiirksten NO-Linien des Q-
Zweiges sowie in weiteren Messungen der benachbarten “NO P(9,5)-Linie gemessen. Die
Temperatur wurde dabei im Verlauf einer Stunde von 5,5 °C auf 7,5 °C geéindert, wodurch
die Wellenzahl von 1842,51 cm™! bis 1842,81 cm~! durchgestimmt wurde. Der Laserstrom
betrug 390 mA, die Integrationszeit des Lock-In Verstérkers 30 s und die Sensitivitéat 50 pV.

Ein auf diese Weise bei einem Druck von 60 mbar und einer Magnetfeldamplitude von
13mT gemessenes Spektrum zeigt Abbildung 4.9 (schwarze Linie). Die Lasertemperatur
wurde anhand der Zentralfrequenzen in Wellenzahlen umgerechnet. Zur Korrektur des
Signal-Offsets, der durch Einstrahlung des magnetischen Wechselfeldes in die Lock-In-
Elektronik verursacht wird, wurden alle gemessenen Spektren vertikal verschoben.

In derselben Abbildung ist ein berechnetes Spektrum fiir die beschriebenen Parameter

dargestellt (rote Linie). Zur Anpassung an die experimentellen Werte wurde lediglich die
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Abbildung 4.9.: Vergleich eines gemessenen Spektrums mit der Simulation. Die Frequenzénder-
ung wurde durch eine Temperaturvariation von 2K in einem Zeitraum von 1 Stunde erreicht.
Die Lock-In Zeitkonstante betrug 30s, die Sensitivitit 50 uV. Das gemessene Spektrum wurde
zur Korrektur des Untergrunds vertikal verschoben. Im Spektrum ist eine Abweichung der
gemessenen Linienbreiten von der Simulation zu erkennen. Dies ist wahrscheinlich auf die
Linienbreite des Lasers zuriickzufiihren, die in der Simulation nicht berticksichtigt wurde.

Signalstérke skaliert.

Eine Abweichung in der Linienbreite wurde im vorangegangenen Abschnitt bereits fest-
gestellt. Im Falle des CO-Lasers kann die Laserlinienbreite von unter einem MHz ver-
nachléssigt werden, die Linienbreite des QCL liegt nach Herstellerangaben bei 20 MHz,
was zu einer stérkeren Verbreiterung der gemessenen Linien fiihrt.

Einen Vergleich der Signalamplituden, die als die Signalhthe iiber der Nulllinie ange-
nommen werden, zeigt Abbildung 4.10. Hier sind die Signalhohen der gemessenen Spektren
(Punkte) und der berechneten (Linien) gegen die Magnetfeldamplitude (A) und den Druck
(B) aufgetragen. Bei der Variation der Magnetfeldamplitude wurde der Druck konstant
gehalten (60 mbar) und bei der Variation des Drucks die Magnetfeldamplitude (14 mT).
Eine Anderung der Magnetfeldamplitude zeigt eine gute Ubereinstimmung der Signalam-
plituden in Experiment und Theorie. Bei der Variation des Drucks fallen hingegen Ab-
weichungen bei niedrigen Driicken vor allem bei der Q(2,5)-Linie auf. Mogliche Ursachen
hierfiir wurden bereits diskutiert.

Insgesamt bestétigen die experimentellen Daten die Simulation hinsichtlich der Berech-
nung der optimalen Parameter.

Im folgenden Abschnitt werden die Nachweisgrenzen bei optimalen Parametern fiir beide

Isotopologe getrennt wie auch quasi-simultan untersucht.
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Abbildung 4.10.: Vergleich der Simulation mit dem Experiment am Q(1,5)- (schwarz), Q(2,5)-
(rot) und Q(3,5)-Ubergang (blau) des NO-Molekiils. Die Fehlerbalken symbolisieren das
Rauschen des Signals abseits der Resonanzen. Die Frequenzéinderung wurde durch eine Tem-
peraturvariation von 2 K in einem Zeitraum von 1 Stunde erreicht. Die Lock-In Zeitkonstante
betrug 30s, die Sensitivitat 50 pV.

4.4. Nachweisgrenzen

Interessiert bei einer Messung lediglich eines der beiden NO-Isotopologe, so kann der Laser
auf einer NO-Linie stabilisiert und das maximale Signal zur Messung der Konzentration
genutzt werden. Die Zeitauflosung des Systems ist in diesem Fall durch die Integrationszeit
des Lock-In Verstirkers und der Gasaustauschzeit der Zelle bestimmt.

Fiir diesen Fall wurden zur Bestimmung der Nachweisgrenzen von NO und *NO
Priifgasgemische mittels zweier Massenflussregler (MKS Typ 1479A, 1000 sccm, MKS In-
struments Deutschland GmbH) hergestellt und vermessen. Der Lock-In Verstérker wurde
hierbei auf eine Empfindlichkeit von 50 pV und eine Integrationszeit von 10s eingestellt.
Die Signalstérke wurde in Abbildung 4.11 gegen die analysierte Priifgaskonzentration auf-
getragen. Die Nachweisgrenze kann aus dem Signal-zu-Rausch Verhéltnis der niedrigsten
Konzentrationsstufe bestimmt werden, indem die Differenz des Signals bei niedriger Kon-
zentration zum Signal bei reinem Stickstoff durch die Standardabweichung dividiert wird.

Dieses Verhiiltnis betrigt bei den hier beschriebenen Parametern fiir NO 2 ppb und
fir “Y“NO 20 ppb. Zur Bestimmung dieser Werte wurden Priifgasmischungen verwendet,
die jeweils 1ppm »NO bzw. “NO enthielten. Das Signal bei der Analyse von reinem
Stickstoff weicht deutlich von 0 ab. Diese Abweichung ldsst sich durch elektromagnetische
Einstrahlung des Wechselfeldes an der Spule in die Verstéarker-Elektronik erkléren.
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Abbildung 4.11.: Kalibrationsgeraden fiir 1*NO (links) und 'NO (rechts). Die linearen Re-
gressionen ergeben einen deutlichen Offset, was auf Einstrahlungen des Magnetfeldes in die
Nachweis-Elektronik zuriickzufiihren ist. Aus dem Rauschen der Messungen ergibt sich ei-
ne Nachweisgrenze von 20 ppb fiir *NO und 2ppb fiir >NO. Fiir diese Messungen wurden
Priifgasmischungen verwendet, die jeweils 1 ppm “NO bzw. '>NO enthielten.

Wird eine biologische Probe untersucht, kann es sinnvoll sein, die NO-Konzentrationen
beider Isotopologe zeitaufgelost zu verfolgen. Neben der Verwendung von zwei Spektro-
metern besteht eine Moglichkeit des Nachweises darin, analog zu Kapitel 3.3.3 schnell zwi-
schen zwei verschiedenen Frequenzen zu wechseln. Der Frequenzsprung kann hierbei durch
eine Anderung des Stromes erreicht werden. Diese Technik des alternierenden Nachweises
stellt hohe Anforderungen an die Stabilisierung, da diese den Laser abwechselnd auf zwei
Frequenzen halten muss.

Das LabVIEW-Steuerprogramm kann hierbei den Sprung iibernehmen, indem es zwi-
schen zwei Sdtzen von Stabilisierungsparametern (Stromoffset, Stabilisierungspunkt, Sta-
bilisierungsfenster, Gain) hin- und herschaltet. Nach einem solchen Sprung benétigen die
Lock-In Verstérker fiir Stabilisierung und Nachweis jedoch einen Zeitraum t, um die Detek-
tionsphase anzupassen. Dieser Zeitraum ist abhéngig von der Zeitkonstanten und liegt bei
einer Zeitkonstanten von 100 ps bei etwa 2 Sekunden. Die niedrige Zeitkonstante in Kombi-
nation mit der verhéltnisméfig langen Zeit, die zum Auffinden des Stabilisierungspunktes
benotigt wird, verschlechtert die Nachweisgrenze dramatisch. Wird nur alle 5 Sekunden
zwischen den beiden Frequenzen gewechselt, liegt die Nachweisgrenze fiir YNO bei 1 ppm,
fiir 1’NO bei 100 ppb. Die Zeitauflssung ist zur Untersuchung biologischer Proben nur bei

langsam ablaufenden Prozessen geeignet.
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4.5. Fazit

Im diesem Kapitel wurde erstmals ein peltier-gekiihlter Quantenkaskadenlaser in Verbin-
dung mit der Faraday-Modulationsspektroskopie genutzt. Im Verlauf der Experimente
degradierte der Laser allméhlich. Wahrend anfangs noch etwa 5 mW Ausgangsleistung fiir
die Experimente zur Verfiigung standen, waren fiir die Charakterisierung des Spektrosko-
piesystems lediglich etwa 2mW nutzbar.

Dieser Leistungsverlust ist moglicherweise auf Einlagerungen von Wasser im Lasermate-
rial zuriickzufithren. Das Gehéduse wurde zwar beim Einbau des Lasers mit reinem Stick-
stoff gespiilt und ist abgedichtet, aber ein Eindringen von Wasser kann dennoch nicht
vollkommen ausgeschlossen werden. Zur Reduzierung der Restfeuchtigkeit innerhalb des
Gehéuses wurde ein Trockenmittel (Silica Gel) gegen Ende der hier beschriebenen Arbeiten
in das Lasergehéduse gelegt.

Im Vergleich zu fritheren Experimenten hat sich insbesondere die Lebensdauer des QCL
stark verbessert, so dass die Moglichkeit der breiten Anwendung in der Laserspektroskopie
realistisch ist [Hor05]. Neben dem technologischen Fortschritt ist zu bemerken, dass sich
auch die Kosten fiir QCL’s aufgrund wachsender Konkurrenz halbiert haben.

Mit diesem Laser als , Herzstiick® des FAMOS-Aufbaus war eine Erweiterung des Sys-
tems auf den Nachweis von ’NO méglich. Die Nachweisempfindlichkeit fiir dieses Isotopo-

log liegt mit 6 ppb/Hz!/?

aufgrund der starken Q(1,5)-Linie trotz geringerer Laserleistung
noch um einen Faktor 2 iiber der Empfindlichkeit fiir **NO die in der Vorgingerarbeit
erreicht wurde.

Es wurde dariiber hinaus erstmalig demonstriert, dass mittels eines FAMOS-Spek-
trometers ein alternierender Nachweis der beiden haufigsten NO-Isotopologe mit einer
Zeitauflosung im Bereich mehrerer Sekunden méglich ist.

Eine Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit ist sicherlich moglich. Die einfachste
Moglichkeit ist hier die Verwendung eines Lasers mit hoherer Ausgangsleistung. Sowohl
einfache Laserchips als auch komplexe QCL-Systeme mit externem Resonator (EC-QCL)
stehen hierzu bereits zur Verfiigung [Kos08, Day08]. Ein EC-QCL bringt hierbei neben
einer erhohten Ausgangsleistung auch eine bessere Durchstimmbarkeit (bis zu 155 cm™1)
und ein gutes Strahlprofil.

Eine weitere Moglichkeit stellt ein Nachweis des FAMOS-Signals auf der Summenfre-
quenz der Magnetfeldmodulation und der Laserfrequenzmodulation dar. Diese Moglichkeit
fiihrte bereits in einer Staatsexamensarbeit, die im Rahmen dieser Arbeit betreut wurde,
zu leicht verbesserten Nachweisempfindlichkeiten [Rei05]. Eine Verbesserung der elektroni-
schen Filter zur Selektion der Nachweisfrequenz kénnte hier weitere Fortschritte bringen.

Letztlich konnte noch untersucht werden, inwiefern ein Mehrfachdurchgang durch die
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Nachweiszelle bis hin zur Kombination mit einem Resonator Vorteile bringen kann.



5. Isotopologenselektiver CO-Nachweis

Im menschlichen Organismus wird kontinuierlich CO durch den Abbau von Ham-
Molekiilen gebildet, das iiber den Blutkreislauf und die Lunge an die Umgebungsluft
abgegeben wird. In diesem Kapitel wird zunéchst die CO-Abatmung experimentell un-
tersucht und anschliefend theoretische Erklarungen fiir die Beobachtungen hergeleitet.
Bei der theoretischen Betrachtung wird ein Zusammenhang zwischen dem CO im Blut,
das als Carboxyhdmoglobin vorliegt, und der CO-Konzentration in der ausgeatmeten Luft
hergestellt, der es ermdoglicht, die Carboxyhdmoglobin-Konzentration (abgekiirzt: [HbCO))
mittels einer Atemprobe zu messen.

Zur Uberpriifung dieses Zusammenhangs wird eine Methode entwickelt, [HbCO] in einer
Blutprobe mit dem CALO-Spektrometer zu messen.

Eine Anwendung der Bestimmung von isotopen-markiertem [Hb¥COQ] ist die Bestim-
mung der Himoglobin-Gesamtmasse t Hb im Korper. In Abschnitt 5.3 wird untersucht, ob
eine Bestimmung von tHb durch Atemanalysen méglich ist.

Der Einfluss eines erhéhten Blutzuckerspiegels auf die CO-Konzentration wird im letzten
Abschnitt dieses Kapitels untersucht. Diese Untersuchung wird durch die Hypothese moti-
viert, dass ein erhohter Blutzuckerspiegel zu oxidativem Stress fiihrt. Hierduch kann HO-1

aktiviert werden, was zu einer Erhohung der CO-Konzentration fithren kann [Par99a].

5.1. Onlineanalyse von CO im menschlichen Atem

Kohlenmonoxid diffundiert aus dem Blut in die Lunge, so dass ein alveolarer Ursprung
hierfiir aufler Frage steht. Die Frage, ob CO auch in den Atemwegen produziert wird,
ist allerdings noch nicht hinreichend beantwortet und wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. So wurde beispielsweise die Hypothese aufgestellt, dass die Erhchung der CO-
Konzentration bei Asthma und anderen Atemwegserkrankungen auf eine CO-Produktion
in den Epithelzellen der Bronchien zuriickzufiihren ist [KhaO1l]. Andere Studien kamen zu
dem Ergebnis, dass die CO-Konzentration bei Asthma und Mukoviszidose nicht erhoht
ist [Zet02]. Die wahrscheinlichste Ursache fiir diese Diskrepanz liegt in den verwendeten

Nachweismethoden.

25
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Grundsétzlich wird zwischen Online- und Offline-Methoden unterschieden. Offline-
Methoden erfordern eine aufwéndige Probenaufbereitung vor dem eigentlichen Nachweis,
wo hingegen Online-Methoden die CO-Konzentration noch wihrend des Atemvorgan-
ges messen. Der Vorteil der Offline-Messung ist, dass Proband und Messsystem sowohl
zeitlich als auch rdumlich voneinander getrennt sein konnen, allerdings bringen die Pro-
benaufbereitung und -aufbewahrung zusétzliche Fehlerquellen mit sich. Online-Verfahren
ermoglichen eine Analyse wahrend des Atemvorgangs, was auch eine schnelle Erken-
nung unbrauchbarer Atemproben ermdoglicht. Dariiber hinaus kann auch die Dynamik
der CO-Konzentration wiahrend des Atmens gemessen werden, wihrend bei einem Offline-
Verfahren iiber die gesamte Probe gemittelt wird.

Die meist genutzte Nachweismethode fiir Kohlenmonoxid im Atem beruht auf elektro-
chemischen Sensoren, wie sie bereits im Kapitel 2.3.3 vorgestellt wurden. Die Vorteile dieser
Nachweismethode sind niedrige Kosten und einfache Handhabung sowie eine Empfindlich-
keit, die ausreicht, um CO im Atem nachzuweisen. Aufgrund der zu geringen Zeitauflésung
im Bereich mehrerer Sekunden sind elektrochemische Sensoren ungeeignet, atemzugsauf-
geloste Messungen durchzufiihren. Dariiber hinaus kénnen sie zwar die CO-Konzentration
im Atem messen, aufgrund ihrer geringen Sensitivitdt im Bereich von 1 ppm allerdings
nur grofe Anderungen zuverlissig nachweisen. Die in dieser Arbeit verwendete CALOS-
Methode vereint eine Zeitauflosung im Bereich unter einer Sekunde mit einer exzellenten
Nachweisempfindlichkeit. Im Folgenden werden hiermit durchgefiihrte atemzugsaufgeloste

Messungen beschrieben und diskutiert.

5.1.1. Experimentelle Untersuchung von CO-Exspirogrammen

Ziel dieser Untersuchungen war die Analyse der CO-Konzentration in Abhéngigkeit von
verschiedenen Atemparametern wie der Atemflussrate oder dem Atemvolumen und von
anderen Spurengasen im Atem. Dariiber hinaus sollte ein Atem- und Messprotokoll gefun-
den werden, das moglichst reproduzierbare Groéflen liefert. Hierzu wurde ein Modell der
Atmung entwickelt, das die exspiratorische CO-Konzentration mit den relevanten Grofien
in einen Zusammenhang bringt. Die Analyse der CO-Konzentration erfolgte nach der Be-

schreibung in Kapitel 3.3.2.

Probanden und Probennahme

An diesen Versuchen nahmen 3 méannliche und ein weiblicher Nichtraucher im Alter zwi-
schen 25 und 31 Jahren teil. An den Experimenten zur Auswirkung des Zigarettenrauchens
nahm zusétzlich eine Raucherin teil, die nach eigenen Angaben etwa 1 Schachtel pro Tag

raucht, sowie ein Gelegenheitsraucher. Alle Teilnehmer waren zum Zeitpunkt des Experi-
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Abbildung 5.1.: Das bei der Online-Probennahme benutzte Mundstiick besteht aus verschie-
denen kommerziell erhéltlichen Einzelteilen. Hierdurch kann das Mundstiick an verschiedene
Anforderungen schnell angepasst werden. (Aus [Tam07])

ments gesund und hatten seit mindestens 3 Tagen keine Medikamente zu sich genommen.
Die Teilnehmer saflen wihrend des Versuchs in einer angenehmen, entspannten Position.
Nach einer Ruhephase von einigen Minuten wurden die Teilnehmer aufgefordert, tief und
gleichméBig durch das Mundstiick zu atmen. Die Atemgeschwindigkeit wurde durch das
Computerprogramm, das auch die Daten aufnahm, vorgegeben und kontrolliert.

Das Mundstiick wurde im Rahmen einer Diplomarbeit entwickelt und setzt sich aus
einem Einwegmundstiick sowie verschiedenen T-Stiicken zusammen, die dazu dienen,
die Atemluft dem Spirometer und dem Spektrometer zuzufithren (siche auch Abb. 5.1)
[TamO07].

Auswertung der Daten

Wiéhrend der Messung zeichnete ein LabVIEW-Programm die Zeit, Atemflussrate,
Sauerstoff- und COs-Konzentration sowie die Absorption auf und legte sie in einer ASCII-
Datei ab. Nach der Durchfiihrung wurden diese Daten durch ein zweites LabVIEW-
Programm ausgewertet, indem es die folgenden Schritte durchfiihrte (vgl. auch Abbildung
5.2):

1. Aufgrund der unterschiedlichen Zeit, die der Transport des Atemgases zum Spektro-
meter und zum Spirometer benotigt, tritt eine Zeitverschiebung zwischen den Daten
fiir den Fluss und die Oy-, CO5- und CO-Konzentrationen auf. Diese wird durch die

Eingabe der Zeitdifferenzen durch den Benutzer korrigiert.
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Abbildung 5.2.: Tllustration des Auswertungsverfahrens. Zunéchst wird die Zeitverschiebung
korrigiert und anschliefend die einzelnen Atemziige aus den Rohdaten extrahiert. Zur Ermitt-
lung des Atemvolumens wird der Fluss integriert. Die Exspirogramme werden durch Auftra-
gung der Konzentrationen iiber das Atemvolumen erzeugt, gemittelt und die charakteristischen
Werte extrahiert.

2. Durch Eingabe des Absorptionskoeffizienten wird die gemessene Absorption in ei-
ne Konzentration umgerechnet. Hierbei konnen evtl. auftretende Abweichungen der

Nulllinie korrigiert werden.

3. Anhand der COy-Messdaten werden die Positionen der einzelnen Atemziige auto-
matisch bestimmt. Der Atemfluss wird zur Berechnung des Atemvolumens integriert

und Exspirogramme der O,-, CO5- und CO-Konzentrationen werden erstellt.

4. Der Benutzer gibt an, iiber welchen Teil der Exspirogramme gemittelt werden soll.
Die entsprechenden Mittelwerte werden fiir die drei gemessenen Gase und den Fluss

berechnet.

5. In einer ASCII-Datei werden die Startzeiten der Exspirogramme, die mittleren und

maximalen Konzentrationen, sowie der mittlere Fluss abgelegt.

6. Die Exspirogramme werden in einzelnen Dateien in einem eigenen Verzeichnis abge-

speichert.

Die weitestgehend automatisierte Auswertung reduziert den Zeitaufwand, der zur Aus-
wertung der Daten benotigt wird erheblich. Eine detaillierte Beschreibung des Programms

findet sich im Anhang A. Im Verlauf dieses Experiments wurden zur Entwicklung eines
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Abbildung 5.3.: Links: CO Exspirogramme zeigen eine starke Abhéngigkeit von der Atemflus-
rate. Bei den dargestellten Exspirogrammen wurde fiir jede Atemflussrate {iber die Exspiro-
gramme eines Probanden gemittelt. Rechts: Illustration zur Ermittlung der Parameter, die
in Tabelle 5.1.1 zusammengefasst sind. Die Steigung des Alveolarplateaus ist Ac/AV, zur
Berechnung der normierten Alveolarsteigung S,, wird diese durch die mittlere Konzentration
eCO,)y in der Phase III dividiert.

optimierten Atemprotokolls verschiedene Atemparameter variiert. CO-Auswaschprozesse

bei Rauchern und Nichtrauchern wurden untersucht.

Abhangigkeit vom Atemfluss

Die Nichtraucher atmeten mit Atemflussraten von 4, 7, 10, 15, 25, 35, 40 und 701/min
durch das Mundstiick. Bei den Flussraten unter 151/min wurde zwischen zwei Atemziigen
normal geatmet. Fiir jede Flussrate wurden mindestens 3 Atemziige aufgezeichnet. Zur
Auswertung wurde bei einem Atemfluss {iber alle Versuchsteilnehmer und die aufgenom-
menen Atemziige gemittelt.

Sowohl die gemessenen Konzentrationen an ausgezeichneten Punkten (Tabelle 5.1.1)
als auch die Formen der Exspirogramme (Abbildung 5.3) zeigen eine starke Abhéngigkeit
vom Atemfluss. Im linken Teil der Abbildung 5.3 sind drei typische Exspirogramme eines
Probanden dargestellt, die durch Mittelung iiber jeweils 7 einzelne Atemziige entstanden.

Bei niedrigen Flussraten im Bereich unter 15 1/min wird Phase III gekriimmt und zeigt
bei einem Fluss von 7 1/min ein ausgepréigtes Maximum bei 2,351.

Ein Exspirogramm lésst sich in drei Phasen einteilen. Die Phase I bezeichnet dabei das

Volumen, das zu Beginn der Exspiration die Atemwege verlésst. Diese Phase ist dadurch
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Flussrate | Max eCO | eCO | Ende eCO | Steigung eCO Sp | N
Phase III | Phase III
1/min ppm | ppm ppm ppm/1 ppm 1!
4 3,61 3,13 2,82 — — — 19
7 3,53 3,09 3,17 — — — 19
10 3,61 2,96 3,51 — — — | 14
15 3,67 2,92 3,67 0,30 3,16 0,09 | 16
25 3,58 2,72 3,58 0,32 3,03 0,10 | 21
35 3,16 2,33 3,16 0,35 2,68 0,13 | 21
40 2,93 2,11 2,93 0,29 244 | 0,12 | 20

Tabelle 5.1.: Charakteristische Werte der gemessenen Exspirogramme. Gemittelt wurde iiber 3
Probanden. Die mittlere Standardabweichung liegt bei 26 % des Mittelwertes fiir die verschie-
denen CO-Konzentrationen, bei 31 % fiir die Steigung des Alveolarplateaus und bei 10 % fiir
die normierte Steigung des Alveolarplateaus. Die Standardabweichung von Atemzug zu Atem-
zug bei einer einzelnen Person ist deutlich geringer (unter 3 %), wobei Schwankungen von Tag
zu Tag bei einer Person bis zu 100 % betragen konnen.

gekennzeichnet, dass die Konzentration in der Atemluft der Konzentration in der Umge-
bungsluft entspricht. Die Luft stammt aus den oberen Atemwegen. In Phase II steigt die
CO-Konzentration rapide an, bis sie in Phase III ein leicht ansteigendes (bei niedrigen
Fliissen gekriimmtes) Plateau erreicht. Der Ursprung der Luft in Phase II liegt in den
Atemwegen, wiahrend Phase III iiberwiegend Luft aus den Alveolen enthélt.

Im rechten Teil der Abbildung 5.3 sind die Phasen sowie einige charakteristische Grofien
an einem Beispielexspirogramm eingezeichnet.

Fir Atemfliisse iiber 151/min fillt die maximale CO-Konzentration eCOyy,y und die
CO-Konzentration am Ende der Ausatmung eCO.,q zusammen. Da Phase III bei niedri-
geren Fliissen gekriimmt ist, liegt hier eCO,,y iiber e€COepq. In den meisten Studien, die die
CO-Konzentration im Atem mit verschiedenen Krankheitsbildern in einen Zusammenhang
brachten, wurde diese Grofle gemessen. Auch in dem in Kapitel 5.4 vorgestellten Expe-
riment wird dieser Wert genutzt. Zur Bestimmung der mittleren CO-Konzentration eCO
wird das Exspirogramm {iber alle Phasen gemittelt. Einige wenige Studien verwenden
Offline-Methoden, bei denen Atemproben in Probenbehéltern gesammelt und anschlie-
Bend, ggf. nach einer Vorbehandlung, analysiert werden. Eine solche Probensammlung
entspricht ebenfalls einer Mittelung iiber den gesamten Atemzug. Zum Vergleich mit sol-
chen Studien sollte demnach eCO benutzt werden.

Im Fall von CO,-Exspirogrammen wird héufig die normierte Alveolarsteigung .S,, ange-
geben. Diese ist der Quotient aus der Steigung der Phase III Ac¢/AV und der mittleren
Konzentration eCOy,, in dieser Phase.

Die Standardabweichung der charakteristischen Gréflen liegt bei den Exspirogrammen

aller Flussraten unter 3%, was eine ausgezeichnete Reproduzierbarkeit von Atemzug zu
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Atemzug bedeutet.

Werden allerdings Atemziige verschiedener Messtage verglichen, treten Schwankungen
von iiber 100 % in der CO-Konzentration auf, die sich durch eine unterschiedliche CO-
Exposition des Probanden erkléren lassen. Ursachen fiir eine erhohte CO-Konzentration
im Atem konnen Autoabgase oder der Aufenthalt in einem Raum mit Rauchern sein.

Von Proband zu Proband treten ebenfalls Schwankungen im Bereich von bis zu 100 %
auf.

Diese hohen Schwankungen treten nicht bei der Betrachtung der normierten Alveolarpla-
teausteigung S,, auf. Hier liegt die Standardabweichung bei 10 % des Mittelwertes, sowohl
im Vergleich zwischen unterschiedlichen Probanden als auch im Vergleich eines Probanden
an verschiedenen Tagen.

Die gemessenen Werte sind in Tabelle 5.1.1 zusammengefasst.

Abhdngigkeit vom Atemanhalten

Dieser Versuch wurde wiederum nur mit den Nichtrauchern durchgefiihrt. Zwischen dem
Ein- und dem Ausatmen sollten die Probanden fiir eine Zeit ¢py den Atem anhalten.
Es wurden jeweils mindestens 5 Exspirogramme fiir eine Zeit tgy von 0, 1, 3, 5, 10,
15, 20 und 30s aufgenommen. Diese Versuchsreihe wurde mit einer Atemflussrate von
301/min und 41/min durchgefiithrt. Zur Auswertung wurde bei einem Atemfluss iiber alle
Versuchsteilnehmer und die aufgenommenen Atemziige gemittelt.

Bei einem Atemfluss von 301/min behalten die Exspirogramme in der Phase III un-
abhédngig von der Zeit des Atemanhaltens einen linearen Verlauf, bei langerem Ateman-
halten verringert sich jedoch die Steigung. Wird die normalisierte Alveolarsteigung gegen
die Zeit des Atemanhaltens aufgetragen (Abbildung 5.4, rechts), so zeigt sich ein expo-
nentieller Abfall der Steigung mit einer Abklingzeit von 8,6s. Ein Modell, das die Lunge
als Rohre behandelt, in der lediglich Diffusion stattfindet, reproduziert diese Beobach-
tung. Die Messung bei langsamem Atemfluss ist mit einem derart vereinfachten Modell
allerdings nicht zu erkléaren.

Bei langsamen Atemfliissen geht das Maximum mit steigender Zeit des Atemanhaltens in
ein Plateau iiber, das im spéteren Verlauf der Atmung abfallt. Erwahnenswert ist, dass die
CO-Konzentration im letzten Teil des Exspirogramms im Rahmen der Messunsicherheit
unabhéngig von der Zeit des Atemanhaltens wird.

Zur Erklarung der Effekte beim Atemanhalten und der Flussabhéingigkeit ist die Ent-
wicklung eines mathematischen Modells der CO-Abatmung notwendig. Dies wird in Ka-
pitel 5.1.2 behandelt.
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Abbildung 5.4.: Die CO-Exspirogramme zeigen neben einer Flussabhéngigkeit auch eine Ab-
héngigkeit von der Zeit des Atemanhaltens vor der Exspiration (links). Die normierte Alveo-
larsteigung fillt mit steigender Zeit des Atemanhaltens exponentiell ab (rechts). Atemfluss:
301/min

Auswaschprozess nach CO-Exposition

Kohlenmonoxid, das iiber die Atemluft in die Blutbahn gelangt, bindet am Hamoglobin
und verbleibt dort, bis es iiber die Lunge wieder an die Atemluft abgegeben wird. Diese
Ausscheidung des CO erfolgt nicht instantan; vielmehr folgt die CO-Konzentration im
Blut einem exponentiellen Abfall. Die Zeitkonstante fiir diesen Abfall kann bestimmt wer-
den, indem die Probanden zunéchst einer erhohten CO-Konzentration ausgesetzt werden.
Hierzu dient fiir zwei Probanden (1 Nichtraucher, 1 Raucherin) der Rauch jeweils einer
Zigarette. Der Nichtraucher hat niemals zuvor geraucht, die Raucherin rauchte 4 Stunden
vor dem Versuch ihre letzte Zigarette. Mehrere Wochen nach diesem Experiment atmete
der Nichtraucher ein Gemisch aus 15 ppm *CO in synthetischer Luft fiir 15 min ein.

Nach diesen unterschiedlichen CO-Expositionen wurde die CO-Konzentration im Atem
gemessen, wobei die erste Atemprobe innerhalb der ersten 10 min nach dem Rauchen ge-
messen wurde. Zur Messung wurden jeweils 10 Atemziige bei einem Atemfluss von 301/min
aufgezeichnet.

In einem zeitlichen Abstand von etwa 30 min wurden weitere Exspirogramme gemessen.
Die maximale CO-Konzentration wurde iiber die Zeit aufgetragen. Das Ergebnis dieser
Messungen zeigt Abbildung 5.6. Die Linie zeigt den exponentiellen Fit an die experimen-
tellen Daten. Bei dem Experiment mit der Raucherin gibt es vor ¢ = 0 keine konstante

Basislinie, da der Abstand zur vorherigen Zigarette noch nicht lang genug war. Die Zeit-
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Abbildung 5.5.: Bei einem Atemfluss von 41/min wird auch bei langen Zeiten mit angehaltenem
Atem kein Plateau in der Phase III der Exspiration erreicht. Das Atemanhalten fiihrt vielmehr
zu einem Plateau in der ersten Hélfte des Ausatmens und zu einem anschliefenden Abfall.

konstanten sind 180 4 40 min fiir das Abklingen bei der Raucherin und 240 4 40 min fiir
den Nichtraucher.

Die Messung nach der Priifgasexposition ist nicht dargestellt, sie ergab eine Abklingzeit
von 240 + 40 min.

Diese Messungen erklédren die grofien Schwankungen von Person zu Person und von Tag
zu Tag bei der selben Person. Bereits eine kurze Exposition zu erhéhten CO-Werten fiihrt
zu einer langfristigen Verdnderung der CO-Konzentration. Dies erschwert die Anwendung
der CO-Atemanalyse in der Diagnostik, da Riickschliisse auf Prozesse im Kérper nur dann
zuléssig sind, wenn Einfliisse aus der Umwelt ausgeschlossen werden konnen.

Neben den Messungen zum Abklingen der CO-Konzentration wurden vor und nach
dem Rauchen Atemziige bei niedrigem (41/min) und hohem (301/min) Atemfluss aufge-
zeichnet. Bei niedrigen Atemflussraten ist ein deutlicher Unterschied am Ende der Phase
IT zwischen Raucher und Nichtraucher zu erkennen (Abbildung 5.7). Hierbei ist zu be-
achten, dass die Skalierung der beiden Exspirogramme aufgrund der unterschiedlichen
CO-Konzentrationen in der Atemluft von Rauchern und Nicht-Rauchern unterschiedlich
gewahlt wurde, um den Unterschied in der Form deutlicher heraus zu stellen.

Im Vergleich zum Nichtraucher zeigt der Raucher in diesem Bereich eine weiter erhdhte

CO-Konzentration. Zur Ursache dieser Erhchung lésst sich spekulieren, dass in den Atem-
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Abbildung 5.6.: Abklingen der CO-Konzentration nach Rauchen einer Zigarette. Links: Nicht-
raucher, Rechts: Raucherin. Die Raucherin rauchte ihre letzte Zigarette 4 Stunden vor dem
Experiment, der Nichtraucher hat vorher nie geraucht. Rot dargestellt sind die Messungen, in
blau ist ein exponentieller Abfall angefittet. Die Abklingzeiten sind 180 min fiir die Raucherin
und 240 min fiir den Nichtraucher.

wegen CO produziert wird. Diese Produktion konnte bei Rauchern erhoht sein, da die Luft-
wege hier durch den Zigarettenrauch einer starken Belastung ausgesetzt sind. Unterstiitzt
wird diese Vermutung durch den Vergleich von Exspirogrammen eines Nichtrauchers, der
eine einzelne Zigarette raucht. Auch hier zeigt sich eine Erh6hung in dem oben genannten
Bereich, auch wenn diese Erhohung nicht so stark ausgepragt ist.

Um diese Spekulation zu untermauern sind zwar Untersuchungen an weiteren Proban-
den notwendig. Allerdings zeigt diese Untersuchung, welche Moglichkeiten der Echtzeit-
Nachweis bietet — jegliche Mittlung oder eine schlechtere Zeitauflosung wiirde die gemesse-
nen Informationen in der Phase I der Exspiration zunichte machen. Die Ergebnisse dieses
Abschnitts wurden im Journal of Breath Research verdffentlicht [Fri07].

Zur Erkliarung der experimentellen Beobachtungen soll nun die CO-Abatmung mathe-

matisch beschrieben werden.

5.1.2. Entwicklung eines mathematischen Modells der CO-Abatmung

Die menschliche Lunge besteht aus zwei Lungenfliigeln, die iiber die Luftréhre mit dem
Rachenraum verbunden sind. Der kleinere linke Lungenfliigel unterteilt sich in zwei Lun-
genlappen, der rechte in drei. Das Gewebe der Lunge besteht aus einem luftfithrenden Teil

und den Alveolen, in denen der Gasaustausch mit dem Blut durch Diffusion durch die
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Abbildung 5.7.: Die Form der Phase III von Rauchern und Nicht-Rauchern zeigt eine gute
Ubereinstimmmung. Am Ende der Phase II jedoch zeigt sich eine Abweichung (rechts). Eine
mogliche Erklarung hierfiir ist eine CO-Produktion in den Atemwegen, die bei Rauchern auf-
grund der Belastung erhéht sein konnte. Einen weiteren Hinweis auf diese Moglichkeit stellt der
dirkete Vergleich zwischen Exspirogrammen eines Nichtrauchers vor und nach dem Rauchen
dar (links).

Membranen der Alveolen und Blutgefifie stattfindet. Die Lunge selbst verfiigt iiber kein
Muskelgewebe, sondern folgt der Bewegung der Rippen und des Zwerchfells aufgrund von
Adhésionskraften.

Es soll ein moglichst einfaches Modell der Lunge entwickelt werden. Hierzu wird die
Lunge in N Segmente geteilt, die linear angeordnet sind (vgl. Abbildung 5.8). Jedes dieser
Segmente ist mittels einer Membran vom Blut getrennt, durch die der Gasaustausch statt-
finden kann. Bei der Einatmung werden die Segmente nacheinander mit der Umgebungsluft
gefiillt, bei der Ausatmung werden sie in umgekehrter Reihenfolge wieder entleert, so dass
das erste gefiillte Segment das letzte ist, das entleert wird. Ein Gasaustausch zwischen
den Segmenten soll nur zwischen néchsten Nachbarn durch Diffusion moglich sein. Das
Modell basiert auf einer Verdffentlichung von N.M. Tsoukias zum Gasaustausch von NO
und wird hier um die Diffusion zwischen néchsten Nachbarn erweitert und auf das CO
Molekiil iibertragen [Tso00].

Im Folgenden wird von einer vollstédndigen Fiillung und Entleerung der Lungen aus-
gegangen. Dies entspricht einem Atemvolumen von etwa 3 Litern. Durch die Einatmung
vermischt sich die Luft in den Segmenten mit der eingeatmeten Luft, wodurch eine Aus-
gangskonzentration ccoo erreicht wird. Jedes einzelne Segment hat ein Volumen von
6V = V/N, das in der Zeit 6t = 6V/V gefiillt wird. V ist hierbei das Gesamtvolumen,
N die Anzahl der Segmente und V' die Atemflussrate. Das 1. Fick’sche Gesetz beschreibt
die Anderung des CO-Partialdrucks im n-ten Segment pco.aw(n) in Abhéngigkeit von
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Abbildung 5.8.: Die Lunge ist in N Kammern unterteilt, die nacheinander gefiillt und wieder
entleert werden. Den Gasaustausch zwischen Blut und Luft vermittelt die Diffusionskapazitét
Dy. Da Kohlenmonoxid und Sauerstoff um die Bindungsstellen am Hamoglobin konkurrie-
ren, ist die zur Verfiigung stehende CO Menge im Blut auch von der Sauerstoffkonzentration
abhéngig, welche die Affinitdt zum H&moglobin beeinflusst. Ein Gasaustausch zwischen un-
terschiedlichen Segmenten ist nur zwischen néchsten Nachbarn méglich und wird durch einen
alveolaren Diffusionskoeflizienten D 4 vermittelt.

der Diffusionskapazitit Dy und dem Partialdruckunterschied zwischen Blut und Alveolen

pco.si(n) — pco.aw(n) in der Zeit t:

5PCO,Alv(n) DL
PAw (n) v

Dieselbe Gesetzméfigkeit beschreibt den Austausch zwischen Segment n und seinen

dcco.aw(n) = - (pco,pi(n) — pco,aw(n)) - 0t (5.1)

nachsten Nachbarn n +1 und n — 1:

5pCO,AlU(n) - DA/V . (pCO,Al’U(In/ — 1) — pCO,Al’U(n)) . 5t (52)
+ DA/V : (pCO,Alv(n + 1) — pco,Alv(n)) - Ot

Hierbei beschreibt der erste Term auf der rechten Seite den Austausch mit dem lin-
ken Nachbarn, der zweite den Austausch mit dem rechten Nachbarn. D, ist die ver-
mittelnde Diffusionskapazitédt. Zur Berechnung der CO-Konzentration in den Segmenten
fehlt nun noch der Partialdruck im Blut. Dieser héngt im chemischen Gleichgewicht im
Blut iiber die Haldane-Gleichung mit der Carboxyhimoglobin-Konzentration [HbCO],
der Oxyhdmoglobin-Konzentration [HbOs] sowie dem Sauerstoffpartialdruck zusammen
[Hal97]:

[HbCO] _ [HbO]

M (5.3)
bco Do,
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Abbildung 5.9.: Bild A zeigt die Sauerstoffsittigungskurve unter normalen physiologischen Be-
dingungen. Der Bereich, in dem normale Atmung stattfindet, ist schraffiert dargestellt. Der
Quotient aus S#ttigung und Konzentration wird als Affinitét bezeichnet. Diese nimmt ihr
Maximum bei etwa 3% an und fillt anschlieBend ab (B). Der Simulation liegen reale Sauer-
stoffkonzentrationen zu Grunde (C). Hierzu wurde die Sauerstoffkonzentration von 3 Proban-
den mehrfach bei verschiedenen Fliissen gemessen und gemittelt. Fiir die Simulation wurden

lineare bzw. quadratische Funktionen an die Kurven gefittet.

Der Haldane-Faktor M = 250 gibt dabei das Verhéltnis der Affinitdten von Hamoglobin
zu CO und Oy an [Cob65]. Wichtig ist diese Relation, da die beiden Gase um dieselben

Bindungsstellen am H&moglobin konkurrieren.

Géngige Modelle zur Berechnung der Sauerstoff-Affinitdt des Hamoglobins gehen von

den Reaktionsgleichungen von Oy mit den Ham-Gruppen der roten Blutkoérperchen und

den zugehorigen Ratenkoeffizienten aus [Das04]. Das Ergebnis ist aufgrund der koopera-

tiven Wechselwirkung der 4 Ham-Gruppen ein sigmoidaler Verlauf wie in Abbildung 5.9A

dargestellt. Der zur Berechnung der Exspirogramme benétigte zeitliche Verlauf der Sau-

erstoffkonzentration wurde bei verschiedenen Atemflussraten bei 3 Personen gemessen.

Die gewonnenen Daten wurden iiber die Personen gemittelt (Abbildung 5.9C). An die
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Parameter Formelzeichen ‘ Wert ‘Einheit ‘Referenz‘
Lungendiffusionskapazitt Dy, 25 ml/min/torr | [T'so00]

0,30 |ml/s/hPa
Austauschdiffusionskapazitét D4 0,83 | ml/min/torr |-

0,0099 | ml/s/hPa
Zahl der Segmente N 1000 |- -
Atemzugvolumen V 3000 |ml -
Atemflusrate 1 4..40 |1/min -
Ausgangskonzentration CCo,0 1,8 ppm -
Alveolarer Luftdruck DAy 101,3 |kPa -
Carboxyh#émoglobinkonzentration | [HbCO]/[HD] 0,45 | % -
Haldane-Konstante M 250 |- [Cob65]

Tabelle 5.2.: Parameter fiir die Berechnung der Exspirogramme

Messdaten wurden Polynome zweiter Ordnung gefittet, die schliefilich zur Berechnung der
Sauerstoffkonzentration in der Simulation benutzt wurden. Zur detaillierten Herleitung
der Sauerstoffaffinitit sei auf die Veréffentlichung [Das04] verwiesen.

Die Berechnung der CO-Konzentration in den Segmenten erfolgt mittels eines Algorith-
mus in der Mathematik-Software Mathematica 5.0 (s. Anhang B.1). Hierbei wird zunéchst
das Element N auf die Ausgangskonzentration cco gesetzt. AnschlieBend wird mittels
der Gleichung 5.1 die Anderung aufgrund der Diffusion aus dem Blut und mittels 5.3 der
Gasaustausch mit dem benachbarten Element fiir die Elemente N und N — 1 berechnet.

Im néchsten Zeitschritt wird die Diffusion aus dem Blut fiir die Elemente N und N —1
sowie der Austausch zwischen den Elementen N bis N — 2 berechnet. Dies wird bis zum
Element 1 fortgesetzt, bei dem die Einatmung abgeschlossen ist. Die Ausatmung erfolgt in
einer zweiten identischen Schleife mit dem Unterschied, dass als Ausgangskonzentration
die Konzentration nach der Einatmung angenommen wird. Insgesamt betrégt also die Zeit,

in der CO aus dem Blut in das n-te Segment diffundiert

Ty =1 - (8teim + Otaus) (5.4)

Die Indizes ,,ein“ und ,,aus“ bezeichnen hierbei die Zeitschritte bei der Ein- bzw. Aus-
atmung, es konnen also unterschiedliche Atemflussraten bei der Ein- und Ausatmung
beriicksichtigt werden.

Die zur Berechnung der Exspirogramme benutzten Konstanten sind der Tabelle 5.1 zu
entnehmen. Das Ergebnis (Abbildung 5.10A) zeigt wéhrend der ersten 600 ml Atemluft

einen steilen Anstieg der CO-Konzentration. Dem schliefit sich eine Phase an, die fiir
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Abbildung 5.10.: Berechnete Exspirogramme (A) zeigen eine starke Abhéngigkeit von der Atem-
flussrate. Dariiber hinaus zeigen sie ein ausgepriagtes Maximum bei niedrigen Fliissen, wie es
bei anderen Gasen nicht vorkommt. Diese Form ist auf ein Abfallen der Gleichgewichtskonzen-
tration (B) aufgrund der hoheren Affinitét zum Hdmoglobin bei niedrigen Sauerstoffkonzentra-
tionen zuriickzufithren. Es zeigt sich, dass die CO-Konzentration im Atem nur bei langsamen
Fliissen und im spéteren Verlauf des Exspirogramms nahe bei der Gleichgewichtskonzentration
liegt, wie die in C dargestellte Differenzkurve zeigt.

hohe Fliisse (20-401/min) langsam linear ansteigt. Fiir geringere Fliisse ist der Graph
gekriimmt und zeigt sogar fiir Fliisse unter 101/min ein Abfallen der CO-Konzentration
nach Erreichen eines ausgepriagten Maximums, was die experimentellen Beobachtungen
reproduziert. Dieser Abfall begriindet sich in einer Zunahme der Affinitdt des CO zu
Hémoglobin aufgrund sinkender Sauerstoffséttigung, womit eine Abnahme der Gleichge-
wichtskonzentration (Abbildung 5.10B) verbunden ist. Bei solch geringen Fliissen dauert
ein Atemzug bereits etwa 1 Minute, was sich drastisch auf die Sauerstoffkonzentration und
damit auf die Sattigung auswirkt.

Dariiber hinaus zeigt sich, dass fiir hohe Atemfliisse ein Gleichgewicht zwischen alveo-
larer CO-Konzentration und dem Partialdruck im Blut selbst am Ende der Exspiration
noch nicht erreicht ist (Abbildung 5.10C). Dieses bildet sich erst bei Atemfliissen von unter
151/min zum Ende des Atemzugs hin aus. Fiir niedrigere Fliisse kann von einem Erreichen
des Gleichgewichtes im Maximum der CO-Konzentration ausgegangen werden. Das Ein-
stellen eines Gleichgewichts zwischen alveolarer CO-Konzentration und Partialdruck im
Blut nimmt etwa 20 Sekunden in Anspruch. Das Erreichen dieses Gleichgewichts ist aus
zwei Griinden sinnvoll. Zum Einen wird die CO-Konzentration im Atemgas nicht mehr

durch die Lungendiffusionskapazitéat beeinflusst, die von Mensch zu Mensch unterschied-
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Abbildung 5.11.: Nach dem Anhalten des Atems fiir einige Sekunden verlaufen die Exspiro-
gramme (A) mit zunehmender Zeitspanne flacher. Die Differenz (C) aus CO-Konzentration
im Atem und Gleichgewichtskonzentration (B) zeigt, dass die Gleichgeichtskonzentration bei
einem Atemanhalten von 15s am Ende der Exspirationsphase erreicht wird, bei langeren Zeiten
liegt die Differenz wihrend der gesamten Ausatmung nahe bei 0. Die Exspirogramme wurden
fiir einen Ausatemfluss von 251/min berechnet. Wird die Luft linger als 15 Sekunden angehal-
ten, bewegt liegt die alveolare CO Konzentration im Bereich der Gleichgewichtskonzentration.

lich ist. Zum Anderen kann mittels der Haldane-Gleichung (5.3) die Carboxyh&moglobin-
Konzentration aus der CO- und Os-Konzentration im Atem bestimmt werden.

Langsame Atmung konstant aufrecht zu erhalten erfordert einige Ubung und ist dariiber
hinaus mit einiger Anstrengung verbunden. Um die erforderliche Zeit bis zum Eintreten
eines Gleichgewichts zu erreichen, kann alternativ zwischen Einatmung und Ausatmung fiir
eine gewisse Zeit die Luft angehalten werden. Auch dies kann mittels der oben dargestellten
Berechnungen simuliert werden. Hierzu wird fiir alle Segmente nach dem Einatmen der
Austausch mit dem Blut und den néchsten Nachbarn fiir die Zeit des Atemanhaltens
berechnet und erst anschliefend die Ausatmung nach dem oben beschriebenen Algorithmus
simuliert.

Wenn der Atem fiir mehr als 15 Sekunden angehalten wird, verlaufen die Exspirogram-
me bei hoheren Volumina fast waagerecht (Abbildung 5.11A); die Differenz zur Gleichge-
wichtskonzentration liegt bei langen Atemziigen unter 100 ppb, allerdings wird diese auch
hier nicht erreicht (Abbildung 5.11C).

Aus dem Modell geht hervor, dass die Kriimmung der Phase III bei kleinen Fliissen
auf die Anderung der Affinitit zum Hamoglobin zuriickzufiihren ist, die wesentlich von

der Sauerstoffséittigung des Blutes abhéngig ist. Lange Ausatemphasen fiithren zu einer
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Abbildung 5.12.: Vergleich zwischen gemessenen (schwarz) und berechneten (rot) Exspirogram-
men. oben: mit Atemanahlten (A: 20s, B: 1s) unten: mit unterschiedlichen Fliissen (C: 41/min,
D: 251/min). Die Ubereinstimmung der simulierten Exspirogramme mit den experimentellen
Daten ist in der Phase III der Exspirotion gut. Die mangelnde Ubereinstimmung in Phase IT
ist darauf zuriickzufiihren, dass der Einfluss der Atemwege nicht beriicksichtigt wurde.

Senkung der Sauerstoffsittigung, was eine erhohte Affinitdt bewirkt, wodurch weniger
CO abgegeben wird. Weiterhin geht aus dem Modell hervor, dass erst nach Erreichen
des Maximums bei niedrigen Flussraten die alveolare CO-Konzentration mit der CO-

Konzentration im Blut im Gleichgewicht ist.

5.1.3. Vergleich der Simulation mit dem Experiment

Zum Vergleich der experimentellen Ergebnisse mit den berechneten Exspirogrammen dient
die grafische Darstellung 5.12, in der die theoretischen und experimentellen Daten der
vorangegangenen Abschnitte fiir jeweils unterschiedliche Parameter aufgetragen sind. Die
Bilder A und B zeigen Exspirogramme, bei denen der Atem fiir 20s (A) bzw. 1s (B)
angehalten wurde. Der Atemfluss betrdgt hier 251/min. In den Graphen C und D sind
Exspirogramme dargestellt, bei denen der Atemfluss 41/min (C) und 251/min (D) betrégt.
Der Atem wurde bei diesen Messungen nicht angehalten.

Die Simulation wurde mit dem Ziel entwickelt, die Phase III der Exspirogramme zu
reproduzieren und den ungewhnlichen Konzentrationsabfall gegen Ende der Phase I1I bei
langsamen Atemfliissen zu erklidren. Phase II, also das Durchmischen von alveolarer Luft
mit der Luft aus dem Totraum, ist in der Simulation nicht beriicksichtigt. Dies spiegelt

sich auch im Vergleich der Simulation mit dem Experiment wider: In der Phase II der
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Exspirogramme zeigt sich eine deutliche Diskrepanz, wihrend die Ubereinstimmung in
Phase III als gut bezeichnet werden kann.

Zur Anpassung der Simulation an die experimentellen Daten wurde lediglich die Car-
boxyhimoglobin-Konzentration variiert. Auf der Grundlage dieser guten Ubereinstim-
mung lasst sich die Hypothese aufstellen, dass [HbCO| mit einer Analyse der CO-
Konzentration in der ausgeatmeten Luft bestimmt werden kann. Herkommlich wird zur
Bestimmung von [HbCO] eine Blutprobe entnommen. Die Atemanalyse wiirde hier eine

nichtinvasive Alternative bieten.

5.1.4. Bestimmung von [HbCO]

Am leichtesten ist die Bestimmung von [HbCO], wenn sich die CO-Partialdriicke im Blut
und in den Alveolen im Gleichgewicht befinden, da in diesem Fall fiir die CO-Konzentration
im Atem nur die Affinitdt des Himoglobins zum CO eine Rolle spielt. Wird auf ein An-
halten des Atems verzichtet, stellt sich dieser Gleichgewichtszustand nur bei sehr geringen
Atemfliissen ein. Wird vor dem Ausatmen der Atem fiir mehr als 15s angehalten, wird
das Gleichgewicht allerdings am Ende der Ausatmung bei einer Atemflussrate von 251/min
erreicht.

Da das Anhalten der Luft als weniger belastend empfunden wird als das sehr langsame
Ausatmen, kann ein Atemprotokoll empfohlen werden, das eine Zeit von 15s, in der der
Atem angehalten wird, und eine anschlieende Ausatmung bei 251/min vorsieht.

Zur Bestimmung von [HbCO)] fiihrt ein Proband einen Atemzug nach diesem Proto-
koll aus. Die CO- und Sauerstoffkonzentration in der Atemluft wird wéhrend der At-
mung gemessen. Aus der Sauerstoff-Konzentration kann nun nach [Das04] die Affinitét
des Héamoglobin zu Sauerstoff bestimmt werden (vgl. Abbildung 5.9B). Mit der Haldane
Gleichung (5.3) kann daraus mit der gemessenen CO-Konzentration [HbCO] bestimmt
werden.

Da das Gleichgewicht der Partialdriicke im Blut und in den Alveolen erst am Ende der
Ausatmung erreicht wird, dient zur Bestimmung der CO- und Os-Konzentration nur das
letzte Fiinftel jedes Atemzugs. Das Ausschneiden und Mitteln {iber diesen Bereich wird
von einem LabVIEW-Programm durchgefiihrt, das im Anhang (A) beschrieben ist.

Zur Abschitzung statistischer Fehler wurden 10 aufeinander folgende Atemziige nach
diesem Protokoll innerhalb von 6 min aufgenommen. Die Standardabweichung lag bei die-
sen Messungen bei 5% des Mittelwertes. Um die Methode weiter zu evaluieren, ist die
Bestimmung von [HbCO] mit einer unabhéngigen Methode und ein Vergleich mit der

Atemanalyse notwendig.
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5.2. Messung der HbCO-Konzentration mittels

Blutgasanalyse

Zur Bestimmung der HbCO-Konzentration aus einer Blutprobe stehen zum jetzigen Zeit-
punkt verschiedene kommerzielle Systeme zur Verfiigung. Eine Méglichkeit ist die Absorp-
tionsspektroskopie im Blut: HbOs besitzt, anders als HbCO, ein Absorptionsmaximum
bei einer Wellenldnge von 920 pm. Bereits 1955 war lediglich eine Menge von 0,2 ml Blut
erforderlich, um mit einer spektroskopischen Untersuchung eine Genauigkeit von 2 % zu
erreichen. Neuere nichtinvasive Methoden basieren ebenfalls auf Absorptionsspektroskopie
[Bre03]. Hierbei wird die Absorption von bis zu 8 Wellenldngen beim Durchgang des Lich-
tes durch die Fingerkuppe oder das Ohrlappchen gemessen. Die Messung auf verschiede-
nen Wellenldngen ist notwendig, um Querempfindlichkeiten zu HbO, und Meth&dmoglobin
zu vermeiden. Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt im niedrigen Prozentbereich, ei-
ne Unterscheidung zwischen unterschiedlichen Kohlenstoffisotopen ist nicht moglich. In
Einzelfillen kommen beim Menschen Formen von Hamoglobin vor, die abweichende Ab-
sorptionsspektren aufweisen [Zur08]. Isotopologenselektiver Nachweis von HbCO ist mit
kommerziell erhéltlichen Systemen noch nicht realisiert.

Eine Methode, die prinzipiell auch auf den Hb'®*CO-Nachweis anwendbar ist, 16st in
einer Blutprobe das CO vom H&amoglobin. Die freigesetzte CO-Menge wird anschlieBend
bestimmt [Iff72]. In der erwéhnten Publikation wird zum CO-Nachweis ein Gaschromato-
graph verwendet. Im Folgenden wird dieser durch das CALO-Spektrometer ersetzt, was
zu einer Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit und zur Moglichkeit des isotopologen-

selektiven Nachweises fiihrt.

5.2.1. Versuchsdurchfiihrung

Die Carboxyhdmoglobin-Konzentration [HbCO] im Blut kann bestimmt werden, indem
das aus einer Blutprobe geloste CO mit der freigesetzten Menge aus einer vollstandig

geséttigten Probe verglichen wird:

N, origina
[HbCO] = —Ccrignal (5.5)
NCO,geséttigt

Bevor das CO vom Hamoglobin gelost werden kann, wird die Blutprobe (2ml) mit
12 ml destilliertem Wasser und 6 ml einer 3 %igen Saponinlésung verdiinnt und 20 min lang
leicht geschiittelt, was zu einer Zerstorung der roten Blutkorperchen fithrt. AnschlieBend
werden die Fragmente der zerstorten Zellen durch Filtration vom Plasma, in dem die

Ham-Molekiile gelost sind, getrennt.



74 5. Isotopologenselektiver CO-Nachweis

Trace Gas
A v

N—

20 min

f Schdtteln N
6mlS in. 3% Injektion
ml Saponin, 3% >

Nafion
Schlauch

12 ml Wasser

Ferricyanid

2 ml Blut
A
NZDZO

Abbildung 5.13.: Tllustration der Vorbereitung der Blutprobe. Zunéchst wird das Gemisch aus
Saponin, Wasser und Blut 20 min zur Lyse der Blutzellen leicht geschiittelt. Anschlieflend wird
die Probe filtriert und 5ml des Filtrats in die Reaktionskammer injiziert.

5ml dieses Filtrats werden dann zusammen mit wenigen Tropfen Octanol in eine Re-
aktionskammer gegeben, die in Abbildung 5.13 skizziert ist. Von unten flieffit Stickstoff in
die Reaktionskammer, der nach Durchgang durch eine Glasfritte durch die Probe stromt.
Die Glasfritte dient dabei der Verteilung des Gasflusses auf einen moglichst grofien Pro-
benquerschnitt. Am oberen Ende des Reaktionsgefiafies tritt der Stickstoff mit dem aufge-
nommenen Gas aus der Kammer aus, durchlauft einen Tropfenfanger, und schliellich den
Nafion-Trockner.

Das Octanol im Filtrat dient hierbei der Vermeidung von Schaumbildung, hat aber
keinen Einfluss auf die CO-Freisetzung. Um das CO von den Ham-Molekiilen zu trennen,
wird in die Reaktionskammer eine 3,3 %ige Kaliumferricyanid-Losung gegeben. Das Cyanid
verdrangt hierbei das CO, das in Losung geht und durch den Stickstofffluss durch die
Reaktionskammer ausgewaschen und in die Nachweiszelle transportiert wird. Der Fluss
durch die Zelle muss hierbei so gewéhlt werden, dass die Schaumbildung minimiert und
das Signal maximiert wird.

Vorversuche zeigen, dass ein Stickstofffluss von 100 scem eine gute Signalstérke erzeugt.
Bei diesem Fluss ist die Schaumbildung nur gering. Hohere Fliisse fithren zu einer stérkeren
Verdiinnung des CO, wodurch die CO-Konzentration geringer und damit die Nachweis-
grenze und Messunsicherheit erhoht wird. Bei niedrigeren Fliissen muss ein geringerer
Druck im Spektrometer eingestellt werden, was wiederum zu einer Verringerung der Emp-
findlichkeit fiihrt.

Das Spektrometer wird mit den gleichen Parametern betrieben wie bei der Echtzeit-

AN
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Abbildung 5.14.: Die Freisetzung von CO folgt einer Puls-Funktion. Dem exponetiellen Anstieg
beim Einsetzen der Reaktion folgt ein exponentieller Abfall durch den Verbrauch des HbCO.

Atemanalyse im vorangegangenen Kapitel.

Auswertung der Daten

Die Kohlenmonoxidkonzentration im Trigergas wird aus der Absorption mit Hilfe der
in der HITRAN-Datenbank enthaltenen Absorptionskoeffizienten ermittelt. Der zeitliche
Verlauf folgt der Puls-Funktion
i—to\ P -ty
c(t)y=A- (1 — efT> ety (5.6)
Anschaulich ist diese Funktion eine Multiplikation aus einem exponentiellem Anstieg
der Freisetzung aufgrund des Einsetzens der Reaktion und Fiillung der Reaktionskam-
mer mit der Zeitkonstanten ¢; und einem exponentiellen Abfall aufgrund des Verbrauchs
des HbCO und der Entleerung der Reaktionskammer mit der Zeitkonstanten t,. Diese
Funktion wurde mit Hilfe der Auswertungs- und Visualisierungssoftware Origin 7.5 an die
experimentellen Daten angefittet und extrapoliert (Abbildung 5.14). Die Gesamtmenge
Nco des freigesetzten CO berechnet sich dann als Produkt aus der Flache unter dem Puls

und dem Gasfluss V, dividiert durch das Molvolumen V,,,.;:

[ etydt -V
Vmol

Durch die Verwendung der Pulsfunktion wird das gemessene Signal  intelligent gegléat-

Neo = (5.7)

tet”; Fluktuationen und Rauschen im Signal werden somit entfernt. Dariiber hinaus kann
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die Funktion bis ins Unendliche fortgesetzt werden, wodurch auch der ,,Schwanz* der Ex-
ponentialfunktion ausgewertet wird, der beim Messsignal im Rauschen untergehen wiirde.

Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass auch die Basislinie mit gefittet wird. Bei
einer Integration des Messsignals miisste der auswertende Wissenschaftler entscheiden, wo
die Basislinie liegen soll. Diese Subjektivitit wird der Auswertung mittels des Fitalgorith-
mus genommen.

Um die freigesetzte CO-Menge aus einer vollstandig geséttigten Probe zu bestimmen,
wurde eine Probe von 1ml nach der Behandlung mit Saponinlésung mit 5 ml reinem CO-
Gas 20 min lang geschiittelt. Anschlieend wurden 100 ul dieser Probe als Referenz 3 mal
gemessen. Die Menge der gemessenen CO-Molekiile entspricht dabei der Menge der Ham-

Molekiile, wenn das Hamoglobin vollstandig gesattigt ist.

5.2.2. Ergebnisse und Diskussion
Nachweisgrenze

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze wurde eine Blutprobe, die bei normalem CO-Gehalt
des Blutes entnommen wurde, mit destilliertem Wasser und Saponinlésung wie oben be-
schrieben versetzt und filtriert. Das Filtrat wurde anschlieSend in mehreren Schritten so
weit verdiinnt, bis die Hohe des erzeugten Signals der doppelten Rauschhche entsprach.
Die so ermittelte CO Menge wird als untere Nachweisgrenze bezeichnet (engl: lower limit
of detection, LLOD).

In dieser Verdiinnung wurde die Probe 4 mal analysiert und die Standardabweichung
der ermittelten CO Menge bestimmt. Die Standardabweichung wird als untere Quantifi-
zierungsgrenze (engl: lower limit of quantification, LLOQ) bezeichnet.

Die untere Nachweisgrenze betrigt fiir diese Methode 50 pmol ¥CO, die untere Quantifi-
zierungsgrenze liegt bei dieser Stoffmenge bei 7 pmol. Bei Erreichen der unteren Nachweis-
grenze war die Blutprobe um den Faktor 0,075 verdiinnt, was einer analysierten Blutmenge
von 150 pl entspricht.

Die [Hb'¥COJ-Konzentration in der betrachteten Probe liegt bei 0,011 %. Legt man die
Verdiinnung zu Grunde, betriigt die Nachweisgrenze 8-10~* %, was durch andere Methoden
unerreicht ist. Selbst wenn aus der Konzentration des seltenen Isotopologs auf die Konzen-
tration beider Isotopologe geschlossen wird, liegt die Nachweisgrenze um einen Faktor 91
hoher. Diese Nachweisgrenze wird von den empfindlichsten alternativen Methoden erreicht

[Wid02].
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Abbildung 5.15.: Die HbCO-Messung mittels einer Blutprobe, aufgetragen gegen die HbCO-
Messung mittels Atemprobe. Die Ausgleichsgerade schneidet die y-Achse unterhalb des Ur-
sprungs bei -0,023 % und hat eine Steigung von 1,2.

Vergleich der Methoden

Zum Vergleich der Bestimmung des Carboxyhémoglobins aus dem CO-Gehalt des Atems
und einer direkten Analyse des Blutes muss das Blut noch im Koérper mit Kohlenmonoxid
angereichert werden. Der Versuchsperson wurden zunéchst 5ml Blut abgenommen. Zeit-
gleich wurde die CO-Konzentration nach dem im vorigen Kapitel beschriebenen Protokoll
gemessen. AnschlieBend wurde 1 min lang ein Priifgasgemisch von 30 ppm ¥CO in synthe-
tischer Luft (20 % Sauerstoff, 80 % Stickstoff) durch das bereits beschriebene Mundstiick
eingeatmet. Diese Konzentration entspricht der maximalen Arbeitsplatzkonzentration, al-
so der Konzentration, der ein Mensch 40 Stunden pro Woche ausgesetzt sein darf, ohne
dass gesundheitliche Schiaden zu erwarten sind.

Nach dieser Minute wurde zunéchst fiir 1 min normale Luft geatmet, um das CO aus
der Lunge auszuwaschen. Anschlieend wurde eine Blutprobe von 5ml genommen sowie
3 Atem-CO-Messungen durchgefiihrt. Diese Prozedur wurde 8 mal wiederholt. Nach der
Probennahme wurde das Blut eingefroren, um sémtliche Reaktionen in der Blutprobe, die
das Ergebnis verfilschen kénnten, zu stoppen. Die Analyse der Blutproben wurde 3 Tage
nach der Probennahme durchgefiihrt.

Zur Analyse der Proben wurde jeweils nur eine einzelne Probe aufgetaut und analy-
siert, bevor die nédchste Probe aufgetaut wurde, um fiir alle Proben dhnliche Bedingungen
zu gewahrleisten. Zur Analyse des an das Hédmoglobin gebundene CO wird dieses vom

Hém-Molekiil getrennt, und dann das freigesetzte CO mittels des CALO-Spektrometers
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nachgewiesen.

Zum Vergleich der Methoden zum Nachweis von [Hb'*CO] wurden die Messergebnisse
beider Methoden gegeneinander aufgetragen (Abbildung 5.15).

Die Ausgleichsgerade schneidet die y-Achse nicht im Ursprung. Dies bedeutet, dass die
Blutgasmessung im Mittel um einen konstanten Betrag unter der Atemmessung liegt. Eine
Ursache hierfiir kann in einer CO-Quelle in den Atemwegen liegen. Hierdurch wiirde CO
in die Atemluft gelangen, das im Blut nicht nachweisbar wire.

Die Steigung der Ausgleichsgeraden von 1,2 weist auf einen systematischen Fehler bei
der Bestimmung der HbCO-Werte hin; die aus dem Blut gewonnenen Werte kénnten zu
grof}, die aus dem Atem gemessenen Werte aber auch zu klein bestimmt worden sein.

Ein Uberschitzen der aus dem Blut gewonnenen Messwerte kann durch unvollstindige
Sattigung der Referenzprobe mit CO erfolgen. Weitere Unsicherheiten liegen in der Gas-
flussmessung durch die Reaktionskammer.

Eine Fehleinschéitzung der Messung aus der Atemprobe kann durch die Unsicherheit
der Haldane-Konstanten und der Sauerstoffsittigungskurve (Abbildung 5.9B) erfolgen.
Fiir beide Parameter wurden Durchschnittswerte angenommen, die auch bei gesunden
Probanden vom realen Wert abweichen koénnen. Fiir eine abschliefende Bewertung der
Methode ist es sinnvoll, diese Parameter in folgenden Untersuchungen zu bestimmen, um
Unsicherheiten auszuschlieflen.

Auch ein Vergleich mit einer weiteren Referenzmethode sollte Gegenstand einer wei-

terfiihrenden Evaluation sein.

5.3. Bestimmung der Hamoglobinmasse mittels eines
BCO-Atemtests

Die jiingsten Dopingskandale haben die Bestimmung der Hadmoglobinmasse (tHb) im
menschlichen Korper ins Interesse der Sportmedizin geriickt. Die kiinstliche Erhohung
der Hamoglobinmasse, die durch Medikamente oder Injektion von Eigen- oder Fremdblut
erreicht werden kann, fithrt zu einer Steigerung der Ausdauerleistung des Sportlers. Es exis-
tieren Methoden, durch die die Anwendung von Medikamenten und Fremdblut erkennbar
wird, allerdings ist dies unter anderem deshalb schwierig, weil stets neue Medikamente
entwickelt werden [Jel07].

Im Falle der Injektion von Eigenblut ist das Doping bislang nicht nachweisbar. Eine
Moglichkeit besteht lediglich in der kontinuierlichen Kontrolle der Himoglobinmasse, die
sich selbst bei intensivem Training nur langsam erhoht. Plotzliche Spriinge in der Konzen-

tration sind daher ein deutlicher Hinweis auf Doping. Eine solche Kontrolle wiirde neben
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Eigenblutdoping selbstverstédndlich auch die anderen Fille einer kiinstlichen Erhéhung der

Héamoglobinmasse aufdecken.

5.3.1. Etablierte Verfahren

In etablierten Verfahren wird ein Teil des Gesamthdmoglobins mit einer bekannten Menge
eines Markeratoms oder —molekiils gekennzeichnet, und anschlieBend die Konzentration
der gekennzeichneten Molekiile gemessen. Sind solche Markermolekiile im Organismus
bereits vor der Messung vorhanden (z.B. CO) muss auch vor der Markierung die Kon-
zentration gemessen werden.

Als Gold-Standard wird zurzeit die Markierung mittels radioaktiver 5*Cr-Atome be-
trachtet, allerdings ist diese Methode aufgrund der mit der Radioaktivitéit verbundenen
Gesundheitsrisiken nicht zur regelméfigen Anwendung geeignet [Sch05].

Wird CO als Marker benutzt, so gilt fiir die Anderung der Carboxyhimoglobin-
Konzentration A[HbCO] nach Verabreichung einer CO-Dosis Vo

Ammgpco _ Veo 1

cy bezeichnet in dieser Gleichung die Hiifner-Zahl, fiir die unter physiologischen

A[HbCO] = (5.8)

Standard-Bedingungen cg = 1,306 ml/g gilt [Gor04], Ampyco ist die Anderung der Masse
des Carboxyhidmoglobins und tHb die gesamte Hamoglobinmasse. Die Hiifner-Zahl ist die
Sauerstoff-Bindungskapazitat des Hamoglobins. Die Bindungskapazitit fiir CO ist iden-
tisch, da jeweils ein Oy-Molekiil durch ein CO-Molekiil ausgetauscht wird.

Erstmals fand die Markierung mittels CO im Jahr 1912 Anwendung und wurde seitdem
in mehreren Schritten weiterentwickelt [Doul2, Arn21, Bur95, Hiit00]. In der jiingsten Va-
riante [Sch05] wird eine CO Dosis zwischen 0,6 bei Frauen und 1 ml/kg Kérpergewicht bei
Ménnern eingeatmet. Nach 5 min wird ein Tropfen Blut aus dem Ohrléppchen entnommen,
womit die HbCO-Menge bestimmt wird.

In dieser Weise ist dieses Verfahren bereits routineméflig anwendbar; der Test ist in-
nerhalb kurzer Zeit minimalinvasiv durchfithrbar und die verwendeten Materialien und
Messgerite sind wenig kostenintensiv.

Verbesserungen in der Methode sind dennoch denkbar. Durch die Messung des HbCO
mittels einer Atemprobe kann auf die Entnahme von 2 Blutproben verzichtet werden,
und durch Verwendung des seltenen Isotopologs ¥*CO kann die verwendete CO Menge

drastisch reduziert werden, ohne die Empfindlichkeit der Methode zu beeintréichtigen.
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Abbildung 5.16.: Verlauf der CO-Konzentration wiahrend einer Bestimmung der Gesamthidmo-
globin-Masse. Die Menge, die unmittelbar nach dem Einatmen der CO-Dosis wieder ausgeat-
met wird, liegt bei 5l und wird daher vernachléssigt.

5.3.2. Versuchsdurchfiihrung

Aus Gleichung 5.8 geht hervor, dass die Messung von A[HbCO] und der eingeatmeten
CO-Dosis Vo die Genauigkeit der Bestimmung der Hadmoglobingesamtmasse festlegen.

In einer im Rahmen dieser Arbeit betreuten Diplomarbeit wurde zur Bestimmung der
eingeatmeten CO-Dosis stark verdiinntes *CO in synthetischer Luft (16 ppm) eingeat-
met [Sow08]. Sowohl wihrend der Ein- als auch wihrend der Ausatmung wurde die CO-
Konzentration im Atem gemessen. Durch Integration der ein- und ausgeatmeten CO-
Konzentration wurde schliefllich die gesamte aufgenommene Dosis berechnet. Als eine we-
sentliche Fehlerquelle bei dieser Methode wurde die Messung des Atemflusses und deren
Zeitverschiebung zur Bestimmung der CO-Konzentration im Atem gefunden, was zu einer
Standardabweichung von 10 % fiihrte. Eine weitere Fehlerquelle war die Notwendigkeit, so-
wohl hohe CO-Konzentrationen (16 ppm Priifgas) als auch niedrige CO-Konzentrationen
(20 ppb) zu messen. Zur Messung der hohen Konzentrationen war der Betrieb des Spek-
trometers auf einer schwécheren Absorptionslinie notwendig, was zu einer Verringerung
der Genauigkeit in der Bestimmung der CO-Konzentration im Atem fiihrte. Dariiber hin-
aus wurde fiir eine Messung etwa eine halbe Stunde Messzeit benotigt. 15 min dieser Zeit
musste der Proband das Priifgas atmen, was zu einer unangenehmen Trockenheit des
Rachenraumes fiihrte, da das Priifgas keine natiirliche Luftfeuchtigkeit enthélt.

Um diese Fehlerquellen zu umgehen, wird hier eine kleine Menge (500 pl) reines 3CO in

einem einzigen Atemzug eingeatmet. AnschlieBend wird die Luft angehalten, so dass das
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CO ins Blut diffundieren kann. Die absorbierte CO-Menge entspricht etwa der Menge, die
auch in dem zuvor beschriebenen Verfahren aufgenommen wurde.

Die CO-Dosis wird mittels einer 500 pnl-Spritze zu Beginn der Einatmung in ein
Mundstiick gespritzt. Die Unsicherheit des Spritzenvolumens liegt bei 1 %.

Eine Messung zur Bestimmung von tHb, bei der die Parameter zur FEchtzeit CO-
Bestimmung aus Tabelle 3.1 benutzt wurden, zeigt Abbildung 5.16. Nach 5 Atemziigen
zur Bestimmung der CO-Konzentration vor der CO-Aufnahme werden 500 pl reines 3CO
eingeatmet. Hierzu wird ein zweites Mundstiick verwendet, um durch die Gasfliisse in das
Spektrometer und das Spirometer die aufgenommene CO-Menge nicht zu verfilschen.

Nach etwa einer Minute, in der die Luft angehalten wurde, atmete der Proband durch
das Mundstiick am Spektrometer wieder aus. Es zeigt sich, dass die ausgeatmete CO-
Konzentration nach dem Luftanhalten gering genug ist, um auf der empfindlichen P3(13)-
Linie messbar zu sein. Die ausgeatmete CO-Menge liegt unter 5ul, es wurden also mehr
als 495l ¥CO aufgenommen.

Innerhalb der folgenden 2 Minuten fillt die CO-Konzentration im Atem ab. Dies ist die
Zeit, in der in der Lunge verbliebenes CO mit der Atemluft ausgewaschen wird. Anschlie-
Bend kann aus der Atemluft die Carboxyhémoglobin-Konzentration bestimmt werden, wie
in Kapitel 5.1.4 beschrieben. Zur Bestimmung von tHb werden die bestimmten Konzen-
trationen aus 5 aufeinanderfolgenden Atemziigen gemittelt. Die Differenz der Mittelwerte
vor und nach der CO-Gabe dient dann zur Berechnung von tHb nach Gleichung 5.8.

Zur Reduktion des Messfehlers wurden 3 Einzelmessungen in einem Zeitraum von 20 min

fiir jeden Probanden durchgefiihrt und iiber die gemessenen Werte gemittelt.

5.3.3. Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 5.2 zeigt die Messergebnisse von drei Probanden. Die gemessenen Werte decken sich
im Rahmen der Messunsicherheit mit den theoretischen Erwartungen, die aus Geschlecht
und Koérpermasse der Probanden abgeschitzt wurden und den Ergebnissen der betreuten
Diplomarbeit.

Die wesentlichen Vorteile dieser weiter entwickelten Methode zur Bestimmung von tHb
liegt in der kiirzeren Messzeit, was eine Mehrfachbestimmung der Hamoglobinmasse fiir
den Probanden zumutbar macht und die Messunsicherheit durch die Mittelung reduziert.
So ist es moglich, in kiirzerer Zeit eine genauere Bestimmung der Hamoglobinmasse vor-
zunehmen.

Dariiber hinaus ist die Datenauswertung deutlich vereinfacht worden.

Der Erfolg dieser Methode ist wesentlich von der Bestimmung der Carboxyh&dmoglobin-

Konzentration im Atem abhéngig. Insbesondere eine mogliche Abhéngigkeit der Haldane-
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Proband | tHbipeo Messung
+ Standardfehler
1 551g (563 +28)g
2 755 ¢g (724 +29)g
3 1047 g (999 £51)g

Tabelle 5.3.: Die theoretischen Werte wurden aus dem Gewicht und dem Geschlecht der Pro-
banden abgeschétzt. Die Messwerte ergeben sich aus dem Mittel iiber 3 aufeinanderfolgende
Messungen innerhalb eines Zeitraumes von 20 min. Der angegebene Standardfehler liegt bei
5% des Mittelwerts.

Konstanten M von sich verdndernden physiologischen Parametern muss untersucht wer-
den, um eine verldssliche Messung zu gewihrleisten.

Sollte es notwendig sein, M individuell zu bestimmen, ist fraglich, ob der nichtinvasive
Atemtest weiterhin zwechméfig ist, oder ob es sinnvoller ist, [HbCO] aus Blutproben zu
bestimmen.

Durch die Verwendung des seltenen Isotopologs wird bei dieser Methode im Vergleich
zu Methoden, die auf natiirliches CO zuriickgreifen, die aufgenommene CO-Menge um ein
Vielfaches reduziert. Wihrend bei anderen Methoden 1ml CO pro kg Korpergewicht des
Probanden verwendet wird, was bei einem durchschnittlichen ménnlichen Erwachsenen
etwa der Belastung durch den Rauch von 7.5 Zigaretten entspricht, liegt die Belastung
durch den ¥CO-Atemtest nur bei 0,5ml (bei einfacher Bestimmung) bis 1,5ml (bei drei-
facher Bestimmung), entsprechend etwa der Menge, die bei einem Zug an einer Zigarette

inhaliert wird.

5.4. Zusammenhang zwischen Blutzuckerkonzentration
und CO in der Atemluft

In diesem Abschnitt wird eine weitere praktische Anwendung der CALOS Methode zur
Bestimmung der CO-Konzentration im Atem vorgestellt. Ausgangspunkt der hier vorge-
stellten Untersuchung ist die Hypothese, dass ein erhdhter Blutzuckerspiegel oxidativen
Stress im menschlichen Organismus erzeugt, wofiir in der Vergangenheit zahlreiche Hinwei-
se gefunden wurden. Die Frage, die sich nun stellt ist, ob hierdurch die Him-Oxygenase
aktiviert wird, um dem oxidativen Stress entgegenzuwirken, und ob das hierbei freige-
setzte Kohlenmonoxid im Atem nachweisbar ist. Im Jahr 1999 untersuchten Paredi und
Mitarbeiter diese Frage und kamen zu einem positiven Ergebnis [Par99a]. An einer Stich-
probe von 5 gesunden Probanden fiihrten sie einen oralen Glukose Toleranztest (OGTT)

durch, in dessen Verlauf sie den Blutzuckerspiegel und die ausgeatmete CO-Konzentration



AN
2 []
Trace Gas
MAnalysis?
e

5.4. Zusammenhang zwischen Blutzuckerkonzentration und CO in der Atemluft 83

bestimmten. Die Messung des CO-Gehalts erfolgte mittels eines etablierten elektrochemi-
schen Sensors, die Bestimmung der Blutzuckerkonzentration mittels eines kommerziell
erhéltlichen Messgeréits.

Wie bereits im Kapitel 2.5.1 erwahnt, neigen elektrochemische Sensoren zu Queremp-
findlichkeiten, insbesondere zu Wasserstoff. Gerade bei der Verdauung von Glukose kann es
im Diinn- und Dickdarm aber zu einer Produktion von Wasserstoff kommen, der iiber die
Blutbahn in die Atemluft gelangen kann [Gas07]. In den folgenden Abschnitten wird unter-
sucht, ob die festgestellte Korrelation zwischen Blutzuckerspiegel und CO-Konzentration
auf einer Fehlmessung beruht. Das CALO-Spektrometer ist hierzu hervorragend geeignet,

da es frei von Querempfindlichkeiten — insbesondere zu Wasserstoff — ist.

5.4.1. Messgerite

Zur Durchfithrung dieses Experimentes wurden verschiedene Messgerite benutzt. Zum di-
rekten Vergleich mit der Verdffentlichung von Paredi et al. wurde ein elektrochemischer
Sensor (Smokerlyzer micro 4, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt durch Bedfont Scien-
tific Ltd.) parallel zum CALO-Spektrometer benutzt. Dieses Gerét ist das Nachfolgemodell
des damals benutzten Smokerlyzer EM50. Laut Herstellerspezifikation liegt die Queremp-
findlichkeit zu Wasserstof bei unter 2% — bei einer Wasserstoffkonzentration von 50 ppm
sollte der gemessene CO-Wert also maximal 1ppm zu hoch sein. Um diese Angabe zu
iiberpriifen, wurde ein Priifgasgemisch aus 3 ppm CO in Stickstoff mit einem Gemisch aus
1% Wasserstoff in Stickstoff gemischt, um unterschiedliche CO- und Hy-Konzentrationen
einzustellen. Zur Herstellung der Gasgemische wurden Massenflussregler (MKS Instru-
ments) eingesetzt.

Hierbei stellte sich heraus, dass fiir den Smokerlyzer im Bereich bis zu 500 ppm H,
eine lineare Abhéngigkeit zur Hy-Konzentration besteht. Abbildung 5.17 zeigt den Ver-
suchsaufbau sowie die Messergebnisse. Die Steigung der Regressionsgeraden an die Mess-
daten in diesem Bereich betridgt 0,014, was den Angaben des Herstellers entspricht. Die
Messung der selben Gasgemische mit dem CALO-Spektrometer ergab keine Abhéngigkeit
von der Wasserstoffkonzentration, was aufgrund der nicht vorhandenen Absorption im
5 pm-Wellenldngenbereich auch zu erwarten ist.

Da der Smokerlyzer eine Querempfindlichkeit zu Wasserstoff zeigt, sollte eine Wasser-
stoffmessung im Atem wihrend des Experiments durchgefiihrt werden, da keineswegs klar
war, ob Wasserstoff bei einer normalen Verdauung von Glukose im Atem nachweisbar
ist. Eine weitere Frage, die auf diese Weise geklart werden konnte ist, wann der Wasser-
stoff freigesetzt wird. Glukose geht im Diinndarm ins Blut iiber, in dem aber lediglich bei

einer bakteriellen Fehlbesiedlung Wasserstoff produziert werden sollte. Bei einer Glukose-
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Abbildung 5.17.: Zum Test der Querempfindlichkeit zu Wasserstoff wurde ein Gasgemisch mit
Hilfe zweier Massenflussregler hergestellt und mit dem CALO-Spektrometer und dem Smo-
kerlyzer vermessen. Der Smokerlyzer zeigt eine leichte Abhéngigkeit der gemessenen CO-
Konzentration von der Wasserstoffkonzentration, wihrend dies beim CALO-Spektrometer
nicht auftritt.

Intoleranz wird die Glukose im Diinndarm nicht vollstédndig absorbiert und gelangt in den
Dickdarm, wo sie dann von Bakterien zersetzt wird, was zu einer Wasserstoff-Produktion
fithrt. Die Freisetzung im Dickdarm sollte allerdings zeitversetzt zur Blutzuckererh6hung
erfolgen, wihrend eine evtl. Freisetzung im Diinndarm gleichzeitig stattfinden sollte.

Zur Messung der Hy-Konzentration im Atem wurde ein elektrochemischer Sensor (Hy-
drogen Monitor, GMI Medicall.td.) eingesetzt. Dieser misst Wasserstoffkonzentrationen
im Bereich von 0 bis 500 ppm mit einer Genauigkeit von 1ppm. Zur Probennahme at-
met der Proband durch eine Spritze, die ein Loch unterhalb des Stempels bei etwa 30 ml
Volumen hat. Am Ende der Exhalation wird der Stempel auf 20 ml eingestellt, wodurch
das Loch verschlossen wird. Die letzten 20ml des Atemzugs werden dann in das Gerat
injiziert. Nach etwa einer Minute kann die Ho-Konzentration abgelesen werden.

Zur Bestimmung der Blutzuckerkonzentration wurde das kommerziell erhéltliche Mess-
gerét accuchek Aviva (Hersteller: roche) benutzt. Hierbei wird ein Tropfen Blut aus der
Fingerkuppe auf einen Teststreifen gegeben, der von dem Messgerdat ausgelesen wird.

Der Nachweis erfolgt elektrochemisch. Die Nachweisempfindlichkeit betrégt 60pmol/1
(Img/dl).

5.4.2. Der orale Glukose-Toleranztest (OGTT)

An dieser Studie nahmen 6 gesunde Nichtraucher im Alter von 24 bis 32 Jahren teil. Der
OGTT wird niichtern durchgefiihrt, die letzte Mahlzeit der Probanden lag mindestens 10

Stunden vor dem Beginn des Versuchs. Zur Durchfithrung des Tests nimmt der Proband
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Abbildung 5.18.: Die Graphen zeigen die Ergebnisse der Untersuchungen zur Korrelation des
Blutzuckerspiegels mit der CO-Konzentration im Atem. In allen Graphen ist zum Vergleich
die Blutzuckermessung aufgetragen (schwarz). Die gelbe Fliche ist durch die Standardabwei-
chung der Messpunkte begrenzt und ersetzt somit die Fehlerbalken, durch die die Graphen
uniibersichtlich werden wiirden. Links ist die mittels CALOS gemessene Anderung der CO-
Konzentration aufgetragen (griin), rechts oben die CO-Messung mit dem Smokerlyzer (rot)
und rechts unten die Wasserstoffmessung mit dem ,,Hydrogen Monitor“ (blau). Die Konzen-
trationsénderung ist jeweils auf den Mittelwert der jeweiligen Messungen bei ¢ < 0 bezogen.

zum Zeitpunkt ¢ = 0 300ml einer Glukose-Losung (Accu-Chek Dextro O.G.T., Roche
Pharma AG) zu sich, die im Handel erhéltlich ist und einer Menge von 75 g wasserfreier
Glukose entspricht.

30 min vor und 120 min nach der Einnahme der Losung werden in Abstéinden von 10 min
Messungen der CO-Konzentration mit CALOS und Smokerlyzer sowie der Hy- und Blut-
zuckerkonzentration vorgenommen. Bei allen Atemproben wird dabei zunéchst 15s lang
die Luft angehalten und dann bei einem Fluss von 301/min durch das Mundstiick ausge-
atmet. Die CALOS-Daten wurden wie bereits in vorangegangenen Kapiteln beschrieben
ausgewertet. Die gesammelten Werte wurden iiber alle Probanden gemittelt und graphisch
dargestellt (siche Abb. 5.18).

5.4.3. Ergebnisse

Nach der Einnahme der Glukose-Losung steigt der Blutzuckerspiegel innerhalb von 30 min
auf sein Maximum, das bei etwa 175 % der Startkonzentration liegt, und fillt in den kom-
menden 40 min wieder auf einen Wert, der etwa 30 % oberhalb der Konzentration bei ¢t = 0
liegt. Die Basislinie liegt bei 83 mg/dl bei einer Standardabweichung von 9,1 mg/dl, wobei
alle Werte zwischen 74 und 96 mg/dl liegen. Dies entspricht einer normalen Blutzucker-

konzentration bei gesunden Menschen.
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Die Basislinie der CO-Messung mit CALOS liegt fiir die einzelnen Probanden zwischen
1,3 und 3,8 ppm bei einer mittleren Konzentration von 2,4 ppm und einer Standardabwei-
chung von 0,72 ppm. Entgegen der Studie von Paredi et al. steigt die Konzentration nach
der Glukose-Gabe aber nicht an, sondern fillt wihrend der Phase, in der die Blutzucker-
konzentration maximal ist, signifikant um (4,2 + 1,4) % ab. Ein Student-t-Test ergibt fiir
diese Absenkung ein Signifikanzniveau von 0,04.

Mit dem Smokerlyzer ist ebenfalls keine Erhohung der CO-Konzentration messbar. Auch
hier findet sich eher eine Absenkung, allerdings mit einem relativ schlechten Signifikanzni-
veau von 0,08, womit diese Anderung in der Medizin als nicht signifikant betrachtet wird.
Die Basislinie liegt bei den Messungen mit diesem Sensor zwischen 0 und 4 ppm mit einer
mittleren CO-Konzentration von 1,6 ppm und einer Standardabweichung von 1,3 ppm.

Die Wasserstoffkonzentration im Atem unterliegt einer starken Schwankung zwischen
den teilnehmenden Probanden. Die minimal gemessene Startkonzentration liegt bei 3 ppm,
das Maximum bei 97 ppm. Fiir die Basislinie ergibt sich eine mittlere Wasserstoffkonzentra-
tion von 23 ppm. Bereits innerhalb der ersten 10 min nach der Glukoseeinnahme erreicht
die Wasserstoffkonzentration ihr Maximum bei 140 % des Startwertes und fillt in den

kommenden 40 min auf den Startwert zurtick.

5.4.4. Diskussion

Der Vergleich der hier erzielten Ergebnisse mit der Veroffentlichung von Paredi et al. zeigt
eine Diskrepanz, wie sie deutlicher kaum sein kann, liefert aber auch eine plausible Er-
klarung dafiir, auch wenn ein letztendlicher Nachweis nur durch eine Wiederholung des
Experiments mit dem Originalgerédt und gleichzeitiger Messung der Wasserstoffkonzentra-
tion erbracht werden konnte.

Die Messungen mit dem Wasserstoffmessgerit zeigen einen qualitativ sehr &hnlichen
Verlauf wie die ,,CO-Messung* in dem zitierten Artikel. Laut Hersteller kann die Queremp-
findlichkeit der Smokerlyzer Serie zu Wasserstoff mit dem Alter der Sensoren zunehmen.
Bei den hier beobachteten Anderungen der Wasserstoffkonzentration von bis zu 20 ppm ist
eine Querempfindlichkeit von 10 % ausreichend, um die Werte von Paredi zu reproduzieren.
Eine Anderung in diesem Bereich scheint durchaus moglich zu sein.

Dariiber hinaus liefert sowohl die verbesserte Version des Smokerlyzers als auch CA-
LOS das Ergebnis, dass die CO-Konzentration nicht erhoht ist. Hier zeigt sich, dass der
Smokerlyzer signifikant verbessert wurde. Die Empfindlichkeit und damit die Messunsi-
cherheit ist zwar - gerade im Vergleich zum CALO-Spektrometer, zu grof}, um signifikante
Anderungen im Atem festzustellen, qualitativ ergeben sich aber #hnliche Ergebnisse.

Die Absenkung der CO-Konzentration im Atem bei erh6htem Blutzuckerspiegel wirft
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die Frage auf, was mit dem CO, das normalerweise im Atem nachgewiesen werden kann,
geschieht. Eine Moglichkeit wére, dass es, um der Lipid-Peroxidation entgegenzuwirken,
verbraucht wird, eine andere, dass die Expression von CO im Koérper durch den hohen
Blutzuckerspiegel gehemmt wird. Eine Entscheidung zwischen diesen beiden Moglichkeiten
ist auf der Grundlage der hier durchgefiihrten Experimente allerdings nicht méglich.
Leider ist die Senkung der CO-Konzentration verhéiltnisméflig gering und ist in die-
ser Eindeutigkeit auch nur im Mittel iiber alle Probanden erkennbar. Andernfalls hétte
die Atemanalyse eine komfortable Moglichkeit eroffnet, die Blutzuckerbestimmung beim
OGTT mittels einer Blutprobe durch eine Atemprobe zu ersetzen. Die Ergebnisse dieses

Kapitels wurden in Journal of Biomedical Optics veroffentlicht [Fri08c].

5.5. Zusammenfassung

Die Moglichkeit, CO hochstempfindlich, isotopologenselektiv und mit hoher Zeitauflosung
messen zu konnen, ermdglicht wertvolle Erkenntnisse. In diesem Kapitel wurde gezeigt,
dass die CALOS-Methode die Aufzeichnung von CO-Exspirogrammen erméglicht. Die
systematische Untersuchung dieser Exspirogramme zeigt, dass die CO-Konzentration in
der ausgeatmeten Luft eine deutliche Abhéngigkeit von der Atemflussrate und von einem
moglichen Atemanhalten vor der Ausatmung aufweist.

Die Entwicklung eines mathematischen Modells der Ausatmung, das eine gute Uberein-
stimmung mit den experimentellen Daten zeigt, enthiillt dariiber hinaus eine Abhangigkeit
von der Affinitdt des Hamoglobins zu CO.

Aus dem Modell und der Analyse der experimentellen Daten wurde ein Atemprotokoll
erstellt, das es ermdglicht, aus der CO-Konzentration in der ausgeatmeten Luft auf die
Carboxyhdamoglobin-Konzentration im Blut zu schliefen.

Eine weitere Methode, die Carboxyhédmoglobin-Konzentration isotopologenselektiv zu
bestimmen, wurde hier basierend auf Arbeiten von Iffland et al. entwickelt [Iff72]. Hierbei
wird das CO aus einer Blutprobe chemisch freigesetzt und anschlieffend quantitativ ana-
lysiert. Durch den Einsatz des CALO-Spektrometers erlangt diese Methode eine bislang
unerreichte Empfindlichkeit.

Ein Vergleich der beiden Methoden zeigt eine Abweichung, deren Grund in Abhéng-
igkeiten der Haldane-Konstanten M von physiologischen Parametern, die hier nicht
beriicksichtigt wurden, vermutet wird.

Basierend auf der Bestimmung der Carboxyhidmoglobin-Konzentration wurde eine
nichtinvasive Messmethode zur Bestimmung der H&moglobinmasse im menschlichen
Korper entwickelt und charakterisiert. Die Methode liefert ermutigende Resultate, aller-

dings iibertragt sich die Unsicherheit der Carboxyhdmoglobin-Bestimmung auch auf diese
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Methode.

Dieses Kapitel zeigt, dass die CALOS-Methode durch die Kombination aus hochster
Empfindlichkeit, guter Zeitauflosung und Selektivitét ein wertvolles Instrument zur iso-
topologenselektiven CO-Analyse in biomedizinischen Anwendungen darstellt, das insbe-
sondere gaschromatographischen [Iff72] und elektrochemischen [Par99a] Verfahren weit

iiberlegen ist.



6. Isotopologenselektiver NO-Nachweis

Laserspektroskopische Verfahren bieten eine Reihe von Vorteilen gegeniiber etablierten
Methoden. Sie vereinen eine extrem hohe Empfindlichkeit mit guter Zeitauflosung und
hoher Spezifitdt. In den folgenden Kapiteln wird die CALOS-Methode zunéchst in einem
Vergleich mit einem Chemilumineszenz-Detektor zum Spurengasnachweis von NO evalu-
iert. Daran schlielt sich die Untersuchung des Transports von NO durch die menschliche
Haut und die UV-induzierte NO-Freisetzung aus einer wassrigen Nitritlosung und deren

Wechselwirkung mit Antioxidantien an.

6.1. NO aus biologischen Proben

Abgesehen von dem NO, das in den oberen Atemwegen produziert wird und damit auch
in die Atemluft gelangt, liegt NO im menschlichen Kérper stets in gebundener Form
als Nitrit, Nitrat oder in Nitroso-Verbindungen vor. Der ,Gold-Standard“ zur Analyse
von NO im Koérper ist der Nachweis in der Gasphase mittels eines Chemilumineszenz-
Detektors (CLD) nach chemischer Freisetzung des NO aus dem Blut. Hier soll — auch aus
Griinden der Etablierung der CALOS-Methode — ein systematischer Vergleich zwischen
einem kommerziell erhéltlichen CLD (Modell CLD 88 NOe, Ecophysics) und dem CALO-
Spektrometer vorgestellt werden.

Zunéchst werden beide Systeme anhand von Priifgasgemischen verglichen, anschliefend
wird der Vergleich anhand von NO-Freisetzung aus definierten wéssrigen Nitritlosungen,
die ein Modellsystem fiir biologische Proben darstellen, durchgefiihrt. AbschlieBend wer-
den menschliche Blutplasma-Proben untersucht, die mit einer bekannten Menge N-
Nitrit angereichert wurden. Diese Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit der
CardioBioTech-Gruppe der Medizinischen Klinik I im Universitétsklinikum Aachen durch-
gefithrt und in Nitric Ozide publiziert [Fri0O8al.

6.1.1. Priifgasgemische

Die verwendeten Gasgemische wurden aus Priifgasen (Linde Therapeutics, Deutschland)
und Stickstoff (Stickstoff 5.0, Linde) hergestellt. Die Priifgase waren mit 1,02 ppm “NO

89
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Abbildung 6.1.: Massenflussregler dienen zur Herstellung eines Priifgasgemisches. Vor der
Befiillung des Beutels wird dieser mehrfach mit reinem Stickstoff gespiilt. Nachdem das Gas-
leitungssystem evakuiert und der Beutel verschlossen wurde, wird das gewiinschte Mischungs-
verhéltnis eingestellt. Nach etwa einer Minute wird das Ventil 2 am Beutel geoffnet und das
Ventil 1 an der Pumpe geschlossen; der Beutel fiillt sich mit dem Gemisch.

bzw. 1,05ppm NO in Stickstoff spezifiziert. Zur Einstellung der Mischungsverhiltnisse
wurden Massenflussregler (Type 1479A, MKS Deutschland GmbH) mit einem maximalen
Gasfluss von 1000 sccm verwendet.

Das Gasgemisch wurde in zuvor ungenutzte Tedlar-Probenbeutel (Firma SKC) gefiillt,
die vor dem Befiillen mit Stickstoff 5.0 gespiilt wurden. Bevor ein Beutel befiillt wurde,
wurde ein konstanter Gasstrom in dem gewiinschten Mischungsverhéltnis bei niedrigem
Druck (< 1mbar) in den zur Befiillung verwendeten Leitungen hergestellt, um sicherzu-
stellen, dass das Gemisch durch das vorhandene Gas im Leitungssystem nicht verunreinigt
wird. Die Befiillung ist in Abbildung 6.1 schematisch dargestellt. Die Vermessung aus den
Probenbeuteln heraus ist notwendig, da der CLD bei Raumdruck betrieben werden muss.
Das CALO-Spektrometer ist aufgrund seiner unabhéngigen Druck- und Flusskontrolle
prinzipiell bei (fast) beliebigem Druck und Gasfluss zu benutzen.

Der CLD misst eine Konzentration nicht absolut, daher ist eine Kalibrierung des Geriéts
mit bekannten Konzentrationen erforderlich. CALOS hingegen misst den Absorptionsko-
effizienten, aus dem mit Hilfe der HITRAN-Datenbank [Rot05] die Konzentration be-
rechnet werden kann. In diesem Vergleich wurden beide Systeme dennoch mit einer
Priifgasmischung kalibriert um die Messunsicherheit zu minimieren. Die Unsicherheit der
Priifgasmischung ist zwar gleich der Unsicherheit der HITRAN-Datenbank (5 %) [Rot05].
Wird aber fiir beide Systeme derselbe Standard benutzt, tritt bei beiden Methoden der-
selbe systematische Fehler auf, der im Vergleich schliefSlich nicht sichtbar ist.

Etwa 1 Stunde nach dem Befiillen der Beutel wurden diese sowohl mit dem CLD als
auch mit CALOS vermessen. Zum Vergleich wurden die Ergebnisse in einem Diagramm
gegeneinander aufgetragen (siche Abbildung 6.2). Es zeigt sich deutlich, dass beide Me-
thoden im Rahmen ihrer jeweiligen Messunsicherheit identische Konzentrationen messen.
Beim Vergleich der Standardabweichungen beider Methoden féllt auf, dass CALOS bei

AN
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Abbildung 6.2.: Der obere Graph zeigt den Vergleich zwischen CALOS und CLD anhand von
Priifgasgemischen. Auf der x-Achse ist die mit dem CLD gemessene Konzentration, auf der y-
Achse die CALOS-Messung aufgetragen. Die Regressionsgerade hat eine Steigung von 0,999 +
0,005 und einen Offset von 0,04 4+ 0,22. Im unteren Graphen sind die Standardabweichungen
der Messungen von CLD (schwarz) und CALOS (rot) aufgetragen.

hohen Konzentrationen deutlich geringere Standardabweichungen aufweist. Auch steigen
die Standardabweichungen bei CALOS langsamer als beim CLD. Die Prézision ist bei
hohen Konzentrationen beim CALOS Spektrometer hoher als beim CLD, bei niedrigen

Konzentrationen allerdings vergleichbar.

6.1.2. Bestimmung optimaler Analyseparameter anhand einer
wdssrigen Nitritlésung
Als (stark vereinfachtes) Modellsystem fiir biologische Fliissigkeiten dient eine wéssrige

Nitritlosung. In einer Triiodid-Lésung! kann das darin enthaltene Nitrit zu NO reduziert

werden:

NO; +2H" — NOT +H,0
NOT +1I- — ONI (6.1)
20NI — 2NO + 1,

Zur Analyse findet diese Reaktion in einem temperierten Reaktionsgefiafl bei 60°C statt

(Abbildung 6.3, links). Die Einstellung der Temperatur erfolgt iiber zwei Umwélzthermos-

KI+I, in Essigsiure gelost
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Abbildung 6.3.: Links: Die Reaktionskammer zum Nachweis von NO aus Fliissigkeiten ist &hnlich
aufgebaut, wie das Vorgédngermodell, das in Kapitel 5.2 vorgestellt wurde. Die Kammer be-
steht jedoch aus zwei Abschnitten, die mittels Wasserbéddern auf unterschiedliche Tempera-
turen gebracht werden konnen. Rechts: Der Konzentrationsverlauf des freigesetzten NO ist
flussabhéngig. Druck: 40 mbar, NO-Menge: 6 pmol.

tate, die temperiertes Wasser durch die doppelte Gefalwand pumpen.

Als Trégergas fiir das freigesetzte NO dient Helium, das mit dem freigesetzten NO
zunéchst durch einen gekiihlten (4°C) Bereich des Reaktionsgefifles geleitet wird. Hier-
durch wird verdampfte Reaktionslosung zu einem grofien Teil kondensiert und tropft in
den unteren Bereich zuriick. Eine anschlieBende NaOH-Falle entfernt verdampfte Saure
aus dem Gasstrom. Durch einen Nafion-Schlauch wird die Wasserkonzentration auf 0,1 %
reduziert. Das so vorbehandelte Gas wird mittels des CALO-Spektrometers und des CLD
analysiert.

Unmittelbar nach der Injektion der Probe vermischt sich die Probe mit der Triiodid-
Losung und die Reaktion setzt ein, was zu einem exponentiellen Anstieg der NO-
Konzentration fiihrt. Nach einigen Sekunden ist das Nitrit aus der Probe aufgebraucht und
ein exponentielles Abklingen der NO-Konzentration setzt ein. Das Resultat ist ein zeitli-
cher Konzentrationsverlauf, der mittels der Puls-Funktion (s. Gleichung 5.6) beschrieben
werden kann, wie bereits in Kapitel 5.2 beschrieben wurde. Analog zu den dort beschrie-
benen Verfahren kann hier die NO-Menge bestimmt werden. Der Gasfluss hat auf die
beobachtete Signalform einen wesentlichen Einfluss. Zunéchst einmal verbessert sich die
Zeitauflosung mit steigendem Gasfluss, da die Gasaustauschzeit in Reaktionskammer und
Nachweiszelle abnimmt.

Wird das Gas, wie im Fall der Reduktion von Nitrit, schnell freigesetzt, fithrt ein hoherer
Gasfluss zu einem schnellen Auswaschen der freigesetzten Gasmenge und somit zu einer
geringeren Verdiinnung und zu einem stérkeren Signal (Vgl. Abbildung 6.3). Es ist also

sinnvoll, den Gasfluss zu optimieren. Aufgrund der Konstruktion der Reaktionszelle ist ein
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Abbildung 6.4.: Ein Vergleich zwischen den Geriteantworten auf Nitrit-Losungen mit "N-Nitrit
(oben) und '°N-Nitrit (unten). Die Steigungen beider Regressionsgeraden sind 0,98 + 0,05.
Beim N-Nitrit zeigt sich eine mittlere Abweichung von 0,4 & 0,2 pmol und beim PN-Nitrit
von —0,83 4 0,22 pmol. Die groe Abweichung beim '»N-Nitrit ist durch die Verunreinigung
des Wassers durch natiirliches Nitritvorkommen zu erkliren, die beim '?NO-Nachweis mittels
CALOS keine Rolle spielt, bei der CLD-Messung allerdings mit gemessen wird.

Gasfluss von mehr als 300 sccm nicht moglich, da die Reaktionslosung dann stark schdumt
und in das Gasleitungssystem gedriickt wird. Um ein moglichst hohes Signal zu erreichen,
wurden alle folgenden Versuche mit dem CALO-Spektrometer bei einem Gasfluss von

300 sccm durchgefiihrt; der CLD ist auf einen Gasfluss von 130 scem festgelegt.

6.1.3. Vergleich von CLD und CALOS anhand wassriger
Nitrit-Losungen

Der Vergleich der beiden Systeme erfolgt anhand von Kalibrationsreihen. Hierzu wurden
Nitritlosungen unterschiedlicher Verdiinnung in die Triiodid-Losung im Reaktionsgefdfl
gespritzt. Die erste Reihe eines Versuchstages diente der Kalibration der Systeme.

Um die Nachweisgrenze beider Systeme zu bestimmen, wurden 100 pl einer Nitritlosung
(10nM) 5 mal mit beiden Systemen vermessen. Die Standardabweichung dieser Messer-
gebnisse gibt die untere Quantifizierungsgrenze an und liegt bei dem CLD bei 0,17 pmol
und bei CALOS bei 0,27 pmol. Die Empfindlichkeit beider Systeme liegt also in einem
vergleichbaren Bereich, wobei der CLD leicht {iberlegen ist.

Die benutzten Konzentrationen reichten von 0 bis 100nM. Selbst , nitritfreies“ Wasser
enthélt noch Spuren von Nitrit, die mit CALOS und dem CLD messbar sind. Diese Spuren
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Abbildung 6.5.: Das Diagramm zeigt, dass die Summe der CALOS-Messungen von “NO und
I5NO mit der CLD-Messung derselben Proben iibereinstimmt. Die Plasma-Proben wurden
kiinstlich mit 3 pmol bzw. 6 pmol N-Nitrit angereichert.

verfilschen insbesondere das Messergebnis des ®NO bei den CLD-Messungen, da dieses
System zwischen den Isotopologen nicht unterscheiden kann. Der Effekt fithrt in einem
yocatter-Plot“, in dem die Messergebnisse beider Methoden gegeneinander aufgetragen
sind, zu einer konstanten Abweichung von der Einheitsgeraden, wie in Abbildung 6.4 zu
erkennen ist. Im Falle des *NO tritt keine Abweichung auf, da hier beide Systeme die
gleiche Verunreinigung messen.

Von diesem Offset abgesehen, liegen die Punkte der Vergleichsmessungen in Abbildung
6.4 im Rahmen der Messunsicherheit auf der Einheitsgeraden. Dies bedeutet, dass beide

Systeme zu praktisch identischen Ergebnissen kommen.

6.1.4. Blutplasma

NO reagiert im Blut sehr schnell zu Nitrit (NO;) oder bindet an Proteine und bildet
so Nitrosothiole oder S-Nitrosamine. Als Sammelbegriff fiir auf diese Arten gebundenes
NO wird RX-NO benutzt. Die Triiodid-Losung lost auch aus diesen Verbindungen das
NO, so dass der selbe Aufbau wie im vorangegangenen Abschnitt auch fiir die Analyse
von Blutplasma-Proben genutzt werden kann. Vor der Analyse des Blutplasmas wurden
die Systeme mittels verschieden konzentrierter Nitritlosungen kalibriert. Zur Herstellung
der Plasma-Proben wurde 3 Probanden Blut aus der mittleren Vene der Ellenbeuge (Vena

mediana cubiti) entnommen, im Verhéltnis 1:5 in einer PBS-Losung verdiinnt und anschlie-
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Bend 15min bei einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert, um die festen Zellbestandteile
aus der Plasma-Probe zu entfernen. Jede Probe wurde 3 mal mit beiden Systemen ana-
lysiert. Anschliefend wurde jeder Probe »N-Nitrit (3 pmol/100ul) beigefiigt, und erneut
mit beiden Systemen 3 mal analysiert. In einem letzten Schritt wurde nochmals dieselbe
Menge N-Nitrit hinzugefiigt und anschlieSend gemessen.

Der CLD misst als Ergebnis eine in jedem Schritt um 3 pmol erhéhte Stoffmenge,
withrend CALOS zwischen “NO und NO differenziert, wobei die Summe der beiden
Stoffmengen der Messung des CLD entspricht.

6.1.5. Diskussion

Die Vergleiche anhand von Priifgasgemischen und Blutplasma zeigen im Rahmen der Mess-
genauigkeit eine hervorragende Ubereinstimmung. Der Vergleich der "*NO-Freisetzung aus
wissrigen Nitritlosungen zeigt ebenfalls eine gute Ubereinstimmung, lediglich die »NO-
Proben weichen deutlich von einander ab. Diese Abweichung kann auf Verunreinigungen
der Proben mit MNOj; zuriick gefiihrt werden, die aufgrund der fehlenden Selektivitit von
dem CLD mitgemessen wird, und somit zu einem Offset gegeniiber den CALOS-Messungen
fiihrt.

In dieser Selektivitat liegt der entscheidende Vorteil der CALOS-Methode gegeniiber
CLD. In biologischen Proben findet sich eine grofie Menge NO-Verbindungen im natiir-
lichen Isotopenverhéltnis. Sollen Verdnderungen in den NO-Verbindungen nachgewiesen
werden, ist dieser Offset ein begrenzender Faktor der Genauigkeit einer Analyse. Da ’NO
in einer um einen Faktor 300 kleineren Konzentration vorliegt, kénnen Verdnderungen
aufgrund isotopenmarkierter Substanzen mit einer vielfach hoheren Empfindlichkeit nach-
gewiesen werden. Dariiber hinaus stéren unbeabsichtigte Verunreinigungen der Proben
mit nitrithaltigen Substanzen (wie beispielsweise Wasser) die Analyse praktisch nicht.

Aus den analysierten Blutplasmaproben wurden im Mittel 3,5pmol “NO freigesetzt
(vgl. Abb. 6.5). Die untere Quantifizierungsgrenze liegt sowohl fiir CALOS als auch fiir
CLD bei unter 10 % dieser Menge, wodurch eine akzeptable Unsicherheit bei der Analyse
von Blutproben gegeben ist. Zur Analyse von natiirlich vorkommendem °NO in einer
Blutprobe ist die verwendete Plasmamenge (100 pl) jedoch zu gering. Mit der 30-fachen
Menge, also 3ml, wiirde die freigesetzte "NO-Menge der Quantifizierungsgrenze entspre-
chen, so dass zusétzliche Erhohungen messbar wiirden.

Die beiden wichtigsten etablierten Verfahren, um NO isotopologenselektiv in biologi-
schen Proben nachweisen zu kénnen sind die Elektronen-Spin-Resonanz (ESR) [Uts06]
und gaschromatographische Verfahren, die mit einem Massenspektrometer kombiniert wer-

den [Eij07, Tsi94, Wev99]. Beide Verfahren benotigen allerdings sehr aufwéindige Proze-
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duren der Probenaufbereitung. ESR ist auf die Verwendung sog. ,Spin-Trap“-Molekiile
angewiesen, bei chromatographischen Verfahren muss die Probe zunéchst angereichert
werden. Diese Probenaufbereitung bringt zusétzliche Quellen fiir Querempfindlichkeiten
und Messunsicherheiten mit sich [Tar01, Rub94, Hel07]. Die Verfahren wurden mit der
Chemilumineszenz-Methode verglichen [Hun04, Kle03, Hua06, Gla02] und ergaben eine
gute Korrelation der Messergebnisse, allerdings liegt die Empfindlichkeit bei beiden Me-
thoden unter der der CLD und CALOS.

Qualitativ wurde die Moglichkeit des **NO und ’NO Nachweises in biologischen Proben
mit einem Laserspektrometer bereits von Yi et al. erbracht, allerdings wurde die Nach-
weisempfindlichkeit lediglich im ppb Bereich abgeschéitzt [Yi06].

Als wichtigstes Ergebnis dieses Kapitels kann festgehalten werden, dass das CALO-
Spektrometer eine mit modernen Chemilumineszenz-Detektoren vergleichbare Empfind-
lichkeit aufweist, dariiber hinaus aber auch zwischen verschiedenen Isotopologen unter-
scheiden kann. Diese auflergewohnliche Selektivitét ist ein entscheidender Vorteil, der neue
Wege in der biologischen und medizinischen Forschung o6ffnet. Ein Anwendungsbeispiel

dieses Systems wird im folgenden Kapitel behandelt.

6.2. NO-Transport durch die Haut

Der Transport von NO durch die Haut in die Blutbahn ist fiir Biologie und Medizin von
grofiem Interesse. NO ist im menschlichen Schweifl vorhanden [Gan04] und wird auf der
Haut spontan aufgrund des pH-Wertes von 5,5 aus Nitrit, das im Schweifl vorhanden
ist, freigesetzt [Sus06]. Die NO-Freisetzung kann durch UV-Einstrahlung weiter verstéarkt
werden [Sus03]. Bislang ungeklirt ist die Frage, ob das auf der Haut produzierte NO durch
die Haut in die Blutbahn gelangen kann, wo es ggf. weitere Effekte, wie z.B. die Senkung
des Blutdruckes, hervorruft.

Zur Untersuchung des NO-Transports durch die Haut soll ein Experiment mit °N-
markiertem Nitrit vorgestellt werden, bei dem eine Salbe, die das Nitrit enthélt, auf die
Haut aufgetragen wird. In verschiedenen Zeitabstdnden wird anschlieBend eine Blutprobe
entnommen und untersucht. Im Folgenden wird die Versuchsdurchfiihrung detailliert be-
schrieben und die Ergebnisse diskutiert. Dieses Experiment wurde in Kooperation mit der

Klinik fiir plastische Chirurgie des Universitéatsklinikums in Aachen durchgefiihrt.

6.2.1. Versuchsdurchfiihrung

Vor dem Auftragen von 10ml einer 100mM N-Nitrit-Salbe auf die Haut der Proban-
den (N = 5, 2 weiblich, Alter 25-47, Gewicht 55-90kg), wurde diesen jeweils 18 ml Blut
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als Nullmessung abgenommen. Weitere Blutabnahmen wurden nach 15 und 30 min sowie
nach 1, 3, 6 und 24 Stunden durchgefiihrt. Die Blutproben wurden zentrifugiert und der
Plasmaiiberstand mit Azeton versetzt, um die Proteine zu fillen. Die Proteine wurden
anschlieend in Wasser gelost und bei -20 °C eingefroren. Diese Vorbereitung der Protein-
proben wurde von den Kooperationspartnern in Aachen durchgefiihrt.

Zur Analyse der in der Proteinlosung und im Zentrifugationsiiberstand enthaltenen NO-
Menge wurden die Proben in das Labor in Diisseldorf transportiert. Der Zeitraum zwischen
Blutentnahme und Analyse betrug mehrere Tage.

Nach dem Auftauen einer Probe wurde diese mit dem Enzym Nitratreductase versetzt.
Hierdurch wird zu Nitrat oxidiertes NO zu Nitrit reduziert, das in der Triiodid-Losung
weiter zu NO reduziert werden kann. Das zur Verfiigung stehende Probenvolumen betrug
mehr als 9ml. Aus jeder Probe wurden zwei mal 4 ml entnommen und in die Triiodid-
Losung im bereits beschriebenen Reaktionsgefaf bei 60 °C gespritzt. Die beiden Messungen
werden gemittelt, als Messunsicherheit wird die Standardabweichung aus den Messungen
betrachtet. Die Messung erfolgte wie in Kapitel 3.3.3 beschrieben.

Ein Probenvolumen von 4 ml setzt eine ausreichende Menge beider NO-Isotopologe frei.
Werden beide Isotopologe untersucht, kann sichergestellt werden, dass ein Anstieg der
I5NO-Menge nicht auf eine Erhohung der natiirlichen NO-Menge im Blut zuriickzufiihren

1st.

6.2.2. Ergebnisse und Diskussion

Als Beispiel einer Einzelmessung ist die gleichzeitige Messung von “NO und NO im
Zentrifugationsiiberstand nach der Fallung der Proteine aus der Plasma-Probe in Abbil-
dung 6.6 (links) dargestellt. In diesem Graphen sind die 1*NO- und *NO-Konzentrationen
gegen die Zeit nach dem Einspritzen der Probe in die Reaktionskammer aufgetragen. Das
[sotopenverhéltnis entspricht dem Verhiltnis der Flichen unter den beiden Kurven. Ei-
ne Alternative stellt die Bestimmung des Isotopenverhéltnisses zu jedem Zeitpunkt aus
einzelnen Messpunkten dar, allerdings fiihren in diesem Fall nur Messpunkte zu einem
sinnvollen Ergebnis, die deutlich iiber dem Rauschen liegen. Werden nur Punkte betrach-
tet, bei denen die "NO-Konzentration mindestens 1 ppm betrégt (entspricht in etwa der
vollen Halbwertsbreite des Pulses), so betrégt das mittlere Isotopenverhéltnis 0,0084 bei
einer Standardabweichung von weniger als 10 %.

Die Analyse der freigesetzten NO-Isotopologe in der Proteinlésung zeigt einen signifikan-
ten Anstieg im Isotopenverhiltnis »NO/MNO (p = 0,0015, paarweiser Student-t-Test).
Der maximale Anstieg um das 3,6-fache des natiirlichen Isotopenverhéltnisses wird et-
wa 1,2h nach dem Einreiben mit der "»NO-Salbe erreicht (vgl. Abb. 6.6, rechts). An die
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Abbildung 6.6.: Zur Bestimmung des Isotopologenverhiltnisses NO/*NO in Blutproben von
5 Probanden wurden beide Konzentrationen simultan gemessen. Die linke Abbildung zeigt eine
Messung 30 min nach Applikation der Salbe. Das Isotopenverhéltnis wird aus den Fldchen un-
ter den Pulsen bestimmt. Die Ergebnisse aller Messungen sind im rechten Bild dargestellt. An
die Protein-Messung (Punkte) wurde die Pulsfunktion 5.6 (blaue Linie) gefittet. Das natiirliche
Isotopenverhéltnis wird durch die schwarze gestrichelte Linie dargestellt. Die Messpunkte stel-
len die Mittelwerte iiber alle Probanden, die Fehlerbalken die Standardabweichung dar.

Messpunkte ist eine Pulsfunktion angefittet. Die Messpunkte sind die Mittelwerte {iber
alle Probanden, wéhrend die Fehlerbalken die Standardabweichung dieser Messwerte dar-
stellen. Die relative Standardabweichung iiber alle Isotopenverhéltnisse vor dem Einreiben
mit der Salbe betrigt 8,3 %. Dieser Wert kann als der relative Fehler des Spektrometers
bei der Bestimmung des Isotopenverhéltnisses in Blutproben betrachtet werden. Die un-
gleich hoheren Schwankungen nach dem Einreiben sind hingegen auf unterschiedlich starke
Auswirkungen der Salbe auf die verschiedenen Versuchspersonen zuriickzufiihren.

Die Anderung im Isotopenverhiltnis ist ausschlieBlich auf einen Anstieg der NO-
Konzentration im Blut zuriickzufithren, da keine signifikante Anderung der “NO Kon-
zentration festzustellen ist (p = 0,28). Eine solche Anderung hitte bedeutet, dass die
Applikation der NO-Salbe eine NO-Produktion im Korper ausgelost hétte.

Diese Messungen zeigen, dass Nitrit, das auf der Haut appliziert wird, einen Weg durch
die Haut findet und an Proteine bindet. Das Nitrit in der Salbe wird bei pH 5,5 zu NO
reduziert und diffundiert als solches durch die Haut, bis es in den Blutgefdfien, die die
Haut durchsetzen, an Proteine gebunden wird. Es ist zwar denkbar, dass das Nitrit durch
die Haut diffundiert, in der Blutbahn zu NO reduziert wird und dann an die Proteine

bindet. Diese Reaktion findet allerdings nur unter Sauerstoffmangel statt und kann daher
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Abbildung 6.7.: Die Reaktionspfade fiir die UV-induzierte NO-Freisetzung aus wéssriger Nitrit-
Losung. Pfad a) ist um einen Faktor 4 wahrscheinlicher als Pfad b). [Hor05]

als unwahrscheinlich betrachtet werden [Lun05, Sus06].
Das Isotopenverhéltnis im Zentrifugationsiiberstand steigt ebenfalls an, hier liegt der

Anstieg aber nur bei etwa dem doppelten natiirlichen Isotopenverhéltnis.

6.3. NO-Nachweis mittels FAMOS

Das FAMO-Spektrometer wurde in Kapitel 4.2 ausfiihrlich charakterisiert. In diesem Ka-
pitel soll eine Anwendung dieser Methode vorgestellt werden. FAMOS zeichnet sich vor
allem durch seine extrem hohe Spezifitéit aus. Da prinzipiell ausschliellich paramagnetische
Stoffe nachgewiesen werden kénnen, sind Querempfindlichkeiten praktisch ausgeschlossen.
Daher eignet sich diese Methode hervorragend, um NO in wasserhaltigen Gasgemischen
wie Atem oder nach der Freisetzung aus Fliissigkeiten ohne vorherige Probentrocknung

nachzuweisen.

6.3.1. Vergleich korpereigener Radikalfinger

Hier wird ein Modell fiir die NO-Produktion aus Nitrit im Schweifl unter UV-Einstrahlung
untersucht. Gerade unter UV-Einstrahlung ist die Haut einem erhohten Stress ausgesetzt,
dem die Produktion von NO entgegenwirken kann [Sus03]. Anhand eines Modellsystems
kann die Wirkung verschiedener korpereigener Substanzen wie Vitamin C und E auf die
NO-Freisetzung untersucht werden.

Als Modellsystem dient hier eine wéssrige Nitritlosung (1ml, 100mM in 20 ml PBS),
die in eine Reaktionskammer gefiillt wird, durch die Stickstoff bei konstantem Gasfluss
(600 sccm) geleitet wird. Unter Bestrahlung mit einer UV-Lampe (2000 W, 290 bis 420 nm,
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Abbildung 6.8.: Zeitlicher Verlauf mehrerer Injektionen von Vitamin C in eine wéssrige Nitrit-
Losung.

Fa. Sellas Medizinische Gerdte GmbH, Gevelsberg) wird NO geméfl der in Abbildung
6.7 dargestellten Reaktionspfade freigesetzt und kann mittels des FAMO-Spektrometers
nachgewiesen werden.

Aufgrund der Riickreaktion des NO zu Nitrit in wéssriger Losung stellt sich eine konstan-
te NO-Freisetzungsrate ein. Im Folgenden wird nun die Wirkung von Glutathion, Vitamin
C und Vitamin E auf die Freisetzungsrate untersucht.

Die drei hier untersuchten korpereigenen Stoffe fungieren alle als Antioxidantien und
sind somit in der Lage, freie Radikale einzufangen. Die Vitamine C und E kénnen vom
Menschen nicht produziert werden, werden dem Korper allerdings bei normaler Erndhrung
in ausreichender Menge zugefiihrt. Glutathion kann vom Koérper selbst produziert werden
und ist in nahezu allen Zellen in hoher Konzentration vorhanden. Unklar ist, wie stark
das Potenzial der Stoffe zum Einfang freier Radikale ist. Im Reaktionspfad in Abbildung
6.7 treten als freie Radikale OH, NO und NO, auf (rot dargestellt). NO wird von allen
Antioxidantien erst bei sehr hohen Konzentrationen eingefangen, fiir OH und NOj; reichen
allerdings bereits relativ geringe Mengen.

Wird einer UV-bestrahlten Nitritlosung einer der Stoffe zugefiigt, so erhoht sich kurz-
fristig die NO-Konzentration. Durch das Einfangen der Radikale wird die Riickreaktion
des NO zu Nitrit verhindert, wodurch mehr NO in das Trigergas gelangt. Sobald der
Stoff aufgebraucht ist, kehrt die Freisetzungsrate wieder auf ihren Ursprungswert zuriick.
Abbildung 6.8 zeigt eine Reihe von Messungen mit Vitamin C als Antioxidans. Beim

Einspritzen des Nitrits wird ein Ansteigen der NO-Konzentration und das Einstellen des
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Abbildung 6.9.: Die drei korpereigenen Antioxidantien im Vergleich. Dargestellt ist Vitamin C
(schwarz), Glutathion (rot) und Trolox (blau). Anhand dieser Graphen ist ein quantitativer
Vergleich der Antioxidantien moglich.

Gleichgewichts nach etwa 30s beobachtet. Bei der Injektion von Vitamin C ergibt sich
jeweils ein pulsformiges Signal. Fiir Glutathion und Vitamin E ergeben sich &hnliche Bil-
der, zur weiteren Auswertung wird jedoch lediglich die maximale Freisetzungsrate gegen
die eingespritzte Stoffmenge aufgetragen (Abbildung 6.9). Die Graphen (schwarz: Vitamin
C, rot: Glutathion, blau: Trolox) zeigen einen mit der eingespritzten Antioxidansmenge
steigenden Verlauf, der bei 10 pmol Vitamin C bzw. Glutathion ein Séttigungsverhalten
zeigt.

Eine erhohte Anzahl Oxidantien bewirkt eine hohere Wahrscheinlichkeit fiir den Einfang
eines freien Radikals. Stehen weniger freie Radikale zur Verfiigung, findet die Riickreaktion
zu Nitrit in Abbildung 6.7 mit geringerer Wahrscheinlichkeit statt und mehr NO kann
freigesetzt werden.

Anhand dieser Graphen lésst sich das Reduktionspotenzial der drei Radikalfanger mit-
einander vergleichen. Bei einer Normierung auf die Freisetzungsrate von Vitamin C ergibt
sich fiir die hochste untersuchte Konzentration (10 pmol) fiir Glutathion ein Wert von 0,6
und fiir Vitamin E ein Wert von 0,27.

Neben diesem Vergleich des Reduktionspotenzials von Vitamin C, E und Gluthati-
on demonstriert dieses Kapitel die Moglichkeit des Einsatzes der FAMOS-Methode in
praktischen biomedizinischen Anwendungen. Zwar ist die gleiche Untersuchung auch mit
dem CALO-Spektrometer moglich. Da allerdings die hohe Empfindlichkeit bei CALOS

mit einem erheblich hoheren experimentellen Aufwand verbunden ist, bietet die FAMOS-
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Methode eine gute Alterative.

6.4. Fazit

Der Vergleich des CALO-Spektrometers mit dem ,, Gold-Standard“ der NO-Analytik zeigt
praktisch eine Ubereinstimmung der Empfindlichkeiten. Da CALOS jedoch isotopologen-
selektive Analysen ermoglicht, und somit den in biologischen Systemen vorhandenen NO-
Hintergrund ,ausblenden® kann, ist dieses System einem Chemilumineszenz-Detektor in
der biomedizinischen Praxis weit iiberlegen.

Diese Uberlegenheit kommt beim Nachweis, dass NO durch die Haut in den Blutkreislauf
gelangt und dort an Proteine bindet, zum Einsatz.

Lediglich die Komplexitdat des Laborsystems verhindert den klinischen Einsatz. Einer
Vereinfachung des Systems stehen jedoch keine prinzipiellen Schwierigkeiten im Weg —
erste Systeme, die die Cavity Ring-Down Spektroskopie nutzen, sind bereits zum Nachweis
einer Vielzahl von Spurengasen kommerziell erhéltlich [Tig08].

Das FAMO-Spektrometer zeigt eine deutlich geringere Empfindlichkeit als CALOS, ist
aber auch in der Lage, NO isotopologenselektiv mit hoher Zeitauflosung zu analysieren. Ein
besonderer Vorteil der FAMOS-Methode ist die Selektivitit des Verfahrens, die keinerlei
Probenaufbereitung wie das Trocknen des Gases erforderlich macht.

Im Vergleich zu CALOS fillt dariiber hinaus der relativ einfache Aufbau des Systems auf.
Dieser Faktor begiinstigt eine Nutzung des Prinzips in einem kommerziellen Messgeriit,
da sich die Komplexitiat des Systems vor allem auf die Kosten auswirkt.

Mit dem Einsatz moderner QCL, die im 5pm Wellenldngenbereich bereits Leistun-
gen von mehreren 10mW zur Verfiigung stellen, ist neben einer weiteren Verbesserung
der Nachweisempfindlichkeit beider Systeme auch mit der Entwicklung eines kompakten
CALO-Spektrometers moglich.



7. Zusammenfassung

Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei laserspektroskopische Verfahren zur isotopologen-
selektiven Analyse von CO und NO in komplexen Gasgemischen wie dem menschlichen
Atem oder dem freigesetzten Gas aus biologischen Proben weiterentwickelt.

Zur Bestimmung optimaler Parameter mittels FAMOS wurden die Signale der Fun-
damentalbande berechnet. Der Vergleich mit gemessenen Signalen ergab eine gute
Ubereinstimmung. Das Spektrometer erreicht nun eine Nachweisgrenze von 6 ppb/Hz!/?
NO und 60 ppb/Hz/? NO. Verglichen mit dem Vorgingermodell wurde eine Verbes-
serung um einen Faktor 2 erreicht, sowie die Moglichkeit geschaffen, beide Isotopologe
nachzuweisen. Durch den Einsatz eines Zimmertemperatur-QCL ist das Spektrometer we-
sentlich kompakter und benutzerfreundlicher geworden.

Die minimale Nachweisgrenze des CALO-Spektrometers wurde durch die Konstruktion
einer stabilen Nachweiszelle um einen Faktor 6 bei einer Mittelungszeit von 70s verbessert.
Durch die massive Konstruktion wurde auch die Kurzzeitstabilitdt verbessert, wodurch
eine rauschiquivalente Absorption von a = 2,1-107' cm ="' /Hz"/? auf dem Py(9)-Ubergang
des CO-Lasers im Vergleich zu o = 3,0 - 107" cm™' /Hz'/? der Vorgingerzelle erreicht
wurde. Die erreichten Nachweisgrenzen sind in Tabelle 7.1 zusammengefasst. Ein Vergleich
mit Veroffentlichungen iiber andere laserspektroskopische Verfahren zeigt, dass CALOS
zur Zeit die empfindlichste Spektroskopiemethode zum Nachweis von CO und NO ist.

Die herausragenden Eigenschaften des Spektrometers erméglichen die Untersuchung von
CO im menschlichen Atem in Echtzeit. Die gemessenen Exspirogramme zeigen im Ver-
gleich mit anderen Gasen im Atem eine ungewohnliche Abhéngigkeit vom Atemfluss. Zur

Erklarung dieser Anomalie wurde ein mathematisches Modell der CO-Atmung entwickelt,

Methode Molekiil Laseriibergang Absorption Nachweisgrenze
cm 1 Hz /2 ppb Hz~1/2

FAMOS  ™NO — — 60
FAMOS  'NO -~ -~ 6
CALOS  “NO Ps(9) 1,9-10719 0,029
CALOS BNO Py(9) 2,1-10710 0,023
CALOS 13Co P3(13) 1,0-10710 0,34

Tabelle 7.1.: Gemessene Nachweisgrenzen der Spektrometer
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das die Beobachtungen erkldren kann. Dariiber hinaus ist mittels der Erkenntnisse aus
den Messungen und dem Modell ein Atemprotokoll entwickelt worden.

Mogliche Anwendungen dieses Protokolls sind die Bestimmung der Carboxyhdmoglobin-
Konzentration im Blut sowie die Bestimmung der totalen Himoglobinmasse im Koérper.
In diesem Zusammenhang wurde festgestellt, dass es bislang nicht erfasste Faktoren gibt,
die den CO-Austausch zwischen Atem und Blut beeinflussen und unter verénderten phy-
siologischen Bedingungen, wie nach einer Blutspende, zum Tragen kommen.

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der Carboxyhdmoglobin-Konzentration im
Blut besteht in der Freisetzung des CO aus einer Blutprobe. Die Empfindlichkeit dieser
Methode mit dem CALO-Spektrometer ist bislang unerreicht.

Der systematische Vergleich mit dem ,, Gold-Standard“ der NO-Anlaytik in der biomedi-
zinischen Forschung, einem Chemilumineszenzdetektor, zeigt neben einer &hnlichen Nach-
weisempfindlichkeit die Uberlegenheit der CALOS-Methode aufgrund der Moglichkeit,

zwischen den Isotopologen zu unterscheiden.



A. LabVIEW-Programme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Programme entwickelt, die zur Automati-
sierung der zeitaufwéndigen Datenauswertung dienen oder die experimentell gemessenen
Daten auf der Grundlage theoretischer Uberlegungen reproduzieren. Hier wird zunéchst ein
LabVIEW-Programm zur Erzeugung von Exspirogrammen aus den Rohdaten des Mess-
programms vorgestellt.

In Anhang B folgen die Programme, die in der Mathematik-Software Mathematica ent-
wickelt wurden. Hier findet sich das Programm zur Simulation der CO-Exspirogramme
aus Kapitel 5.1.2 und zur Berechnung der FAMOS-Signale aus Kapitel 4.1.

Erzeugen von Exspirogrammen

Dieses Programm erfiillt drei Funktionen: Es erstellt aus einer zusammenhéngenden Folge
von Atemziigen einzelne Exspirogramme, extrahiert die zugehorigen Parameter und be-
rechnet die totale Himoglobinmasse, falls eine Messung geméfl des entsprechenden Mess-
protokolls durchgefiihrt wurde.

Hierzu benotigt das Programm eine Reihe von Eingaben durch den Benutzer, die in der
Abbildung der Benutzeroberfliche (Abb. A.1) durchnummeriert sind.

Zunichst ist die Eingabe der Messdatei notwendig (5), die mittels des Buttons ,,Da-
tei offnen® (6) geoffnet wird. Die darin enthaltenen Daten werden in den Graphen (18)
dargestellt. Zur Umrechnung der Absorption in die CO-Konzentration kénnen im Punkt
(7) die entsprechenden Parameter angegeben werden. ,Offset* gibt die Absorption auf
der Basislinie an. Dieser Wert wird zunéchst vom Signal abgezogen, anschlieBend werden
alle Werte durch den unter ,divide by“ angegebenen Wert dividiert und mit dem Wert
», Multiplier” multipliziert.

Unter (8) konnen die Zeitverschiebungen der einzelnen Messreihen angegeben werden.
Mit dem Button , Shift“ wird diese Verschiebung ausgefiihrt.

Die Funktion , Trigger sucht die aufsteigenden und absteigenden Flanken jedes Atem-
zugs und generiert die einzelnen Exspirogramme. Hierzu werden die COs-Daten genutzt.
,Level“ bezeichnet dabei die Hohe, auf der nach den Flanken gesucht werden soll (blaue

Linie in Abbildung A.2).
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Abbildung A.1l.: Das Frontpanel des Programms zur Erzeugung von Exspirogrammen.

Die Schnittpunkte fiir die einzelnen Exspirogramme werden mit den ermittelten Flan-
kenpositionen und den Werten ,Pre Trigger® (2, Start des Exspirogramms) und , Post
Trigger (Ende des Exspirogramms) berechnet. Zur Veranschaulichung dient Abbildung
A.2 (gestrichelte Linien).

Der unter (12) angegebene Index bestimmt das Exspirogramm, das in den Graphen
13-16 dargestellt wird. Graph 17 stellt alle Atemvolumina dar. Die Darstellung der Ex-
spirogramme kann dazu genutzt werden, die Trigger-Positionen zu kontrollieren und ggf.

durch Anderung der Verschiebung und der Trigger zu korrigieren.

: Trigger Level (9)

%Pre Trigger Post Trigger

\

Abbildung A.2.: Die Parameter zum Zuschneiden von Exspirogrammen.
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Die Funktion , calculate tHb* extrahiert alle Parameter aus den erzeugten Exspirogram-
men. Als Benutzereingaben werden die Parameter (3) benotigt. Jedes Exspirogramm wird
in eine unter ,, Teile“ angegebene Anzahl Abschnitte unterteilt. Der (,, Teile“-, n“)-te Anteil
(3) wird schliellich benutzt. Dies dient dazu, die Teile der Exspirogramme auszuschliefien,
in denen sich die Konzentration stark &ndert (Anfang und Ende). Die Signale in dem
ausgewahlten Teil werden gemittelt und deren Standardabweichung bestimmt. Aus den
mittleren CO- und Os-Konzentrationen wird die Carboxyhédmoglobin-Konzentration im
Blut berechnet.



B. Mathematica-Programme

B.1. Simulation von Exspirogrammen

Dieses Programm berechnet Exspirogramme auf der Basis einer seriellen Befiillung/Ent-
leerung der Lunge. Im ersten Teil wird die Affinitdt des CO in Abhéngigkeit von der

Sauerstoffkonzentration in der Lunge berechnet. Diese Berechnung stammt aus [Das04].

Berechnung der CO-Affinitat
Feste Parameter

Wpl = 0.94; (*fractional water space in plasma, unitless*)
Wrbc
Rrbc
Hbrbc = 5.18%107°-3; (*hemoglobin concentration in RBCs, M *)

0.65; (*fractional water space in RBCs, unitless*)

0.69; (*Gibbs - Donnan ratio across RBC membrane, unitlessx)

K2 = 2.95%107-5; (*C02 + HbNH2 equilibrium constant, unitlessx)
K2dp = 1.0%107-6; (*HbNHCOOH dissociation constant, M)
K2p = K2/K2dp; (xkf2p/kb2p, 1/Mx*)
K3 = 2.51%x107-5; (*C02 + 02HbNH2 equilibrium constant, unitlessx*)
K3dp = 1.0*107-6; (*02HbNHCOOH dissociation constant, Mx)
K3p = K3/K3dp; (*kf3p/kb3p, 1/Mx*)
K5dp = 2.63%107-8; (*HbNH3 + dissociation constant, Mx)
K6dp = 1.91%107°-8; (*02HbNH3 + dissociation constant, Mx*)
nhill = 2.7; (*¥Hill index, unitlessx*)
n0 = nhill - 1.0;
(*deviation of Hill index or cooperativity from the stochiometry of 02 for

each heme sitex)

108
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Parameter unter physiologischen Standard-Bedingungen

p020 = 100.0; (*standard 02 partial pressure in blood, mmHgx)

pC020 = 40.0; (*standard CO2 partial pressure in blood, mmHgx)

pHO = 7.24; (*standard pH in RBCs, unitless*)

DPGO = 4.6510°-3; (xstandard 2, 3 - DPG concentration in RBCs, M)
TempO = 37.0; (*standard temperature in blood; degCx)

fact = 1.0%107-6/Wpl; (*a multiplicative factor, M/mmHg*)

alpha020 = fact*1.37; (*solubility of 02 in water at 37 C, M/mmHgx*)
alphaC020 = fact*30.7; (*solubility of CO02 in water at 37 C, M/mmHgx)
020 = alpha020#p020; (*standard 02 concentration in RBCs, Mx)

C020 = alphaC020#*pC020; (*standard CO02 concentration in RBCs, Mx*)
HpO = 10~ (-pHO) ; (*standard H + concentration in RBCs, Mx)

pHplO = pHO - Log[Rrbc]; (*standard pH in plasma, unitless*)

P500 26.8; (*standard p02 at 50% SHb02, mmHg*)

C500 = alpha020*P500; (*standard 02 concentration at 50% SHb02, Mx)

Variablen, die unter physiologischen Bedingungen variiert werden kénnen.

Hct = 0.45; (xhematocrit, unitlessx*)

pC02 = 41.0; (*C02 partial pressure in blood, mmHgx)

pH = 7.24; (xpH in RBCs, unitlessx)

DPG = 4.65%10°-3; (*2, 3 - DPG concentration in blood, Mx*)
Temp = 37.0; (*temperature in blood; degCx*)

Berechnung verschiedener wichtiger Variablen

Wbl = (1 - Hct)*Wpl + Hct*Wrbc;

pHpl = pH - Log[Rrbc];

pHpldiff = pHpl - pHplO;

pHdiff = pH - pHO;

pC02diff [C02_] = C02/alphaC02 - pC020;

DPGdiff = DPG - DPGO;

Tempdiff = Temp - TempO;

alpha02 = fact*(1.37 - 0.0137*Tempdiff + 0.00058*Tempdiff~2);
alphaC02 = fact*(30.7 - 0.57*Tempdiff + 0.02*Tempdiff~2);

pK1l = 6.091 - 0.0434*pHpldiff + 0.0014*Tempdiff*pHpldiff;
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K1 = 10" (-pK1);
Hp = 10~ (-pH);

Hppl = 10~ (-pHpl);

Terml = K2p*(1 + K2dp/Hp);
K3p* (1 + K3dp/Hp);

(1 + Hp/K5dp);

(1 + Hp/K6dp) ;

K2p* (1 + K2dp/HpO) ;

K3p* (1 + K3dp/HpO) ;

(1 + HpO/K5dp) ;
Term40 = (1 + HpO/K6dp);
Term5[C02_] (HpO/Hp) “n1*(C020/C02) "n2[C02] * (DPGO/DPG) "n3* (TempO/Temp) "n4;
Kratiol0 (Term10*C020 + Term30)/(Term20*%C020 + Term4O);
Kratioll (Term1*C020 + Term3)/(Term2*C020 + Term4);
Kratio12[C02_] = (Term10*C02 + Term30)/(Term20*C02 + Term40) ;
K4dp = Kratio10*020°n0/C500"nhill;
K4tp = K4dp/020°n0;
Kratio20 = KratiolO/K4tp;
Kratioll/K4tp;

Term2

Term3

Term4

Terml0
Term20
Term30

Kratio21
Kratio22[C02_] = Kratiol12[C02]/K4tp;

P501 = 26.765 - 21.279%pHdiff + 8.872xpHdiff"2;
P502[C02.] = 26.80 + 0.0428*pC02diff [C02] + 3.64*10"-5*pC02diff [CO2]"2;

P503 = 26.78 + 795.633533*%DPGdiff - 19660.8947*DPGdiff~2;

P504 = 26.75 + 1.4945*%Tempdiff + 0.04335*Tempdiff~2 + 0.0007*Tempdiff~3;
C501 = alpha020%P501;

C502[C02_] = alpha020%P502[C02];

C503 = alpha020%P503;

C504 = alpha02xP504;

nl = If [Abs[pH - pHO] < 1.0%10°-6,
1.0, (Logl[Kratio21] - nhill*Log[C501])/(pH - pHO)];
n2[C02] = If [Abs[C02/alphaC02 - pC020] < 1.0%10°-6,
1.0, (LoglKratio22[C02]] - nhill*Log[C502[C02]])/(Log[C020] - Log[C02]1)];
n3 = If[Abs[DPG - DPGO] < 1.0%10°-6,
1.0, (Logl[Kratio20] - nhill*Log[C503])/(Log[DPGO] - Log[DPG])];
n4 = If[Abs[Temp - TempO] < 1.0%107-6,
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1.0, (Log[Kratio20] - nhill*Log[C504])/(Log[TempO] - Log[Templ)];

Hier finden die Berechnungen aller erwiinschten GréBen statt.

In diesem Programmteil werden verschiedene Groflen berechnet. Wichtig fiir die Simulation
der Exspirogramme ist hier allerdings lediglich SHbO2[02,C0O2].

K4p[02_, C02_.] = K4dp=*(02/020) "n0*Term5 [C02] ;

KHb02[02_, C02_] = K4p[02, CO02]*(Term2*C02 + Term4)/(Term1*C02 + Term3);
KHbC02 = (Terml + Term2%K4p*02)/(Term3 + Term4*K4p+*02);

SHb02[02_, C02_] = KHb02[02, C02]1*02/(1 + KHb02[02, C02]x*02);

SHbCO2 = KHbC02xC02/(1 + KHbCO2*C02) ;

02free = Wbl*alphaO2*p02;

4xHct*Hbrbc*xSHbO2;

02free + 02bound;

02content = 2225.6*02total;

02bound

02total

CO02free = WblxalphaC02*pCO02;

CO02bicarb = ((1 - Hct)*Wpl + Hct*WrbcxRrbe)* (K1*alphaC02*pC02/Hppl) ;
CO02bound = 4*xHct*Hbrbc*xSHbCO2;

C02total = C02free + CO2bicarb + CO02bound;

CO2content = 2225.6*%C02total;

HbNH2 = Hbrbc/((Term1*C02 + Term3) + K4p*02*(Term2+C02 + Term4)) ;
HbNH3p = HbNH2*Hp/K5dp;

02HbNH2 = K4p*02*HbNH2;

02HbNH3p = 02HbNH2+Hp/K6dp;
HbNHCOOH = K2p*CO2*HbNH2;
HbNHCOOm = K2dp*HbNHCOOH/Hp;

02HbNHCOOH = K3p*C02*02HbNH2;
02HbNHCOOm = K3dp*02HbNHCOOH/Hp;
SHb02kin = (02HbNH2 + 02HbNH3p + 02HbLNHCOOH + 02HbNHCOOm) /Hbrbc;

SHbCO2kin = (HbNHCOOH + HbNHCOOm + O02HbNHCOOH + 02HbNHCOOm) /Hbrbc;
02freepll = Wplx(1 - Hct)*alphaO2*p02;
02freepl2 = 2225.6*02freepll;

02freerbcl = WrbcxHct*alpha02x*p02;
02freerbc2 = 2225.6*02freerbcl;
02boundrbcl = 4*Hct*Hbrbc*SHb02;
02boundrbc2 = 2225.6*02boundrbci;
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CO2freepll = Wpl*(1 - Hct)*alphaC02*pC02;

CO02freepl2 = 2225.6%C02freepll;

CO02freerbcl = WrbcxHct*alphaC02*pCO02;

CO02freerbc2 = 2225.6*%C02freerbcl;

CO02bicarbpll = Wpl*(1 - Hct)*K1l*xalphaC02xpC02/Hppl;
CO02bicarbpl2 = 2225.6*C02bicarbpli;

C02bicarbrbcl = WrbcxHct*RrbcxK1*alphaC02xpC02/Hppl;
CO02bicarbrbc2 = 2225.6*%C02bicarbrbcil;

CO02boundrbcil
CO2boundrbc2

4xHct*Hbrbc*xSHbCO2;
2225.6*xC02boundrbcl;

Hier beginnt die Berechnung der Exspirogramme

cAlv([t_, V_, DL_.] = cAlvO*Exp[-DL*t/V] + cB1(1 - Exp[-DL*t/V]);

imin = 80; imax = 1000;

Vmax

VRes

3500; (*Atemzugvolumen in Milliliternx)

1500; (*Residualkapazitdt*)

Vi = Vmax/(imax - imin); (*Volumen einer Lungeneinheit*)

Flowin = 60000/60; (*Atemflussrate in ml pro Sekunde beim Einatmenx*)
Flowout = 20000/60; (*beim Ausatmenx)

cAlv0 = 1.8%107-6;

N—

c = Table[UnitStep[i - imin]*cAlv0, i, 0, imax];

h = c;

cBlin = 1.8%x107-6;

c0240 = Table[ 18.4 - 0.314*Vmax/imax/1000%i, i, 0, imax]; (*Initialisierungx)
c0235 = Table[18.3 - 0.353*Vmax/imax/1000%*i, i, O, imax];

c0225 = Table[18.1 - 0.409*Vmax/imax/1000*i, i, O, imax];

c0215 = Table[17.4 - 0.540*Vmax/imax/1000%*i, i, O, imax];

c0211 = Table[17.9 - 0.899*Vmax/imax/1000%*i, i, O, imax];

c027 = Table[ 17.4 - 0.918*Vmax/imax/1000*i - 0.154*(Vmax/imax/1000*i)~2, i, O,
imax] ;

c024 = Table[ 17.3 - 1.360*Vmax/imax/1000*i - 0.205%(Vmax/imax/1000%*i)~2, i, O,
imax] ;

cB140 = 0.0045% c0240/100/SHb02 [alpha02+c0240/100%760, alphaC02%40]/ 218;

(*Initialisierung*)
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cB135 = 0.0045%c0235/100/SHb02 [alpha02+c0235/100%760, alphaC02%40]/218;
cB125 = 0.0045%c0225/100/SHb02 [alpha02+c0225/100*%760, alphaC02%40]/218;
cB115 = 0.0045*c0215/100/SHb02 [alpha02*c0215/100%760, alphaC02*40]/218;
cB111 = 0.0045*c0211/100/SHb02 [alpha02*c0211/100%760, alphaC02*40]/218;

cB17 = 0.0045%c027/100/SHb02 [alpha02+c027/100%760, alphaC02%40]/218;
cB14 = 0.0045%c024/100/SHb02 [alpha02+c024/100%760, alphaC02+40]/218;

Steps = imax - imin;
Time = N[Vmax/Flowin /Steps] ; (*Sekundenx*)
DLtotal = 300; (*Lungendiffusionskapazitdt, ml pro Sekunde*)
DA = 0.1; (*Diffusionskapazitdt zwischen den Alveolenx*)
DAA = 0.1;
For[i = 1, i <= Steps, i++,
For[j = 2, j <= imax + 1, j++,
h[[j1] = c[[j1]1 +
If[j <= imax, DA*(c[[j - 111 + c[[j + 111 - 2xc[[jl11), 0] +
If[j >= imax - i, DLtotal/(i + 1000)/Flowin*(cBlin - c[[jl]1), 0];
c = h]
1
inh = c(*+0.3%107-6%);

c = inh;
Flowout = 40000/60;
For[i = 1, i <= Steps, i++,
For[j = 2, j <= imax + 1, j++,
h([j1] = c[[j1] +
If[j <= imax, DA*(c[[j - 111 + c[[j + 111 - 2xc[[jl11), 0] +
If[j >= imax - i, DLtotal/(i + 1000)/Flowout*(cB140[[jl] - c[[jl1), 0I;
c = h]
1;
ListPlot[c, PlotRange -> 0, 3*107-6];
c40 = ¢ + 3%x107-7;

Nach der Berechnung der Exspirogramme werden diese in ASCII-Dateien abgespeichert.
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B.2. Fitprogramm fiir 1'NO/>*NO-Nachweis

Benutzereingaben

Arbeitsverzeichnis bezeichnet das Verzeichnis, in dem sich die Hitran- und Rohdaten
befinden und das Ergebnis gespeichert werden soll. HitranDateil4NO beinhaltet die
HITRAN-Daten, wobei mit Frequenz die Mikrowellenfrequenz gemeint ist. Datendatei
enthélt die Rohdaten, Untergrunddatei eine Absorptionsmessung der leeren Zelle. Das
Ergebnis wird in der Datei Auswertungsdatei abgespeichert. Die nach Frequenzen

sortierten Rohdaten werden in der Datei SortierteRohdaten abgelegt.

Arbeitsverzeichnis = "D:/Documents/Fitprogramm/Online NO 9P9//";
"14 NO 1 ppm 40 mbar.dat";

"15 NO 1 ppb 40 mbar.dat";

Datendatei = "050121 Kiivette_06.dat";

HitranDateil14NO
HitranDateil5N0

Untergrunddatei = "050121 Untergrund Ol.dat";
Auswertungsdatei = "050121_Auswertung 06.dat";
SortierteRohdaten = "050121 _ RohSort_06.dat";

Zentralfrequenz = 1874.45165;
Seitenband = +1;

Die Zentralfrequenz des Laseriibergangs und die Angabe des Seitenbandes (+1 fiir das
obere, -1 fiir das untere Seitenband) wird benétigt, um die Mikrowellenfrequenzen in Wel-

lenzahlen umzurechnen.

Initialisierung

SetDirectory[Arbeitsverzeichnis];

<< Statistics‘DataManipulation®

<< Statistics‘DescriptiveStatistics®

<< Statistics‘LinearRegression’

Hitran14NO = Import[HitranDateil4NO, ConversionOptions -> {"NumberPoint> ","}];

Hitran15NO = Import[HitranDateil5NO, ConversionOptions —> {"NumberPoint> ","}];

Inter14NO[f_] = Interpolation[Hitran14N0] [f];

Inter15NO[f_] = Interpolation[Hitran15N0] [f];

Hier wird das Arbeitsverzeichnis gesetzt, und Mathematica-Programmpakete zur Bearbei-
tung von Arrays, zur Statistik und zur linearen Regression geladen. Die HITRAN-Daten

werden importiert und interpoliert.
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Rohdaten einlesen und bearbeiten
Benutzereingaben

DatenStart = 13;
DatenStop = 0;
Zeitschritt = 0.5;
Totzeit = 10;

Der Import der Daten beginnt mit der Zeile Datenstart und endet DatenStop vor
dem Ende der Datei. Zeitschritt gibt das Intervall an, in dem Datenpunkte aus den
Rohdaten erzeugt werden sollen, Totzeit gibt an, von welchem Messzeitpunkt an das
Programm mit der Auswertung beginnen soll. Dieser Wert muss so grofl gewéhlt sein,
dass auf jeder Frequenz vorher einmal die Absorption bestimmt wurde, da sonst keine

Interpolation moglich ist.

Bearbeitung der Untergrunddatei

Untergrund =

Import [Untergrunddatei, ConversionOptions -> {"NumberPoint" -> ","}];
Untergrund = Take[Untergrund, { DatenStart, Length[Untergrund] - DatenStop } 1;
UFrequenzen = Column[Untergrund, 2];
UFrequenztab = Union[UFrequenzen];

UAbsorption = Column[Untergrund, 7];

Mittel = Table[0, { i, 1, Length[UFrequenztab] } ];

Fehler Mittel;
For[i = 1, i <= Length[UFrequenztab], i++,
UAbs = { } ;
For [j = 1, j <= Length[UFrequenzen], j++,
If [UFrequenzen[[j]l] == UFrequenztabl[[i]l],

UAbs = Append[UAbs, UAbsorption[[jl]1]]

1
Mittel[[i]] = Mean[UAbs];
Fehler[[i]] = Variance[UAbs]/Sqrt[Length[UAbs]]

1
Die Untergrunddatei wird importiert und die Frequenzen, auf denen gemessen wurde,
ausgelesen und in UFrequenztab abgelegt. Uber alle Messwerte bei einer Frequenz wird

gemittelt und die Standardabweichung gebildet. Diese Werte werden im Array Mittel
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bzw. Fehler abgelegt.

Bearbeitung der Rohdaten

Rohdaten

Import [Datendatei, ConversionOptions -> {"NumberPoint> ","}];

Rohdaten = Take[Rohdaten, {DatenStart, Length[Rohdaten] - DatenStop}];
Zeit = Column[Rohdaten, 1];
Frequenzen = Column[Rohdaten, 2];
Absorption = Column[Rohdaten, 7];
Absorptionstabelle = Table[{Zeit[[i]], Absorption[[il]}, {i, 1, Length[Zeit]}];
Datenkomplett = Table[{Zeit[[i]], Frequenzen[[il], Absorption[[ill}, {i, 1,
Length[Zeit] }];
Frequenztab = Union[Frequenzen];
batensatz = {{}, {}, {}, {}, {}} 3
For[i = 1, i <= Length[Frequenztab], i++,
Hilfe = {};
Datensatz[[i]] = {};
For[j = 1, j < Length[Datenkomplett], j++,
If [Datenkomplett[[j, 2]] == Frequenztab[[i]l],
Hilfe = Append[Hilfe, Absorptionstabelle[[j]]1]1]
1;
Dateninterpol[t_] = Interpolation[Hilfe, InterpolationOrder -> 1][t];
Datensatz[[i]] = Table[{Totzeit + i*Zeitschritt,
Dateninterpol[Totzeit + i*Zeitschritt]},
{i, 1, (Datenkomplett[[-1, 1]] - 1.5 * Totzeit)/Zeitschritt}]

1;

Zunéchst werden aus dem kompletten Datensatz jeweils ein Datensatz pro gemessener
Frequenz erstellt. Jeder dieser Datensétze wird interpoliert. Aus diesen interpolierten
Datenséatzen werden Datensdtze mit Punkten bei identischen Zeitpunkten erstellt, so dass

fiir jeden dieser Zeitpunkte ein komplettes Spektrum vorhanden ist.

Wellenzahlen = Seitenband*Frequenztab/29979.2458 + Zentralfrequenz;
Spektrum =
Table[{Frequenztab[[j]l], Datensatz[[j, i, 211 - Mittel[[j1]1},
{i, 1, Length[Datensatz[[1]]]}, {j, 1, Length[Wellenzahlen]}];
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Hier werden die Mikrowellenfrequenzen in die Wellenzahlen des Laserlichtes umgerech-

net.

Fitparameter bestimmen

FitParas = Table[0, {i, 1, Length[Datensatz[[1]]]}, {j, 1, 3}];
For[i = 1, i <= Length[Datensatz[[1]]], i++,
FitParas[[i]] =
Column[(ParameterTable /.
Regress[Spektrum[[i]], {1, Inter14NO[f], Inter15NO[f]}, £1) [[1]], 1]
1;
Ergebnis = Table[{Datensatz[[1, i, 1]], FitParas[[i, 1]], FitParas[[i, 2]],
FitParas[[i, 3]1}, {i, 1, Length[Datensatz[[1]]1]1}];

Zum Fitten wird die Funktion Regress benutzt. Diese erhélt als Parameter die Spektren
zu jedem Zeitschritt in der For-Schleife und die interpolierten Daten aus der HITRAN-
Datenbank.

Auswertung speichern

Export [Auswertungsdatei, Ergebnis];
Hilfsdaten = {Flatten[{"Zeit", Frequenztab}]};
For[i = 1, i <= Length[Datensatz[[1]]], i++,
Hilfsdaten = Append[Hilfsdaten,
Flatten[Append[{Datensatz[[1, i, 1]]},
Table[Datensatz[[j, i, 211, {j, 1, Length[Frequenztab]}]11]

1;
Export [SortierteRohdaten, Hilfsdaten];

Die fertige Auswertung wird in den eingangs spezifizierten Dateien abgespeichert.

B.3. Berechnung von FAMOS-Signalen

Definition des Arbeitsverzeichnisses

SetDirectory["D:/Documents/FAMOS-Simulation//"];
TargetPath="Ergebnisse/Voigt 2008-06-27//";
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<<Statistics‘DataManipulation‘ (*Hier steckt die Funktion Column[] drin *)

Definitionen von Konstanten

h = 6.626069*%10°-34; (*Planck Konstantex*)
2.997924%10°8; (* Lichtgeschwindigkeit *)
k = 1.3806505*%10°-23; (* Boltzmann Konstante *)

(@]
]

=

[y

N
1

30.01; (* Masse von 14 NO in ux)

=

[EN

o
I

31.01; (* Masse von 15 NO in ux*)
R = 8.314472; (* allg. Gaskonstante *)
No = 6.0221415%10°23; (* Avogadro-Konstante *)

ml4 = M14x%1.66056%10°-27; (* Masse von 14NO in kg *)
ml5 = M15%1.66056%10°-27; (* Masse von 15NO in kg *)

wres = 2x[Pi]l*c/(5.4%107-6); (x Laserfrequenz *)

TO = 296; (* Temperatur *)

(x Spalteninhalte in der NO-Datei *)
Zentralfrequenz = 2;

Energie = 3;

Intensitat = 4;

Drehimpuls = 5;

6;

Zweig
Omega = 7;
Linienbreite = 10;
SymUnten = 9;
SymOben = 8;

p = 4.6686%10"-5;
Druck = 40; (* Druck in mbar *)

M15;

Masse

T = 350;

N—
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Definition allgemeiner Funktionen
3J-Symbole

DreiJ[VRU_, J_, p_, m_] := Which[
NOtabelle[[VRU]] [[Zweigl]==-1, (J-p*m—-1)* (J-p*m) / (2J* (2J-1) *(2J+1)),
NOtabelle [[VRU]] [[Zweigl]1==0, 2% (J-p*m) (J+p*m+1) / (2J* (2J+1) *(2J+2)) ,
NOtabelle[[VRU]] [[Zweigl]l==1, (J+p*m+1)* (J+p*m+2) / (2(J+1) *(2J+1)*(2J+3))];

Zeeman-Aufspaltung

Av[B_, gl , g2, ml1 , m2] := (gl*ml - g2*m2)*p*B;

Definition der Linienformen

AbsorptionGauss[v_, v0_, yDoppler.]:=
2*Exp [-(v — v0)%/ (yDoppler/ (2%Log[2] ~ (1/2))) “2] *(Log[2] /Pi) ~ (1/2) /yDoppler;

AbsorptionLorentz[v_, v0_, ADruck.] :=

~ADruck/ (2*Pi* ((yDruck/2) "2 + (v —v0)~2));

AbsorptionVoigt[v_, v0_, yDruck_, ~Doppler_] :=
NIntegrate[AbsorptionLorentz[v - 7, v0, 7Druck] *

AbsorptionGauss[7, 0, 7Doppler], {r, —oo, oo}];

DispersionLorentz[v_, v0_, 4Druck.] :=

((w-v0)/ (Pix ((¢Druck/2)"2 + (v-v0)"2));

DispersionVoigt [v_,v0_, Av_,yDruck._,vDoppler.] :=
NIntegrate[DispersionLorentz[v-Av-7,v0,yDruck] *

AbsorptionGauss[7,0,7Doppler {7,-1,1},MaxRecursion -> 20];

Definition der wirklich wichtigen Funktionen

gllindex] :=
If [NOtabelle[[index]] [[Drehimpuls]] + 0.5 + NOtabelle[[index]] [[Zweigl] > 21,
0, gtabelle[[NOtabelle[[index]] [[Drehimpuls]] + 0.5 +
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NOtabelle[[index]] [[Zweig]]]] [[NOtabelle[[index]] [[Omegal] 2 + 1
+ NOtabelle[[index]] [[SymOben]]]]
1;

g2[index ] :=
If [NOtabelle[[index]] [[Drehimpuls]] + 0.5 > 21, O,
gtabelle[[If[NOtabelle[[index]] [[Drehimpuls]] + 0.5 > 21, 21,
NOtabelle[[index]] [[Drehimpuls]] + 0.5]1]
[[NOtabelle[[index]] [[Omega]]l 2 + 1 + NOtabelle[[index]] [[SymUnten]]]]
1;

mjmin[index_ , Amj_] :=
Which[Amj == 1, -NOtabelle[[index]] [[Drehimpuls]], Amj == -1,
Which[NOtabelle[[index]] [[Zweig]] == -1,
-NOtabelle[[index]] [ [Drehimpuls]] + 2,
NOtabelle[[index]] [[Zweigl] == O, -NOtabelle[[index]][[Drehimpuls]] + 1,
NOtabelle[[index]] [[Zweigl] == 1, -NOtabelle[[index]] [[Drehimpuls]]]];

mjmax[index , Amj_] := Which[Amj==-1, NOtabelle[[index]] [[Drehimpuls]],
Amj == 1,
Which[NOtabelle[[index]] [[Zweig]l] == -1,NOtabelle[[index]] [[Drehimpuls]] - 2,
NOtabelle[[index]] [[Zweig]] == O, NOtabelle[[index]] [[Drehimpuls]] - 1,
NOtabelle[[index]] [[Zweig]] == 1, NOtabelle[[index]] [[Drehimpuls]]]];

VoigtProfil[r_, Av_, index] :=
Displiniejpgex[¥ - NOtabelle[[index]] [[Zentralfrequenz]] + Av];

Linie[r_, B_, index., Amj.] :=
ijmax [index, Amj]

mj = mjmin[index, Amj]

Amj* NOtabelle[[index]] [[Intensit&t]]*
DreiJ[index,NOtabelle[[index]] [ [Drehimpuls]], Amj,mj]*
Exp[NOtabelle[[index]] [[Energie]]*c*100*h* (T - TO)/(k*T*T0)]*
VoigtProfill[rv, Av[B, gllindex], g2[index],mj + Amj, mjl, index];

Signal[v_, Schritte_,BO_] :=

ZSchritte ZEndindex
m =1 n =Startindex

(Linie[rv, BO * Cos[2*Pi*m/Schritte], n, 1] +
Linie[r, BO * Cos[2%Pi*m/Schritte], n, —-1])*Cos[2%Pi*m/Schritte];
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Konzentration = ko*x10717;

Steps = 1;
(*IndexTab = Tablel[i, i, 3982, 4117, 5]*) (xAlle 15(7)NO - Linienx*)
(*IndexTab = 808, 146, 1944, 1932, 1913, 914, 1480, 1511, 1685, 153, 939,

1379;%) (¥Fiir Vergleich mit Messungenx)
(*¥IndexTab = 118;%)
IndexTab =
Sort[{11, 21, 36, 46, 66, 91, 146, 186, 231, 331, 271, 1546, 361, 541,
476, 446, 576, 661, 691, 911, 816, 786, 986, 981, 976, 966, 956, 1001,
996, 1201, 1191, 1181, 1176, 1161, 1156, 1131, 1121, 1106, 1091,
1086, 1081, 1066, 1061, 1041, 1031, 1011, 1206, 1211, 1216, 1221,
1231, 1511, 1481, 1456, 1426, 1401, 1376, 1361, 1351, 1321, 1296,
1246, 1561, 1531, 2066, 2056, 2041, 2031, 2016, 2006, 1996, 1981,
1971, 1956, 1946, 1936, 1921, 1911, 1896, 1886, 1876, 1861, 1851,
1836, 1826, 1816, 1801, 1791, 1776, 1766, 1756, 1741, 1731, 1716,
1706, 1696, 1681, 1671, 1656, 1646, 1636, 1621, 1611, 1606, 1596,
158611 ;
BTab = {150};
DruckTab = {75};

NO14tabelle = Take[NOtabellebasis, 2067]; (* Nur 14N0 *)
(xNO14tabelle = Take[NOtabellebasis, -400]; *) (xNur 15 NO*)

frequenzen = Column[NO14tabelle, 2];
For[j = 1,
j <= Length[IndexTab], j++, aktindex = IndexTab[[j]l];
For[d = 1, d <= Length[DruckTab], d++,
Druck = DruckTab[[d]];
NOtabelle = Extract[NO14tabelle,
Position[frequenzen,
_7(NO14tabelle[[aktindex]] [[Zentralfrequenz]] - .2 < # <
NO14tabelle[[aktindex]] [[Zentralfrequenz]] + .2 &)]]

1;
Print["NOtabelle erstellt fiir Index" <> ToString[aktindex]];
For[i = 1,

i <= Length[NOtabelle], i++,
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Displinie; = Interpolation[
Table[{f,DispersionVoigt[f, 0, 0, 2xNOtabelle[[i]] [[Linienbreite]]*Druck/1013,

NOtabelle[[i]] [[Zentralfrequenz]]/c*Sqrt [8xk*T*Log[2]/m14]]
(*(1 - NOtabelle[[i]] [[Intensit&t]])*Konzentration*
AbsorptionVoigt[f, 0, 2+NOtabelle[[i]] [[Linienbreite]]*Druck/1013,
NOtabelle[[i]] [[Zentralfrequenz]]/c*Sqrt [8*k*T*Log[2]/m14]11*)} ,
{f, - .5, .5, 0.001}1];

Print [ToString[Length[NOtabelle]] <> "Dispersionslinien fiir Druck " <>

ToString[Druck] <> " erstellt, beginne Berechnung der FAMOS-Linie"]
15

Startindex = 1;
Endindex = Length[NOtabelle];
For[b = 1, b <= Length[BTab], b++, B = BTab[[bl];

Export[TargetPath <> "Index " <> ToString[aktindex] <> " Druck " <>
ToString[Druck] <> " Magnetfeld " <> ToString[B] <> " Temperatur " <>
ToString[T] <> ".dat", Table[{f, Signallf, Steps, Bl},
{f,NO14tabelle[[aktindex]] [[Zentralfrequenz]] - .2,
NO14tabelle[[aktindex]] [[Zentralfrequenz]] + .2, 0.0005}]1];

Print["Speichere in Datei " <> TargetPath <> "Index " <>
ToString[aktindex] <> " Druck " <> ToString[Druck] <>
" Magnetfeld " <> ToString[B] <> " Temperatur " <> ToString[T] <>
".dat"]

15

In der ersten dieser drei For-Schleifen werden die NO-Uberginge aus der Tabelle aus-
gewiihlt. Fiir jeden dieser Ubergénge wird in der zweiten For-Schleife das Linienprofil
berechnet, das in der Funktion Linie[] benétigt wird. Die letzte For-Schleife berechnet
schlieflich mit Hilfe der Funktion Signal [] innerhalb des vorgegebenen Intervalls um die
Zentralfrequenz die FAMOS-Signale und legt das Ergebnis in einer ASCII-Datei ab.
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