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Zusammenfassung

In vorliegender Arbeit wurden innovative Methoden der bildgebenden Spektroskopie
entwickelt, die fir Untersuchungen der Spektralcharakteristiken und raumlichen
Verteilung von Wasser und Chlorophyll in Pflanzenblattern verwendet wurden. Dafir
wurden zwei bildgebende Spektrometer fir VIS und NIR Spektralbereich unter
Verwendung der CCD-Kameras aufgebaut: ein ortsauflésende CCD-Prismen-
spektrometer flir Aufnahmen der Bildspektren mit der Spektral- und Raumkoordinate;
ein multispektrale bildgebende CCD-Spektrometer fiir die Ermittlung von Spektral-
bildern bei diskreten Wellenlangen, die durch die BandpaBfilter ausgewdahlt wurden.
Im Vergleich zu den herkdmmlichen Serienspektrometern hat das entwickelte
bildgebende CCD-Spektrometer bessere Charakteristiken.

Es wurden innovative Bildverarbeitungsmethoden entwickelt, die die Analyse der
spektralen Bildsequenze und Spektren der einzelnen Strukturelemente der
heterogenen Objekte ermdglichen. Der EinfluB der Mehrfachlichtstreuung auf die
optischen Charakteristiken der Pflanzenbldtter wurde untersucht. Dabei wurde eine
innovative Methode zur Ermittlung der Istwerte der Absorption unter der
Berlicksichtigung der Wechselwirkung der Mehrfachlichtstreuung und Absorption
entwickelt. Die raumliche Spektralcharakteristiken flir das Blattgewebe und fiir die
Adern wurden untersucht. Eine spektrale Methode flir Bestimmung der Verteilung von
Wasser und Chlorophyll in Pflanzenblattern wurde entwickelt. Zum ersten Mal wurden
die detaillierten Profilbilder des Wassergehaltes in Pflanzenblattern erhalten und
analysiert. Vier Wasserzustande in den Pflanzenblattern wurden entdeckt und
untersucht. Eine Transformation der Wasserzustande bei physiologischen Prozessen
wurde festgestellt und analysiert. Die entwickelten Methoden der bildgebenden
Spektroskopie haben allgemeine Bedeutung und kénnen fir die Untersuchungen der
heterogenen Mikro- und Makroobjekte erfolgreich verwendet werden.

Abstract
Image Spectroscopy on Plant Leaves

In this work, new methods of image spectroscopy were developed that were used for
studying spectral characteristics and spatial distribution of water and chlorophyll in
plant leaves. Two image spectrometers for VIS and NIR areas using CCD cameras
were built: a prismatic CCD spectrometer for receiving imagespectra with spectral and
spatial coordinate; a multispectral CCD image spectrometer for investigation of
spectral images for discrete wavelengths using a set of bandpass filters. In
comparison with serial spectrometers, the developed image spectrometer has better
characteristics.

A innovative method for the processing of the spectral images was developed,
allowing the analysis of a spectral images sequence and spectra of separate structural
elements of inhomogeneous objects. The influence of multiple light scattering on
optical characteristics of plant leaves was investigated. A method to determine the
true value of absorption was developed considering the interaction of multiple light
scattering and absorption. Separated spectra for plant leaves tissue and vein were
investigated. A spectral technique to find detailed distribution of water and chlorophyll
in leaves was developed. For the first time a profile images of water distribution on
plant leaves were obtained. Four water states in the plant leaves were discovered and
investigated. A transformation of water states during physiological processes was
shown and analyzed. The developed methods of image spectroscopy have a general
character and can be used for studying non-uniform micro- and macroobjects.
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1. Einleitung 1

Kapitel 1

Einleitung

1.1. Motivation und Problemstellung

Eine kosmische Erscheinung nennt man das Leben auf der Erde, weil es existiert durch
die Sonnenenergie. Durch Photosynthese wird Lichtenergie in die latente chemische
Energie umgewandelt, die allen Lebensprozessen zugute kommt. Im Mittelpunkt dieses
Prozesses, an seinem Anfang steht ein Pflanzenblatt - ein Meisterwerk der Natur und
insbesondere das Meisterwerk des optischen Systems. Keine physikalische GréBe steuert
und fordert die Entwicklung der Pflanzen in so starkem MaBe wie Licht. Das Licht ist
elektromagnetische Strahlung, die aufgrund ihrer Qualitat (unterschiedliche Wellen-
ldngen) und Intensitat charakterisiert werden kann. Pflanzen messen beide Parameter
und reagieren dementsprechend. Es gibt eine Vielzahl lichtinduzierter, lichtwellen-
abhangiger Reaktionen, und es gibt in den Pflanzen folglich auch eine Reihe
unterschiedlicher Lichtrezeptoren.

Ein Pflanzenblatt stellt ein kompliziertes optisches System dar, das Uber eine Fahigkeit
verfiigt, wirksam und anscheinend optimal die Sonnenenergie auszunutzen. Die
optischen und spektralen Eigenschaften des Pflanzenblattes werden zur Zeit intensiv
erforscht. Es gibt schon Versuche, die Prozesse zu beschreiben, die bei der
Wechselwirkung des Lichtes mit dem Pflanzenblatt stattfinden. Die ersten optischen
Blattmodelle wurden schon entwickelt [Maier1999, Vogelmann 2000, Berdnik 2001].
Aber es gibt noch keine vollstdndige Theorie der Blattoptik und alle Modelle erklaren nur
einen Teil der beobachteten optischen Charakteristika des Blattes. Trotz der zahlreichen
Untersuchungen steht man auch auf diesem Gebiet noch am Anfang. Um so mehr sind
weitere experimentelle und theoretische Forschungen zwecks Beschreibung der
Blattoptik notwendig.

Die Erforschung der optischen Eigenschaften der Blatter hat eine groBe Bedeutung fir
das Verstandnis der Grundprinzipien der Sonnenenergieassimilation und der Photo-
synthesemechanismen sowie der Adaptierungsprozesse in den Pflanzen. Mithilfe der
nichtinvasiven Methode der optischen Spektroskopie kénnen qualitative und quantitative
Informationen zur chemischen und physikalischen Zusammensetzung der pflanzlichen
Inhaltstoffen gewonnen werden. Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurden Versuche
unternommen, die remout sensing Methoden der optischen Spektrometrie flir eine
objektive Einschatzung des physiologischen Pflanzenzustandes zu verwenden. Eine
besonders intensive Entwicklung bekam diese Methode in den letzten zwei Jahrzehnten
im Zusammenhang mit der Entwicklung der Fernerkundungsmethoden zur Reflexions-
spektralanalyse - einschlieBlich der Satelitenaufnahme. Es gibt Méglichkeiten fir die
Einschatzung der globalen Photosyntheseproduktivitat auf der Erde und fir die
Verfolgung des Vegetationszustandes unter dem EinfluB verschiedener 6kologischer
Faktoren [Hildebrandt 1996, Wewel 1998, Pakzad 2001, Menenti 2002]. Die Erforschung
der Wechselwirkung des Lichtes mit dem Blattgewebe ist auch flr eine Interpretation der
Daten, die mit Hilfe der Fernerkundung erstellt wurden, sehr wichtig.

Der Gehalt der Photopigmente im Blatt ist ein wichtiges und empfindliches Merkmal des
physiologischen Zustandes der Pflanzen, das die Photosyntheseintensitat, den adaptiven
Umbau der Veranderungen bei der Ontogenese, bei der Alterung und bei Stressfaktoren
widerspiegelt. Obwohl in den letzten Jahren einige Fortschritte in der spektro-
photometrischen Bestimmung der Pigmentenkonzentration in dem Pflanzengewebe
gemacht wurden, ermdéglichen alle diese Methoden, nur noch den allgemeinen
Pigmentengehalt im Blatt festzustellen. Es gibt keine spektrale Methode zur Erfassung
der raumlichen Verteilung von Pigmenten und anderen Inhaltstoffen des Pflanzenblattes.
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Pflanzen bestehen groBtenteils aus Wasser. Das Pflanzenblatt enthalt im Durchschnitt
80-90% Wasser. So stellen die Kenntnisse des Blattwasserhaushaltes und der Blatt-
wasserverteilung einen sehr wichtigen Sektor der Pflanzenkunde dar. Auch wenn die
Forschung auf diesem Gebiet in den vergangenen Jahrzehnten groBe Fortschritte
gemacht hat, werden zur Bestimmung des pflanzlichen Wassergehaltes immer noch die
traditionellen Methoden (Wasserdruckapparatur, Thermography, TurgormeBelektronik)
benutzt [Buschbom 1970, Kreeb 1986, Lésch 2001]. Die nichtinvasiven spektralen
Verfahren flir die Bestimmung des pflanzlichen Wassergehaltes sind noch kaum
entwickelt. Bisher werden Reflexionscharakteristika der Vegetation im Infrarotbereich
nicht so sehr fir Wassergehaltsmessungen am Blatt oder an Einzelpflanzen, sondern zur
Erfassung von Wassergehaltsdnderungen in Pflanzenbestdanden herangezogen. Die
Haupthindernisse zur Anwendung der optischen Spektralmethoden fiir die Untersuchung
des Blattwassers ist komplizierte Struktur der Transmissions- und Absorptionsspektren
des Blattes. Die Natur der Wasserabsorptionsbanden im Blatt ist bis heute kaum erklart.

Spektralcharakteristiken der Blatter werden seit der letzten Jahrzehnte intensiv
untersucht [Gates 1965, Gausman 1985, Fukshansky 1993]. Aber ein komplizierter
Blattaufbau und Vorhandensein verschiedener Inhaltstoffe erschwert die Spektral-
untersuchungen der Blatter. Eine Besonderheit der Pflanzenblatter ist eine starke
Inhomogenitat ihrer Struktur. Das Licht wird in den Blattern mehrfach gebrochen,
reflektiert und gestreut, weshalb das Strahlungsfeld in Blattern sehr kompliziert wird.
Dabei hat die Mehrfachlichtstreuung (MLS) einen starken EinfluB auf die optischen
Spektren der Blatter. Um den EinfluB der MLS auf die optischen Spektren der Pflanzen-
blatter zu minimieren, wurde seit 1959 zur Messung der spektralen Eigenschaften eines
Blattes eine integrierende Kugel (Ulbricht Kugel) verwendet. Damit kann die Strahlung,
die in alle Richtungen gestreut wurde, flir das transmittierte und reflektierte Licht besser
gemessen werden. Dabei kdnnten die wahren Absorptions- und Reflexionsspektren von
den Blattern aufgenommen werden. Doch flhrt diese Methodik zu einer Vermischung
(Integrieren) der Information von verschiedenen Blatteilen.

Digitale Spektralbilder mit mehreren Tausend bzw. Millionen von Bildelementen kénnten
viel aussagekraftiger als die integrierten, oder die nur an einem Punkt des Blattes
gemessenen Spektren sein. AuBerdem kdnnen aus der Musterverteilung der Spektral-
signale an einem Digitalbild weitere SchluBfolgerungen Uber die optischen und
strukturellen Eigenschaften vom Blatt gezogen werden. Doch sind die spektrale
Aufnahme eines Blattes und die Minimierung des MLS-Einflusses zwei widersprichlichen
Anforderungen. In diesem Zusammenhang muBte eine ausfiihrliche Erforschung der
Beitrage der Absorption und der MLS in die optischen Spektren der Blatter durchgeflihrt
werden, um Methoden der Minimierung des MLS-Einflusses auf die gemessenen
raumliche Darstellungen zu erarbeiten.

1.2. Zielsetzung und Uberblick der Ergebnisse

Zielsetzung

Eine Erfassung der raumlichen Verteilung und der Konzentrationsdynamik von
Inhaltstoffen (Photopigmenten, Wasser) und eine Strukturaufklarung (Blattadern,
Interzellularen) im wachsenden Pflanzengewebe mit Hilfe der optischen bildgebenden
Methoden kdénnten neue Mdglichkeiten zur Untersuchung der Pflanzenphysiologie
eroffnen. Moderne Bildaufnahme- und Bildverarbeitungsverfahren bieten ein groBes
Potential, um das Blattinnere in vivo nichtinvasiv zu untersuchen und "Unsichtbares"
sichtbar zu machen. Doch bis jetzt existieren noch kaum Methoden der digitalen
bildgebenden Spektroskopie zur Untersuchung der optischen Eigenschaften des Blattes,
die die Bestimmung der lokalen Verteilung der Blattstrukturen und der Inhaltstoffen
zulassen. Solche Methode kénnten ein besseres Verstandnis der optischen Eigenschaften
der Blatter sowie der Besonderheiten des Pflanzenwachstums ermdglichen. Die oben
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geschilderten Fragestellungen erfordern ein neues Instrumentarium an Bildaufnahme-
und Bildanalyse-Techniken. Winschenswert ware eine Darstellung der zwei-
dimensionalen Verteilung verschiedener Inhaltsstoffe liber die Blattflache und zwar die
direkte ortsaufgeléste Spektralmessung des Chlorophyll- und Wassergehaltes an
Pflanzenblattern.

Um diese Ziel zu erreichen, ist eine automatisierte remote sensing Technik notwendig,
fir die bildgebenden Afnahme und Auswertung der rdaum-zeitlichen Dynamik der
Spektraldaten von Pflantenblattern. Doch sind die spektrale Aufnahme eines Bildes vom
Pflanzenblatt und die Erfassung des Einflusses der Mehrfachlichtstreung auf die
gemessenen Spektralsignaturen zwei widerspriichlichen Anforderungen. In diesem
Zusammenhang muB die Interaktion der Lichtabsorption und Mehrfachlichtstreung im
Blatt ausfihrlich erforscht werden.

Ziel

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Anwendung der Methode der
bildgebenden Spektroskopie zur Untersuchung der Spektralcharakteristiken sowie der
raumlichen Verteilung von Inhaltsstoffen und Strukturen der Pflanzenblatter.

Als Ergebnis sollten spektrale Methoden zur Bildaufnahme und Bildverarbeitung der
Pflanzenblatter entwickelt und getestet werden, mit denen

« die spektral-optischen Charakteristiken der Blattstruktur,

+ eine Interaktion der Mehrfachlichtstreuung und Lichtabsorption im Blattgewebe,

« die Verteilung und der Gehalt von Chlorophyll und Wasser eines Blattes

gemessen und analysiert werden kdénnen.

Ergebnisse

Mit Hilfe der in dieser Arbeit aufgebauten neuartigen bildgebenden CCD-Spektrometer
und entwickelten Bildverarbeitungsmethoden wurden die optischen Eigenschaften des
Pflanzenblattes ortsaufgelost untersucht sowie die raumliche Chlorophyll- und
Wasserverteilung in Blattern quantitativ bestimmt. Dadurch 6ffnen sich neue
Mdglichkeiten fir die Untersuchung der physiologischen Prozesse im Pflanzenblatt.

Aus den mithilfe der bildgebenden Spektroskopie gemessenen Daten kann viel mehr
Information gewonnen werden, die den physiologischen Zustand der Pflanzen
charakterisiert, als aus den ublichen Uber die Blattflache integrierten spektralen Daten.
Mit Hilfe des entwickelten CCD-Prismen-Spektrometers wurden die Bildspektren
erhalten. (Kapiteln 5.2 und 6.2). AuBer der kontinuierlichen spektralen Koordinate, wie
es auch in den traditionellen Spektrometern der Fall ist, haben die Bildspektren eine
raumliche Koordinate. Dies ermdglicht es, eine Reihe von Spektren fiir verschiedene
Bereiche entlang eines Streifens an der Blattoberfldche zu analysieren. Flr das Studium
verschiedener Blattbereiche, soll eine durch eine Spalt gewahlte Linie Uber die
Blattoberflache abgetastet (gescannt) werden.

Das Studium der Spektralbilder wurde mit Hilfe des entwickelten bildgebenden CCD-
Spektrometers im diskreten Spektralbereichen durchgefiihrt. (Kapitel 5.1) Als ein
Dispersivelement diente in diesem Fall ein Satz der Interferenz-Bandpaffilter. Eine
einzigartige Besonderheit solches Spektrometerschema neben seiner Einfachheit ist das
Erhalten der raumlichen Spektralbilder des ganzen Objektes. Dies ermdéglichte die
optischen Charakteristiken der Blattgewebe und Adern sowie die raumliche Verteilungen
von Wasser und Chlorophyll tber die Blattflache zum ersten Mal zu untersuchen.
(Kapiteln 6.3, 7.1; 7.2; und 7.3) Ebenfalls zum erstenmal wurden die Raumspektren
erstellt, die die spektrale Heterogenitdt der einzelnen strukturellen Blattelemente
(Blattgewebe, Adern) beschreiben.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die innovative Methoden der Minimierung des MLS-
Einflusses auf die gemessenen raumliche Spektralcharakteristiken der Pflanzenblatter
entwickelt. Weil die MLS-Spektren in sich selbst eine reiche aber wenig untersuchte und
angewendete Information lGber die optischen Eigenschaften und die Struktur der Blatter
enthalten, wurde in der Arbeit eine ausfihrliche Erforschung der spektralen Charak-
teristiken der Blatter durchgefiihrt. Diese erlaubte, die Beitréage der MLS und der
Absorptionsbanden in den Extinktionsspektren zu bestimmen. (Kapiteln 6.1 und 7.1)
Dabei muBte das Problem der Wechselwirkung der Absorptions- und Streuprozesse von
Licht und die Tatsache, daBl ihre Beitrage in die Extinktion nicht additiv sind, geldst
werden. Auch die Veranderung der Bandenform und die Koeffizienten der Banden-
verstarkung aufgrund einer VergréBerung der Wegladnge des Lichtes in dem Blatt sollten
gefunden werden. Fiir die Erforschung der rdaumlichen Verteilung des gestreuten Lichtes
wurden spektrale Indikatrizen der Lichtstreuung am Blatt untersucht. (Kapitel 6.2)

Die Pflanzenblatter haben sich als ideale Modellobjekte flir die Entwicklung der
physikalischen Methoden der bildgebenden Spektroskopie erwiesen. Ihr flacher Aufbau
und kleine Dicke sind ideal, um die spektralen Transmissionsbilder zu gewinnen. Damit
konnten allgemeine GesetzmaBigkeiten der Spektralcharakteristika der heterogenen
Medien untersucht werden. Zugleich ist die Blattdicke ausreichend genug fiir eine starke
Erscheinung der MLS-Effekte und damit flir die Untersuchung der Wechselwirkung der
MLS-Prozesse und der Absorption. In Rahmen dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur
Bestimmung der Istwerte der Absorptionsbanden unter der Beriicksichtigung des
"Eintauchens" der Absorptionsbanden in den MLS-Untergrund ausgearbeitet. (Kapiteln
6.3 und 7.2) Ebenfalls wurde eine innovative Methode der Densitogramm-Spektral-
Analyse fur die Auswertung der Spektralbilder entwickelt. (Kapiteln 5.1, 6.3 und 7.1)
Diese Methoden haben ihre allgemeine Bedeutung und kénnen flir Untersuchungen einer
ganzen Palette der inhomogenen stark streuenden Objekte angewendet werden.

Die Spektralcharakteristiken des Blattwassers sind seit langem untersucht aber kaum
erklart. Deshalb wurden drei spektrale Serien der Wasserbanden im NIR-Bereich
definiert und analysiert. (Kapitel 7.1) Die GesetzmaBigkeiten der héchsten Schwingungs-
moden von Wasser wurden festgestellt. Eine Methodik zur Bestimmung des Wasser-
gehaltes in den Pflanzenblattern mittels des Vergleiches der Absorptionswerte von
Wasser der Pflanzenblatter und destilliertem Wasser wurde entwickelt. (Kapitel 7.2)
Dabei wurde der Verstarkungsfaktor der Wasserbanden infolge der MLS ausgerechnet
und berlcksichtigt. Die ermittelten Werte des Blattwassergehaltes stimmen gut mit
realen Konzentrationen Uberein, die mit Hilfe der graviometrischen Methode gewonnen
wurden. Die Methodik wurde und flr die Analyse des Blattwassergehaltes mittels der
Absorptionsbilder verallgemeinert. Zum ersten Mal wurden die detaillierte Profilbilder der
Wasserverteilung Uber die Blattflache erstellt. (Kapitel 7.2) Spektrale Eigenschaften von
Wasser in Pflanzenblattern wurden erforscht, dabei wurden vier Wasserzustande in den
Pflanzenblattern entdeckt und untersucht. (Kapitel 7.3) Eine Transformation der
Wasserzustande bei physiologischen Prozessen wurde festgestellt und analysiert.

Die in vorliegender Arbeit entwickelten Methoden der bildgebenden Spektroskopie haben
allgemeine Bedeutung und koénnen fiir die nichtinvasiven Untersuchungen der
heterogenen Mikro- und Makroobjekte verwendet werden.
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Kapitel 2

Physikalische Grundlagen
2.1. Wechselwirkung des Lichtes mit Materie

2.1.1. Optische Spektroskopie

Optische Spektroskopie im Bereich vom Ultraviolett bis zum Infrarot ist fiir eine schnelle
und weitgehend zerstérungsfreie Bestimmung von Inhaltsstoffen und Parametern der
lebenden Pflanzen und des verschiedenen Pflanzenmaterials besonders geeignet.
Ebenfalls sind unterschiedliche Mechanismen der optischen Wechselwirkung des Lichtes
mit dem Pflanzengewebe wirksam, um verschiedene Aussagemdglichkeiten fur
pflanzliches Gewebe erhalten zu kénnen.

Licht - urspringlich nur die sichtbare elektromagnetische Strahlung - dient in der
Naturwissenschaft und Technik auf vielfaltige Weise der Strukturaufklarung von Stoffen
sowie qualitativen und quantitativen Bestimmungen.

Mitte des 19. Jahrhunderts entwickelten der Chemiker R. W. Bunsen und der Physiker G.
R. Kirchhoff in Heidelberg die Spektralanalyse als wissenschaftliche Methode. Seit dem
hat sich die optische Spektroskopie zu einer vielseitigen analytischen Methode
entwickelt. Die Spektrallinien und -banden sind fir jedes chemische Element und fir
jedes Molekil so typisch, wie ein Fingerabdruck. Man kann die Elemente also mit der
Spektroskopie identifizieren. Mithilfe der optischen Spektroskopie kénnen qualitative und
quantitative Informationen zur chemischen und physikalischen Zusammensetzung einer
Vielzahl von Materialien gewonnen werden. Festkérper, Flissigkeiten und Gase kénnen,
sowohl im Labor als auch vor Ort, analysiert werden. Die Anwendungsgebiete reichen
von so profanen Dingen wie die schnelle, qualitative Erkennung von Stoffsorten im
~gelben Sack®™ bis hin zu astronomischen Fragestellungen. Die Informationen werden
gewonnen, indem man die nichtzerstérende Interaktion elektromagnetischer Strahlung
(Licht), von Infrarot bis hin zu Ultraviolett, mit Substanzen untersucht.

Spektrale Wellenlangenselektion des Lichtes
In der optischen Spektroskopie unterscheidet man zwischen:

« UV ultraviolettes Licht 100 - 380 nm 100 000 - 26 300 cm'?
« VIS sichtbares Licht 380 - 760 nm 26 300 - 13 300 cm'!
« NIR nahes Infrarot 0,76 - 2,5 ym 13 300 - 4 000 cm™

« MIR mittleres Infrarot 2,5 - 25 ym 4 000 - 400 cm™

« FIR fernes Infrarot 25 - 100 ym 400 - 100 cm™

Durch Wechselwirkung elektromagnetischer Strahlung mit einem stofflichen Medium
kann es zu Wechselwirkungsprozessen kommen, die mittels der Spektroskopie
untersucht werden kénnen. Wechselwirkung des Lichtes mit Molekilen passiert durch :

» Elektronenanregungen in UV und VIS Bereich

* Rotation und Schwingungen im Infrarot Bereich

Der sichtbare Teil der elektromagnetischen Strahlung wird als das VIS (visible=sichtbar)
bezeichnet. Er umfaBt das Wellenlangenbereich von 380 bis 760 nm. Spektroskopisch
gesehen ist der VIS Bereich durch die Absorption von mElektronen innerhalb der
Molekiile gekennzeichnet. Im VIS Bereich absorbieren Molekilile photosynthetischer
Pflanzenpigmente das Sonnenlicht. Dadurch sind die Pflanzen in der Lage, die
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Sonnenenergie in die chemische Energie der organischen Substanzen umzusetzen.
Dagegen sind Luft und Wasser in diesem Bereich transparent, was eine der
wesentlichsten Voraussetzungen flir die Entstehung und Existenz von Leben ist.

Physikochemisch ist der UV-Spektralbereich durch die Absorption von Elektronen
innerhalb der Atome und Molekiile gekennzeichnet. Zwischen 200 und 380 nm
absorbieren die Elektronen in chemischen Doppelbindungen und besonders in
konjugierten Doppelbindungen. Im UV-Bereich liegt auch die intensive Elektronenbande
von Wasser.

Im langwelligen Bereich grenzt an das sichtbare Licht das Nahinfrarot (NIR). Es reicht
von 760 nm bis 2,5 ym. Diese Abgrenzung beruht wesentlich auf der Tatsache, das der
nutzbare optische Spektralbereich (200 nm-2,5 pm) des Quarzglases hier endet, das in
NIR-Spektralgeraten benutzt wird. Die Wechselwirkung der Strahlung mit den Molekiilen
erfolgt im NIR-Bereich Uber Schwingungen von Molekiilen.

Als Nachstes folgt der Spektralbereich des mittleren Infrarot (MIR oder nur IR). In
diesem Bereich liegen Schwingungsabsorptionen organischer Molekile. Im Bereich des
fernen Infrarot (FIR) liegen Schwingungsiibergénge, die Schwingungen des Molekiils als
Ganzes anregen. Gleichsam liegen in diesem Gebiet die ersten Rotationsiibergange vieler
Gase.

Zur Spektraluntersuchungen der optischen Blatteigenschaften missen informative
Wechselwirkungen zwischen elektromagnetischen Wellen und Pflanzenblatt gemessen
werden. Die Art der Wechselwirkungen und die damit zu erkundenden Parameter wie
Reflexion-, Transmission-, Absorption- und Streuprozesse werden im folgenden
vorgestellt.

Reflexion

Elektromagnetische Wellen werden an Oberflachen reflektiert. Man unterscheidet
zwischen:
» spiegelnder Reflexion: Reflexion an einer glatten Oberflache, d.h. die Hohe der
Unebenheiten der Oberflache ist klein gegenliber der Wellenlédnge des Lichtes
» diffuser Reflexion: Reflexion an einer rauhen Oberflache, d.h. die H6he der
Unebenheiten der Oberflache ist groB3 gegenliiber der Wellenlédnge des Lichtes.
Als Kriterium zur Unterscheidung zwischen spiegelnder und diffuser Reflexion gilt das
Rayleigh-Kriterium: Eine Oberflache, an der die diffuse Strahlung in alle Richtungen mit
der gleichen Intensitat reflektiert wurde, nennt man Lambertsche Oberfléche oder
Lambert-Strahler. Wird die Strahlung nicht in alle Richtungen gleich stark reflektiert,
besitzt die Oberflache ein bidirektionales Reflexionsverhalten, das die Abhangigkeit der
Intensitat von den Winkeln angibt.

Transmission

Materie ist in subatomaren Partikeln konzentriert und nicht gleichmaBig verteilt. Daher
liegt es nahe, daB nicht alle Lichtphotonen ein Elektron treffen, sondern daB ein
bestimmter Prozentsatz der eingestrahlten Energie Iy das Objekt ungehindert passiert.
Dieser Anteil I wird als transmittierte Strahlung bezeichnet. Transmission (T) ist also ein
MaB fur die Durchlassigkeit eines Stoffes flir eine bestimmte Strahlung. Im Englischen
unterscheidet man zwischen linearer (transmission) und logarithmischer Darstellung
(transmittance). In logarithmischer Darstellung benutzt man das Formelzeichen E (als
Extinktion bezeichnet).

T=I/1, E=log I/ I (2.1.1)
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Absorption

Absorption ist eine Umwandlung der Strahlungsenergie in eine andere Energieform bei
der Wechselwirkung mit der Materie. Absorption kann man als ein Mall der
Undurchlassigkeit angeben.

Nach der klassischen Behandlung der Wechselwirkung zwischen dem elektro-
magnetischen Feld und elastisch gebundenen Elektronen, erhalt man die Gleichung einer
im isotropen Dielektrikum in x-Richtung fortschreitenden Welle:

E=Eo; exp (-2mk/7) exp iw(t-nx/c) (2.1.2)

wobei n der Brechindex, k der Absorptionsindex des Stoffes und w die Frequenz der
Oszillatoren, A die Wellenldnge, c die Lichtgeschwindigkeit der elektromagnetischen
Welle sind. Fiir die Intensitat ergibt sich :

I(x)=1I, exp (-4Tmk/\)=1o exp (-211€' /nA) (2.1.3)

darin ist ¢'=2nk ein Imaginérteil der Dielektrizitdtskonstante: ¢ =n? (1-k?).

Die Intensitat der einfallenden Strahlung I wird also durch €' verandert. Bei Frequenzen,
bei denen das System keine Resonanzenergie aufnehmen kann, ist €' =0 und I(x)= Ip
Bei der Resonanzenfrequenz besitzt € dagegen einen endlichen Wert und Ip wird
geschwacht. In einem Spektrum treten die Absorptionsbanden auf, wenn durch EinfluB
der elektromagnetischen Strahlung die Molekille von einem Energiezustand in einen
anderen libergehen konnen (Resonanziibergange). Ersetzt man in Gleichung (2.1.3)
4mnk/A durch den Absorptionskoeffizient a, so erhalt man nach dem Logarithmieren das
Lambertsches Absorptionsgesetzt:

In Io/I=ax (2.1.4)

In der Kombination mit dem Beereschen Gesetzt a = pc (glltig fir verdiinnte Lésungen,
deren Losungsmittel vollig durchlassig ist) erhalt man nach Umschreiben in dekadische
Logarithmen, das Lambert-Beersches Gesetzt:

E=log Io/I=-log T=p(A\) d c (2.1.5)

wobei E die Extinktion, u(A) den molaren Extinktionskoeffizient, c die molare
Konzentration und d die Schichtdicke darstellt. So ist die Absorption von geldsten
Substanzen proportional zu ihrer Konzentration c. Somit kann man bei der gegebenen
Schichtdicke die Konzentration eines geldsten Stoffes aus der Absorption bei einer
MeBwellenlange berechnen. Abweichungen vom Lambert-Beerschen Gesetz treten durch
Assoziationen zwischen Molekllen oder Wechselwirkungen zwischen gelésten Substanzen
und dem Lésungsmittel auf.

Absorptions- und Emissionsspektren

Sowohl Transmission als auch Absorption und Emission sind von der Wellenlange
abhangig. Deshalb beschreibt man die Absorptions- und Emissionseigenschaften einer
Substanz durch ihr Spektrum. Durch Photonenabsorption im Sinne des Franck-Condon-
Prinzips gelangen Molekiile, die sich bei Raumtemperatur fast ausschlieBlich im
niedrigsten Schwingungsniveau des elektronischen Grundzustandes So befinden,
innerhalb von 10™'® s in verschiedene Schwingungsniveaus des angeregten Elektronen-
zustandes S; (Abb.2.1.1). Aus dem Schwingungsgrundzustand von S; kann das Molekiil
in 10° s bis 107 s durch Lumineszenz (L) in verschiedene Swingungsniveaus von Sq
zuriickkehren oder durch innere Umwandlung in 107 s bis 10® s und anschlieBende
Schwingungsrelaxation strahlungslos desaktivieren. Bei der Schwingungsrelaxation wird
die Energie durch StéBe in Form von Warme abgegeben. Abbildung 2.1.1 zeigt diese
Vorgange anhand vereinfachten Energiepotentialkurven. Die resultierenden Absorptions-
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und Emissionsspektren (Lumineszenz) zeigen Schwingungsstrukturen, die fir S; und Sg
charakteristisch sind. Aufgrund der strahlungslosen Energieverluste in S; ist das
Lumineszenzspektrum ist im Vergleich zum Absorptionsspektrum, zu gréBeren
Wellenldangen (kleineren Frequenzen) verschoben. Die ist die sogenannte Stokes-
Verschiebung und so erscheint Emmisionsspektrum als Spiegelbild des Absorptions-
spektrums.

Absorption Emission

S1

Wellenlinge ————»

Abb.2.1.1: Vereinfachte Energiepotentialkurven mit den Wahrscheinlichkeitsdichten
der Schwingungsniveaus zur Erklérung der Absorption (A) und Emission (strahlungslose
Desaktivierung (De) und Lumineszenz (L)).

2.1.2. Infrarotspektroskopie

Im infraroten Bereich ist die Absorption von Strahlung mit der Anregung von Molekiil-
schwingungen verbunden. Um die Entstehung eines IR-Spektrums verstandlich zu
machen, benutzt man das Model des anharmonischen Oszillators. Seine Potenzialkurve
hat asymmetrischen Verlauf und die Schwingungsniveaus haben nicht gleiche Absténde.
Beim Schwingungsvorgang andert sich die potenzielle Energie des Oszillators. Eine
Molekiilgruppe kann nur dann infrarote Strahlung aus einem elektromagnetischen
Wechselfeld aufnehmen, wenn der damit verbundene Ubergang in ein héheres
Schwingungsniveau mit der Anderung des elektrischen Dipolmoments der Molekiilgruppe
verbunden ist. Da jeder Schwingungsiibergang mit einer Anderung des Rotations-
zustandes des Moleklls verbunden ist, stellt das Infrarotspektrum ein Rotations-
schwingungsspektrum dar, das durch die Vielzahl der Einzelabsorptionen und durch die
Wechselwirkungen der Molekile im festen oder flissigen Zustand nicht als
Linienspektrum, sondern als Bandenspektrum erhalten wird. Deshalb ist bei der
Interpretation eines IR-Spektrums nicht nur die Bandenlage (Wellenlange oder
Wellenzahl) zu beriicksichtigen, sondern auch die Bandenform und Intensitat.
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Valenz- und Deformationsschwingungen

Die Molekularschwingungen unterteilt man in Valenzschwingungen (Streckschwingung)
und verschiedene Arten von Deformationsschwingungen. Bei der Valenzschwingung
andern sich die Atomabstiande in Bindungsrichtung; die Schwingung erfolgt in der
Kernverbindungslinie. Bei den Deformationsschwingungen beruht die Schwingung auf
Anderung des Bindungswinkels.

Da bei den vergleichbaren Massen der schwingenden Atome die Anregungsenergien fur
Bindungswinkeldeformationen wesentlich kleiner als flir die Abstandsdnderung in
Bindungsrichtung sind, liegen die Valenzschwingungen bei héheren Frequenzen als die
Deformationsschwingungen. Im allgemeinen liegen Grundténe im MIR-Bereich und
Kombinations- bzw. Obertdne im NIR-Bereich.

Wahrend man im MIR oftmals sehr scharfe Signale beobachtet, sind die Banden im
nahen Infrarot durch eine Uberlagerung der Schwingungszustdnde deutlich breiter. Eine
eindeutige Zuordnung der NIR-Banden zu bestimmten Schwingungen im Molekdl ist
schwierig. Trotz der genannten Problematik weist die NIR-Spektroskopie mehrere
Vorteile auf, die zu einem standig wachsenden Einsatzbereich gefiihrt haben. So erweist
es sich als vorteilhaft, daB trotz der geringen Intensitat der Schwingungsoberténe noch
zufriedenstellende Spektren registriert werden kénnen. Diese charakteristischen Absorp-
tionsfrequenzen kénnen zur Aufklarung der Struktur und der energetischen Zustande
von untersuchten Substanzen herangezogen werden. Die Anwendung multivariater
Rechenverfahren, unterstiitzt durch die heute zur Verfligung stehenden leistungsfahigen
Computer, erlaubt die exakte quantitative Auswertung von NIR-Spektren.

Ober- und Kombinationstone

Den zur Quantenzahl v=0 gehdrenden Schwingungszustand nennt man den
Grundzustand (Abb.2.1.1). Neben den Grundschwingungsfrequenzen (Grundténe) treten
Oberton- und Kombinationsschwingungen (Ober- und Kombinationsténe) auf. Der
Ubergang von einem Grundzustand v=0 in einen Zustand v=1 ist die Grundschwingung,
bei einem Ubergang von v=0 in v=2 handelt es sich um die erste Oberschwingung
(Oberton), die ungefahr die doppelte Frequenz aufweist. Die Wahrscheinlichkeit dieser
Ubergdnge und damit die Intensitit der Absorptionsbanden nimmt mit zunehmender
GroBe des Quantensprungs ab.

2.1.3. Lichtstreuung

Als Streuung wird im allgemeinen die Richtungsanderung einer elektromagnetischen
Welle beim Auftreffen in Medium bezeichnet. Bei der Messung von Absorptionsspektren
muB die Lichtstreuung bertlicksichtigt werden. Die Summe beider Effekte, Absorption und
Streuung, wird in Spektroskopie als Extinktion genannt. Wenn keine Absorption und
keine Reflexion vorliegen geht die Strahlung durch das Medium ungeschwdacht durch. Es
kann dabei aber zu einer Richtungsanderung kommen. Es gilt die Energieerhaltung:

Brechung: Durch Veranderung der Lichtgeschwindigkeit mit der Brechungszahl verandert
sich bei schragem Einfall auf eine Grenzschicht die Ausbreitungsrichtung des Lichtes.
Beugung: Durch Interferenz von Elementarwellen an kleinen Offnungen entstehen
Richtungen mit konstruktiver und destruktiver Phase. In Richtung destruktiver Phase ist
die Intensitat gleich Null.
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Streuung: Veranderung der Ausbreitungsrichtung von Lichtwellen durch Wechselwirkung
mit Teilchen. Man unterscheidet zwischen der

elastischen Streuung: die Wellenldange der gestreuten Strahlung andert sich nicht :
Rayleigh-und Mi- Streuung und der

inelastischen Streuung: die Wellenldnge der gestreuten Strahlung andert sich: Raman-
und Compton - Streuung.

In einem dichten Medium wie z.B. einem Pflanzenblatt spielt die elastische Streuung eine
wesentliche Rolle. Deswegen wird in dieser Arbeit nur diese Art der Lichtstreuung
bertcksichtigt. Die elastische Streuung kann stattfinden:

an einer Oberflache: diffuse Reflexion;

an Atomen und Molekilen: Rayleigh-Streuung;

an Partikeln: Mie-Streuung.

Rayleigh-Streuung

Diese Art der Streuung, tritt dann auf, wenn das streuende Teilchen klein gegenliber der
Wellenlange des Lichtes ist . Es gilt hier die Naherung, daB der Abstand zwischen den
einzelnen Molekilen so groB ist, dall eine gegenseitige Beeinflussung der Streuprozesse
auszuschlieBen ist. Weil elektromagnetische Wellen ein auBeres Wechselfeld mit der
Frequenz v an die Molekiile anlegen, bilden Elektronen zusammen mit den Atomkernen
eine Dipolantenne, die mit der Frequenz der einfallenden Lichtwelle schwingt und daher
seinerseits eine elektromagnetische Welle abstrahlt. Die Frequenz entspricht der des
einfallenden Lichtstrahles. Die hierflir benétigte Energie wird der einfallenden Lichtquelle
entnommen. Fur ein schwingenden Dipol ist sowohl die Abstrahlcharakteristik als auch
die Intensitat der Abstrahlung gut bekannt.

Der Anteil an gestreuter Strahlung ist nicht konstant, sondern hangt auch von der
Wellenlange ab. Nach dem Rayleigh Gesetz ist die Intensitat der gestreuten Strahlung
umgekehrt proportional zur vierten Potenz der Wellenldnge A™. Somit ist der Anteil der
gestreuten Strahlung im kurzwelligen Bereich bei weitem hdher als im langwelligen. Die
Streucharakteristik hdngt mit dem Streuwinkel ¢ wie folgt proportional 1+cos’p. Die
Rayleigh-Streuung geschieht bevorzugt in Vorwarts- und Rlckwartsrichtung also in
Richtung des einfallenden Lichtstrahls und 180 Grad dazu (Abb.2.1.2). Dabei findet auch
eine streuwinkelabhdngige Polarisierung des Lichtes statt: Licht, das unter 90° gestreut
wurde, ist vollstandig senkrecht zur Streuebene polarisiert.

Mie-Streuung

Sie findet an Streuzentren statt, die gleich oder gréBer als die Wellenlange des Lichtes
sind (1-10 pm). GroBe Teilchen sind aus vielen einzelnen Dipolen zusammengesetzt,
deren Emission sich liberlagert. Dies fiihrt zu Interferenzerscheinungen, so daB sich je
nach Lokalisation der koharenten Strahler am Teilchen die Sekundarwellen gegenseitig
verstarken oder ausldoschen. Die Intensitat der Streuung ist somit nicht mehr primar von
der Wellenldange des ceinfallenden Lichtes sondern vielmehr vom Verhdaltnis der
Wellenlange zur TeilchengroBe abhangig. Dadurch entsteht ein komplexer Streumecha-
nismus, der von der TeilchengréBe und -Form abhdngt. Die Intensitatsverteilung der an
einem Teilchen erzeugten Mie-Streuung ist vom Streuwinkel abhangig. Mie-Streuung
findet in Vorwartsrichtung statt, mit einem kleinen seitlichen und rickwartigen Anteil
(Abb.2.1.2). Die Wellenlangenabhangigkeit ist schwacher als im Falle der Rayleigh-
Streuung, aber wesentlich komplizierter, da sie von der GréBe, der Form und
gegebenenfalls auch dem Brechungsindex der Partikel abhangt. Dasselbe gilt fiir die
Polarisationseigenschaften.

Bei der obigen Art der Darstellung im Form eines Polardiagramms (Abb.2.1.2) kommt die
winkelabhangige Verteilung der gestreuten Lichtintensitat besonders gut zur Geltung.
Die Streuungsintensitdt, die einem Winkel zugeordnet ist 1aBt, sich leicht dadurch
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feststellen, daB man vom Ursprung des Koordinatensastens ausgehend eine Gerade im
gefragten Winkel mit der Kurve schneidet. Der Abstand des Schnittpunktes zur Ursprung
gibt die anteilsmaBige Menge des in diese Richtung gestreuten Lichtes an.

90°
Rayleigh - Streuung:
kleine Streuzentre d<< A
Streuzeiniter
180° 0°

Mie - Streuung:
groBe Streuzentre d = A

270°

Abb.2.1.2: Polardiagramm der Intensitéastverteilung des gestreuten Lichts in Abhdngigkeit des
Winkel fir Streuzentren unterschiedlicher GréBe.

Nicht-selektive und mehrfache Lichtstreuung

Nicht-selektive Streuung tritt auf, wenn Strahlung mit den Streuzentren zusammentrifft,
deren Durchmesser deutlich groBer als die Wellenlange der Strahlung ist (10-100 pm).
Bei groBeren Partikeln gilt die von Mie entwickelte Theorie zwar auch noch, es ist aber
einfacher die Streuung durch die geometrische Optik (Brechung, Reflexion) zu
beschreiben.

In einem dichten heterogenen Medium kommen Rayleigh-, Mie- und nicht-selektive
Streuung gemeinsam vor und das einfallende Licht wird diffus in alle Richtungen
gestreut, wobei die GroéBe der vorhandenen Streuzentren festlegt, welche Art der
Streuung Uberwiegt. Bei ansteigendem Durchmesser der Streupartikeln Uberwiegt die
Mie-Streuung immer mehr und der prozentuelle Anteil des nach vorne gestreuten Lichtes
nimmt zu. In dichten strukturierten Objekten wie Pflanzenblatter findet komplizierte Art
der mehrfachen Lichtstreuung (MLS) statt, die als Resultat der mehrfachen Streuung-,
Reflexion- und Brechung-Prozesse an Blattstrukturen und Komponenten beschreiben
werden kann.
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2.2. Physikalische Eigenschaften des Wassers

Wasser ist fur die Pflanzen in vielen Belangen und auf vielen Organisationsebenen ein
ganz entscheidender abiotischen Faktor. In diesem Kapitel wird deshalb der Wasser-
Substanz, Aufbau des Wassermolekiils und die Strukturen der Wasserphase naher
beschrieben. Mit diesen Grundwissen ist es leichter, die physikalischen Eigenschaften
flissigen Wassers besser zu verstehen, die seine Bedeutung sowohl allgemein in der
unbelebten Natur als auch speziell fir die Pflanzen bedingen.

Wasser nimmt unter allen vergleichbaren Substanzen eine Ausnahmestellung ein. Diese
ist in seinen physikalischen Eigenschaften begriindet, die in vielerlei Hinsicht einzigartig
sind. Die Eigentiimlichkeit 1aBt sich direkt aus der Struktur des H,0-Molekiils verstehen.
Ein besonderes Strukturelement dieses kovalenten Wasserstoffoxides ist seine Fahigkeit,
die starken Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden zu kénnen.

2.2.1. Struktur des Wassermolekiils

Wasser ist das einzige natlrlich vorkommende fllissige anorganische Oxid. Sein
chemischer Name miuBte als Diwasserstoffmonoxid bezeichnet werden, vereinfachend
sprechen wir aber von Wasser. Die in mancher Hinsicht anomalen Eigenschaften des
Wassers lassen sich auf die Struktur des H,0-Moleklls zurlickfiihren. Das Wassermolekdil
ist ein Atomverband aus zwei Wasserstoff- und einem Sauerstoffatom. Sauerstoff, ein
Element der Gruppe VI des Periodensystems besitzt mit seine acht Elektronen die
folgende Konfiguration 1s® 2s? 2p“. Bei Besetzung der einzelnen Atomorbitale nach der
Hundschen Regel kénnen je zwei einfach besetzte p-Orbitale des Sauerstoffatoms bei
richtiger rdaumlicher Orientierung mit je einem s-Atomorbitale eines Wasserstoffatoms
Uberlappen. Die dabei entstehenden bindenden sp-O-H-Molekllorbitale sollen einen
idealen Winkel von 90° zueinander aufweisen. Die vier verbleibenden freien nicht-
bindenden Elektronen waren auf die 2s- und. 2p-Atomorbitale verteilt. Messungen zeigen
jedoch, daB der Bindungswinkel zwischen H-O-H in Wirklichkeit 104,5° betragt
(Abb.2.2.1).

0,096 nm

AN

104,5°

0,152 nm

Abb.2.2.1: Aufbau des Wassermolekdils.

Weil eine hohere Elektronendichte am Sauerstoffatom als an den beiden Wasserstoff-
atomen herrscht, weist also das Molekil zwei Pole verschiedener Elektronendichte auf,
die permanent sind. Das Wassermolekil ist damit ein permanenter Dipol. Bedingt durch
die hohe Elektronendichte am Sauerstoffatom und der starke AbstoBung der freien, nicht
an einer Bindung beteiligten Elektronenpaare, ist das Wassermolekil gewinkelt.

In der Elektronendichteverteilung Gberlappen sich die p-Orbitale des Sauerstoffatoms mit
den s-Orbitalen der Wasserstoffatome zu s-Bindungen, etwa wie die Darstellung des
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Molekulorbitals zeigt (Abb.2.2.2.). Die heutige Vorstellung nach dem Elektronenpaar-
AbstoBungsmodell von Gillespie und Nyholm besagt, daB die 8 Elektronen der auBeren
Schale paarweise angeordnet sind. Diese Elektronen befinden sich in keulenférmigen
Raumen mit einer Wahrscheinlichkeit von 98%. Im Raum gesehen bilden die Keulen
einen Tetraeder mit einem Tetraederwinkel von 109°. Infolge von elektrostatischen
Effekten kommt es aber zu einer Abweichung zu 104,5°.

Nahezu -
Tetraeder

freie
Elektronen -
paare

Abb.2.2.2: Molekiilorbitale von Wasser.

Wasserstoffbriickenbindungen

Wasserstoffbriicken (H-Briicken) spielen in der Natur eine besondere Rolle. Wasserstoff-
bricken sind flir Lebensvorgange von weitreichender Bedeutung. Man findet Wasser-
stoffbriicken zwischen Atomen mit hoher Elektronegativitat (meistens, Sauerstoff (O),
Stickstoff (N); Fluor (F)) oder Bereichen mit hoher Elektronendichte (m-Systeme). Es
handelt sich hierbei um schwache, gerichtete Bindungen. Ihre auBergewéhnliche
Bedeutung in biologischen Systemen erhalten sie dadurch, daB sie bei Raumtemperatur
leicht gedffnet und neu geknlpft werden kénnen, wodurch z.B. Enzymreaktionen und
Proteinfaltung erst maoglich werden. Auch die besonderen Eigenschaften von Wasser
stammen von H-Bricken. Die Bindungsenergie von H-Briicken wird im Normalfall von
den elektrostatischen Kraften dominiert. Eine Wasserstoffbriicke ist kirzer als die
Summe der van-der-Waals Radien der beteiligten Atome. Die X-H Bindung wird immer
langer, je starker die Wasserstoffbriicke ist. Dieses macht Wasserstoffbricken zu
idealen Studienobjekten fiir die Infrarot-Spektroskopie: Die Bindungsverlangerung und -
schwachung fiuhrt zu einer Verringerung der X-H Streckschwingungsfrequenz, das heif3t
zu einer charakteristischen Rotverschiebung im Infrarotspektrum [Djafari 1997].

Im gasférmigen Zustand konnte man fir ein solitdres H,0-Molekil eine O-H-
Bindungslange von 96 pm bestimmen, in flissigem oder festem Wasser betragt diese
dagegen 99 pm. Dieser Veranderung der Bindungsldange liegt die Ausbildung von
Wasserstoffbricken und die hinaus folgenden physikalischen Eigenschaften des Wassers
machen das Leben auf der Erde in der existenten Form eigentlich erst méglich.

Eine Wasserstoffbriickenbindung liegt dann vor, wenn ein H-Atom an zwei oder mehrere
elektronegative Atome gebunden ist. Nach dem Donator-Akzeptor-Modell stell ein
Photonendonator 0O-H, in dem der Wasserstoff an ein stark elektronegatives
Sauerstoffatom gebunden ist, einem Photonenakzeptor sein H-Atom teilweise zur
Verfligung.
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Am einfachsten |aBt sich die Natur der H-Brickenbindung (O-H---X) durch die rein
elektrostatische Anziehung zwischen dem positivierten H-Atom des O-H-Donators und
der hohen negativen Ladungsdichte am X-Akzeptor, im Wasser also dem Sauerstoff
eines benachbarten Wasermolekiils, erklaren. Durch elektrostatische Wechselwirkung
mit dem Akzeptoratom wird die kovalenten O-H-Bindung im Addukt O-H --- O geweitet.
So kommt es, verglichen mit isolierten H,O-Molekllen im Gas, zu unterschiedlichen
Bindungslangen. Die Adduktbindungslange H --- O selbst ist deutlich groBer als die der
O-H-Bindung und betragt 177 pm. Die 0O-H --- 0-Bindung ist unsymmetrisch
(Abb.2.2.3).

Abb.2.2.3: Wasserstoffbriickenbindung, Bindungsléngen und -winkel
zwischen zwei H>O-Molekiilen.

Damit "lagert" das Sauerstoffatom einen Teil seiner Ladungsdichte quasi auf H-O-
Bindung eines benachbarten Wassermolekiils aus. Durch die mit der verstarkten
Delokalisation der Elektronen verbundene "Ausweitung" werden gréBere Realisations-
raume geschaffen und somit die Bindung stabilisiert. Eine Wasserstoffbriickenbindung
entspricht einer Bindungsenthalpie von 20 kJ*mol!. Die Fahigkeit der Wassermolekiile
zur Ausbildung von zwei Wasserstoffbricken (2¥20 = 40 kJ*mol!) fiihrt zu
ungewohnlich hohen Schmelz- und Siedepunkt im Vergleich zu anderen Chalkogen-
wasserstoffe (H,S, H,Se, H,Te). Ohne diese zwischenmolekulare Krafte wirde Wasser
unter Standardbedingungen bei 173 K (-100°C) schmelzen und bei 198 K (-75°C) und
nicht bei 373 K (100°C) sieden. Die Fahigkeit zur Wasserstoffbriickenbindung bedingt
auch andere anomale Eigenschaften des Wassers, sowie seine Strukturordnung in
festem (Eis) und flissigem Zustand.

2.2.2. Struktur von flussigem Wasser

Wie jeder Stoff kommt Diwasserstoffmonoxid in drei Aggregatzustanden vor: als
Feststoff (Eis), als Flussigkeit (Wasser), als Gas (Wasserdampf). Wobei ist die
Bezeichnung Gas aus der Sicht der Physik falsch. Ein Dampf ist ein heterogenes Gemisch
aus einer kondensierten Fliissigkeit, die als feine Trépfchen verteilt in einem Gas (also
z.B. in Luft) vorliegen.

Bei niedrigen Temperaturen nimmt die Warmebewegung ab. Unter 0°C Uberwiegt die
Elektrostatik, und es bildet sich eine feste Struktur im Eiskristall aus. Abhangig vom
Druck, unter dem Wasser auskristallisier, konnen verschiedene Modifikationen von Eis
auftreten. Zum Beispiel in der Kristallstruktur von sogenannten Eis-I sind die Sauer-
stoffatome in einem gewellten Sechsring angeordnet. Jedes Sauerstoffatom ist
tetraedrisch von den O-Atomen von vier benachbarten Wassermoleklilen umgeben. Die
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Sauerstoffatome selbst sind in diesem Gitter durch unsymmetrische Wasserstoffbriicken
verbunden.

Cluster- und Makromolekiil-Modell des Wassers

Wasser besitzt nicht nur im festen, sondern auch im flissigen Zustand eine
hochgeordnete, Struktur. Auch heute ist Struktur des fllissigen Wassers nicht in allen
Einzelheiten erforscht. Aus quantenmechanischen Berechnungen und den Ergebnissen
von Untersuchungen mittels Rontgen- und Neutronenbeugung, IR- und Raman-
Spektroskopie wurden die Kontinuum- und Mischungsmodelle flir die Wasserstruktur
abgeleitet [Brutschy 1988, Riehn 1992]. Letzteres nennt man auch Cluster-Modell. Die
Fahigkeit der Wassermolekiile zur Wasserstoffbriickenbindung fihrt zu einer
elektrostatischen Anziehung zwischen einzelnen Moleklilen und zur Bildung von
kettenformigen Aggregaten - Clustern. Cluster ist eine andere Bezeichnung fir
Assoziate. Das Clustermodell nimmt an, daB durch die Wasserstoffbriickenbildung
entstandene und zusammengehaltene Aggregate einer eisanalogen Struktur einzelne
ungebundene Wassermolekiile auf Zwischengitterplatzen enthalten. Wegen dieser
besonderen Struktur kann flissiges Wasser eher als "flissiges" Eis aufgefaBt werden.
Sehr grob vereinfacht kénnte man sagen, daB nach dem Eisschmelzen in flissigem
Wasser eine quasi-kristallische Struktur weiter herrscht.

Die quasi-kristallische Gitter sind unvollkommen und auf gewisse Bereiche beschrankt.
Sie sind weiterhin nicht statisch, sondern zerfallen in einem dynamischen ProzeB und
bilden sich neu. Standig werden Wasserstoffbriicken zwischen den Wassermolekilen
gebildet und auch wieder gebrochen. Der Héhepunkt der Clusterbildung liegt bei +4° C.
Bei hoheren Temperaturen ist die Molekililbewegung infolge der Warme groBer, so daB
sich nur kleinere Cluster bilden kénnen. Je héher die Temperatur ist, desto kleiner sollen
die geordneten Bereiche sein und desto schneller sollten die Auf- und Abbauprozesse
ablaufen. Bei siedendem Wasser gibt es schlieBlich keine Cluster mehr.

Makromolekiilmodell

Im Wasserdampf sollen z.T. Dimere (H,0), und kleine Molekllagregate (H,0), (2<n<6)
vorliegen [Barth 1998]. Nur im gasformigen Zustand existieren tatsachlich einzelne
diskrete H,0-Molekiile. Im flissigen Wasser gibt es kaum noch isolierte Wassermolekiile,
sondern daB Wasser ist eigentlich ein groBes Molekil aus vielen einzelnen Wasser-
molekilbausteinen, ein "Makromolekil". Somit dirfte die Summenformel des flissigen
Wassers auf keinen Fall als "H,O0" angegeben werden. Sie miiBte wegen der
Clusterbildung eigentlich (H,0), lauten. Dabei kann n sehr groBe Werte (>700)
annehmen.

Die Cluster-Konstellation dauert im allgemeinen sehr kurz (107%s). Mittels modernster
Spektalmethoden lassen sich aber trotzdem Muster entdecken, die stabile Cluster-
strukturen bilden. [Brutschy 1988, Riehn 1992]. Die Schwingungsspektren geben
Auskunft tiber die GroBe und die Bindungsverhdltnisse der einzelnen Cluster. Bei Ionen-
Molekiil Reaktionen kann man bestimmen, ab welcher ClustergroBe eine Reaktion
stattfindet. Der Vergleich mit ab initio- Rechnungen erlaubt dariuber hinaus die
Bestimmung der geometrischen Strukturen der Cluster und der Wechselwirkungen
zwischen den einzelnen Molekilen [Buchhold 2000]. Die Forschern benennen
unstruktuierten und struktuierten Formen mit Wasser I+1I, wobei Wasser II die stabilere
Variante ist. Seine Struktur liegt um den Faktor 20 hoher, als bei dem unstrukturiertem
Wasser I. Das Verhaltnis beider Formen gibt den Reifegrad des Wassers an. Je mehr
Wasser II vorhanden ist, um so reifer ist das Wasser.
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Abb.2.2.4: Koexistenz von Molekiilverbdnden: Cluster und (H,0), Molekiile
wechselnder GréBe und Lebensdauer im Wasserdampf und fliissigem Wasser.

Cluster sind keinem der drei Aggregatzustande (fest, fllissig, gasféormig) zuzuordnen und
nehmen einen eigenen geordneten, kondensierten Zustand ein. Cluster verfligen meist
Uber eine genau definierte Struktur und Zusammensetzung. Cluster ermdéglichen die
gezielte Untersuchung der zwischen den Teilchen wirkenden schwachen zwischen-
molekularen Wechselwirkungen: Am wichtigsten sind hierbei Wasserstoffbriicken,
elektrostatische (dipolar und multipolar) und Dispersionswechselwirkungen (van-der-
Waals). Diese auBergewdhnlichen Eigenschaften machen sie zu interessanten Untersu-
chungsobjekten fir spektroskopische und theoretische Studien. IR-Spektren ermdglichen
es verschiedene ClustergréBen zu unterscheiden und daraus Informationen Uber Cluster-
Strukturen und die Bindungsverhéltnisse zu gewinnen [Djafari 1997].

2.2.3. Einige bio-physikalische Eigenschaften von Wasser

Wasser ist Lebenselixier. Es bestimmt als Reaktionsmedium mit seinen speziellen und
einzigartigen Eigenschaften alle Lebensvorgange. Die intermolekulare Wasserstoff-
briickenbindungen bestimmen physikalische, biochemische und somit auch die physio-
logische Eigenschaften von Wasser. Wasserstoffbriicken beeinflussen Strukturen und
Eigenschaften von organischen Molekilen, insbesondere von Biopolimeren wie DNA,
Proteine und Polysacharide. Erst in waBrigen Lésung konnen solche Molekile
biochemische Funktionen im Stoffwechsel ausiiben, z.B. als Enzyme, als Gene, als
Stltzgewebe.

Eine Reihe von Eigenschaften heben das Wasser aus der Gruppe der Wasserstoff-
Verbindungen der dem Sauerstoff benachbarten Elemente heraus: Wahrend alle
Wasserstoffverbindungen Gase sind, ist Wasser als einzigste fllissig. Damit ist Wasser
die einzige anorganische Flissigkeit auf der Erde. Wahrend viele dieser ,Hydride" toxisch
sind, ist Wasser der Hauptbestandteil des Lebens. Die flr Pflanzenphysiologie
wesentliche Wasserkenndaten und ihre ursachliche Erklarung werden in folgenden kurz
vorgestellt.

Lésungsvermogen

Lebensnotwendige Rolle des Wassers beruht auf seine Fahigkeit, Wasserstoffbriicken-
bindungen auszubilden. Diese sind nicht nur zu anderen Wassermolekllen mdglich,
sondern auch zu polaren Gruppen (z.B.-OH; -NH,) anderer Molekiile, die sich im Wasser
I6sen. Besonders wichtig ist das hohe Losungsvermdgen von Wasser fir Verbindungen,
die aus polaren Molektllen (z.B. Zucker) oder aus Ionen (z.B. Salze) aufgebaut sind,
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welche fur physiologischen Vorgange von groBe Bedeutung sind. Die bei der Auflésung
des Molekil- bzw. Ionengitters (Salz) aufzubringende Energie wird durch die
Stabilisierung der gelosten Molekile Uber die Ausbildung von Wasserstoffbriicken
zwischen H,0 und den polaren Gruppen des Zuckermolekiils bzw. durch die Hydration
der Ionen erbracht.

Zellen nehmen Wasser einerseits durch Quellung und andererseits durch Osmose auf.
Die Ursache fiir die beiden Prozesse liegt im Gefdlle des chemischen Potentials des
Wassers, welches unter physiologischen Bedingungen in der Zelle meist negativ ist.

Osmose

Osmose ist die Bewegung von Wassermolekilen durch eine selektiv permeable
Membran. Konzentrations- und Druckdifferenzen treiben die Osmose, die abhdangt im
wesentlichen von der Konzentration des geldsten Stoffes und weniger von der Art der
geldsten Teilchen. Befindet sich die hdéher konzentrierte Lésung in einem abgeschlos-
senen System, so wird durch die Diffusion des Losungsmittels allmahlich ein
hydrostatischer Uberdruck erzeugt, der dem Verdiinnungsbestreben entgegenwirkt.
Diesen manometrisch meBbare Druck wird als osmotischen Druck bezeichnet.

Kohdsion

Bindungsenthalpie einer Wasserstoffbriicke zwischen Wassermolekiilen mit etwa 20
kJ/mol ist als gering anzusehen, verglichen mit den 450 kJ/mol der kovalenten O-H-
Bindung im H,O Molekil. Naturlich gibt es in jeder Flissigkeit verschiedenartige
Wechselwirkungen (z.B. Dipol-Dipol). Die Bindungsenthalpie dieser Wechselwirkungs-
typen liegt jedoch wesentlich niedriger als die der Wasserstoffbriicken. Die Summe aller
Wechselwirkungskrafte nennt man als Kohésionskrafte. Verglichen mit reinen Stoffen
ahnlicher Struktur sind diese im Wasser sehr groB3 und bedingen so seine Sonderstellung.

Adhasion

Unter Adhdsion verstehen man die Summe der gegenseitigen anziehenden
Wechselwirkungen zwischen den Molektilen verschiedener Stoffe, z. B. einer Flussigkeit
und einem Festkorper.

Oberflichenspannung

In Inneren einer Flissigkeit wirken alle Kohdsionskrafte gleichmaBig auf Atome oder
Molekiile, bzw. von diesen auf benachbarte Teilchen. Dabei kompensieren sich die Krafte
vollstandig. Anders ist die jedoch an einer Grenzflache. Die Grenzflachenmolekiile sind
von tiefer in der fllissigen Phase liegenden Molekiile beeinfluBt. Diese versuchen sie in
die Flussigkeit zu ziehen. Die molarefreie Enthalpie der Teilchen in der Grenzflache ist
deshalb groBer als in der Flissigkeit. Diese, auf die Grenzflachenmolekiile wirkende, in
die Flissigkeit gerichtene Kraft wird Oberflachenspannung genannt. Wasser aufweist die
gréBte Oberflichenspannung (7,2 *10°2 N/m) unter vergleichbaren Fliissigkeiten. Diese
ist eine Folge der hohen Kohdsionskrafte. Oberflachenspann und Adhéasion bewirken z.B.
Anziehung zwischen Wasser und Zellwand.

Kapillaritat

Direkt mit der Oberflachenspannung hangt die Erscheinung der Kapillaritat zusammen.
In einem engen Rohr, dessen Innenraum von Wasser vollstandig benetzt wird, steigt
diese solange hoch, bis das Gewicht der Flissigkeitssaule der aus dem Bestreben zur
Oberflachenverringerung resultierenden Kraft gleich ist. Dies ist von groBer Bedeutung
fir die Pflanzenphysiologie: Kapillaranstieg von Wasser in Pflanzenleitbahn;
NichtabreiBen der kapillaren Wasserfaden in den Wasserleitungsbahnen von Pflanzen;
Eindringen von Wasser in die Kapillarstrukturen von Pflanzenzellen und -geweben.
Beispielsweise wird in einem XylemgefaB vom Radius 25 pym ein kapillarer Anstieg von
0,6 m bewirkt. Zellwandkapillaren sind noch weitaus diinner 10 pm.
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Photolyse

Durch Elektrolyse laBt sich Wasser in seine Bestandteile zerlegen, wobei sich an der
Kathode Wasserstoff und an der Anode Sauerstoff im Verhaltnis 2:1 abscheiden.
Photochemisch laBt sich Wasser zwar nicht durch sichtbares Licht, aber durch sehr
kurzwellige Ultraviolettstrahlung in H, und O, spalten. Auf dem Umweg Uber
Sensibilisatoren wie Chlorophyll und andere Photopigmente ist die Photolyse von Wasser
die umsatzstarkste chemische Reaktion auf Erden, namlich als Photosynthese oder
Assimilation.

Verdampfungswarme

In den Clustern sind einzelne Wassermolekiile weniger beweglich und es wird
vergleichsweise viel Energie benétigt, um die freie Beweglichkeit wieder herzustellen,
das heiBt Wasser zu verdampfen. Deshalb hat Wasser eine sehr hohe Verdampfungs-
warme. Es benutzen die Pflanzen bei der Transpiration, um die Temperaturregulation zu
leisten und um die Photosynthese sowie andere physiologische Vorgange zu
ermdglichen. Transpiration bewirkt kompletten Wasseraustausch im Blatt (an einem
warmen, trockenen Tag) in etwa einer Stunde.

Gefrierpunktserniedrigung und Siedenpunktserhohung

Durch im Wasser geldste Verbindungen wird das Wasser gewissermaBen verdlinnt, so
daB im Mittel weniger H,O-Molektle aus der Wasseroberflache austreten und damit bei
gegebener Temperatur der Dampfdruck geringer ist als in reinem Wasser. Diese flihrt zu
einer Gefrierpunktsernidrigung und Siedenpunktserhéhung. In organischen L&sungs-
mitteln [aBt sich Wasser durch Unterkiihlung bis ca. —20° flissig halten, als Tropfen in
organischen Losungen sogar bis ca. -40°C.

Wesentliche Eigenschaften vom Wasser sind noch unerforscht

Bis heute bleiben viele Fragen von Wassereigenschaften nicht erklart und unerforscht.
Besonders ist seine Rolle fiir die Struktur, Dynamik und Funktion biomolekularer
Systeme und hydratisierter Biomolekile weitgehend unverstanden. Ebenfalls Gber die
Eigenschaften und die Funktion von Wasser an Grenzflachen, wie groBen Biomolekilen
(z.B. Protein-, Membranoberfldchen), ist noch wenig bekannt.

Zeitweilig erregte sogenanntes Polywasser (auch als anomales Wasser, Superwasser
oder Derjagin-Wasser bezeichnet) Interesse, eine ,Wasser-Modifikation® mit seltsamen
Eigenschaften, deren Existenz noch nicht geklart werden konnte. Zum Beispiel |aBt sich
Polywasser durch Unterkiihlung bis ca. —70° fllissig halten.

Verhalten von Wassermolekiile in Poren und Kanalen von Zellen ist noch unerforscht.
Dort haben sie nur wenig Platz und zeigen deshalb unterschiedlich starke Wechsel-
wirkungen mit den Wanden. Die Struktur und Dynamik des Wasser ist daher dort
anders, als man sie von der Fliissigkeit her kennt. Noch viele andere Fragen stehen vor
den Forschern. Spektroskopische Methoden sind dabei die zuverlassigste Sensoren von
den Wechselwirkungen der Wassermolekile mit der Umgebung. Langsame Bewegungen
studiert man mit speziellen Methoden der Kernspinresonanz (NMR), die schnelle
Dynamik mithilfe der Raman- und Infrarotspektroskopie.
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2.2.4. Spektroskopie von Wasser

Das Wassermolekil besteht aus drei Atomen (N=3) und hat somit drei Schwingungs-
freiheitsgrade und drei klassische Frequenzen laut die Auswahlregel der
Quantenmechanik. Abbildung 2.2.5 =zeigt die drei mdglichen Vibrationen des
Wassermolekiils in gasformiger Phase und die dazugehérigen Frequenzen. Die
entsprechende Schwingungsarten und die Wellenzahlen sind nach [Engelke 1985]:

vi=3657cm™! => A; = 3.106 um Valenzschwingung = symmetrische O-H Streckung
v,=1595cm™? => A, = 6.08 ym Deformationschwingung = H-O-H Beugung
=3756cm? => A; = 2.903 pm Valenzschwingung = asymmetrische O-H Streckung

symmetrische und asymmetrische O-H Streckung H-O-H Beugung

A

o O, O
O 0, & 0 0V

=3657cm™ =3756cm™ v;=1595cm™
)\1—3106um )\3—2903um A2 = 6.08 um

Abb.2.2.5: Vibrationen des Wassermolekils und entsprechende Frequenzen.

Im Bild oben sind links die symmetrische und asymmetrische O-H-Streckschwingungen
dargestellt, die durch die Anderung der Valenzbindungsldnge hervorgerufen werden.
Rechts im Bild ist eine Deformationschwingung gezeigt, die durch H-O-H Beugung, das
heiBt durch die Winkelédnderung des Wassermolekiils, verursacht wird.

Molekiile, die einen Dipolmoment besitzen, lassen sich per IR-Strahlung zu Schwingun-
gen anregen. Beim Wasser ist bereits ein Dipolmoment vorhanden, das sich durch die
Schwingungsanregung andert. @ Symmetrische und antisymmetrische Valenz-
schwingungen (Valenzmode) des Wassermolekils kénnte man in IR Spektren vom
Wasserdampf gut unterscheiden und ihre Frequenzen sind v;=3657 und v3=3756 cm™.
Tabelle 2.2.2. zeigt Vibrationsniveaus des H,0-Molekiils im Wasserdampf. [Asrar 2000]

In flissigem Wasser werden diese Wellenzahlen allerdings nicht gefunden. Im Raman
Spektrum des fliissigen Wassers wird fiir ein Peaks bei etwa 3400 cm™ (A=2941 nm)
registriert, bestehend aus zwei unterschiedlich intensiven Gaussfunktionen mit Maxima
bei etwa 3200 cm™ und 3420 cm™. Die Frequenzen der Valenzschwingungen werden bei
dem Ubergang zum fliissigen Aggregatzustand, das heiBt bei der Bildung des Netzes der
Wasserstoffbriickenbindungen, wesentlich herabgesetzt. Zudem ist eine Temperatur-
abhéngigkeit der Funktionen festzustellen, die von der Peaks-Intensitdt bei 3200 cm™
abhangt. Die Frequenz dieser Mode nimmt bei der Temperatursenkung und beim
Ubergang zu dem festen Zustand (Eis) ab. Im IR Spektren des fliissigen Wassers unter
Standardbedingungen wird eine Valenzmode vou=3420 cm™ (A=2,924 uym) (Von=Vi+Vs)
registriert und Deformationsmode v, betrdgt 1642 cm™® (A=6 pm) (Abb.2.2.6). Diese
Mode hat die kleinere Halbbreite und niedrigere Intensitat im Vergleich zum Valenzband.
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Alle fundamentale Schwingungen, ihre Obertdne und ihre Kombinationsténe sind von
den Auswahlregeln erlaubt und sind in den IR Absorptionsspektren zu beobachtet
(Abb.2.2.6).
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Abb.2.2.6: Elektronen-Schwingungsspektrum vom fliissigen Wasser.

Das Wasserabsorptionsspektrum ist in Abb.2.2.6. im breiten Spektralbereich dargestellt
[Carleer 1999]. Im Ultraviolett ist Wasserabsorption durch Elektroneniibergange bedingt
und ist deutlich intensiv. Im VIS Bereich liegt das Absorptionsminimum vom Wasser.
Danach steigt die Wasserabsorption wieder an und erreicht ihr Maximum im MIR Bereich
bei etwa 2940 nm. Darauf fallen die Werte wieder etwas ab, wobei die Absorptions-
koeffizienten jedoch bis ins ferne Infrarot relativ hoch bleiben. Im IR Spektrum sieht
man einige scharfe Schwingungsfrequenzen (von, 2von), die im Bereich von OH-
Streckschwingungen liegen. Eine Kombinationsschwingung ist z.B. vou+v, deren
Wellenlange sich mit 1/A=1/Aoy+1/A, zu 1.87 um ergibt. Ein Beispiel fir eine
Oberschwingung ist 2vgy, die einer Wellenlange von 1.45 pm entspricht. Nur wenige
Kombinationen von Materialien haben so hohe Fundamentalfrequenzen, daB im NIR
beobachtet werden. Eine Ausnahme ist die Streckung des OH-Radikals, das z.B. in H,O
bei vop=2.94 um zu spektralen Maximum fihrt.

Das Absorptionsspektrum im VIS Bereich ist durch schwache Maxima charakterisiert, die
als héhere Kombinations- und Oberténe erlédutern werde kann.

Um die Abweichung der beobachteten IR Absorptionsbanden des fliissigen Wassers von
solchen flir Wasserdampf (Tab.2.2.1) theoretisch zu erklaren, beschreiben W. Murphy
und H. Bernstein [Murphy 1972] ein Modell flir Wasser, in dem angenommen wird, daB
sich ein Wassermolekil Uber Wasserstoffbriickenbindungen mit 4 weiteren Wassser-
molekiilen verbindet. Diese Anderungen im Absorptionsspektrum des fliissigen Wassers
kdnnte man auch mit dem Cluster-Modell erlautern. Jedoch nicht immer ist die
Zuordnung eines gemessenen IR Spektrums zu einer spezifischen Clusterstruktur
eindeutig. In diesen Fallen bietet sich der Vergleich des experimentell gemessenen
Spektrums mit den Ergebnissen aus theoretischen Rechnungen an [Bach 2000].
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Wellenldange Wellenzahlen Schwingungs- und
(pm) (cm™l) Deformationsmode
6.270 1595 v, - Deformationsmode
3.173 3152 2v, - Deformationsoberton
2.738 3652 vy - Valenzmode
2.662 3756 v, - Valenzmode
1.876 5331 vi+V, Kombinationsmode
1.440 8807 2v, - erster Oberton
1.135 8807 vi+Vy+v3 Kombinationsmode
0.942 10613 2v; + vz Kombinationsmode
0.906 11032 3v3 zweiter Oberton
0.823 12151 2v+Vv,+v3; Kombinationsmode

Tab 2.2.1.: Die wesentlichen Vibrationsniveaus des Wassermolekdils (im Dampf) und

ihre dazugehérigen Wellenléngen.

Die Absorptionsbanden sind im Spektrum des fllissigen Wassers (Clustersspektrum) zu
hin verschoben ("Rotverschiebung"). Das AusmaB der
Rotverschiebung der Absorptionsbanden weist darauf hin, daB es sich um eine relativ
starke Wasserstoffbriicke handelt. Aus den Verschiebungen der Absorptionsbanden im IR
-Spektrum des flissigen Wassers relativ zum Spektrum des isolierten Wassermolekiils

geringeren Wellenzahlen

lassen sich die Informationen Uber Bindungsverhaltnisse und Struktur gewinnen.
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2.3. Digitale Bildverarbeitung und Fernerkundung

"Ein Bild sagt mehr als 1000 Worte"

Dieses bekannte Sprichwort beschreibt viel von der Faszination, die von den digitalen
Bildern ausgeht, die mittels der Bildverarbeitungsmethoden aufgenommen und
ausgewertet werden. Wir Menschen kénnen die Bilder in Echtzeit mit den Augen
aufnehmen (sehen), genauso schnell verstehen und interpretieren. Auf gleichem Prinzip
basieren die moderne digitale Bildverarbeitungsmethoden, die uns die in Bildern
versteckt enthaltene Information gewinnen und analysieren lassen. Die Verfahren der
digitalen Bildverarbeitung erschlieBen aufgrund der immer leistungsfahiger werdenden
Rechner immer neue Einsatzgebiete. Moderne Wissenschaft und Technologie ware ohne
computergestilitzte Bildverarbeitung nicht denkbar [Jéhne 1999].

Wesentliche Charakteristika von Bildverarbeitung und Fernerkundung sind die
berihrungslose Aufnahme, die simultane Erfassung verschiedener Strahlungs-
eigenschaften wie Energie, Phase und Polarisation, die kurze Aufnahmedauer und damit
die Méglichkeit zur Erfassung dynamischer Prozesse, die Auswertung in drei Dimensionen
sowie die Mdoglichkeit, fast beliebig groBe Objekte zu bearbeiten. Die Zielsetzungen die
bei der digitalen Verarbeitung von Bilddaten verfolgt werden, sind sehr verschieden. Sie
reichen von einfacher Kontrastverbesserung bis zu komplexen Analysen der Bild- oder
Spektralsignaturen. Diese Methoden werden filir verschiedenste Zwecke von der
Rasterelektronenmikroskopie bis hin zur Beobachtung ganzer Planeten eingesetzt.

2.3.1. Computergesteuerte Bildverarbeitung

Die Bildverarbeitung beschaftigt sich mit der Erzeugung, der Bearbeitung, der Analyse
und der Auswertung von digitalen Bildern bei vorgegebenen Fragestellungen. Uber die
Techniken der digitalen Bildverarbeitung lassen sich spezifische Bildinhalte aus dem
Datensatz mittels Computer extrahieren. Digitale Aufnahmen haben eine Reihe von
Vorteilen im Vergleich zu Photographien bzw. anderen Distanzmessungen. Die
wichtigsten sind :

« quantitativen Erfassung und Auswertung der Lichtenergie,

« geometrisch / radiometrische Bildauswertung,

« Erweiterung des registrierten elektromagnetischen Spektrums,

* hohere spektrale Auflésung,

« simultane Erfassung verschiedener Strahlungseigenschaften: Energie, Frequenz,

« Moglichkeit, die Kopien ohne Verlust an Bildqualitat herzustellen,

+ Bildsequenzen ermdglichen dynamische Prozesse und bewegliche Objekte auswerten,
« Potential zur Echtzeitverarbeitung durch Automation der Auswertung.

Aufbau eines digitalen Bildverarbeitungssystems

Die typischen Arbeitsschritte mit einem Bildverarbeitungssystem sind:
« Bildaufnahme (CCD-Kamera, Scanner, Frame-Grabber),
« Bilddigitalisierung und Speicherung (Digitizer),
« Bildverarbeitung und Bildanalyse (Computer mit Programm),
« Bildwiedergabe (Bildschirm, Drucker).

Uber ein Aufnahmegerat wird das Ausgangsbild in digitale Form (berfiihrt. Diese Daten
werden in der Regel in einer Matrix gespeichert. Jedes Matrixelement reprasentiert den
Grau- oder Farbwert eines bestimmten Bildpunktes (Pixel). Eine Verarbeitung dieser
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digitalen Signale erfolgt danach in Rechnern. Auf dem Ausgabegerat wird dann das
Resultat prasentiert.

Bildaufnahme

Eine Bilderzeugung ist die Uberfiihrung der rdumlichen Intensititsverteilung in das
digitale Bild. Dazu erforderlich ist ein bildgebendes System, ein PC mit Framegrabber-
karte und eine Bilderfassungs- und eine Bildwiedergabesoftware. In den haufigsten
Fallen besteht das bildgebende System aus einer geeigneten Beleuchtungseinrichtung,
einem optischen Abbildungssystem und einer CCD-Kamera als optoelektronischer
Wandler. Die Bildinformation wird in einer optoelektronischen Einrichtung als Zeile oder
Flache ausgefiihrten Halbleiterchip unter Ausnutzung unterschiedlicher Prinzipien
aufgenommen und gespeichert. Gebrauchlich sind vor allem CCD-Kameras auf der Basis
ladungsgekoppelter Speicher (CCD=charge-coupled device), der aus Ketten von
Kondensatoren besteht und durch Belichtung die Ladungen freisetzen kann. Dieser
Entladungsimpuls wird zeilenweise abgespeichert. Moderne CCD-Kameras verfligen Uber
eine flachenhafte CCD-Anordnung (Zeilen x Spalten). Je nach GroBe des Objektes muf3
eine entsprechende Optik gewdhlt werden; dabei wird der gesamte Bereich von
mikroskopischen Dimensionen bis zu makroskopischen Objekten lberstrichen.

Digitalisierung und Speicherung von Bildern

Bilder liegen entweder primar analog (Photo) oder digital (Datentrager) vor.
Photographische Bilder speichern die Information analog in Form von kontinuierlichen
Grau- oder Farbwerten auf der photographischen Schicht. Digitale Bilder bestehen aus
matrixnumerisch kodierten Zahlenwerten, die jederzeit erneut Gber Programme kopiert
und bearbeitet werden kénnen. Eine Bildmatrix besteht immer aus Bildspalten (columns)
und Bildzeilen (rows).

Mathematisch [&Bt sich ein Bild als eine Funktion f(x, y) mit
fmin < f:i < f:max; X min < Xi < Xmaxs Ymin < Yi < Y max

beschreiben. Dabei gibt f(x, y) die Intensitdt (Grauwert) an jedem Bildpunkt mit den
Koordinaten (x, y) an. Zur Verarbeitung des Bildes f(x, y) auf einem Digitalrechner mufB
dieses in eine geeighete numerische Darstellung Uberflihrt werden. Dieser Vorgang heif3t
Digitalisierung. Man unterscheidet zwischen der Digitalisierung des Definitions- und
Wertebereiches (Rasterung und Quantisierung). Damit wird das kontinuierliche Bild in
eine endliche Anzahl von Bildpunkten oder Pixel (x, y) zerlegt. Der Grauwertebereich
f(x,y) wird in eine endliche Anzahl von Stufen f,, < fi < fiax eingeteilt.

Charakterisierung digitaler Bilddaten

Pixel

Jedes Bild besteht aus einer Matrix von gleichartigen Bildelementen, so genannten
Pixeln, die Flacheneinheit eines digitalen Bildes, die durch eine bestimmte Position in der
Bildmatrix und durch einen Grauwert gekennzeichnet ist. Die Zahl der Pixel entscheidet
Uber die raumliche Auflosung des Digitalbildes.

Grauwerte

Bei SchwarzweiBbildern wird jedem Pixel ein Grauwert zugeordnet. Die Zahl der
Grauwerte definiert den dynamischen Intensitatbereich. Digitale Grauwertzerlegung von
Schwarz (0) nach WeiB (héchste Wert) flhrt zu einer Grauwertspanne von 256
Grauwertstufen (von 0 bis 255) bei einem Byte (8bit = 28 = 256). Erweitert man diese
Quantisierung je Pixel auf eine hohere Auflésung, so erhalt man z.B. fir 12 bit ein Bild
mit 2!? = 4096 Graustufen (von 0 bis 4095).
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Densitogramm (Grauwerte-Histogramm)

Zur Grauwert-Charakteristik von Bildern gehdren statistische Kennwerte, die Aussagen
Uber die Grauwerteverteilung und damit Uber das zu erwartende Bild ermdglichen.
Ublicherweise wird in der digitalen Bildverarbeitung die Statistik der Bilder (iber ein
Grauwert-Densitogramm (Haufigkeitsverteilung der Grauwerten) beschrieben
(Abb.2.3.1). Also ein Grauwert-Densitogramm ist eine tabellarische oder graphische
Darstellung, die zeigt, wie haufig einzelne Grauwerte in einem Bild vorkommen.

100 % 4 Myl
Haufigkeit B B
¢ ¢
[ Grauwert 255

Abb.2.3.1: Densitogramm der Haufigkeitsverteilung der Grauwerten vom Digitalbild.

Die wichtigsten grundlegenden statistischen Parameter des Bildes sind: minimaler,
maximaler und mittlerer Grauwert sowie Standardabweichung (3) und Varianz (3%).

Der abgeleitete mittleren Grauwert sagt zunachst etwas Uber die mittlere
Gesamthelligkeit des Bildes aus. Liegt er nahe dem Wert Null (0 = schwarz) ist das Bild
extrem dunkel; liegt er nahe dem Maximalwert (weiB) ist das Bild extrem hell. Standard-
abweichung und Varianz sagen etwas (ber den Kontrastumfang des Bildes aus. Ist die
Standardabweichung groB, liegt ein kontrastreiches Bild vor. Ahnliches gilt fiir die
Varianz. Viel Kontrast bedeutet also, daB viele unterschiedliche Graustufen am
Bildaufbau beteiligt sind und das Bild somit auch viel Information enthalt.

Dimension von Digitalbildern

Digitale Bilder kdnnen Information von verschiedener Dimensionstufe n aufweisen:
Grauwertbild : n = 2; Farbbild : n = 3; Multi-spektral-Bild : n > 3.

Auflésungsvermogen

Digitaldaten des Bildes besitzen verschiedene Auflosungsvermogen zur Erfassung von
unterschiedlichen Objektcharakteristiken:

 rdumliche Auflosung : kleinste lineare oder winkelmaBige Trennung zweier Objekte
durch einen Sensor;

 radiometrische Auflésung: Anzahl der vom Aufnahmesystem unterschiedenen
Grauwertstufen in die das empfangene Signal unterteilt wird (z.B. 8 bit=256 Stufen);

+ spektrale Auflosung: Vermoégen des Aufnahmesystems, einzelne Wellenldngen-
bereiche zu trennen;

Bildverarbeitung und -analyse

Bildverarbeitung nennt man die Gesamtheit der Verfahren, durch die ein digitales Bild
rechnerisch in ein verandertes digitales Bild Gberfiihrt wird. Nach der Digitalisierung des
Bildes kann unter Nutzung entsprechender Hard- und Software die gewilinschte
Bildverarbeitung durchgefiihrt werden. Daflir existiert eine Vielzahl von Bildverar-
beitungsoperationen, die einen wahlfreien Zugriff zu den Bildpunkten haben, die diese
sowohl lesen als auch verandern kénnen. Bildverarbeitungsschritte kénnen als
mathematische Transformationen der Ursprungsmatrix in eine neue Bildmatrix
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verstanden werden, d.h. durch die Transformationsfunktion wird die zweidimensionale
Eingabematrix f(x,y) in eine neue zweidimensionale Ausgabematrix f'(x',y') umge-
wandelt, wobei alle Grauwerte zwischen 0 und 255 (0 und 4095) liegen miissen.

Insgesamt finden drei Gruppen von Funktionen Anwendung:
« geometrische Transformationen: Bilder werden in ihrer Form verandert, die
urspriinglichen Grauwerte bleiben dabei erhalten (Translation, Rotation, Scherung),

« radiometrische Transformationen: Grauwerte werden verandert, wahrend die
geometrischen Eigenschaften erhalten bleiben (Kontrastverbesserung, unterdricken
von Rauschen),

« Intergral-Transformationen im Frequenzbereich : Das Bild wird dabei als
Uberlagerung von Schwingungen unterschiedlicher Frequenzen interpretiert, welche
gefiltert werden kdénnen und so bestimmte Bildstrukturen gerichtet herausfiltern
kénnen (Filterungen).

Geometrisch / radiometrische Bildauswertung

In der Vergangenheit waren die einzelnen Schritte der geometrisch / radiometrischen
Bildauswertung relativ klar voneinander abgegrenzt. Heute verschwimmen die Grenzen,
weil eine strenge Trennung zwischen beiden Gebieten sowohl bei der manuellen als auch
bei der automatischen Bildauswertung nicht mdglich ist, da sie sich gegenseitig
beeinflussen und bendétigen. Es ist inzwischen klar, daB sowohl geometrische als auch
radiometrisch-spektrale Informationen U(ber die einzelnen Objekte vorhanden sein
muissen, um erfolgreich Bildanalyse betreiben zu kénnen. Radiometrische und spektrale
Eigenschaften dominieren in geringeren Auflésungen, was den guten Erfolg der
Multispektralklassifikation flir Satellitenbilder gréberer Bodenauflosung ebenso erklart
wie die maBigen Ergebnisse derselben Technik flir hochauflésende Satelliten- und
Luftbilder [Lohmann 2002].

Bildverarbeitungsoperationen

Arithmetische Pixeloperationen

Da das Bild in Form von diskreten digitalen Bildpunkten gespeichert ist, kann es durch
arithmetische Pixeloperationen leicht manipuliert werden. Unter Punktoperationen
versteht man Funktionen, bei denen die Grauwerte von Bildern oder Bildbereichen Pixel
fir Pixel nach verschiedenen Zielkriterien modifiziert werden. Addition, Subtraktion,
Division und Multiplikation gehéren zu den grundlegenden arithmetischen
Pixeloperationen.

Filteroperationen und Fourier-Transformation

Wahrend die Punktoperationen keine Informationen benachbarter Bildpunkte verwenden,
gibt es auch viele Operationen, die, ausgehend von einem bestimmten Bildpunkt, eine
Umgebung dieses Bildpunktes bericksichtigen. Unterschiedliche Filteroperationen
gehéren zur Gruppe der komplexen Pixeloperationen. Ubliche FiltergréBen liegen bei 3x3
bzw. 5x5 Pixel. Viele dieser Operationen kdnnen als digitale Filter im Ortsbereich bzw.
Frequenzbereich interpretiert werden. Man unterscheidet ein- und zweidimensionale
lineare Filter und nichtlineare Filter. Theoretische Grundlage dieser Filteroperationen ist
die diskrete Fourier-Transformation. Mit den genannten Filteroperationen laBt sich u.a.
folgendes realisieren: Gl/4ttung der Bilder durch Mittelwertbildung; Rauschunterdriickung
durch TiefpaB-Filter; Kantenhervorhebung durch Gradientenfilter (HochpaB-Filter);
Extraktion von Kanten und Linien; Fourier-Transformation (Nutzung als digitaler Filter im
Bereich der Ortsfrequenzen) und s. w. [Jahne 1997].
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Sonstige Operationen

Neben den vorgestellten Verfahren gibt es noch viele weitere Operationen z.B. zur
Bildverbesserung. Eine einfache Methode der Bildverbesserung in Form einer Kontrast-
manipulation besteht in der Modifikation der Grauwertverteilung durch verschiedene
Transformationen (Grauwerttransformationen; Skalierung; Logarithmusfunktion;
Histogrammskalierung). Man unterscheidet noch weitere Vielzahl der Verfahren zur Bild-
verbesserung, wie Bildverknipfungen und Bildumwandlungen. Zu den Bildverknipfungen
gehéren z.B. das Aufaddieren von Bildern zur Verbesserung des Signal-Rausch-
Verhéltnisses oder die Differenzbildanalyse zur Hervorhebung von Abweichungen vom
Sollzustand. Neben diesen Bildverbesserungsoperationen bieten viele Bildverar-
beitungssystem eine Vielzahl weiterer Funktionen an. Hierzu gehéren u.a. die
Bildvermessung (Strecken, Winkel), die Flachenanalyse, der Bildvergleich und Methoden
der statistischen Auswertung. Das Bildverarbeitungssystem wird so zum digitalen
Bildanalysensystem.

2.3.2. Multispektrale Bildverarbeitung

Die Ableitung von Eigenschaften der abgebildeten Objekte stellt das eigentliche Ziel von
Bildverarbeitung und Fernerkundung dar. Die Objekte werden sowohl geometrisch
(Position, Lage, GréBe, Form) als auch beziiglich ihres radiometrischen und spektralen
Aussehens (Helligkeit, Textur, spektrale Signatur) und ihres zeitlichen Verhaltens
beschrieben. Zwischen Bildverarbeitung und Fernerkundung besteht schon lange eine
Beziehung. Das gemeinsame Prinzip besteht in der flachenhaften Messung verschiedener
Eigenschaften elektromagnetischer Wellen eines bestimmten Wellenléangenintervalls, die
von Objekten ausgestrahlt oder reflektiert werden. Dabei kommen als MeBgréBen
Energie, Phase, Polarisation und Laufzeit der elektromagnetischen Wellen in Betracht.

Spektrale Bildverarbeitung (bildgebende Spektrometrie)

Friher standen die geometrischen Aspekte im Vordergrund der Bildauswertung. Die
Beschaftigung mit digitalen Bildern innerhalb der Bildverarbeitung und Fernerkundung
hat aber dazu gefiihrt, daB sich der Schwerpunkt von geometrischen Fragen hin zur
radiometrischen und spektralen Bildanalyse verlagert hat [Albertz 1999, Cocks 1998].

Bei der spektralen Bildverarbeitung werden gleichzeitig raumliche und spektrale
Informationen aufgenommen und ausgewertet. Mathematisch |aBt sich ein Spektralbild
als eine Funktion f(x, y, A) beschreiben, wobei A eine Spektralkoordinate (Wellenlange)
ist. Durch beriihrungslose Messungen und ortsaufgeléste Analyse mehreren tausend
(bzw. millionen) Spektren pro Objekt sind hochpraziose Aussagen (ber optischen
Eigenschaften der abgetasteten Objekte mdéglich.

Hauptsachlich wurde spektrale Bildverarbeitung bei der Fernerkundung eingesetzt. Dabei
ist die Sensibilitdt eines Bildverarbeitungssystems durch die spektrale Empfindlichkeit
der Sensoren definiert. Man unterscheidet in der Fernerkundung panchromatische,
chromatische und infrarotempfindliche Schichten. Aufgesetzte Objektivfilter erlauben bei
der Aufnahmen das gezielte Ausblenden von einzelnen Spektralbereichen. Unterhalb von
400 nm wird die Energie der Strahlung durch das Objektivglas absorbiert. Jeder Sensor
eines Fernerkudungsystems nimmt genau definierte Bereiche des elektromagnetischen
Spektrums auf und speichert diese digital ab. Die entsprechenden Spektralbereiche
werden als Kanale bezeichnet.

Panchromatische Aufnahme

Panchromatische Schichten sind bis etwa 700 nm empfindlich, also flir den gesamten
Bereich des VIS. Infrarotempfindliche Schichten gehen mit ihrer Empfindlichkeit Uber
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700 nm hinaus. Deshalb blendet man haufig kurzwelligere Strahlung durch geeignete
Filter aus um so nur den NIR-Informationsgehalt abzulichten.

Multispektral- und Hyperspektralaufnahmen

Spektralaufnahmen, also simultane Aufnahmen in mehreren Spektralkanélen, sind in der
Satellitenfernerkundung schon seit Jahrzehnten Standard. Hintergrund ist die Tatsache,
daB sich Objekteigenschaften eher spektral und weniger durch geometrische Gréf3en
beschreiben lassen [Smith 2001]. Moderne sogar einfache Fernerkundungsysteme
besitzen neben einem panchromatischen Kanal vier Spektralkandle (Rot, Grin, Blau und
Infrarot). Der Infrarotkanal bietet insbesondere flir Vegetationsuntersuchungen wichtige,
zusatzliche Informationen.

Wenn gleichzeitig mehrere Wellenldangenbereiche getrennt erfasst werden, spricht man
von einem multispektralen Bildaufnahmesystem. Hyperspektrale Aufnahmesysteme sind
durch eine deutliche Erhéhung der Anzahl der Spektralkandle gekennzeichnet. Beispiele
sind DAIS (Digital Airborne Imaging Spectrometer) vom Deutschen Zentrum fir Luft-
und Raumfahrt mit 79 und HyMap von Integrated Spectronics mit mehreren hundert
Spektralkanalen zwischen dem VIS und IR Bereich [Cocks 1998]. Solche Hyperspektral-
Bilddaten werden in sogenannten Bildwirfeln verwaltet und analysiert. Durch Einsatz
hyperspektraler Sensoren in der abbildende Spektrometrie werden bessere
Informationen der spektralen Eigenschaften von Vegetation gewonnen als es mit
multispektralen Sensoren maoglich ist, weil spektrale Auflésung der Hyperspektral-
Bilddaten wesentlich héher (von einigen Nanometern) ist. Anwendungen bestehen vor
allem in der geologischen Erforschung und der Umweltbeobachtung [Schlapfer 1998].

Die multispektrale Erfassung von Strahlung ist deshalb sinnvoll, weil verschiedene
Objekte (z.B. Wasser, Vegetation) in unterschiedlichen Wellenlangenbanden auch
unterschiedlich stark absorbieren/reflektieren - sie sind somit multispektral
differenzierbar. Andererseits kénnen in Spektralbildern mdéglicherweise Unterschiede in
der Verteilung von Objektkomponenten zu erkennen sein, die in monochromen oder
Farbbildern verborgen bleiben.

Spektraloperationen

Unter dem Begriff der Spektraloperationen sollen alljene Bildoperationen
zusammengefaBt werden, welche zur gezielten Herausarbeitung und Optimierung der
Darstellung der spektralen Bildinhalte dienen. Mathematischer Hintergrund derartiger
Spektraloperationen ist die Tatsache, daB multispektrale Sensoren die variierenden
Spektralcharakteristika von Oberflachenmaterialien in verschiedenen Kanalen aufnehmen
und so Datensatze mit unterschiedlichem statistischem Charakter als MaB der
unterschiedlichen Lichtintensitat vorliegen. Man vergleicht durch die arithmetische
Funktion die Datensatze miteinander, in der Hoffhung, daB sich bestimmte Zielobjekte in
ihrer Spektralcharakteristik deutlich in den Kandlen voneinander abheben und so im
resultierende Datensatz besser kenntlich sind.

Die Ratiosbildung ist ein bekanntes Werkzeug der digitalen Aufbereitung multispektraler
Datensdtze, da hier sehr gezielt Spektraleigenschaften bestimmter Materialien (z.B.
Vegetation) im neu errechneten Bild hervorgehoben werden kénnen. Ein klassisches
Beispiel ist die Vegetationsindizierung, welche im nahen IR die maximalen
Reflexionswerte aufweist [Borgefors 1999].
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2.3.3.Bildgebende Spektrometrie fiir Vegetationserfassung

Bei der Flugzeug- und Satellitenfernerkundung werden Bild- oder Spektralsignaturen der
vom Boden reflektierten Strahlung gemessen. Neben den anderen Komponenten (Boden,
Gesteine, Wasser) unterscheidet man in diesen Spektralsignaturen auch die
Reflexionsspektren und -bilder von Vegetation. Das Reflexionsverhalten von Vegetation
ist vom physiologischen und phanologischen Zustand der untersuchten Pflanzen
abhangig, wobei im VIS Wellenlangenbereich der Pigmentengehalt, im NIR 0,78 - 1,3 pm
Bereich die Zellstruktur (Biomasse) und bei 1,3 - 3 ym der Wassergehalt der Zellen die
Reflexion beeinflussen (Abb.2.3.2) [Jlrschik 1988].
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Abb.2.3.2: Reflexionsspektrum von Vegetation.

Tabelle 2.3.1 gibt ein Ubersicht tiber den EinfluB verschiedener Merkmale von Pflanzen
auf ihre Spektralcharakteristik [Gebchardt 1987].

Faktor Pflanzen Merkmale Spektralbereich
Blattoberflache Kutikula (Wachs)
Rauhigkeit Remission im UV und blau Bereich
Haare
Blattpigmente | Zusammensetzung,
Konzentration, Absorption im UV und VIS Bereich
Verteilung,
Chlorophyil: 400 - 450 und 630-680 nm
Carotine: 450 - 500 nm
Struktur Mesophyllgewebe Remission im NIR Bereich
Zellwanddiche 700-900 nm
Wassergehalt Pflanzenwasser Absorption in NIR und MIR
1300 - 2500 hm

Tabelle 2.3.1: EinfluB verschiedener Merkmale von Pflanzen auf ihre Spektralcharakteristik.

Quantitative Pflanzenparameter wie Chlorophyll- und Wassergehalt, Biomasse, Blatt-
flachenindex und andere koénnen durch die spektrale Remissionscharakteristika im
VIS/NIR ermittelt werden. Fir die Bestimmung dieser Parameter sind eine Vielzahl
spektrale Indizes entwickelt worden [Gebchardt 1987]. In digitalen Modellen werden
diese Indexe verwendet, um die Rickschliisse auf den Vegetationszustand zulassen.
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Besonders wichtig ist die Unterscheidung zwischen dem VIS und IR Spektrum, da griine
Pflanzen markante Unterschiede innerhalb dieser Bander aufweisen.

Als Faustregel kann gelten: je vitaler die Vegetation, um so hdher sind der Pigment- und
Wassergehalt und dementaprechend starker die Absorption im Sichtbaren und im
Infrarot bei 1,3-3 ym und héher Reflexion im NIR bei 0,78-1,3 ym. Der Zustand der
Pflanzenfelder oder Pflanzenerdflachen wird (iber dessen Vitalitdt abgeschatzt.
Reflexionsgrad bei griinen Pflanzen mit Erreichen des NIR Bereiches (>700 nm) stark
anwachst und auf die spezifischen Reflexionsmerkmale des zellularen Blattgefliges und
der internen Wasser-versorgung zuruckzufiihren ist. Beide sind bei geschadigter oder
absterbender Vegetation oft gestdort und wirken sich so auf den Reflexionsgrad der
Pflanze aus. Besonders wichtig sind die Blattpigmente Chlorophyll a und b mit
unterschiedlichen Reflexionsgraden im Bereich zwischen 400 und 700 nm. Das MaB der
Reflexion im IR kann also als Vitalitatsfaktor gesehen werden; IR-Aufnahmen sind somit
fur die Fernerkundung unter biologisch / 6kologischen Aspekten besonders geeignet.

Die Vegetationsindexe sind von den optischen Eigenschaften der Pflanzenblatter
(Blattspektren, Blattwinkelverteilung) abhangig und somit Aussagen (iber den Zustand
der Vegetation erlauben:

« Der SDVI (Standardisierter Differenz-Vegetationsindex) ist spektrale VIS / NIR-Ratio
und bildet ein MaB fir die photosynthetische Aktivitat und ist stark mit Dichte und
Vitalitat der Vegetationsdecke korreliert.

e CAI (Chlorophyll-Absoption-Integral) ist ein hyperspektraler Index zur quantitativen
Bestimmung von Pflanzenparametern. Der CAI korreliert mit dem Chlorophyligehalt
von Pflanzenbestdnden, ist sensitiver als Ubliche Indizes und den kann nur mit
Abbildenden Spektrometern bestimmt werden.

+ "Red-Edge"-Index ist ein MaB flr die Vitalitat griner Pflanzen und wird durch den
maximalen Punkt des Anstiegs der Reflexion von Vegetation im Nahen Infrarot (700-
750 nm) bestimmt.

Tabelle 2.3.2. gibt einen Uberblick {iber gebrduchliche Vegetationsindizes [Giovachini
1986].

Vegetationsindizes Abkiirzung Berechnung

Ratio R NIR / R

Square Ratio SQR (NIR / R) 9°

Log Ratio Log R Log (NIR / R)

Differences D NIR - R

Differences- Differences DD (NIR - RIR)? - (R - G)?
Normalized Differeces ND (NIR - R) / (NIR + R)+0,5
Transformed Vegetation Index | TVI ((NIR - R) / (NIR + R)+0,5) %°

Tabelle 2.3.2: VVerbreitete Vegetationsindizes.
(G=Grin; R=Rot; NIR=nahes Infrarot; RIR=Rot+Infrarot)

Der Ertrag ist der wichtigste Zielparameter der landwirtschaftlichen Produktion. Im
Rahmen von Ertragsschatzungen kénnen Fernerkundungsmethoden zur Ermittlung der
Anbaufldchen berechnen werden. Uber die Einschdtzung des Bestandszustandes in
bestimmten Entwicklungsphasen und mit Hilfe von digitaler Computersimulation kann die
Prognosegenaugikeit verbessert werden. Multispektale Bildverarbeitung-Daten sind dabei
unersetzlich. Dies ist z.B. fir das Erkennen kranker Pflanzen wichtig.
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Fazit

Bildverarbeitung und Fernerkundung in enger Verzahnung mit den Nachbardisziplinen
leisten einen wesentlichen Beitrag sowohl zu wissenschaftlichen Fragestellungen als auch
zu praktischen Aufgaben. Im technischen Bereich sind die Entwicklungen der letzten
Jahre im Bereich der Bildaufnahme sicher am spektakularsten, aus wissenschaftlicher
Sicht gilt dies fur die Fortschritte bei der Automation der Bildanalyse, die teilweise auf
den neuen Bildaufnahmesystemen und teilweise auf neuen Erkenntnissen beruhen. Die
Integration der einzelnen traditionellen Disziplinen zur Erfassung, Analyse und
Interpretation von Bilddaten stellt eine der gréBten Herausforderungen dar, vor denen
Bildverarbeitung und Fernerkundung heute stehen.

Neue Hyperspektrale Bildaufnahmesysteme lassen die Trennung eines Bildes in
Kontextgebiete durch Multispektralklassifikation mit hoch aufgelosten Bilddaten. Bei
vegetationsbezogenen, fernerkundlichen Auswertungen ist man bestrebt die Ergebnisse
der Signaturanalyse in die pflanzenbauliche Beurteilungsschemas einzuhangen. Aber es
fehlt an exakte Modelle der Blattoptik und prazise optische Blattparameter, die im Labor
mittels abbildende Spektroskopie erhalten und analysiert wurden. Kausalbetrachtungen
sind bei der Interpretation von Vegetationspektren schwieriger als es auf dem Abb.2.3.2
grob aufgezeichnet ist, weil das Reflexionsverhalten der Pflanzen durch ein komplexes
System bestimm wird:

« unterschiedliche Stoffe (Wasser, Photopigmente, Zellulose, Proteine, Lignin)

« unterschiedliche Anordnung der Stoffe (Zellinneres, Zellwande, Blattaufbau, Stamm.)

Es fehlt noch an exakten Erklarungen von Blattspektren besonders flir den NIR Bereich,
die Fernerkundung-Vegetationsdaten praziser deuten lassen kdnnten. In Rahmen dieser
Arbeit wurde dieses Uber Beurteilung der Lichtstreu-, Polarisation- und Spektral-
Blattcharakteristika, als auch Gber raumliche Verteilung und Gehalt von Pigmenten und
Wasser in Pflanzenblattern durchgefiihrt. Daflir wurden neue Verfahren der
ortsaufgeldste und bildgebende Spektroskopie als auch neue Bildverarbeitungstechniken
entwickelt. Dabei wurden nicht nur Reflexion sondern auch Transmissionsspektren
untersucht, weil diese "tiefere" Deutung der optischen Eigenschaften des Blattes und
eine exakte Auswertung mittels der physikalischen Gesetze ermdéglichen.
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Kapitel 3

Botanische Grundlage

3.1. Pflanzenblattaufbau

Ziel dieser Arbeit war es die Untersuchung der Blattoptik und die Erfassung der
raumlichen Verteilung der Blattsubstanzen und -strukturen mittels der optischen
Bildverarbeitungsmethoden. Im Hinsicht auf optische Eigenschaften des Blattes werden
in diesem Kapitel die Blattanatomie und physiologischen Funktionen von Blattgeweben
beschrieben.

3.1.1. Makroskopisher Blattaufbau

Der Ausgang der Pflanzenorganismen auf den Festland fiihrte zu ihrer Baukomplikation
und zur Entstehung des Blattes - des spezialisierten Organs fiir die Absorption der
Sonnenenergie und fiir die weitere Umwandlung dieser Energie in der Form chemischer
Molekularverbidungen bei Photosynthese. Im Laufe der Evolution sind die Blatter
verschiedener GréBen, der Morphologie und anatomisches Aufbaus entstanden (Nadel,
Sukkulente, die Blatter monokotyler und dikotyler Pflanzen), die verschiedene
biochemische und physiologische Besonderheiten haben. Aber zugleich in ihrem Aufbau
sowie in den Prinzipien und Mechanismen der primaren photosynthetischen Prozesse
werden die Gemeinsamkeit beobachtet [Smith 1997].

Die grinen Blatter sind die Organe sowohl fiir die Photosynthese als auch fir die
Transpiration. Sie sind nach dem Prinzip der OberflachenvergroBerung flach gestaltet,
um die Abgabe von Wasserdampf und den Gasaustausch fir die Atmung und
Photosynthese zu férdern und einem Lichteinfall eine moéglichst groBe Flache zu bieten.
Diesen Funktionen entspricht auch ihre Gliederung in Blattspreite (Blattflache) und
Blattstiel, sowie ihr anatomischer Bau. Typischerweise ist das Blatt einige hundert
Mikrometer dick, z.B. betragt die Blattdicke von Rizinus 200 - 300 pm.

Der Wasser-, Nahrstoffen- und Assimilatentransport geschieht in der Pflanze lber zwei
Leitgewebe: Xylem und Phloem. Im SproB sind beide Systeme zu sogenannten
Leitbliindeln zusammengefaBt, die in Blattern in der Form der Adern gut erkennbar sind.

Blattadern

Die Blattadern geben dem Blatt eine benétigte Stabilitét, so daB es vor einem Bruch
geschitzt ist und sich optimal zur Sonne orientieren kann. Die Basisfunktion der
Blattadern ist die Versorgung der photosynthetisch aktiven Mesophyttzellen mit Wasser
und Nahrsalzen sowie der rasche Abtransport von Photosyntheseprodukten. In den
Leitelementen bewegen sich konvektive Massenstrome, auBerhalb der Adern ist der
Stofftransport auf Diffusion beschrankt. Ihre Effizient im Stofftransport nimmt mit dem
Quadrat der zu Ulberwindenden Strecken ab und wird schon im Dimensionbereich
weniger Zelldurchmesser ungeniigend. Selbst Wasser strémt durch GefaBe etwa 1 Million
mal leichter als durch lebendes Gewebe. Dementsprechend bilden die Adern in der
Blattspreite so dichte Muster aus, daB in den zwischen ihnen liegenden Interkostalfeldern
keine Zelle um mehr als 7 weiteren Zelle vom Leitbiindel entfernt ist. Die Gesammtlange
der Leitbindel z.B. eines mittelgroBen Tabakblattes betragt ca. 30 m.
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Blattadernanatomie

Wie es bereits erwahnt wurde, bestehen Blattadern aus den Xylem- und
Phloemgeweben. Das Xylem befindet sich stets auf der Oberseite innerhalb der Adern
und das Phloem auf der Unterseite (Abb.3.1.2). In radialen Blattadern kdnnten sich
Xylemzellen auch radial verteilen und Phloemzellen in der Mitte von Adern liegen.

Xylem

Die Hauptfunktion vom Xylem ist der Transport von Wasser und Nahrsalzen von Wurzeln
zu den Organen der Photosynthese. Das Xylem besteht aus Réhren (Tracheen und
Tracheiden), die von hintereinanderliegenden toten und verholzten Zellen gebildet
werden.

Phloem

Das Phloem sorgt flr den Ferntransport organischer Photosyntheseprodukten
(Assimilate) von den Blattern zu jeden des Verbrauches oder der Speicherung. Im
Gegensatz zum Xylem besteht das Phloem aus im funktionsfahigen Zustand lebenden
Zellen (Sieb- und Geleitzellen).

Blattadernnervatur

Schon bei Betrachtung mit bloBem Auge féllt an vielen Blattern ihre sogenannte Nervatur
auf, das Adern-Muster in den Blattspreiten. Das typische Blatt ist bilaterallsymmetrisch:
es besitzt eine Mediane in der Blattstielrichtung, in der die Hauptader verlauft. Nach der
Verteilung der Nervatur unterscheidet man parallel- oder bogennervige, netznervige und
gabelnervige Blatter.

Paralellnervatur Gberwiegt bei nomokotylen Pflanzen. Dabei verlaufen alle Hauptadern
langst, sind aber durch feine Querbindel miteinander verbunden. Besonders ausgepragt
ist diese Adernanordnung in den linearischen Blattern der Graser und Getreide.

Abb.3.1.1. Blattadernnervatur dikotyler Pflanzen: Netznervatur bei Tulpenbaum: (Liriodendron
tulipifera) (a) und Gabelnervatur bei Gingo (Ginkgo biloba) (b).

Netznervatur

Bei dikotylen Pflanzen sind kompliziertere Adernnetze ausgebildet. Die Leitblindel bilden
ein reich verzweigtes und hierarchisches Netz (Abb.3.1.1a). In der Regel zweigen von
der Hauptader in bestimmten Winkeln die Nebenadern erster Ordnung ab, die wiederum
Ausgangspunkte von Nebenadern zweiter Ordnung sind. Die feinen Adern werden immer
kleiner und enden blind im Mesophyll.

Gabelnervatur
Phylogenetisch sehr alt ist die dichotome Gabelnervatur, die keine Mittelader aufweist.
Sie findet sich nur noch bei wenigen rezenten Formen, wie z.B. bei Gingo (Abb.3.1.1b).

32
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In dieser Arbeit wurden Adern verschiedener Ordnung dikotyler Pflanzenblatter Rizinus
und Tabak mittels der Polarisation- und Spektralmethoden optisch extrahiert. Blattadern
kdnnen als physiologische Koordinate flr die Blattwachstummessungen dienen
[KirchgeBner 2003]. Das Wachstum ist ein Indikator fir physiologische Prozesse in der
Pflanzen und wird dadurch zu einer wichtigen BeobachtungsgréBe.

3.1.2. Mikroskopischer Blattaufbau

Die optischen Charakteristiken der Blatter sind durch eine spezifische, dynamische und
fein organisierte Struktur bedingt. Ein "typisches" Blatt von Cs-Pflanzen, die Cs-
Kohlenhydrate assimilieren, ist meist flachig ausgebildet und in seiner Anatomie
dorsiventral, d.h. die Ober- und Unterseite sind verschieden aufgebaut. Das Blatt setzt
sich aus mehreren Zellschichten zusammen, die ganz unterschiedliche Funktionen
erfullen (Abb.3.1.2). Das Blatt-grundgewebe Mesophyll ist beiderseits von Epidermis
bedeckt. Im Mesophyll zeichnen sich deutlich zwei verschiedene Gewebearten ab:
Palisaden- und Schwammparenchym. Der Aufbau der Blattspreite aus verschiedenen
Geweben laBt sich am besten anhand eines Blattquerschnittes darstellen:

Cuticula Xylem

£

Epidermis p .

Palisaden- ||
parenchym §

Leitbiindel Mo

Schwamm- y

” parenchym

1 Epidermis

Z¥

Abb.3.1.2: Anatomieschema und REM-Aufnahme (100:1) eines Schnittes durch ein Laubblatt
(Nieswurz Helleborus foetidus) [Nultsch 1991].

Interzellulare FPhloem

Epidermis ist ein duBeres AbschluBgewebe der Blatter. Die obere Epidermis, besteht
aus lickenlos aneinander anschlieBenden, chlorophylifreien Zellen, deren AuBenwand
verdickt ist. Ihre Zellen dienen der Erhohung der ReiBfestigkeit des Blattes und der
Undurchlassigkeit flir Gase und Wasser. Die Blattunterseite wird von der unteren
Epidermis abgegrenzt, die sich gewdhnlich durch den Besitz von Spaltéffnungen von der
oberen Epidermis unterscheidet.

Cuticula Uberzieht die Epidermis vieler héherer Pflanzen und ist mit den AuBenwanden
der Epidermiszellen als Auflagerung fest verbunden. Cuticula besteht aus Wachsen (Ester
von Fettalkoholen und Fettsauren) und Cutin (Polyester aus Hydroxyfettsaure). Aufgrund
seiner wasserabstoBenden Eigenschaften dient die Cuticula den Pflanzen in erster Linie
als Verdunstungsschutz. Sie gewahrleistet aber auch eine mechanische Stabilisierung
sowie eine intensive UV-Lichtabsorption und einen hohen Reflexionsgrad mancher
Blatter.
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Palisadenparenchym ist das Grundgewebe des Blattes, dessen chlorophylireiche,
senkrecht zur Blattflache stehende Zellen zu einem Palisadengewebe entwickelt sind.
Diese dicht aneinander anschlieBenden Zellen (z.B. im Rizinusblatt 400 000 pro cm?
Blattflache) sind bei dem schwachen Lichteinfall angepaBten Schattenblattern in einer
Schicht, bei dem starken Lichteinfall angepaBten Sonnenbldttern in mehreren Schichten
angeordnet. Die Palisadenparenchymzellen enthalten eine lGberwiegende Mehrzahl (etwa
80%) der Chloroplasten, stellen also das eigentliche Photosynthesegewebe dar.

Schwammparenchym ist die zweite unter den Palisadenzellen liegende
Grundgewebeschicht, die aus locker angeordneten, chlorophyllarmen Zellen besteht und
wegen ihrer Vielzahl an Hohlrdumen (Interzellularen) den Namen Schwammgewebe
tragt. Die Schwammparenchymzellen gewahrleisten neben der Assimilation auch die
Verbindungen fiir den Transport wasseriger Lésungen zwischen den Palisadenzellen und
den Blattadern.

Interzellularsystem

Die Hohlraume dienen der Durchliftung und dem Transport der Gase (CO,, 0, und
Wasserdampf). Das Interzellularsystem steht durch die Spaltéffnungen mit der AuBenluft
in Verbindung und vermittelt den Gasaustausch sowie die Wasserdampfabgabe.
Interzellularen verursachten Bildung ausgedehnter innerer Oberflachen im Blatt, wobei
das Verhaltnis zwischen dem Interzellularraum und dem Gesamtzellvolumen art- und
standortspezifisch ist. Durch die zahlreichen Interzellularraume, die bis 90% des
Messophyllvollumens ausmachen, ist die Gesamtoberflache des Mesophyllgewebes oft
mehr als in 100 mal gréBer als die Blattflache.

Stomata

Untere Epidermis besitzt zahlreiche Spaltéffnungen (Stomata). Selten kbénnen
Spaltéffnungen auch auf der Blattoberflache sein. Stomata regulieren den Gasaustausch
und den Wasserhaushalt. Das Stoma besteht aus zwei SchlieBzellen mit einem Spalt
dazwischen. Eine Drucksteigerung (Turgorerhéhung) in SchlieBzellen verstarkt ihre
Krimmung, wodurch der Spalt geéffnet und erweitert wird; eine Turgorabnahme bewirkt
ihre Abflachung und damit eine Verengung bzw. SchlieBung des Spaltes. Die Offnungs-
und SchlieBbewegungen erfolgen in erster Linie in Abhangigkeit von der Temperatur und
Luftfeuchtigkeit und dienen dem Regeln der Verdunstung. Der dritte Regelungsfaktor ist
das Licht, das fir die jeweils modgliche Photosyntheseintensitat und moéglichst viel
Kohlendioxyd sorgt.

Die hier skizzierte Struktur des Assimilationsgewebes wird im weiterem als ein

Musterbeispiel fiir Selektion und Adaptation zitiert. Nach dem, was wir heute Uber die

Photosynthese wissen, muB3 ein effizient arbeitendes Assimilationsgewebe zumindest

folgende Kriterien erfiillen:

» Es muB so strukturiert sein, daB das einfallende Licht optimal genutzt werden kann

« Die Zellen bedlrfen einer kontinuierlichen und ausreichenden Zufuhr von
Kohlendioxyd.

« Alle Zellen missen uber einen direkten Zelle-zur-Zelle-Kontakt mit dem
Leitungssystem verbunden sein, damit die Wasserzufuhr und Abtransport der
Assimilate gewahrleistet sind.

Die Konstruktion des Assimilationsgewebes der Laubblatter erflillt die genannten
Bedingungen auf eine nahezu ideale Weise. Die Versorgung der Pflanzen mit Licht,
Kohlendioxyd und vor allem mit Wasser schwankt in weiten Grenzen. Daher ist es auch
nicht verwunderlich, daB im Verlauf der Evolution Modifikationen des Konstruktionsplans
mit erhéhtem adaptivem Wert entstanden sind, deren Auspréagung von Umwelt- und
Standortbedingungen gesteuert wird.
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Cs- Pflanzen

Bei manchen Pflanzen weicht die Gewebeanordnung im Blatt von der oben
beschriebenen mehr oder weniger stark ab. Sie nennt man Cs-Pflanzen. Nicht selten
befindet sich ein Palisadenparenchym auch innerhalb der unteren Epidermis.

C,4- Pflanzen

In den Blattern von C4-Pflanzen (Grasern und Getreide) ist das Mesophyll einheitlich,
nicht in Palisaden- und Schwammparenchym gegliedert, und Spaltéfnungen sind ober-
und unterseits gleich haufig. Damit sind C4- Pflanzen an heiBen Klima angepaBt und
verhindern Photorespiration.

CAM-Pflanzen

Einige tropische Pflanzen wie Crassulaceen und sukkulente (wasserspeicherte) Arten der
Dickblattgewdchse (Kalanchoe) haben nur nachts die Stomata gedéffnet, nehmen nachts
CO, auf, speichern es und verwenden es am Tag. Um eine aktive Speicherung groBer
Wassermenge in Geweben zu gewahrleisten, missen sukkulente Pflanzen ihre Zellen und
Gewebe vergroBern. Mit anderen Worten sie haben dicke, fleischige Sprossen und
Blatter, in denen Anzahl und GréBe der Parenchymmzellen erhéht sind.

Fazit

Sogar eine kurze Betrachtung des Blattaufbaus zeigt eine komplizierte Organisation von
Pflanzenblattern als ein optisches System. Dank dessen sind Pflanzen zu einer effektiven
Lichtabsorption fiir Photosynthese fahig und kbénnen sich der Wirkung der
Sonnenstrahlung in den vielféltigsten 6kologischen Situationen anpassen.

Die optischen Charakteristiken der Blatter sind sowohl durch ihren spezifischen Aufbau
als auch durch Veranderungen des Pigmenten- und Wassergehaltes bedingt. Auf dem
Molekularniveau besteht das Pflanzenblatt aus Wasser und organischen Stoffen solche
wie Cellulose, Starke, Glykose, Fructose und Photopigmente (Chlorophylle, Carotinoide,
Anhtozyane). Die spektralen Blatterncharakteristika kldren sich vorzugsweise durch das
Photopigmente- und Wassergehalt. Ihre Eigenschaften werden in den nachsten Kapiteln
beschrieben.
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3.2. Pflanzenblatt als optisches System

3.2.1. Griines Blatt - eine Lichtmaschine

Keine physikalische GroBe steuert und férdert die Entwicklung von Pflanzen in so
starkem MaBe wie das Licht. Die Mehrheit der Photoprozesse verlauft in den griinen
Blattern. Das Blatt kann man als eine Maschine bezeichnet werden, die von der
Lichtenergie funktioniert.

Das Licht ist die elektromagnetische Strahlung, die aufgrund ihrer Qualitat
(unterschiedliche Wellenldangen) und Intensitdt charakterisiert werden kann. Pflanzen
messen beide Parameter und reagieren dementsprechend. Es gibt eine Vielzahl
lichtinduzierter und lichtwellenabhangiger Reaktionen, und es gibt in den Pflanzen
folglich auch eine Reihe unterschiedlicher Lichtrezeptoren (Photorezeptoren, Sensor-
pigmente). Meistens spielen lichtinduzierte Prozesse im Blatt ab.

Untersuchungen der optischen Eigenschaften von Blatter und ihrer Lichtabsorption haben
eine  groBe Bedeutung fir das Verstandnis der  Grundprinzipien der
Sonnenenergieassimilation und der Photosynthesemechanismen sowie der Wachstum-
und Adaptierungsprozesse in den Pflanzen. Das Pflanzenwachstum wird durch drei
lichtbedlrftige Prozesse gesteuert: Photosynthese, Photomorphogenese,
Photoperiodismus.

Photosynthese ist wichtigste dieser Prozesse (Kapitel 3.3), die die Grundvoraussetzung
fir das Pflanzenwachstum bildet. Bei der Photosynthese wird die Strahlungsenergie in
die chemische Energie umgewandelt: diese ist fiur die Synthese der organischen
Komponenten erforderlich, aus denen eine Pflanze sich zusammensetzt.

Photomorphogenese ist die lichtinduzierte Steuerung vom Pflanzenwachstum, wobei
dem Licht (einer bestimmten Wellenlange) eine Signalwirkung zukommt, durch die die
Information in der Zelle entsteht, welche zur selektiven Aktivierung bestimmter Gene
benutzt wird. Die Mehrzahl der photomorphogenen Prozesse von Landpflanzen wird
durch einen Wechsel zwischen dem hellroten (1=660 nm) und dunkelroten (A=730 nm)
Licht gesteuert. Der dazugehorige Rezeptor ist das Phytochrom, ein Protein-
Chromophor-Komplex, der in zwei Zustandsformen vorliegen kann, die durch Belichtung
reversibel von einem in den anderen uberflihrt werden kénnen.

Photoperiodismus ist eine Eigenschaft der Pflanzen, die Lange von Lichtperiode zu
messen und dadurch viele physiologischen Prozesse zu steuern. Unter dem Begriff
Phototropismus versteht man ein zur Lichtquelle hin gerichtetes Wachstum, das flr
vielzellige Pflanzen typisch ist. Die Phototaxis ist eine lichtinduzierte Ortsbewegung.
Meist erfolgt sie in die Richtung einer Lichtquelle (positive Phototaxis); eine Bewegung in
die entgegengesetzte Richtung ist die negative Phototaxis.

Die oben geschilderten Prozesse zeigen, wie stark die Pflanzen der geanderten
Sonnenstrahlung angepaBt sind. Einige Arten sind fahig, die Photosynthese bei sehr
hoher Lichtintensitat in den Wisten und andere Arten bei sehr niedriger Beleuchtungs-
starke erfolgreich zu verwirklichen. Es wird auf verschiedene Weisen erreicht. Einige
Pflanzen sind imstande, den Neigungswinkel der Blatter bei der hohen Beleuchtungs-
starke zu andern und damit die Lichtmenge, die Chlorenchym erreicht, zu verringern
oder bestimmte Photoschutzstoffe anzusammeln. Je nach den Umgebungsbedingungen
andern sich die geometrischen GréBen der Zellen und der Gehalt der Photosynthese-
pigmente oder auf verschiedene Weisen werden die photosynthetischen Gewebe und
Membranen organisiert.
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Abb.3.2.1: Sonnen-, Schatten- und Halbschattenblatter der Rotbuche.

Die Pflanzen reagiert auf die unterschiedlichen Lichtwerte mit der Ausbildung
spezialisierter Sonnen- und Schattenbldtter (Abb.3.2.1). Schon an ein und demselben
Baum finden sich Unterschiede um das zehnfache und mehr, je nachdem, ob man die
Sid- oder die Nordseite eines Baums betrachtet oder die AuBenregion der Krone mit der
Unterkante vergleicht. Bei starker Beleuchtung sind die Blatter kleiner und derber und
tragen eine mehrfache Lage von Zellschichten mit Chlorophyllkérnern zwischen der
oberen und unteren AbschluBschicht. Die Schattenblatter sind gréBer und zarter, dabei
aber diinner. Die chlorophyllreichen Zellen liegen in wenigen Schichten Utbereinander, im
Grenzfall in nur 2 bis 3 Schichten, und kdénnen auch mehr Chlorophyllkérnchen
enthalten. Es gibt dazu noch weitere physiologische und biochemische Anpassungen. Um
die Photoprozesse und -anpassungen zu deuten untersucht man die optischen
Eigenschaften von Blattgeweben.

3.2.2. Optik des Blattes

Das Blatt einer hochentwickelten Pflanze stellt ein kompliziertes optisches System dar,
das Uber die Fahigkeit verfligt, wirksam und anscheinend optimal die Sonnenenergie
auszunutzen [Gausman 1985, Larcher 1994, Merzlyak 1995]. Grundsatzlich kann ein
Blatt die auftreffende Strahlung reflektieren, absorbieren und transmittieren. Was im
einzelnen geschieht und wie sich Lichtreflexion, -absorption, -transmission und -
streuung zueinander verhalten, hangt von den Eigenschaften der Blattgewebe und ihrer
Funktionen ab. Der Teil des Lichtes, der auf das Blatt fallt, wird von ihm abgespiegelt
(Abb.3.2.2). In der Physik unterscheidet man zwischen der Spiegel- (an glanzenden
Oberflachen) und der diffusen Reflexion. Die Blattreflexion erklart sich hauptsachlich
durch diffuse Reflexion.
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Abb.3.2.2: Lichtbewegung im Blatt.

Ein Teil des in ein Blattgewebe eindringenden Lichtes wird an Blattstrukturen gestreut,
ein weiterer Teil wird hauptsachlich durch das Chlorophyll und Wasser absorbiert und
zum GroBteil fir den Energiehaushalt der Pflanze umgesetzt. Der zurlickgehaltene Anteil
der Strahlung wird als Extinktion und der unverdndert durchgehende als Transmission
bezeichnet. Der Rest wird wieder emmittiert. Die emittierte Strahlung zusammen mit der
an der Oberflache reflektierten Strahlung bezeichnet man als Remission.

Abb.3.2.3 stellt unterschiedliche Prozesse dar, die von der eingestralten Lichtenergie im
Blatt aufgelost werden koénnen. Aus ihrem raumlichen und zeitlichen Verlauf kénnen
Riickschlisse auf verschiedene Prozesse im Blatt gezogen werden. Alle "Ausgange"
tragen Information Uber die Blattfunktion und den Blattaufbau.

Grundsatzlich kénnen zwei groBe Gruppen von Wechselwirkungsprozessen im Blatt
unterschieden werden. Sie werden als photochemische und thermische Prozesse,
bezeichnet. Photochemische Prozesse (Photosynthese, Photomorphogenese) bewirken
eine chemische Verénderung eines Moleklls. Thermische Effekte entstehen durch das
Gewebes-Aufheizen. Dabei wird das absorbierte Licht bei der Riickkehr der angeregten
Elektronen in den Grundzustand in die Vibrationsenergie umgewandelt - es entsteht
Warme.

Reflektiertes und transmittiertes Licht eignhen sich gut flr strukturanalytische Zwecke.
Fir die Untersuchung der chemischen Zusammensetzung vom Gewebe ist der Anteil des
Lichtstrahles entscheidend, der im Gewebe deponiert wird. Dies geschieht im
wesentlichen durch die Absorption der Photonen an den Atomen und Molekilen.

In optisch homogenen Medien ist die Bestimmung des absorbierten Lichtanteils
vergleichsweise einfach (Kapitel 2.1.1). Dieser entspricht im wesentlichen dem
Lichtanteil, um den der urspringliche Lichtintensitat geschwacht wurde. Pflanzliche
Gewebe sind jedoch optisch inhomogen. Mehrfache Lichtstreuung innerhalb des Gewebes
fihrt ebenfalls zu einer Schwachung der urspringlichen Lichtintensitat. Eine einfache
Bestimmung der Absorption ist daher nicht mdglich. Die beiden entscheidenden
optischen Eigenschaften - Absorption und Streuung - sollen bei Spektraluntersuchungen
der Pflanzengewebe beriicksichtigt werden.
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Abb.3.2.3: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Prozesse
der Lichtbewegung und -umwandlung im Blatt.

Lichtabsorption im Blattgewebe

Zunachst wird die Lichtabsorption im Blattgewebe beschrieben werden und die Streuung
bleibt zunachst unberiicksichtigt. Die Lichtabsorption A in einer homogenen Probe wird
durch den Absorptionskoeffizienten u, charakterisiert. Dieser beschreibt, wieviel
Photonen innerhalb einer definierten Wegstrecke bei einer vorgegebenen Wellenlédnge
absorbiert werden. Der Zusammenhang zwischen dem Absorptionskoeffizienten u,, der
einfallenden Lichtintensitat I,, der Lichtintensitat des geschwachten Strahls I, sowie der
Konzentration der Absorber ¢ und der Schichtdicke d der Probe wird durch das Lambert-
Beerschen Gesetz (Kapitel 2.1.1) beschrieben:

I=1I,exp(-Hacd)

Die Intensitdtschwachung in absorbierenden Medien ist somit durch eine Exponential-
funktion charakterisiert. Diese definiert auch die rdumliche Verteilung der absorbierten
Lichtmenge im Blattgewebe. Die meiste Lichtenergie wird direkt an der Oberflache
absorbiert. Danach fallt die Intensitat mit der Tiefe des Blattgewebes steil ab.

Mehrfache Lichtsreuung im Blatt

In dichten strukturierten Objekten wie Pflanzenblatter findet komplizierte Art der
mehrfachen Lichtstreuung (MLS) statt, als Ergebnis der mehrfachen Streuung-,
Reflexion- und Brechung-Prozesse an Blattstrukturen und Komponenten. Das Licht wird
bei der Transmission durch das anisotrope Blattgewebe stark gestreut und seine
Richtung wird mehrfach geéndert. Es ist damit verbunden, daB es sowie auf der
Oberflache, als auch im Blattinneren mehrere Grenzschichten (Cuticula, Epidermis,
Palisaden- und Schwammzelle, Interzellulare) gibt, die verschiedene Brechungsindiezes
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n haben. Die ahnlichen Effekte geschehen beim Durchgang des Lichtes durch die Zelle:
die Unterschiede in den Brechungsindiezes zwischen der Luft (n=~1,0), der flissigen
Phase von Protoplasten (n=~1,36), der Zellwanden (n =~1,42), die Lichtstreuung auf
den Chloroplasten und anderen Organellen sowie auf den Subzellenstrukturen. Das
Resultat ist die mehrfache Lichtstreuung im Blatt und mehr oder weniger komlpexe
Richtungsverteilung des gestreuten Lichtes. Damit sind die optischen Wege des Lichtes
im Vergleich zu der geometrischen Blattdicke wesentlich vergréBert. Deshalb wird das
Licht im Gewebe stark reabsorbiert und so absorbieren die Blatter viel mehr Licht als die
extrahierten Blattpigmente oder isolierten Chloroplasten. Die Untersuchung der MLS-
Prozesse im Blatt ist sehr wichtig fir die Klarung der gesamten optischen Eigenschaften
von Pflanzenblattern.

Anisotropie des Lichtes im Blattgewebe

Analog zum Absorptionskoeffizienten wird der Streukoeffizient flir die Beschreibung des
wellenldngenabhangigen Streuverhaltens benutzt. Der Streukoeffizient ps ist als die
Anzahl der gestreuten Photonen pro Zentimeter (StoBe/Zentimeter) definiert. Der
Absorptions- und der Streukoeffizient geben somit AufschluB dariber, wieviel Photonen
in einer Schichtdicke in Wechselwirkung mit der Materie treten. Eine genaue Theorie ist
nur fur die Einfachstreuung an Molekilen sowie flir kugelférmige mikrometerkleine
Teilchen bekannt, das heit fir die sogenannte Rayleigh- und Mie-Streuung (Kapitel
2.1.3). Die Strukturen im Blattgewebe sind in der Regel weder kleiner als die
Wellenlange des Lichtes noch kugelférmig. Eine allgemeinglltige Beschreibung der MLS-
Prozesse im pflanzlichen Gewebe existiert derzeit nicht.

Fir die Wirkung vom Licht auf das Pflanzenblatt ist eine genaue Kenntnis der
Lichtverteilung im Gewebe erforderlich. Fir reine Absorptionsvorgange ist die raumliche
Verteilung durch das Lambert-Beersche Gesetz vorgegeben. Nach einem Streuvorgang
kann das Photon beliebige Raumrichtung einschlagen. Im Gegensatz zum
Absorptionskoeffizienten beschreibt der Streukoeffizient die raumliche Verteilung des
Lichtes nur unzureichend. Ist die Wahrscheinlichkeit, daB ein Photon in eine bestimmte
Raumrichtung gestreut wird, fur alle vorhandenen Sektoren eines Raums gleich, so
spricht man von einem isotropen Streuer. Die Streuung im pflanzlichen Gewebe ist
hauptsachlich vorwarts gerichtet. Ein solches Medium, das in eine bevorzugte Richtung
streut, bezeichnet man als einen anisotropen Streuer. Im Blatt unterscheidet man
kontrastierende optische Eigenschaften des Palisaden- und Schwamm-Mesophylls.
Phloem- und Xylem-Gewebe der Blattadern weisen starkere Anisotropie im Vergleich
zum Mesophyll auf.

Strahlungs-Transport-Gleichung

Die Lichtverteilung im Blattgewebe kann mittels der Rayleigh- und Mie-Streuung nur
teilweise beschreiben werden. Man bedient sich deshalb phanomenologischer Modelle,
die sich auf einer Strahlungs-Transport-Gleichung griinden. Diese beschreibt, ahnlich wie
das Lambert-Beersche Gesetz, das im Gewebe absorbierte Licht in einer definierten
Schichtdicke. Diese im Gewebe "verlorene" Lichtintensitdt -dI entspricht hierbei der
urspriinglichen Lichtintensitat I mal einem Schwachung- bzw. Extinktionskoeffizient pe:
He = Hat+ s ist die Summe aus dem Absorptionskoeffizienten p, und dem
Streukoeffizienten ps, das heiBt Absorptions- und Streukoeffizient kénnen als
Extinktionskoeffizient zusammengefaBt werden, welcher die Verluste pro definierte
Wegstrecke fir das transmittierte Licht beschreibt.

Strahlungs-Transport-Gleichung wird damit wie folgt definiert: -dI =pe I dx - j dx
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Diese Gleichung beschreibt den Lichtsverlust entlang einer Wegstrecke dx. Der
Streukoeffizienten ., beschreibt alle StreustoBe, die entlang dieses Weges auftreten,
d.h. auch die StoBe der Photonen, die in einer anderen Raumrichtung wieder auftreten
und somit nicht zur tatsachlichen Lichtschwachung in Richtung x beitragen. Letztere
muissen von dem Gesamtbetrag der Lichtschwachung wieder abgezogen werden. Dies
geschieht mit Hilfe der Funktion j, die ein Produkt aus dem Streukoeffizienten und der
Streufunktion ist, wobei diese Uber alle betroffenen Raumwinkel integriert werden muB.
In dieser Strahlungs-Transport-Gleichung ist also der Absorptionskoeffizient u,, der
Streukoeffizient ps sowie die raumliche Verteilung der gestreuten Lichtintensitat
enthalten. Somit eignet sich diese Betrachtungsweise zur Beschreibung der
Lichtverteilung im Blattgewebe.

Spektrale Lichtverteilung im Blattgewebe

Die optischen Charakteristika der Blatter sind durch eine spezifische, dynamische und
fein organisierte Struktur bedingt. Spektrale Charakteristika von Pflanzenblattern sind
hauptsdchlich durch das Pigmenten- und Wassergehalt bedingt. Die spektrale
Lichtverteilung im Blattgewebe hangt primar davon ab, ob die Streuung oder die
Absorption Uberwiegt. Grundsatzlich besitzt jede biologische Struktur die ihr spezifischen
Streu- und Absorptions-Charakteristika. Unabhangig von der absoluten Hdhe der
Koeffizienten tritt jedoch in bestimmten Spektralbereichen typischerweise eher Streuung
oder Absorption auf.
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Abb.3.2.4: Spektrale Lichtverteilung in einem Pflanzenblatt.

Im ultravioletten Spektralbereich sind beide Interaktionsmechanismen gleichermaBen
vertreten, wobei die Absorption in der Regel vorherrscht, die Gberwiegend durch die
Elektron-Absorptionsbanden von Wasser, Proteinen und Nucleinsduren bedingt ist. In
sichtbaren Spektralbereichen bei 400 - 500 und 620 - 690 nm absorbieren Chlorophyll
a und b stark und in anderen VIS-Spektralbereichen beherrscht die Streuung dagegen
die Lichtverteilung im Gewebe (Abb.3.2.4). Dies trifft ebenfalls noch in Teilen des
Nahinfrarot bis etwa 1200 nm zu. Danach steigt die Wasserabsorption wieder an, so daB
im Spektralbereich von etwa 1200 bis 1800 nm wieder beide Mechanismen zum Tragen
kommen. Oberhalb von 1800 nm steigt die Wasserabsorption steil an.
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3.2.3. Blattoptik Modelle

Strahlungstransportmodelle sind eine Voraussetzung flr die Interpretation optischer
Eigenschaften vom Pflanzenblatt. Eine allgemeinglltige Beschreibung von Prozessen
der Blattoptik existiert derzeit nicht. Trotz der groBen Komplexitdt gibt es bereits die
Versuche, die Wechselwirkung des Lichtes mit dem Blatt modellieren. Dies sind nur erste
Schritte in Richtung der Entwicklung eines optischen Blattmodells. Um die Lichtverteilung
im Blattgewebe besser zu verstehen, bedient man sich spezieller Modelle und Computer-
simulationen [Gausman 1985, Krulik 1980, Lee 1986, Mandoli 1983, McClendon 1984].

Fiar die Analyse der Wechselwirkung der Strahlung mit Vegetation wurde eine Reihe der
Methoden entwickelt. Maier und Anisimov entwickelten ein stochastisches Modell , daB
die optischen Eigenschaften vom Blatt modelliert und die Reflexion, Transmission, und
Absorption vom Licht im Spektralbereich von 400 nm bis zu 2,5 pym berechnet [Maier
1999, Anisimov 1992]. Das Modell behandelt die Ubertragung der Diffusstrahlung nach
der Theorie der homogenen Markov-Ketten, um die spezifischen Absorptionsspektren
von Chlorophyll a und b in vivo abzuleiten. Mit diesem Modell wurde auch das
Reflexionsvermégen der oberen und unteren Blattseite errechnet und die typischen
Unterschiede bestatigt, die man bei den Messungen auch beobachtet.

Ein weit verbreitetes Modell fiir die Beschreibung der optischen Eigenschaften eines
dichten Mediums wie ein Pflanzenblatt ist die Monte Carlo Simulation [Johansson 1999,
Huffer 1998, Nackaerts 1999]. Der Computer "startet" eine definierte Photonen-Anzahl.
AnschlieBend wird mit Hilfe der bekannten Streu- und Absorptionskoeffizienten und der
Phasenfunktion die Wahrscheinlichkeit flir jedes einzelne Photon berechnet, in einem
definierten Raumwinkel gestreut zu werden. Nach einer vorher definierten Anzahl von
Streu- und Absorptions-prozessen wird dann das Programm beendet. Das Ergebnis
entspricht dann der zu diesem Zeitpunkt zu erwartenden Photonenverteilung im Gewebe.

Die Kirchhof-Theorie fiir die Beschreibung der einfachen Streuung und die
Strahlungstransport-Theorie flir die Mehrfachlichtstreuung im Blatt wurden angewendet
[Ma 1990]. Es wurden auch die Auswertungen mittels der Gurevitsch-Kubelki-Munka
Methode fiir die Berechnung der Integralcharakteristiken der Lichtstreuung an Phyto-
elementen wurden durchgefiihrt [Myers 1968, Krulik 1980].

Fir das Studium der Winkelabhangigkeit sowie der Spektralverteilung der Streuung und
der Absorption in den Blattern wurde auch die Mie-Streuung-Theorie und die
Strahlungstransportstheorie verwendet [Berdnik 2001]. Die Strahlungstransporttheorie
benutzt die Lésung der Integral-Differential-Gleichung des Strahlungtransportes fir das
Blattgewebe. Dabei wurde ein zweischichtiges Modell der Lichtsreuung und der
Lichtabsorption an Blatt-Phytoelementen entwickelt, das sowohl die Pigmenten- und
Wasserabsorption als auch die Streuung an zwei Teilchenarten (Chloroplasten und Luft-
Interzellularen) bericksichtigt. Mit diesem Modell konnen die Spektralabhangigkeiten der
Reflexions- und Transmissionskoeffizienten je nach der Blattstruktur berechnet werden.
Solche Beispiele zeigen die Mdéglichkeit, derartige Methoden fiir die Lésung der direkten
und inversen Aufgaben in der Blattoptik zu verwenden.

Eine theoretisch-experimentelle Methode wurde ebenfalls entwickelt, die die Bestimmung
der optischen Parameter und Lichtintensitaten in verschiedenen Tiefen sowie die
Weglangenverteilung des Lichtes erlauben [Fukschansky 1992, Martinez 1992]. Diese
Methode beriicksichtigt die Vielschichtigkeit und andere Charakteristika der Gewebe
sowie die raumliche Heterogenitat des Pigments. AuBerdem versucht man durch die
Uberlagerung der Lichtgradienten mit den Gradienten der photosynthetischen Kapazitat
der Chloroplasten einen ersten Einblick in die raumliche Struktur der Blattphotosynthese
ZU gewinnen.
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Bedeutende Erfolge im Verstandnis der Blattoptik wurden in den letzten Jahren dank der
Verwendung der Glasfasertechnik erreicht. Eine Mikrofaser (mit dem Durchmesser
weniger als 5 ym) kann ins Gewebe einfiihrt und damit die Lichtregimes unmittelbar im
Blattinneren erforscht werden [Vogelmann 1983]. Mit Hilfe dieser Methoden wurde das
Durchdringen des Lichtes der verschiedenen Wellenldngen in die Blattiefe untersucht und
die Lichtgradienten innerhalb der Blatter verschiedener Arten quantitativ beschrieben
[Vogelmann 2000]. Die Messungen mit Hilfe dieser Technik haben auch viele andere
wichtige Effekte gezeigt [Karabourniots 1999]. Laut den Experimenten, die mit den
Mikroglasfasern durchgefihrt wurden, funktionieren die etiolierten (pigmentarmen)
Pflanzengewebe als eine Art optischer Lichtleiter. Diese gewdhrleisten ein Durchdringen
des Lichtes zu den Teilen des Keims und eine Einschaltung der Photomorphogenese-
Prozesse.

Es wurde entdeckt, daB obere Epidermiszelle bei vielen Pflanzenarten fahig sind, das
Licht zu fokussieren. Die Lichtintensitat steigt dabei um 15-20fache im Vergleich zu dem
Licht, das auf die Blattoberflache fiel [Fukshansky 1992]. Die physiologische Rolle dieses
Effektes ist noch nicht endgliltig geklart, es ist aber wahrscheinlich, daB es die Verteilung
und die Absorption der photosynthetischen Strahlung im Blatt stark bestimmt.

Die meisten optischen Blattmodelle, wie bereits existierten Stochastische- und Monte-
Carlo-Modelle, benutzten mehrere Naherungen. Diese Ansadtze arbeiten bei einer Reihe
von Problemmstellungen effizient, sind jedoch flr die Erklarung der Blattoptik noch nicht
ausreichend weit entwickelt. Zusatzlich sind die meisten theoretischen Modelle auf
bestimmte Bedingungen beschrankt. Aber es gibt noch keine mehr oder wenig
vollstéandige Theorie der Blattoptik und alle existierende Modelle erklaren nur ein Teil von
beobachteten optischen Charakteristika des Blattes. Die Antworten auf viele Fragen, die
ein besseres Verstandnis der optischen Blatteigenschaften erlauben wirden, stehen noch
bevor.

Eine Entwicklung der Bildverarbeitungsmethoden ermdéglicht, neue wichtige und
interessante Informationen Uber die Besonderheiten der optischen Prozesse im Blatt zu
gewinnen. Empirische Daten, die aus der spektralen Bildverarbeitungsverfahren am
Pflanzenblatt ermittelt wurden, kénnen als Grundlage zur Deutung von physiologischen
Prozessen in Pflanzen verwendet werden.
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3.3. Pflanzenblatt als photosynthetisches System

3.3.1. Photosynthese als Energieumwandlung

Unter Photosynthese bezeichnet man einen biologischen ProzeB, bei dem die
Lichtenergie durch Photopigmente absorbiert und in chemisch gebundene Energie
transformiert wird. Die Photosynthese ist eine energetische Grundlage von allen
biologischen Prozessen, ein energetischer Motor der Biosphare. Pflanzen sind die
photoautotrophen Organismen, die die anorganischen Rohstoffe (CO,, H,0) aus der
Umwelt aufnehmen und daraus organische Molekile (Kohlenhydrate) herstellen.
Gesamtbilanz der Photosynthese lautet :

6 CO, + 12 H,0 + 8 hv (Lichtquantenenergie) @ CgH,,06 + 6 O, + 6 H,0
wobei CgH1,06 ein Kohlenhydrat — Glykose ist.

Der wichtigste Ort der Photosynthese ist bei meisten Pflanzen das Blatt. Die
Photosynthese kann man als eine Reihe von physiologischen Prozessen in den Pflanzen
beschreiben:

+ Absorption, Umwandlung und Speicherung der Sonnenenergie, infolge dessen aus
den primaren Stoffen - CO, und H,0 - die energiereichen Kohlenhydrate synthesiert
werden und Sauerstoff produziert wird;

+ Mikroskopisch kleine Spaltéffnungen lassen CO, ein- und O, austreten;

« Uber Xylem gelangt das von Wurzeln aufgenommene Wasser in die Blatter;

« Uber Phloem werden die Assimilate von den Blattern zur Wurzel und in andere
Pflanzenteile transportiert.

Photosynthese als ein biophysikalisch-chemischer ProzeB 1aBt sich in zwei Abschnitte

unterteilen:

+ Lichtreaktion, der Photo-Teil, bei dem im wesentlichen biophysikalische Vorgange
ablaufen (Photonenabsorption, Elektronenanregung und -ubertragung). Dabei wird
die Lichtenergie in die chemische Energie umgewandelt.

« Dunkelreaktion, der sogenannte Calvin-Zyklus, der Syntese-Teil, bei dem im
wesentlichen biochemische Vorgange ablaufen und Kohlenhydrate (Glykose)
entstehen.

Die Begriffe Licht- und Dunkelreaktionen bedeuten, daB diese Teil-Reaktionen auf einer
Seite "lichtabhangig" (Lichtreaktion) und auf anderer Seite "lichtunabhangig"
(Dunkelreaktion) ablaufen. Jedoch kénnen beide Reaktionen gleichzeitig tagsiber laufen.
Wie Abbildung 3.3.1. verdeutlicht, sind Licht- und Dunkelreaktionen eng miteinander

verbunden.
w
H,O0 Lichtreaktion g (0 ]}

2 NADP* 2 NADPH/H* 3 ADP 3 ATP
CO, Dunkelreaktion > CsH 1,0,

Abb.3.3.1: Zusammenwirken von Licht- und Dunkelreaktion der Photosynthese.
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Lichtreaktion

Bei der Lichtreaktion wird die Strahlungsenergie in die chemische Energie umgewandelt.
Diese Umwandlungen erfolgen bei Reaktionen, die an groBen Enzymkomplexen in den
Thylakoidmembranen der Chloroplasten ablaufen. Die dabei ablaufenden Prozesse sind:

+ Wasserspaltung (Photolyse des Wassers)

+ ATP-Bildung (Photophosphorylierung)

+ Reduktion von NADP* zu NADPH/H"

Durch die Aufnahme der Lichtenergie werden zwei Elektronen aus dem Photopigment
Chlorophyll  ausgestoBen. Diese freigesetzten Elektronen hinterlassen eine
Elektronenlicke im Reaktionszentrum, die einen Elektronentransport von einem
Wassermolekiil zu einem NADP* Molekiil zur Folge hat. Der entscheidende Aspekt dabei
ist, daB ein PhotonenfluB in einen ElektronenfluB umgewandelt wird. Wasser liefert die
Elektronen, wahrend das Coenzym NADP* als Elektronenakzeptor fungiert. Der
Elektronentransport erfolgt lber eine Elektronentransportkette. Dabei wird die Energie
"portioniert", die zur Photophospho-rylierung genutzt wird, um eine Phosphatgruppe an
ADP zu binden und damit ATP zu erzeugen. Generell wird wahrend der Lichtreaktion die
Energie des absorbierten Lichtes genutzt, um die chemischen Substanzen ATP und
NADPH/H* herzustellen, die im Calvin-Zyklus weiterverwendet werden. Dabei wird durch
die Wasserspaltung (Photolyse) molekulares Sauerstoff in die Atmosphare freigesetzt.

Dunkelreaktion ( Calvin-Zyklus)

Wahrend der Dunkelreaktion werden Kohlenhydrate durch eine Reduktion von
Kohlenstoff produziert. Der Zyklus beginnt mit der CO,-Fixierung aus der Luft. Zuerst
wird Kohlendioxid von einem Akzeptor gebunden. Der gebundene Kohlenstoff wird dann
durch die Aufnahme von Elektronen zum Kohlenhydrat reduziert und anschlieBend wird
CO; in Glucose-6-Phosphat umgewandelt. Da Glycosemolekiil aus 6 C-Atomen besteht,
werden flir seine Synthese 6 Molekile CO, benétigt. Das Reduktionsmittel NADPH/H*
wird dabei zu NADP* oxidiert. Die benétigte chemische Energie liefert das in der
Lichtreaktion gebildete ATP.

Chloroplasten - Ort der Photosynthese

Die Photosynthese der griinen Pflanzen findet in den Chloroplasten statt (Abb.3.2.2).
Typische Mesophyllzelle des Blattes enthélt 30-40 Chloroplasten, aber die meisten
Chloroplasten, bis 400 pro Zelle, befinden sich in Palisadenparenchym. Die
Berechnungen fiur Rizinusblatt zeigen, daB etwa 82 % der Chloroplasten dem
Palisadengewebe angehdren.

Aufbau der Chloroplasten

Chloroplasten sind linsenformige Zellorganelle (ca. 6 pum). Im Inneren des Chloroplastes
befindet sich eine 7 nm dicke Doppellipidschicht, die als Thylakoidmembran bezeichnet
wird. Das Stroma, eine wiskose Flissigkeit, ist von zwei Thylakoidmembranen
umgeschlossen. An manchen Stellen bilden die Thylakoide geldrollenartige Stapel, diese
nennt man Grana. Ein komplexes System vom Thylakoidenmembranen trennt das
Stroma von Thylakoid-innenraum. Die Photopigmente befinden sich in den
Thylakoidenmembranen (Abb.3.3.2).

Thylakoide enthalten die Komponenten des Photosyntheseapparates, die fir die
Energieumwandlung zustandig sind: die lichtsammelnden Proteine, die
Pigmentenkollektive der Photosysteme | und I, die Proteinsysteme des Elektronen-
transportes, das Elektroenzym ATPase [Renger 1987]. Das Stroma enthadlt die
Komponenten, die fir die Substanzumwandlung zustdndig sind: Enzyme des Calvin-
Zykles und Enzyme weiterer Stoffwechselprozesse.

Die isolierten Chloroplasten erzeugen bei der Belichtung Sauerstoff und Kohlenhydrate,
sie kénnen also auch auBerhalb der Zelle photosynthetisch aktiv sein. Sie enthalten alle
Enzyme, die flir die Durchfiihrung der Photosynthese notwendig sind.
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Abb.3.3.2: Lokalisierung des Potosyntheseapparates im Pflanzenblatt.

3.3.2. Photosynthesepigmente

Photosynthese beruht im Wesentlichen auf dem Elektronentransport. Dazu muf3
Sonnenlicht in den Zellen von Pflanzen Elektronen freisetzen. Dies geschieht Ulber
Pigmente, die in charakteristischen Wellenlangen absorbieren.. Die Photosynthese stellt
einen komplexen Vorgang dar, bei dem mehrere Pigmente beteiligt sind. Die pflanzliche
Photopigmente lassen in zwei Kategorien einteilen:

primdre Photosynthesepigmente, die die Lichtenergie aktiv absorbieren und direkt
am photochemischen Prozef beteiligt sind:
- Chlorophyll a [Absorptionsmaxima bei 450 und 680 nm]

akzessorische Pigmente (Hilfspigmente), die die Lichtsammlung (bernehmen und

damit den Wirkungsgrad beim "Einfangen" von Lichtquanten erhéhen und das photosyn-

thetischen Apparat vor Photozerstdérung schiitzen:

- Chlorophyll b [Absorptionsmaxima bei 450 und 680 nm]

- Carotinoide (Carotine, Xantophylle) [mehrere Absorptionsmaxima von 380 bis 550
nm]

Der wichtigste Photorezeptor der Photosynthese ist Chlorophyll, das eigentlich ein
Farbstoffgemisch aus zwei Komponenten ist: Chlorophyll a und Chlorophyll b, die etwa in
einem Mengenverhéltnis von 3:1 auftreten. Sowohl die Strukturformel (Abb.3.3.3) als
auch das Absorptionsspektrum (Abb.3.3.4) vom Chlorophyll b ahneln denen vom
Chlorophyll a.
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Chemischer Aufbau des Chlorophyll-Molekiils

Das Chlorophyll ist ein griiner Pflanzenfarbstoff, der mit dem roten Blutfarbstoff Hdmin
chemisch verwandt ist. Es sind Mg-Komplexe, die sich vom Porphin ableiten. Der
wichtigste Bestandteil des Chlorophylls ist der Porphyrinring mit dem Magnesium-Ion
Mg(2+) als Zentralion (Abb.3.3.3). Dieser "Kopf" des Chlorophyllmolekiils ist der
entscheidende Teil fur die Lichtabsorption. Im Porphyrin — dem Ringsystem mit seinen
zahlreichen konjugierten Doppelbindungen - sind zahlreiche lockere m-Elektronen
vorhanden, die bereits von relativ langwelligem Licht angeregt werden. An den Kopf ist
eine Phytolkette gebunden. Das ist ein langkettiger Alkohol. Damit wird das Molekl in
der Thylakoidmembran verankert. Da der Porphyrinring hydrophile Eigenschaften zeigt,
besitzt das Chlorophyll-Molekil auch einen polaren Charakter. Dies ist bedeutungsvoll fir
die Orientierung der Molekile in den Thylakoidmembranen der Chloroplasten.

Chlorophyll a und b unterscheiden sich nur in einer der funktionellen Gruppen am
Porphyrinring. Diese funktionellen Gruppen sind an der Stelle, die mit "R" (fur Rest)
gekennzeichnet ist, mit dem Porphyrinring verknipft.

r (2]
UN - E
& Chlorophyila R=CH;
R
5 =
AN
L&
/
I
Porphyrinring Phytolkette
Abb.3.3.3: Strukturformel von Chlorophyll a und b.
Photosysteme

Durch die Versuche wurde bewiesen, daB mehrere hundert Chlorophyllmolekiile bendtigt
werden, um ein Sauerstoffmolekll aus einem Photon zu produzieren [Bowers 1967].
Dieses Ergebnis zeigt, daB der Uberwiegende Pigmenten-Teil als Lichtfalle wirkt, die
dafir sorgt, daB Photon zu einem Reaktionszentrum transferiert wird, in dem schlieBlich
die Lichtenergie in die chemische Energie umgewandelt wird. Einen solchen Komplex aus
hunderten von Chlorophyllmolekiilen, an dem aber auch andere Pigmente und Proteine
beteiligt sind, nennt man eine photosynthetische Einheit. Diese Zusammenarbeit der
Pigmente in einer Einheit flhrt zu einer besonders effizienten Ausnhutzung des
eingestrahlten Lichtes.

Experimente zeigen, daB es zwei photochemische Ereignisse gibt, die zwar mit
unterschiedlichen Pigmentsystemen arbeiten aber miteinander kooperieren:

* Photosystem I (PS I) fur Licht [angerer Wellenlangen (> 700 nm)

« Photosystem II (PS II) fir Licht kiirzerer Wellenlangen (< 680 nm)
Bislang ist es noch nicht geklart, wie die beiden Systeme miteinander kooperieren und
wie sie mit der ATP- und NADPH-Bildung zusammenhangen. Die beiden Photosysteme
sind in Serie geschaltet und beide sind notwendig, damit die Photosynthese vollstidndig
ablauft. Das Reaktionszentrum jedes Photosystems wird durch je ein Molekil Chlorophyll
a reprasentiert (Chl 700 fir PS I und Chl 680 fiir PS II).
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3.3.3. Spektroskopie der Pflanzenblatter im VIS Bereich

Spektroskopie der Photosynthesepigmente

Die Spektralcharakteristika von Chlorophyll sind durch sein Molekularaufbau bedingt. Der
aus vier aromatischen, heterozyklischen Finfringen gebildete Porphyrinring besitzt 11
konjugierte Doppelbindungen mit leicht anregbaren mElektronen (Abb.3.3.3). Dieser
Molekiilabschnitt ist daher maBgeblich fir die Lichtabsorption und Farbigkeit
verantwortlich. Die t-Elektrone absorbieren vor allem Lichtquanten der Wellenlangen
430 bis 470 nm (blaues und blaugriines Licht) sowie 640 nm bis 660 nm (oranges und
rotes Licht). Durch die Absorption eines Lichtquantes kénnen Elektronen auf das
energetisch hoherliegende Orbital gebracht werden.

Spektren des Chlorophyll 2 Ausschnitt aus Termschema
nach Jablonski
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Abb.3.3.4: Schematische Darstellung der Absorptions- und Emissionsspektren von
Chlorophyll a (links) und das Termschema der elektronischen Zustdnde (rechts).

Das Absorptionsspektrum von Chlorophyll a ist in Abb.3.3.4 dargestellt. Es besitzt zwei
ausgepragte Maxima bei 450 und 680 nm. Diese entstehen durch den Ubergang vom
Grundzustand Sy zu hoéheren Singuletzustanden S, (Jablonski-Diagramm, rechts in
Abb.3.3.4). Man stellt fest, daB der Bereich gréBter photosynthetischer Aktivitdt und
damit das Absorptionsmaximum im roten Bereich des Farbspektrums liegt. Blaue
Strahlung wird ebenfalls sehr stark absorbiert, ist aber photosynthetisch etwas weniger
wirksam. Hohere Anregungszustande kénnen strahlungslos in den S;-Zustand Gbergehen
oder durch einen Eneregietransfer auf Nachbarmolekiille deaktiviert werden. Die
Ubertragung des Anregungszutandes aus der Antenne in das Reaktionszentrum findet in
Form einen Exiton vom S;-Zustand des Chlorophylimolekiils statt [Dau 1996]. Insgesamt
gibt es folgende Mdéglichkeiten, wie aus S;-Zustand der Grundzustand S, erreichen
werden kann:

« durch die Ubertragung der Anregungsenergie auf ein benachbartes Pigmentmolekiil,
« lber die thermische Deaktivierung durch Abgabe der Energie als Warme,
» durch Fluoreszenz Uber Ausstrahlung einzelner Lichtguanten (Maximum bei 690 nm),
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« indirekt als Phosphoreszenz liber einen Tripletzustand (Maximum bei 740 nm).

Spektren des Blattes im visuellen Bereich

Ein Laubblatt erscheint sowohl im Auflicht als auch im Durchlicht grin. Dies 1aBt bereits
einige Rickschlisse auf das Reflexions-, Absorptions-, Transmissionsvermégen zu.
Damit ein Blatt im Auflicht und Durchlicht griin erscheint, muB die auftretende Strahlung
im Grinbereich des Spektrums nicht nur am starksten reflektieren und transmittieren,
sondern muB auch die Strahlung in den (brigen Spektralbereichen weitgehend
absorbieren.

Absorptionsspektrum vom Blatt (Abb.3.3.5) und Wirkungsspektrum der Photosynthese
zeigt tatsachlich, daB das blaue und rote Licht photosynthetisch besonders effektiv sind.
Ein hohes Absorptionsvermégen wird im Ultraviolett und im sichtbaren Bereich durch
Blattpigmente wie Chlorophyll, Carotin und Anthocyan hervorgerufen, welche
elektronische Absorptionsbanden in diesen Regionen haben [Gates 1970]. Aus dem
Diagramm ist es ersichtlich, daB Photosynthese auch auBerhalb der Wellenlangen
stattfindet, die von Chlorophyll a nicht absorbiert werden. Verantwortlich daflir sind die
akzessorischen Pigmente, die den Primarpigmenten die Zubringerdienste leisten, indem
sie dessen Absorptionsliicken aufflillen und damit das gesamte Spektrum des sichtbaren
Lichts der Photosynthese verfligbar machen.

Blattspektrum

Absorption

400 &00 =ulu] Foo
Wellelange (nmj)

Abb.3.3.5: Absorptionsspektrum vom Blatt (Tabak) und seine Zerlegung in die
Komponenten: Chlorophyll a, b und Carotin.

Durch die Mehrfachstreuung des Lichtes innerhalb des Blattes an Zellwdnden und an
mannigfachen Partikeln und Strukturen innerhalb der Zellen wird der Lichtweg verlangert
und dadurch werden die Absorptionsbanden breiter und intensiver als diese flir die
extrahierten Photopigmenten.

Lumineszenzprozesse im Blatt

Neben der Absorption ist auch die Fluoreszenz der Pigmente eine wichtige optische
Eigenschaft des Pflanzenblattes. Die Fluoreszenz ist die Lichtabstrahlung nach der
Lichtabsorption. Hervorzuheben ist das Pigment Chlorophyll a, welches bei 685 nm und
730 nm im Verhaltnis 1:4 fluoresziert. Die Fluoreszenz von phenolischen Substanzen
liegt zwischen 350 und 600 nm mit Maxima bei 440 nm (blau) und 540 nm (grin). Das
meBbare Fluoreszenzemissionsspektrum eines Blattes wird wesentlich durch die
Absorption der Farbstoffe beeinfluBt, die ein Teil des innerhalb des Blattes emittierten
Fluoreszenzlichtes reabsorbieren. Aus der Reabsorption kann man aber auch auf die
Farbstoffkonzentration zurtickschlieBen [Gitelson 1998].

Der Prozentsatz des Uber die Fluoreszenz abgestrahlten Lichtes liegt zwischen 3 und 7%
bei intakten, photosynthetisch aktiven Blattern und 30 % bei isolierten Chloroplasten-
extrakten. Er hat eine messtechnische Bedeutung, weil er ein MaB fir den
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physiologischen Zustand und die Photosyntheseaktivitat der jeweiligen Probe ist. Nach
einer energetischen Abschatzung ist die Fluoreszenz von Chlorophyll a ungefahr 200 mal
kleiner als die Absorption und spielt daher bei der passiven Fernerkundung eine
untergeordnete Rolle [Gege 1994]. Bei der aktiven Fernerkundung ist durch gezielte
Anregung der Pigmente mit Laserlicht eine Konzentrationsbestimmung der Pigmente
durch Fluoreszenz moglich [Ginther 1986]. Phosphoreszenz tritt sehr selten auf und ist
unter normalen physiologischen Bedingungen kaum nachweisbar.

Bei Pflanzen ist die dunkelrote Chlorophyll-Fluoreszenz am besten untersucht. Daneben
gibt es auch die in letzter Zeit starker untersuchte Blau-Grin-Fluoreszenz, die von
phenolischen Substanzen der Epidermis gemessen wird. In jlngster Zeit wurden
Lumineszenzbildanalyse von Pflanzen durchgefiihrt. Dabei wird die Fluoreszenz von
Pflanzen mit hochempfindlichen CCD-Kameras aufgezeichnet. Aus der Verteilung der
Fluoreszenzintensitét kann man auf Farbstoffzusammensetzung und eventuell auf
Photosyntheseaktivitat schlieBen [Buschmann 1998, Lichterthaler 1997].
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3.4. Pflanzenblatt als waBriges System

«Wasser...es ist nicht so, daB man dich zum Leben braucht;
du selber bist das Leben!» Antoine de Saint Exupery

Das Leben auf der Erde hat sich im Wasser entwickelt, und alle Lebensprozesse spielen
sich im waBrigen Medium ab. Die Pflanzen bestehen wie alle Organismen gréBtenteils
aus Wasser. Ein Pflanzenblatt erhdlt im Durchschnitt 80-90% Wasser. So stellen die
Kenntnisse zu Blattwasserhaushalt und -verteilung einen sehr wichtigen Sektor der
Pflanzenkunde dar.

3.4.1. Wasser als physiologischer Faktor fiir Pflanzen

Die Umfassende Bedeutung von Wasser bei allen physiologischen Prozessen und
Austauschvorgéngen zwischen der Pflanze und ihrer Umwelt fiihrt dazu, daB UberschuB
und Mangel dieses universellen Ldésungs- und Transportmittels fir die Existenz-
bedingungen der Pflanzen entscheidend sind.

Wasser dient als Losungsmittel flir Mineralstoffe und ist das Medium fir ihrer Fern- und
Nahtransport in der Pflanze. Im waBrigen Milieu des Protoplasmas finden die
biochemische Reaktionen am Umsatz der organischen Struktursubstanzen statt.
Wassermolekiile werden verbraucht oder bilden sich bei vielerlei Umsetzungen im
Verlauf des dabei ablaufenden Auf-, Um- und Abbaus von organischen Molekiilen.
Wasser reguliert Gber die Hydration und Quellung den Zustand der Zelle [Larcher 1994].

Wasser in Pflanzen tGbernimmt folgende wichtige Funktionen:
» Festigung des Pflanzenkérpers (Hydroskelett);

« Transportmittel (Assimilate, Nahrstoffe);

+ Elektronendonator (Wasserphotolyse bei Photosynthese);
+ Ideales Lésungsmittel ( Dipolcharakter vom Wasser);

+ Reaktionspartner in Stoffwechselprozessen;

+ Transpiration : Beteiligung an der Warmeregulation;

« Auffanger der Endprodukte in Vakuole.

Wasserfliisse in Pflanzen

Eine Pflanze ist durch zwei Wasserflisse mit ihrer Umgebung verbunden. Der eine ist die
Wasseraufnahme durch die Wurzel und gegebenenfalls durch die andere Oberflachen,
der zweite ist der Wasserveriust durch Transpiration und in einigen Sonderfallen die
Wasserabgabe durch Guttation. Diese beide Wasserflisse bestimmen die Wasserbilanz
und damit der Wasserzustand der Pflanzen. Es laBt sich ein einfaches Bild der
Transportvorgange in der Pflanze aufstellen: Die Pflanze nimmt lGber die Wurzeln das
Wasser und anorganische N&hrstoffe auf. Uber das Xylem werden diese zu den Blattern
geleitet. Dort verdunstet das Wasser und verlaBt das Blatt durch die Stomata. Der
Wasserstrom im Xylem ist eine Folge der stetigen Abnahme des Wasserpotentials von
der Wurzel bis zum Blatt.

Das GefaBsystem ist auf rasche Weiterleitung und Verteilung des Wassers in gesamter
Pflanze eingerichtet. Das Wasser wird hauptsachlich als Massenstrémung in
GefaBleitung beférdert. In den Blattern leitet sich die Xylembahnen auf feine
Verastelungen auf, an deren tracheidalen Enden des Wassers vom
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GefaBblindelparenchym Gbernommen wird, von dort aus verteilt es sich durch
Wasserverschiebung auf die Mesophyllzellen.

Wasseranpassung der Pflanze:

Xerophyten: Trockener Standort, Blatter klein und teilweise behaart, Cuticula dick,
Stomata eingesenkt, groBes Wurzelwerk.

Sukkulenten: Sehr trockener Standort, dicke fette Blatter, Oberflache allgemein
verkleinert, speichern Wasser der Regenzeit und geben es langsam ab. Stomata nur
nachts geoffnet.

Hydrophyten: Wasserleben, Blattoberflache vergroBert, CO, an ganze Oberflache
aufgenommen, keine Stomata.

Hygrophyten: Feuchter Standort, groBe Blatter mit zarter Oberhaut um Transpiration
zu erhéhen, Stomata herausgehoben.

3.4.2. Wasserverteilung im Blattgewebe

Abhangig vom Zelltyp und Zustand einer Pflanzenzelle kann ihr Wassergehalt von 60 bis
98% variieren. Im Mittel besteht ein Blatt zu 80 - 90 Gewichtsprozent aus Wasser. Auf
das Volumen bezogen hangt der Wassergehalt stark vom zelluléaren Aufbau des Gewebes
ab. Der heterogene Aufbau des Blattes hat zur Folge, daB auch das Wasser im Blatt sehr
heterogen verteilt ist, so enthadlt z.B. 1 mm3 Schwammparenchym deutlich weniger
Zellen (also auch weniger Wasser) als 1 mm3 des Palisadenparenchyms. Die der duBeren
Epidermis unterlagerte Schicht besteht aus groBen wasserspeichernden Zellen. In den
einzelnen Abschnitten einiger Blatter wurde eine lineare Korrelation zwischen
prozentualem Anteil an Parenchymgewebe und Wassergehalt ermittelt.

Die Kapazitat, in den Vakuolen Wasser zu speichern, ist von der Molaritat der darin
gelosten Substanzen abhangig. Man spricht dabei vom osmotischen Wert (Osmolaritat).
Die Vakuolen parenchymatischer Zellen dienen als Depots fiir eine Reihe kleiner
Molekiile. Aus der physikochemischen Bedingung folgt, daB gerade solche Zellen fiir eine
hohe Wasseraufnahmerate pradestiniert sind. Neben den organischen Verbindungen
speichern Parenchymzellen groBe Mengen an Wasser. In den meisten
parenchymatischen Geweben, vor allem denen mit Speicherfunktion, gibt es nur kleine,
teilweise sogar gar keine Interzellularen. Das ist durch den hohen osmotischen Druck
(Turgor) der einzelnen Zellen, erklarbar.

Im Laufe der Entwicklung vom jungen, stark wachsenden zum ausgewachsenen Blatt
adndert sich der Aufbau verschiedener Gewebeteile, was auch eine Anderung des
relativen Wassergehalts zur Folge hat. So geht das Streckungswachstum mit einer
Volumenzunahme der Zellen durch die Aufnahme von Wasser.

Sukkulente Blatter

Besonders augenscheinlich groBe Wassermenge (bis 98 %) erhalten Gewebe sukkulenter
(dickfleischiger) Pflanzen (Kalanchoe, Aloe, Kakteen), wobei ganzer Pflanzenkdrper oder
Blatter als Wasserspeicher verwendet werden.

Funktion des Wassers in einer Zelle

In der Zelle kommt Wasser in verschiedenen Weise vor:
Konstitutionswasser: Wasser in chemische Bindungen fest gebunden, nicht verschiebbar;
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Hydradationswasser: Quellungswasser an Ionen, Makromolekiile; nicht sehr fest
gebunden;

Imbitionswasser: Kapillarwasser in Mikrozwischenrdumen zwischen Feinstrukturen;
Depotwasser: Wasser in Depotraumen (Vakuole);

Interstitielles Wasser: Transportwasser (Xylem, Phloem, Interzellularen) [Lésch 2001].

Eigentlich ist Wasser in Pflanzen nie frei verfligbar. Das ist eine Schutzvorrichtung, da es
nie leicht abgegeben werden kann.

Hydradations- oder Quellungswasser

Bedingt durch ihren Dipolcharakter heften sich Wassermolekiile in flexiblen Clustern
aneinander und an geladenen Oberflachen. Stark geladene Ionen in der GréBenordnung
von Wassermolekilen binden diese um so fester, je groBer die Ladung und je kleiner der
Radius des Ions ist. Unmittelbar an der Ionenoberflache sind die Wassermolekiile durch
das elektrostatische Feld des Ions stark gebunden und nahezu unbeweglich. Ganz
ahnliche Verhaltnisse herrschen an der Oberflaiche von EiweiBmolekiilen und
Polysachariden. Die Wassermolekile lagern sich an polare Gruppen an und bauen
mehrere Ubereinander liegende, nach auBen immer leichter verschiebende Schichten
struktuierten Wasser auf. Hydrationswasser macht nur 5-10 % des gesamten Wasser der
Zelle aus, doch diese Menge ist unbedingt lebensnotwendig. Schon bei geringer
Abnahme des Hydrationswassers kommt es zu schwerwiegenden Strukturstérungen des
Protoplasmas.

Kapillarwasser

Der groBere Teil des Quellungswassers im Protoplasma und in der Zellwand ist kapillar
gebunden. Pflanzenzellwande ziehen je nach der Dichte der Fibrillenlagerung Wasser mit
einem Sog von 1,5-15 Mpa an sich. Der Druck, mit dem das Wasser an der Oberflache
der Strukturelemente einer Matrix haftet, wird Quellungsdruck genannt.

Depotswasser

Am leichtesten beweglich ist das Wasser in den Kompartimenten der Zelle, die als
Lésungsreservoire dienen. In der Blattern ist mehr als die Halfte des vorhandenen
Wasser auf diese Weise gespeichert. Auch dieses Wasser ist nicht vorkommen frei
verfigbar, es ist osmotisch an geléste Stoffe wie Zucker, organische Sauren, sekundare
Pflanzenstoffe und Ionen gebunden. In Protoplasten mit Zentralvakuole besteht ein
enger Zusammenhang zwischen der osmotischen Wasserbindung im Zellsaftraum und
der Wasserverfligbarkeit im Protoplasma. Der potentielle osmotische Druck des
Zellsaftes kann daher Indiz fir den Wasserzustand im Zellinneren und damit des
Protoplasmas angesehen werden.

3.4.3. Bestimmung des Wassergehaltes im Blattgewebe

Der Wassergehalt sagt aus, wieviel Wasser ein Organismus enthalt:
Wassergehalt = Frischmasse - Trockenmasse

Gravimetrische Methode

Der Wassergehalt eines Pflanzenorgans oder der Gewebe kann auf verschiedene Weise
angegeben werden: Als Wassermenge pro Trockengewicht (TG), pro Gesamt- bzw.
Frischgewicht (FG) oder pro Sattigungswassergehalt. Am weitesten verbreitet ist es, den
prozentualen Anteil des Wassers am Gesamtgewicht des Organs nach
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Wassergehdt (%) = %* 100

zu bestimmen. Solche Definition des Wassergehaltes bezieht sich auf den aktuellen
Wassergehalt zum Zeitpunkt der Bestimmung. Sie sagt fur sich genommen aber wenig
aus, da der Zeitpunkt der Bestimmung willkirlich oder zufallig gewahlt wurde.

Die konventionelle Bestimmung des Wassergehaltes erfolgt, wie aus der oben gezeigten
Formeln ersichtlich, gravimetrisch, als Differenz zwischen Frisch- und Trockengewischt.
Zum Ermittlung von letzterem wird die zu untersuchende Probe (ein Blatt) bei 105°C bis
zur Gewichtkonstanz getrocknet. Eine schonendere Trocknung, die kleinere organische
Molekiile wie Zucker fiir die weitere Analyse verfiigbar héalt, kann bei 60 - 70°C bei
entsprechend langerer Trockenzeit erfolgen. Die vollstandige Trocknung wird wahrend
dieser Behandlung tiber mehrmale Wiegungen bis zur Gewichtskonstante kontrolliert.

Bei meistens Fragestellungen wird diese destruktive Methode das Optimum an
Zuverlassigkeit und einfacher Handhabung darstellen. Wenn es darum geht, uber
langere Zeitraume hin wechselnde Wassergehalte jeweils des gleichen Objektes unter
nicht-destruktiven Bedingungen zu ermitteln, ist das Verfahren jedoch unbrauchbar.

Zerstorungsfreie und in-situ Methoden

Grundlage von zerstérungs- und berlhrungsfreien Ermittlungen des pflanzlichen
Wassergehaltes sind in der Regel Korrelationen der unterschiedlichen Absorption
radioaktiver bzw. elektromagnetischer Strahlung durch Wasserkérper und deren
Volumina.

Zur praktischen Anwendung wurden hierzu insbesondere Messungen der B-Strahlung-
Absorption, der Absorption von Mikrowellen und die kernmagnetische Resonanzanalyse
entwickelt. Des weiteren kdénnen Blattwassergehalte liber den elektrischen Widerstand
bzw. die Leitfahigkeit der Blatter charakterisiert werden. Und schlieBlich gewinnen
spektrale Methoden der Reflexionsmessungen im Infrarotbereich, wo die wichtigsten
Wasser-Absorptionsbanden liegen, zunehmend an Bedeutung.

B-Strahlung-Mesungen beruhen auf EinfluB des Wassergehaltes auf die
Strahlungsdurchlassigkeit von Pflanzengeweben. Der Kurvenverlauf der Absorption folgt
dabei der Exponentialfunktion [Buschbom 1970]. Die fir die jeweilige Blattstruktur
spezifischen Absoptionskurven miissen empirisch ermittelt werden. Das heit, daB die
Absoptionscharakteristik fur den jeweiligen Anwendungsfall zunachst mittels destruktiver
Wassergehaltsbestimmungen an Parallelproben geeicht werden muB.

Die Einschrankung, auf jeden Fall zunachst Uber die gravimetrische
Wassergehaltsbestimmung eine empirische Eichkurve fir die kontinuierliche, nicht-
distruktive Wassergehaltsmessung aufstellen zu missen, gilt auch fir alle weiteren
ahnlichen Verfahren. So ist die Absorption von elektromagnetischen Wellen im
Gigaherzbereich durch unterschiedlich dicke Wasserschichten, die in ahnlicher Weise
Bestimmung von Blattwassergehalten herangezogen werden kann, vor der Anwendung
spezifisch auf jeweiligen Blattyp zu eichen [Schulze 1984].

Die Absorption der Mikrowellen folgt dem Lambert-Beerschen Gesetzt der
Strahlungsabsorption. Da in Mikrowellenbereich die Absorptionskoeffizienten des
Wassers sehr groB sind, ist das Verfahren nur bei Eingdringtiefen eingesetztbar, die der
Dicke von diinnsten Blattern entsprechen [Kreeb 1986, Harbinson 1987]. Kernspinen-
resonanz-(NMR)-Messungen haben sich auch in jlngerer Zeit bei der Wasser-
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mengebestimmung etabliert. Mit geeigneter technischer Anordnung und Computer-
aufbearbeitung werden aus den erhaltenen Resonanzspektren Informationen Uber den
Gesamtwassergehalt eines Gewebes erhalten, u. U. sogar Uber die Aufteilung dieses
Wassergehaltes auf unterschiedliche Fraktionen (hinsichtlich des Aggregatzustandes).
Wird statt eines einheitlichen Magnetfeldes ein Magnetfeldgradient verwendet, kénnen
die NMR-Signale die Wasserverteilung in der Probe mit raumlichen Auflésung anzeigen
(NMR-imaging) [Loughman 1984; Ratcliffe 1994].

Eine GroBe, die direkt mit dem Wassergehalt zusammenhangt, ist die Warmekapazitat
pro Blattflache. Gewebeteile mit mehr Luftrdumen kdénnen Temperaturanderungen
schneller folgen als solche mit hohem Wasseranteil. Auf diesem Wege laBt eine Messung
der Warmekapazitat Rickschllisse auf den Wassergehalt des Blattes zu [Dauwe 1997].

Auch Messungen der Veranderungen der Dielektrizitdtkonstante in Abhangigkeit vom
Blattwassergehalt oder der hydrationsabhangigen elektrischen Leitféahigkeit pflanzlicher
Gewebe werden gelegentlich genutzt. [Slavik 1974]. Bei dieser Methode wird die
MeBeinrichtung das Pflanzengewebe zwar beriihrt aber nicht zerstort.

Bisher nicht so sehr fiir Wassergehaltsmessungen auf dem Integrationsniveau des
Blattes oder der Einzelpflanze, sonder zur Erfassung von Wassergehaltsanderungen in
Pflanzenbestdnden werden in zunehmenden MaBe IR-Reflexionscharakteristika der
Vegetation bei Fernerkundung (remote sensing) herangezogen (Kapitel 2.3.3). Die
Sensoren sind hierfiur von Flugzeugen, vor allem aber von Satelliten getragen. Geeignete
Wellenlangenbereiche liegen bei den Absorptionsbanden des Wassers im NIR-Bereich.
Vielfach sind auch die Quotienten der Reflexionswerte bei NIR-Bereich und bei
Referenzwellelangen in nicht-absorbierenden Bereich des Spektrums aussagekraftig
[Scholten 2002, Tucher 1980].

3.4.4. Energetischer Zustand des Pflanzenwassers

Fir die biochemische Aktivitat von Pflanzenzellen ist nicht nur die vorhandene
Wassermenge, sonder der thermodynamische Zustand des Wassers wichtig. In
Pflanzenphysiology wird immer der Begriff Wasserzustand verwendet. Zwar wurde es nie
genau erlautert oder klar definiert, er diente aber immer dazu, die "momentanen Folgen"
der Wasserbilanz zu beschreiben [Larcher 1994].

Ist die Wasserbilanz negativ, so ergibt sich fiir die Pflanze ein Nettowasserverlust. Dies
bedeutet zwangslaufig, daB die Pflanze zunehmend weniger Wasser enthalt. Damit steht
ihr fir Wachstum, Stoffwechselvorgange usw. weniger Wasser zu Verfligung und sie
gerat immer mehr in ein Wasserdefizit. Eine WasserfluBrate erlaubt keine Aussage
dariber, wieviel Wasser die Pflanze in irgendeinem Moment enthdlt, wieviel davon
effektiv nutzbar ist oder fir die Aufrechterhaltung von Lebensvorgangen verfligbar sein
muB. Genau dies méchte man mit dem Wasserzustand erfassen.

Wasserzustand ist ein unscharfer Begriff, und aus dieser Unscharfe ergeben sich viele
grundsatzliche Fragen. Was bedeutet es beispielsweise, wenn man sagt, Wasser sei flr
eine Pflanze nutzbar? Wie kann man eine mégliche Aussage quantifizieren? Basiert diese
noch zu definierende WasserzustandsgroBe auf objektiven, physikalisch-chemisch
einwandfreien Grundsatzen? Lassen sich einfache MeBmethoden dafiir finden, und
kénnen damit erhaltene Daten in ein logischen Zusammenhang mit physiologischen
Parametern wie Enzymaktivitdt und Photosyntheseleistung oder Wachstum gebracht
werden?
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Wenn ein Begriff nicht klar definiert wird, ist es sehr schwer, eindeutige GréBen zu seiner
quantitativen Beschreibung festzulegen. So ist es nicht verwunderlich, daB viele
unterschiedliche Ansatze zur Lésung dieses Problems entwickelt wurden.

Grundsatzlich bietet moderne Pflanzenphysiologie zwei unterschiedliche Konzepte an
[Willert 19957:

1. Der Wasserzustand einer Pflanze, eines Pflanzenorgans, eines Gewebes oder einer
Zelle kann mit rein gravimetrischen Methoden beispielsweise als Wassermasse oder
Wasservolumen gemessen werden. Mann bestimmt so den absoluten oder relativen
Wassergehalt. Hieraus kann man eine Reihe weiterer GroBen ableiten.

2. Der zweite Loésungsweg ist die energetische Methode fiir die Bestimmung des
Wasserzustandes. In der Pflanzenphysiologie verwendet man als MaB flir den
energetischen Zustand des Wassers in einer Losung das Wasserpotential, den man mit
dem chemischen Potential reinen Wassers (freie Enthalpie) verglichen werden kann
[Larcher 1994]. In den Losungen ist Wasser osmotisch gebunden, es muB Energie
zugefihrt werden, um dieses Wasser verfligbar zu machen. Das relative Wasserpotential
ist die Arbeit, die bendétigt wird, um gebundenes Wasser einer waBrigen Lésung auf das
Potentialniveau reinen Wassers zu heben. Das Wasserpotential gibt den Betrag an, um
den ein Mol Wasser in der Lésung enthalpiedarmer ist, als reines Wasser.

Definition des energetischen Wasserzustandes

Unserer Meinung nach, man soll die Beschreibung des energetischen Zustandes von
Wassermolekilen auf die Verhaltnisse im pflanzlichen System zu Ubertragen. Ein
energetischer  Wasserzustand  (EWZ) kénnte man als eine  Elektronen-
Schwingungsenergie oder ein Elektronen-Vibration-Zustand von ganzer Menge der
Wassermolekilen bezeichnen. Eine Wassermolekiilen-Menge bedeutet hier das
einheitliche System der Wasserstoffbildungen des Wassers, das eine Pflanze, ein
Pflanzenorgan, ein Gewebe oder eine Zelle enthélt. Wie bekannt geben die optische VIS
und IR Spektren eine Elektronen-Schwingungsenergie des Objektes an. Also kénnte EWZ
mittels optischen Spektroskopie untersucht und nachgewiesen werden. In dieser Arbeit
wurden verschiedene Wasserzustéande in Pflanzenblattern zum erstenmal mittels der
Spektralanalyse entdeckt. Mit Hilfe der bildgebenden Spektroskopie wurde raumliche
Verteilung der verschiedenen EWZ zum erstenmal visualisiert und analysiert.

Energetischer Wasserzustand (EWZ) = Elektronen-Schwingung-Zustand vom Wasser

3.4.5. Spektroskopie der Pflanzenblatter im NIR Bereich

Ein Pflanzenblatt besteht zum U(berwiegenden Teil aus Wasser. Die Absorptions-
eigenschaften des Wassers sind daher fir die Wechselwirkungsprozesse des Lichtes und
Blattgewebe von entscheidender Bedeutung.

Die typischen Bestandteile der Pflanzenblatter, Chlorophylle, haben alle ihre Elektronen-
Absorptionsbanden im VIS Bereich (Kapitel 3.3.3) und alle ihre Fundamental-
schwingungen im MIR- und FIR-Bereich. Auch Kombinationsschwingungen des
Chlorophylls werden nicht im nahen IR beobachtet. Im Nahinfrarotbereich wird Spektrum
hauptséachlich durch Vibrationsbanden des Wassers bestimmt. Im dazwischen liegenden
Bereich von etwa 700 bis 1300 nm existiert eine Llicke im Absorptionsspektrum der
Pflanzen, welche den hohen Reflexionsgrad im nahen Infrarot erklart, obwohl auch in
diesem Bereich sehr schwache Wasserabsorptionsbanden liegen. Die durchschnittliche
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Dicke des Blattes von ca. 300 ym laBt die Absorptionsbanden bis 2 ym registrieren. Die
Intensitat der Absorptionsbanden von MIR Bereich ist gesattigt. Das Reflexionsspektrum
von einem Blatt bei der Austrocknung ist in Abb.3.4.1. dargestellt [Rast 1999]. Mit dem
Austrocknen des Blattes verschwinden die Wasserbanden aus Absorptionsspektren,
dagegen werden die Chlorophyllbanden in ausgetrocknetem Blatt immer noch registriert.
Wie aus Abb.3.4.1. ersichtlich ist, ist Valenzband von Wasserabsorption bei ca. 3 pm in
frischen Blattern gesattigt und die Kombinations- und Oberténe von den Valenz- und
Deformationsmoden lassen sich in der NIR-Spektren des Blattes erkennen. In
Pflanzengewebe kann die exakte Position und Ausprdagung dieser Ubergénge

Informationen daruber liefern, wie das Wasser mit den anorganischen und organischen
Komponenten angeordnet ist.
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Abb.3.4.1: Verdnderung der Reflexion eines Baumwollblattes
durch Lufttrocknung (7 Tage) [Rast 1999].
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Kapitel 4

Material und Apparatur
4.1. Untersuchungsobjekte

Pflanzenblatter

Die Auswahl von Pflanzenarten deren Blatter fir die Untersuchungen herangezogen
wurden geschah aufgrund ihrer Unterschiede in der Struktur des Blattgewebes und im
Wassergehalt. Damit wurden flir die Spektralmessungen die folgenden Pflanzenblattern
verwendet:

 Mesophyte Blatter: Tabak (Nikotina tabacum ) und Rizinus(Ricinus communius);
» Sukkulente Blatter: Kalanchoe (Bryophyllum wund Blossfeldiana), Aloe und
Kakteen.

Flr spezielle Frage wurden z.T. noch einige andere Pflanzenblatter untersucht:
Gingo (Ginkgo biloba), Mammutbaum (Sequoia gigantea).

Mesophyte

Die meisten Untersuchungen wurden an Mesophyten - Pflanzenblattern von Tabak
(Nikotina tabacum L) und Rizinus (Ricinus communius) (Abb.4.1.1) durchgeftihrt. Die
Morphologie, Physiologie und Molekularbiologie von Tabak ist seit langem Gegenstand
vieler Studien [Hannam 1968, Scheible 1977]. Rizinus wurde auch intensiv untersucht
[Schurr 1990].

Abb.4.1.1: Versuchspflanzen von Tabak (a) und Rizinus (b) im Gewé&chshaus.

Die Messungen wurden Uberwiegend an Pflanzen durchgefiihrt, die im Gewdachshaus
kultiviert wurden. Fir einige Experimente wurden die Blatter von Feldpflanzen
verwendet, und solche Blatter werden im weiteren als Feldbladtter bezeichnet. Im Freiland
entwickeln die Pflanzen wesentlich gréBere Blatter als unter Laborbedingungen, die
Rizinusblatter wurden dabei rétlich gefarbt (Abb.4.1.2).

Die Pflanzen wurden hinsichtlich des Entwicklungszustandes ihrer Blatter in drei
Populationen gruppiert: "junge Bléatter", "reife Blatter" und "alte Blatter". Die zeitliche
Entwicklungsdifferenz zwischen jungen und alten Blattern betrug etwa zwei Monate. Die
jungen Blatter waren 1 bis 2 Wochen alt.
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Abb.4.1.2: Versuchspflanzen von Tabak (a) und Rizinus (b) im Freiland.

Sukkulente

Besonders geeignete Objekte fiir die Messung des Wassergehaltes sind sukkulente
Pflanzen (Abb.4.1.3). Unter Sukkulenz versteht man eine aktive Speicherung groBer
Wassermenge in Pflanzengeweben. Um dies zu gewdhrleisten, missen Pflanzen ihre
Zellen und Gewebe vergréBern. Mit anderen Worten sie haben dicke, fleischige Sprosse
und Blatter, in denen Anzahl und GroBe der Parenchymmzellen erhéht sind.

Blattsukkulente

Sukkulente Pflanzen - Kalanchoe Bryophyllum und Kalanchoe Blossfeldiana - dienten
hauptsachlich den Untersuchungen von Wasser (Abb.4.1.3). Sukkulente Pflanzen haben
fleischige Blatter, so daB3 sie groBe Mengen Wasser in ihren Vakuolen speichern kénnen.
Das Wasserspeichergewebe hat wenig Chloroplasten.

Abb.4.1.3: Sukkulente Versuchspflanzen von Kalanchoe Bryophyllum (a)
und Kalanchoe Blossfeldiana (b).

Stammsukkulente

Bei der Stammsukkulenten fungiert der gesamte Achsenkérper als Wasserspeicher und
weist daher einen meist erheblichen Umfang auf. Typisch flir die Stammsukkulennten ist
auch das Fehlen der Laubblatter oder sie sind stark reduziert. Typische Beispiel der
Stammsukkulenten sind Kakteen. Fir die spektralen Untersuchungen des Wasser-
gehaltes wurden in dieser Arbeit auch die Kakteen verwendet.
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Wasserinfiltration des Blattes

Hierfir wurde zundachst das Frischgewicht eines soeben von der Pflanze abgetrennten
Blattes oder Blatteils bestimmt.

Danach wurde das Blatt in eine mit Wasser
gefiullte Kunststoffspritze eingeflihrt und durch
manuelles Anlegen eines Unterdruckes
Vakuuminfiltriert. Nach drei- bzw. flinfmaligem
sukzessivem Entspannen und Anlegen des
Vakuums war der Interzellularraum des Blattes

vollsténdig mit Wasser geflllt, was optisch ﬁ;:
dadurch kontrolliert werden konnte, daB das Blatt 4
nahezu durchsichtig erschien (Abb.4.1.4). alv .

Ublicherweise werden Licht-strahlen im Blatt an /

den Grenzen zwischen Interzellularraum und

Zellverband wegen der unterschiedlichen

optischen Dichte dieser Gewebe gebrochen. Ist

der Interzellularraum mit Wasser gefillt, so

erscheint das Blatt dagegen viel durchsichtiger. Abb.4.1.4: Wasserinfiltration eines
Tabak Blattes: Die mit Wasser

Nach dieser Prozedur wurde das Blatt aus der  infiltrierte Blatthalfte (unten) ist

Spritze entnommen, vorsichtig ohne groBen durchsichtiger als die nichtinfiltrierte

Druck trockengetupft und nochmals gewogen.  Blatthélfte (oben).

Die Differenz zwischen beiden Messungen

resultiert aus infiltriertem Wasser

Herstellung der Losungen von Photosynthesepigmenten

Ethanolische Extraktion

Die kleinen Scheiben wurden mit dem Korkbohrer von Pflanzenblattern abgeschnitten.
Das ca. 5 g Blattmaterial wurde in ein 1,5-ml-Safelock-E-Cup (Kunststoff -Klvette)
Uberflihrt, das sich im 80°C-Heizblock befand und mit 800ul 80% EtO gefiillt war. Mit
geschlossenem Deckel wurde es fir 20 min extrahiert. Danach wurde der auf Luft
abgekiihlte Uberstand in ein anderes 1,5 ml E-Cup (berfilhrt. Die vereinigten
Teilextrakte wurden in einer Tischzentrifuge fir 30 s bei 14 000 U/min zentrifugiert und
der klare, tiefgriine Uberstand, der alle Pigmente enthélt, wurde wieder in ein
entsprechend numeriertes 1,5 ml E-Cup uberfiihrt. Der Extrakt von Photosynthese-
pigmenten konnte ebenfalls in dem mit Alufolie umwickeltem 1,5 ml E-Cup bei 0°C
gelagert werden.

AusgepreBter Rohblattsaft

5 g Blatter wurden kleingeschnitten und das Rohhomogenat wurde zunachst durch zwei
Lagen gepreBt und anschlieBend durch vier Lagen des Verbandmulls mit einer
zwischenliegenden Lage der Baumwolle filtriert. Das Filtrat des Blattsaftes wurde in ein
komplett mit Alufolie umwickeltes 10 ml Reagenzglas Uberfiihrt und ebenfalls bei 0°C
gelagert.
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4.2. MeBgerate

Spektrale Messungen

Die Transmissions- und Absorptionsspektren wurden mit einem HP 8453 Spektrometer,
einem UV-Vis-NIR-Photospektrometer Scan 500 aufgenommen. Daneben wurde ein
weiteres Miniaturspektrometer OceanOptics USB2000 fir Einzelmessungen eingesetzt.

HP 8453 Spektrometer

Fir Kontrollmessungen wurde ein HP 8453 Spektrometer (190-1100 nm) verwendet.
Das HP 8453 Spektrometer ist ein Einfach-Strahl-Spektrometer und weist dadurch eine
hohe Empfindlichkeit auf. Um eine Probe (Pigentenextrakt, Wasser; Pflanzenblatt) zu
messen, wird zuerst ein Referenzspektrum I, aufgenommen und gespeichert. Als zweiter
Schritt wird das Spektrum der Probe aufgenommen und intern das Transmissions- oder
Absorptionsspektrum berechnet.

UV-Vis-NIR-Photospektrometer Scan 500

Das UV-VIS-NIR-Spektrometer Scan 500 (Varian, USA) ist ein Zweistrahlspektrometer
fir hoch empfindliche Spektralmessungen in einem breiten Bereich von 190 nm bis 3300
nm. Dieses Forschungsgerét ist besonders zur Analyse biologischer, stark absorbierender
und streuender Proben geeignet. Damit wurden die Spektren von Pflanzenblattern und
Wasserproben mit einer hohen Auflésung im VIS-NIR Spektrumbereich gemessen.

Bei den verwendeten Kivetten handelt es sich um Quarz-Kiivetten, die eine
WellenlangendurlaBigkeit von 220-3000 nm besitzen. Diese Kivetten sind in
verschiedenen Dicken vorhanden, so daB die Wegldnge des Lichtes durch die Probe
einfach variiert werden kann.

FiberOptic iniaturspektrometer S2000

Fir lokale Spektralmessungen an Blattern wurde das -_ III

Miniaturspektrometer S2000 (Ocean Optics B.V,
Duiven, Netherlands) eingesetzt (Abb.4.2.1). Dies ist
ein kompaktes Spektrometer, das besonders fir lokale
Messungen am Blattgewebe und an Blattadern \

* CEdr
geeignet ist. Sein Spektralbereich von 190 bis 1000 & Ohtics, tac.
nm ist fir die Untersuchungen der Chlorophyllspektren =, 52000
im Blatt geeignet. ' /

Abb.4.2.1: OceanOptics Miniaturspektrometer S2000.

Beleuchtungsquelle

Fiar die Aufnahme der Spektralbilder und zur Spektralmessungen eines Blattes wird eine
starke Beleuchtungsquelle bendétigt, um eine ausreichende Spektralsignatur vom
Pflanzenblatt im Transmission- und Reflexlicht zu erhalten. Dafiir wurden die folgenden
Lichtquellen verwendet:
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Xenon-Lampen:

e CXE 300S (Leistung 300 W, Spektralbereich 200 - 800 nm; Cermax);
e LPS-220 B (Leistung 150 W, Spektralbereich 200 - 800 nm; Photon
Technology International);

Halogen-Lampen:

e« Endolux (Leistung 50 W, Spektralbereich 200 - 800 nm; Classe&Co Gmbh);
« Halogengliihlampe (Leistung 75 W, Spektralbereich 200 - 3000 nm; OSRAM);
« Halogenlicht der Ullbricht Kugel (Labsphere, USA) als homogene Lichtquelle.

Die Funktion der Ullbricht Kugel besteht in der raumlichen Integration des Strahlungs-
flusses. Die benutzte Ullbricht Kugel hat folgende Parameter: Strahlungsfluss der 4
Halogenlampen 120 Watt; mittlere Reflektanz von Bariumsulfat 0.97; Durchmesser der
Ullbricht Kugel 305 mm; Durchmesser der Ausgangsoffnung 101.6 mm.

Kalibrierungsquelle HG-1

Fir die Wellenlangeeichung des CCD-Prismenspektrometers wurde eine HG-1
Kalibrierungsquelle (Ocean Optics B.V, Duiven, Netherlands) verwendet. Die kompakte
HG-1 Quecksilber-Argon-Lampe (Ocean Optics Company) ist eine spektrale Wellenlange-
Kalibrierungsquelle fir UV-VIS-NIR spektrophotometrische Systeme. Sie erzeugt
Quecksilber- und Argon-Linien im Bereich von 253 bis 922 nm.

CCD-Kameras

Die Bilder wurden mit einer Kamera aufgenommen. Es handelt sich dabei um
schwarzwei3 CCD-Kameras, deren Signale (ber einen Framegrabber im Computer
weiterverarbeitet werden kénnen. Zentrales Bauteil einer CCD (charge-coupled device)-
Kamera ist ein rechteckiger Chip der das einfallende Licht in einer Pixelmatrix aufnimmt.

Folgende CCD-Kameras wurden zur Erzeugung der optimalen spektralen Aufnahmen
benutzt:

e Sony CCD-Kamera XC75 - (Japan);

¢ SensyCamera - (PCO, Kelheim);

e PixelFly Kamera - (PCO, Kelheim, Deutschland);
¢ Alpha NIR Kamera - (LOT-Oriel GmbH, Darmstadt).

Nach Uberpriifung der aufgelisteten CCD-Kameras wurden folgende Kameras fiir optisch-
spektrale Messungen am Pflanzenblatt eingesetzt:

e im VIS Bereich:
- PixelFly Kamera (PCO, Kelheim, Deutschland).

« im NIR Bereich:
- Alpha NIR Kamera - (LOT-Oriel GmbH, Darmstadt, Deutschland);

PixelFly Kamera (PCO, Kelheim, Deutschland)

Fir Spektralaufnahmen wurden zwei Arten der

PixelFly Kamera erfolgreich eingesetzt: PixelFly Ty

VGA und PixelFly Scientiffic. Die Kameras sind im .'.'_: :"_
Spektralbereich 300-1050 nm, mit der 12 Bit kars __"': ;
Dynamik und einem hochauflésenden CCD-Sensor ey

mit 640 x 480 und 1280x1024 Pixel besonders gut
flr die Blattaufnahme geeignet. Weitere Parameter
sind: Belichtung von 1lpusek bis 10 sek; 8 Vollbilder
pro Sekunde; Minimales Rauschen.
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Alpha NIR Kamera (LOT, Darmstadt, Deutschland)

Die AlphaNIR Indigo-System Kamera ist eine
kompakte, digital Kamera fir das WNahinfrarot im
Wellenléngenbereich 0,9-1,7 pm. AlphaNIR Kamera
mit dem InGaAs Detektor von 320x256 Pixeln und der
Belichtungszeit 1 psek-33 msek sowie mit der 12 bit
Auflésung ist ein sehr geeignetes Werkzeug flr die
Spektralaufnahme im NIR Bereich. Software erlaubt
dabei Sequenzaufnahmen und -darstellungen sowie
Auswertung von Intensitatsparametern bezogen auf
Punkten, Linien und Bereichen.

BandpaBfilter

Als dispersive Elemente des 32-Kanale bildgebenden CCD-Spektrometers wurden die
schmalbandigen Lichtfilter verwendet, die Strahlung in einem engen Wellenlangenband
von wenigen nm transmittieren und die Strahlung auBerhalb dieses Bereiches
unterdriicken sollten. Diese Forderung wird von Interferenz-Bandpaffiltern (Coherent
GmbH, Dieburg) (Abb.4.2.2) erfiillt. Diese Filter bestehen aus mehreren, durchsichtigen
Schichten mit unterschiedlichem Brechungsindex. Die Dicke der Schichten betragt ein
Viertel der maximal transmittierten Wellenléange. Die optischen Eigenschaften von
Bandpaffiltern lassen sich mit Hilfe einiger Parameter beschreiben: Der Transmis-
sionsgrad bei der maximal transmittierenden Wellenlange liegt bei handelsiiblichen
Interferenzfiltern bei 50-80 %. Die Halbwertsbreite liegt typischer Weise bei 10-20 nm.

Bandpagfilter mit der Halbwertsbreite 10-20 nm (a) und 40 nm (b)

Bandpaffilter mit der Halbwertsbreite 8-12 nm
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Abb.4.2.2: Transmissionsbanden von verwendeten Interferenz-BandpabBfiltern.
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ERGEBNISSE

Kapitel 5

Entwickelte Methoden

5.1. Methode der bildgebenden Spektroskopie

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung von Verfahren der bildgebenden
Spektroskopie flir die spektral-digitale Visualisierung und Analyse der raumlichen
Verteilung von Inhaltstoffen am Pflanzenblatt. Fir die Erflllung dieses Ziels wurden zwei
Verfahren der bildbegenden und ortsaufgelésten Spektroskopie und zwei Funktions-
modelle der bildgebenden Spektrometer entwickelt:

+ ein bildgebendes multispektrales CCD-Spektrometer mit der Anwendung von CCD-
Kameras und mehreren Bandpaffiltern,

+ ein abbildendes dispersives 2D CCD-Spektrometer auf der Basis eines Prismen-
Monochromators und einer CCD-Kamera.

Die Spektrometer werden auf eine Drehplatte montiert, das heiBt die beide funktionieren
als Imaging Goniometrer-Spektrograph. Die entsprechende Bildverarbeitungsmethoden
zur Ermittlung und Analyse von Spektralbildern wurden ebenfalls entwickelt. Die
aufgebaute Spektrometer und entwickelte spektrale Bildverarbeitung-Verfahren sind
innovativ und einzigartig. Um den Aufbau und das Funktionsprinzip der beiden
bildgebenden spektroskopischen Methoden und der abbildenden Spektrometern zu
erklaren, werden im folgenden die allgemeinen Hauptprinzipien der Spektrometertechnik
kurz aufgezahlt.

5.1.1. Allgemeine Grundlagen der Spektrometertechnik

Spektrale Auflésung
Fahigkeit eines optischen Systems, innerhalb des elektromagnetischen Spektrums
differenziert zu messen.

Spektrometer
MeBgerat zur differenzierten Erfassung von elektromagnetischer Strahlung.

Spektrometertechniken

Fir spektralen Messungen kommen verschiedene Spektrometertypen zum Einsatz. Um
ein Spektrum aufnehmen zu kénnen, muB man das Licht in seine spektralen Bestandteile
zerlegen. Dazu gibt es verschiedene Mdglichkeiten, dabei unterscheidet man zwischen
den dispersiven und nichdispersiven Techniken.

Dispersive Spektrometer

Dispersive Gerate nutzen die Brechkraft von Primen oder die Beugung an Gittern. Diese
Geratetypen wurden in der Vergangenheit fast ausschlieBlich genutzt und sind auch
heute noch in vielen Arten vertreten.

Prismenspektrometer
Prismen brechen Licht verschiedener Wellenldangen unterschiedlich stark. Kurze
Wellenlangen werden starker gebrochen als lange. Mit einer Spaltanordnung wird die
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gewunschte Wellenlédnge separiert. Die Anordnung des Prismas gemeinsam mit einem
Spiegel auf einem Trager ermdglicht die Auswahl der Wellenlange durch Drehung des
Tragers. Als Prismen kommen im VIS-Bereich Quarzglas sowie IR-transparente
Materialien, bevorzugt Alkalihalogenide (NaCl, KBr) zum Einsatz. Prismenmonochro-
matoren sind einfach herzustellen. Deshalb waren Prismengerate historisch gesehen die
ersten "richtigen" Spektrometer.

Gitterspektrometer

Haufiger verbreitet sind die Gitterspektrometer, die ein Beugungsgitter als dispersives
Element enthalten. Hierbei wird das aus dem Eintrittspalt kommende Licht durch einen
Spiegel parallelisiert. Am Gitter entsteht Interferenz, dadurch wird Licht in seine
spektrale Anteile zerlegt. Die Separation der Wellenldange erfolgt mittels des
Austrittsspalts. Durch Drehen des Gitters kann die Wellenldange der Strahlung, die den
Spalt passiert, verandert werden.

Nichtdispersive Spektrometer

In den sogenannte nichtdispersiven Geraten verwendet man keine dispersive Elemente
und kein Spalt. Dabei wird gesamte Strahlung von Objekt gleichzeitig erfaBt und es flihrt
zur erhdhte Sensibilitat solcher Spektrometer.

Filter-Spektrometer

Die einfachste Variante der Spektralzerlegung bieten nichtdispersive BandpaBfilter-
Gerate. In ihnen werden Filter genutzt, um einzelne Spektralbereiche zu separieren. Zur
Selektion werden mehrere Filter der Reihe nach in den Strahlengang gebracht, und so
das Spektrum aufgenommen. Solche Gerate sind preiswert, besitzen aber friher eine
sehr schlechte spektrale Auflésung. Deshalb wurden sie nur zu wenigen, speziellen
Einsatzzwecken genutzt.

Fourier-Spektrometer

Mit der Entwicklung der Computertechnik war es maoglich, die Fouriertransformation zu
automatisieren und schnell auszufiihren. Dadurch entstand die Mdglichkeit, Fourier-
Spektrometer der breiten Anwendung zuganglich zu machen. Bei diesem Verfahren wird
nicht nach Wellenlangen separiert gemessen, sondern es wird mit allen Wellenlangen
gleichzeitig ein Interferogramm aufgezeichnet. Durch Anwendung der Fouriertrans-
formation kann daraus das Spektrum berechnet werden.

Bildgebende Spektrometrie

Moderne Bildverarbeitungsmethoden ermdéglichen gleichzeitig sowie die réaumliche als
auch spektrale Auflésung prazise zu erfassen. Bilgebende Spektrometrie ist eine
Visualisierung der raumlichen Verteilung der gemessenen Strahlung innerhalb eines
bestimmten Wellenldngenbereiches am untersuchten Objekt. Sensor mufB} in der Lage
sein, entweder zeitgleich oder hintereinander verschiedene Orte auf dem Objekt zu
messen. Dies ist moéglich durch:

+ den Einsatz eines CCD-Arrays. Ein CCD-Sensor ist eine Ansammlung von einzelnen
Detektoren, die in einem raumlichen Linien- oder Viereckmuster angeordnet sind.

+ eine Sccan-Abtastung des Objektes, dabei wird eine Linie von Objekt mit der
Schrittbewegung aufgenommen.

Bildgebende Spektrometrie stellt die neue Generation der bildgebenden, ortsauflésenden
Spektrographen vor. In Rahmen dieser Arbeit auf diesem Prinzip wurden die zwei
bildgebender Spektrometer entwickelt.
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5.1.2. Verfahren der bildgebenden Spektroskopie

Eine innovative Methode bildgebender Spektroskopie fiir die Untersuchung raumlicher
und zeitlicher Dynamik der Spektralcharakteristiken von Objekten und ihrer Einzel-
komponenten wurde in Rahmen dieser Arbeit entwickelt. Diese Methode ermdglicht die
Herstellung, Bearbeitung und Analyse von Spektralbildern, um die Wechselwirkung des
Lichtes mit dem Objekt unter Berilicksichtigung der Reflexions- Transmissions-
Absorptions- und Streuprozesse zu erforschen.

Im allgemeinen bedeutet bildgebende Spektroskopie:

+ Bildaufnahme eines Objektes in mehreren spezifischen bzw. in allen
Spektralbereichen;

+ Spektral-digitale Bildverarbeitung und -analyse, um Informationen Uber Spektral-
charakteristiken, den Gehalt und Zustand des untersuchten Objektes sowie seiner
Komponenten zu erhalten.

Die bisher existierenden Methoden der Image Spektroskopie bestehen hauptsachlich in
der Analyse von Reflexionsbildern bzw. -spektren, die bei der Satelliten- oder Flugzeug-
Fernerkundung aufgenommen wurden. Das Ziel Spektralfernerkundung ist die
Identifizierung von Lands- und Vegetationsobjekten sowie eine Einschatzung ihrer
Bestande bzw. ihres allgemeinen Zustandes. Daflir berechnet man vorzugsweise die
Reflexions-Indizes oder die Ratio-Bilder (Verhéltnis der Bilder) von verschiedenen
Spektralbereichen (Kapitel 2.3.2).

Die von uns entwickelte Methode ist fiir die Spektralmessungen sowohl im
Transmissions- als auch im Reflexionslicht geeignet. Dabei wird die exakte spektrale
Auswertung und Analyse der Spektralcharakteristiken von untersuchten Objekten
gewahrleistet, weil die registrierte Spektralsignatur durch das Beleuchtungslicht normiert
wird. Damit koénnen die Transmissions- und Absorptionsbilder ermitteln werden.
Spektralbilder werden im Bereich von mehreren Absorptionsbanden analysiert, das
sowohl die Ermittlung der raumlichen Verteilung und prazise quantitative
Gehaltsbestimmungen sondern auch die Analyse der energetischen Zustdnde von
gewtlnschten Substanzen des Objektes ermdglicht.

Eine solche Analyse ist in vorliegender Arbeit flir verschiedene Pflanzenblatter
durchgefiihrt. Die Methode ermoglicht, die raumlichen Profile und Zeitdynamik der
Chlorophyll- und Wasserverteilung im Pflanzenblatt zu ermitteln und zu analysieren
(Kapitel 6 und 7). Mit der dabei entwickelten Densitogramm-Spektral-Analyse (DSA)
wurden die Methoden der Bildspektralanalyse erganzt und erweitert. Damit konnten die
Teilmengen einzelner Substanz (Wasser, Chlorophyll in Blattern) spektral extrahiert
werden, die die verschiedenen energetischen Zustande beweisen.

Die Methode der bildgebenden Spektroskopie verbindet die Vorteile von modernen
Techniken der digitalen Bildverarbeitung und Spektralanalyse. Diese Art der
Spektroskopie arbeitet ahnlich der Fourie Spektroskopie, das heiBt sie funktioniert ohne
Spektralspalte und verwendet den ganzen Strahlungsstrom vom Objekt. Deswegen
verfigt Image Spektroskopie Uber eine starke Signalamplitude und ist damit sehr
empfindlich im Vergleich zu kommerziellen Spektrometern. Die verwendeten CCD-
Kameras und BandpaBfilter ermdéglichen es, die Bilder der Strahlung verschiedener
Spektralbereiche zu registrieren. Die BandpaBfilter realisieren die Funktion der
Spektraldispersion. Mit Hilfe eines Computers werden die Spektralbilder des Objektes
graphisch und numerisch bearbeitet und analysiert, um jede einzelne Substanz optisch
zu extrahieren.
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Spektrale Bildsequenzen sind raumliche Darstellung der Spektralsignatur von zu
untersuchendem Objekt und tragen in sich vierdimensionale Information. Zu vier
registrierten Koordinaten gehdéren zwei Raumkoordinaten (x und y) des Digitalbildes,
eine spektrale Koordinate (A) flr jeden Bildpunkt und eine Zeitkoordinate (t)
(Abb.5.1.1). Auf solche Weise kann mittels der Sequenzen von Spektralbildern das
dynamische Verhalten der spektralen Eigenschaften von untersuchten Substanzen in
jedem Raumpunkt der Objektflache analysieren.

Digitale Bilder Teihe von Intenzitétwerten
von vielen Spektralkersichen ginzelnes Bildpixels

e
Spektrum
‘nzelnes Bildpixels
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Abb.5.1.1: Prinzipielles Schema der bildgebenden Spektroskopie.

5.1.3. Bildgebendes CCD-Goniometer-Spektrometer

In vorliegender Arbeit wurde ein Modell des bildgebenden CCD-Spektrometers fir VIS
und NIR Bereiche entwickelt. Der aufgebaute Gerat ist ein hochauflésendes digital-
optisches Goniometer-Spektrometer, das in seiner jetzigen Version mit 32 Kanalen die
elektromagnetische Strahlung in einem Wellenldngenbereich von 0,4-1,7 ym erfasst. Die
MeBwerte werden elektronisch in 12 bit Bildmatrix gewandelt und auf Computerfestplatte
gespeichert. Abbildung 5.1.2 zeigt das Aufbauschema dieses CCD-Spektrometers. Eine
mit dem Filtersatz versehene CCD-Kamera weist senkrecht auf das zu untersuchende
Objekt (Pflanzenblatt). Mit entsprechenden Filtern werden die spektralen Sequenzen der
Grauwert-Bilder aufgenommen. Als Beleuchtung diente das Halogenlicht einer Ulbricht
Kugel, mit der die homogene Bildhelligkeit erreicht wird. Die Funktion der Ullbricht Kugel
besteht in der raumlichen Integration des Strahlungsflusses.

Der bildgebende Goniometer-CCD-Spektrometer ermdglicht das Studium sowohl des
Reflexions- und Absorptionsvermégen als auch Lichtstreuung im Blattgewebe zu
studieren. Die Kamera und BandpaBfilter werden uber eine Halterung an einer
Profilschiene (OWIS, Staufen) befestigt, die wiederum im Zentrum der Goniometer-
Drehplatte montiert ist. Der goniometrische Bau des Gerates erlaubt die Transmissions-
und Reflexionsbilder bei normalem Einfallswinkel des Lichtes und die winkelabhangige
Verteilung der Transmissions- und Reflexionsstrahlung schrittweise bei verschiedenen
Lichteinfallswinkeln zu registrieren. Damit wurden an Pflanzenblattern die
systematischen Studien mit Variationen der Beleuchtungs- und Aufnahmewinkel
durchgefiihrt, die die Informationen Uber Streuprozesse und damit lGber die Wechsel-
wirkung des Lichtes mit Blattgeweben lieferten.
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Das entwickelte Modell des bildgebenden Spektrometers verfluigt Uber eine gréBere
Sensibilitét im Vergleich zu den gewdéhnlichen Einkanalspektrometern. Es ist durch die
Signalsammlung nach der groBen Anzahl von Bildpunkten (CCD-Detektor benitzter
PixelFly Kamera besteht aus 1024*1280 = 1 310 720 Pixel !) und durch die beste
Sammlung des Streulichtes (Anwendung eines fokussierenden Objektives) bedingt. Zum
Beispiel, die mit Hilfe eines industriellen IR-Spektrometers aufgenommene Durch-
sichtigkeit der Pflanzenblatter ist ca. 1% (Kapitel 6.2 und 7.1). Mit Hilfe unseres
bildgebenden Spektrometers wurden Blatt-Transmissionsgrade bis 45 % (in 50 Mal
groBere Werte) registriert. Gleiche Transmissionswerte flir Pflanzenblatter wurden bei
der Spektralmessungen mit Anwendung der Funktionsweise der Lichtsammlung mittels
der Ulbricht Kugel erreicht [Willert 1995].

Abb.5.1.2: Aufbauschema und ein Bild des bildgebenden Goniometer-CCD-Spektrometers:
1 - Pflanzenblatt; 2 - Lichtquelle (Xenonlampe oder das Halogenlicht von einer Ulbricht Kugel);
3 - CCD Kamera; 4,5 - BandpaB3- oder Polarisationsfilter; 6-goniometrische Drehplatte;

7- Computer mit der Bildverarbeitung-Software.

Technische Daten des bildgebenden CCD-Spektrometers sind in Tabelle 5.1.1.
zusammengefaBt:

Technische Daten VIS-NIR NIR
Spektralbereich 400 - 1050 nm 900-1700 nm
Anzahl von Kandlen 16 16
CCD-Kamera PixelFly Alpha NIR
BildgréBe in Pixelanzahl 640 x 480 318 x 256
1280 x 1024
A/D Dynamik 12 Bit 12 Bit
Belichtungszeit 10ps - 10 s 500pus und 16ms
Lichtquelle Halogen- und Halogenlicht
Xenonlicht
Goniometrische Messung | 1° Winkelschritt 1% Winkelschritt

Tabelle 5.1.1: Technische Daten des bildgebenden Goniometer-CCD-Spektrometers.
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5.1.4. Etappen und technische Durchfiihrung des Verfahrens

Die entwickelten Verfahren und MeBprozedur zur Ermittlung und Bearbeitung der
Spektralbilder umfaBte folgende Schritte:

« Vorlaufige Spektralmessungen und -analyse eines Objektes (Pflanzenblatt);
* Auswahl der CCD-Kamera und Bandpaffilter;

 Aufnahme eines Dunkelstrombildes;

« Digitale Spektralaufnahme einer Bildsequenz des Beleuchtungslichtes;
« Fixieren des Pflanzenblattes in der optischen Ebene;

« Digitale Spektralaufnahme der Bildsequenz vom Objekt;

« Abspeichern der Rohdaten;

+ Auswertung der Transmissions-, Extinktions- und Absorptionsbilder;

« Digital-Spektrale Bearbeitung der Absorptionsbilder;

+ Densitogramm-Spektral-Analyse (DSA) von Bilddaten;

+ Grafische Bearbeitung und Interpretation von Spektraldaten.

Um die Mdglichkeiten und Vorteile der entwickelten Methode der bildgebenden
Spektroskopie zu erklaren, werden im folgenden die Etappen der technischen
Durchfiihrung und Datenverarbeitung detailliert beschrieben.

Vorlaufige Spektralmessungen und -analyse

Um das Objekt mit Hilfe der Image Spektroskopie zu untersuchen, muB man vorlaufig
die Angaben Uber seine Spektralcharakteristiken haben. Dafilir genlgt es meist, die
Literaturdaten zu verwenden. Fir exakte bildgebenden Spektroskopie wdre es immer
besser, eigene ausfihrliche Spektralmessungen mittels eines beliebigen industriellen
Spektrometers durchzufiihren. So kénnen die Lage und Verhalten der charakteristischen
Absorptionsbanden des untersuchten Objektes mdglichst genaue bestimmt werden. Fir
unsere Zwecke wurden Spektralmessungen der Pflanzenblatter mittels der HP 8453
(Spektralbereich 190-1100 nm) und 500 SCAN (190-3300 nm) Spektrometer
durchgefiihrt. Spektrale Auswertung wurde mit der Software "Spectra" und "Origin"
gemacht.

Spektralinformation ist fiir die Klarung der charakteristischen Spektralbereiche sowohl
fir das ganze Objekt als auch flir seine Substanzkomponenten notwendig. Es wurden
ausfiihrlich die Transmissions- und Reflexionsspektren von Rizinus, Tabak und
sukkulenten Blattern studiert. Die Transmissionsspektren sind flir unsere Zwecke
wertvoller, weil Reflexionsspektren vorzugsweise nur Information tber die Lichtprozesse
an Blattoberflache geben. Hierbei sei daran erinnert, daB ein Pflanzenblatt ein
kompliziertes optisches Objekt ist, in dem die MLS- und Absorption-Prozesse eine
wichtige Rolle spielen. Die Transmissionsdaten hingegen tragen die volle Information
Uber die Wechselwirkung-Lichtprozesse, die im Blattgewebe ablaufen.

Die Spektralanalyse der untersuchten Pflanzenblatter wird in Kapitel 6 und 7 ausfiihrlich
erlautert. An dieser Stelle soll nur erwahnt werden, daB8 das Transmissionsspektrum des
Blattes die breiten Elektronenbanden (450, 670 nm) von Chlorophyll Pigmenten im VIS
Bereich und Schwingungsbanden vom Wasser (835, 970, 1170, 1450, 1930 und 2933
nm) im NIR Bereich enthalt .
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Auswahl der CCD-Kamera und BandpaBfilter

Der spektrale Aufnahmebereich kann an die experimentelle Zielsetzung durch die
Auswahl verschiedener Kamera und BandpaBfilter angepal8t werden. Die CCD-Kamera
und die Filter wurden entsprechend der charakteristischen Spektralbereichen von
studierten Pflanzenblattern ausgewahlt. Eine entscheidende Rolle flr die Kameraauswahl
spielt der Spektralbereich ihrer Detektorsensibilitdt und flr die Filterauswahl - ihr
DurchlaBbereich.

CCD-Kameras

Die Bildaufnahme von Pflanzenblattern wurde mit Hilfe einer schwarz-wei3-CCD-Kamera
realisiert, die das einfallende Licht in einer Pixelmatrix aufnimmt. Fir die
Spektralaufnahmen im VIS Bereich 400-1050 nm wurde eine PixelFly Kamera (PCO
GmbH; Kelheim) verwendet. Der VGA-Detektor der PixelFly Kamera enthalt eine CCD-
Matrix mit 640X480 bzw. 1280 x 1024 Pixel. Das Signal setzt sich dabei aus den 4096
Grauwertestufen zusammen. Diese erlaubt einen weiten Intensitatbereich bei konstanter
Belichtungszeit detektieren. Wiederum kénnte die Belichtungszeit zwischen 10 ps und 10
s variiert werden. Im NIR Bereich 900-1700 nm wurde eine NIR Alpha Kamera (LOT,
Darmstadt) mit der raumlichen Auflésung des InGaAs Detektors von 320 x 256
Bildelementen benutzt. Die Kamera koénnen mit verschiedenen Objektiven und
Zwischenringen versehen werden, so daB mit variablen Objektdistanzen und
Bildausschnitten gearbeitet werden kann. Die meisten Aufnahmen wurden mit einem 25-
mm-Objektiv ( Xenoplan 1.9/25 von Schneider / Kreuznach) aufgenommen.

BandpabBfilter

Fir die Aufnahmen der Pflanzenblatter in verschiedenen Spektralbereichen wurde ein
Satz aus den 32 Interferenz-Bandpaffiltern verwendet. Ein Vergleich mit den remote
sensing Satelliten-Multi-Spektralsystemen 1aBt das entwickelte Modell des Spektrometers
als ein 32 Kanalen-Multispektrometer bezeichnen. Fir die spektrale Analyse der
Pflanzenbldtter wurden die Bilder in verschiedenen Bereichen intensiver Absorptions-
banden gemessen. Mittels der CCD-Kamera wird die DurchlaBcharakteristik des Blattes
aufgenommen Die daraus ermittelten Extinktionswerte bestehen aus der
Resonanzabsorption und des MLS-Untergrundes. Deshalb hat die Lage der
DurchlaBbande von Filtern beziglich der Absorptionsbanden des Blattes die wichtige
Bedeutung fur korrekte spektrale Bildaufnahme. Fur eine exakte Spektralanalyse unter
Bericksichtigung vom  Streulicht missen Bildaufnahmen im  Bereich der
Absorptionsmaxima einer ausgewahlten Substanz und im Bereich der Absorptionsminima
gemacht werden.

Fir die quantitative Analyse des Wassergehaltes in Pflanzenblattern wurden die
Spektralbilder im Bereich der intensiven 2vgoyq Absorptionsbande bei 1450 nm
aufgenommen. Dabei wurden innerhalb der untersuchten Wasserabsorptionsbanden bis
zu 6 Filter verwendet, was erlaubte, sowohl die Maxima als auch die Form der Banden zu
bestimmen. Die Anordnung der DurchlaBbanden von Filtern bezlglich dieser
Absorptionsbande ist in Abb.5.1.3b gezeigt. Eine Filterbande 1460 nm liegt fast exakt im
Maximum der 2vpoy Wasserbande und die Filterbanden 1300 und 1700 nm an
Bandenkanten. In der ersten linearen Anndherung, um den MLS-Untergrund zu
berticksichtigen, muB8 das mittlere Bild der Lichtintensitatverteilung bei 1300 und 1700
nm berechnet werden und danach von dem Lichtbild bei 1460 nm subtrahiert werden.
Das auf solche Weise erhaltene Bild zeigt die Verteilung der Absorptionswerte vom
Wasser im Pflanzenblatt. Mit Hilfe einer weiteren Spektralanalyse 1aBt sich die raumliche
Verteilung des Wassergehaltes am Blatt auswerten und sie grafisch bzw. numerisch
darstellen. Bei einer strengen Berechnung muf3 die Verringerung des MLS-Beitrages im
Bereich der starken Absorptionsbanden berlicksichtigt werden.
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Fir die Visualisierung der raumlichen Verteilung des Chlorophylls im Blatt werden die
Spektralaufnahmen im Bereich des Maximums der roten Absorptionsbande bei 660 nm
und an den Bandenkanten bei 550 und 730 nm durchgefiihrt (Abb.5.1.3). Mittels der
oben beschriebenen Bildverarbeitung werden die Absorptionsbilder von der Chlorophyll-
Verteilung am Blatt ausgewertet.

Bei der Registrierung des Durchlichtes muB berlicksichtigt werden, daB das Licht sowohl
von dem Objekt (Blatt) selbst als auch von den BandpaBfiltern und Kamerachip
verandert wird. Die von der CCD-Kamera registrierte Lichtintensitat wird sowohl durch
die Kamerasensibilitat als auch durch die Anordnung der Filterbande zur
Absorptionsbanden und durch den FilterdurchlaBgrad bestimmt. Es bedeutet, daB die
Effektivitdt der Filteranwendung durch das Integral der Uberdeckung der
FilterdurchlaBbande mit der Absorptionsbande der Substanz bestimmt wird. Flr eine
korrekte Auswertung der Spektralbilder missen alle genannten Faktoren berlcksichtigt
werden und Bildspektren radiometrisch kalibriert werden. Um der Notwendigkeit der
radiometrischen Bilderkorrelation zu entgehen, wurde eine Normierung der
DurchlaBstrahlung auf die Beleuchtungsstrahlung flir die Auswertung der
Transmissionsbilder in unserem Verfahren durchgefihrt.
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Abb.5.1.3: Anordnung der DurchlaBbanden von Filtern beziiglich der untersuchten Chlorophyills-
und Wasser- Absorptionsbanden.
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Spektralaufnahmen

Eine Fllle von Faktoren beeinfluBt die Strahlung, die von Blattern zur Kamera gelangt.
Dabei sind 3 Strahlungsteile zu unterscheiden: durchgelassenes, gestreutes und
fluoreszierendes Licht. Die gesuchten Informationen sind als charakteristische Signatur
in der von Kamera empfangenen Strahlung erhalten. Da die gesuchte Signatur aber in
Bilddaten meist versteckt und verrauscht vorliegt, muB durch eine Variation und
Kombination vorgehender Parameter sichergestellt werden, daB moéglichst eindeutige
Information in der experimentellen Anordnung gemessen wurde. Bei der Registrierung
des Durchlichtes vom Pflanzenblatt I(A,) muB beriicksichtigt werden, daB das Licht
sowohl von dem Objekt (Blatt) selbst als auch von den BandpaBfiltern und Kamerachip
verandert wird. Fir nachfolgenden Spektralanalyse und -bearbeitung der Spektralbilder
muBte sowohl die vom Objekt veranderte Strahlung als auch das Beleuchtungsspektrum
gemessen werden.

Spektralaufnahme des Beleuchtungslichtes - I()\,)

Die spektroskopische Bildaufnahmen wurden in der Kombination mit den spektralen
Charakteristiken des Beleuchtungslichtes gemacht. Die Spektralbilder Iy(A,) sind als
Referenzsignal flir die Ermittlung der Transmissions- und Extinktionsbilder notwendig.
Als Beleuchtungsquelle kommen Halogen- und Xenon-Lampen und LED-Beleuchtungs-
felder unterschiedlicher Wellenlange zum Einsatz. Die besten Ergebnisse wurden im
Halogenlicht erzielt. Um eine homogene Beleuchtung des Blattes zu erreichen, wurde die
Ulbricht Kugel benutzt. Durch die Beleuchtung mit dem Halogenlicht von der Ulbricht
Kugel konnte die Bildhelligkeit optimiert und homogen eingerichtet werden (Abb.5.1.4.).
Die Beleuchtungs-homogenitat ist fir die korrekte Bestimmung der Absorption und fir
die AusschlieBung des Einflusses der ungleichmaBigen Beleuchtung auf die optisch-
spektralen Charakteristiken der studierten Substanzen wichtig. Die Lichthomogenitat hilft
die Effekte des Quer-Strahlungstransports im Blattgewebe zu vermeiden, was auch
speziell untersucht wurde.

[5] 49

[5] 49 - Row Profile

[[500]:540] (002650 [l

Abb.5.1.4: Spektralaufnahme des homogenen Halogen-Beleuchtungsfeldes I, (A,) (links) und
Tramsmissionsbildes vom Rizinus Blatt I (A,) (rechts) und ihre Grauwert-Zeilenprofile.

Wahlt man eine Lampe (Halogen), bei der Iy(A,) bekannt ist, so ergibt sich nach der
Ulbricht Kugel eine homogene spektrale Strahldichte an der Offnung. Mit dieser
Einstrahlung werden die Grauwerte des Bildes gemessen. Zur Messung des Beleuch-
tungsfeldes Iy(A,) wurden dieselben BandpaBfilter eingesetzt, die auch bei den
Blattaufnahmen verwendet wurden. Die Beleuchtungsaufnahmen wurden in denselben
spektralen Punkten durchgeflihrt, die auch bei der Blattaufnahmen genutzt werden
(Abb.5.1.3).
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Die Spektralaufnahme des Blattes - I()\,)

Fixieren der Blatter in der optischen Ebene

Die Fixierung des Blattes ist notwendig, da eine Bewegung des Blattes bei der
Spektralmessung als Falschsignal interpretiert werden wirde. Zu Artefakten fiihren auch
lokale Anderungen des Winkels zwischen der Oberflache eines Blattbereichs und der
optischen Achse, die etwa durch Verkrimmungen des Blattes hervorgerufen werden
kdonnen. Das Blatt wird an einem schwarzen Metallrahmen mit kleinem Klebstreifen
befestigt. Der Stiel wird mittels des Parafilms und Schaumstoffes in einem mit Wasser
gefullten 2-ml-Safelock-Ependorf-Cup (Kunststoff-Klivette) fixiert, das wiederum an
einer Profilschine im Zentrum der Goniometer-Drehplatte befestigt wird. Die CCD-
Kamera und Filter werden ebenfalls an dieser Profilschine montiert, womit die
Bewegungsstorungen unterdriickt wurden.

Aufnahme einer Bildsequenz

Nach erfolgter Positionierung des Blattes und Kamerasystems wird der
Bildverarbeitungs-Interpreter ,Heurisko' (Aelon, Hanau) gestartet. Durch Aufruf des
Workspaces (Unterprogramm) "Bildaufnahme" erhalt man eine Livebildanzeige auf dem
Monitor des Rechners, mit deren Hilfe das Bild in Scharfe und Helligkeit optimiert wird
(Abb.5.1.5).

ﬁheuriskn Developer - [E:/Heurnisko/PFly_heud/PF1_aufnahme.ws = ]
@ ‘workzpace Edit Options Operators Objectz 'Windows Help

Dx2Z @& =i o ame|E] ]

# HeuriskoWS PixelFly_aufnahme.ws
# Aufnahme gemittelter Bilder
#B.J; NS/

R
|

nx = 1024;
ny = 1280;
# Buffer description: default size
struct huffer {

string name,
long dim,

Profile

Abb.5.1.5: Heurisko-Workspace "Bildaufnahme”, ein Livebild und Grauvert-Spaltenprofil fir die
Spektralaufnahme eines Tabakblattes.

Nach der Bildeinrichtung wird der Workspace gestartet, mit dem die Bildaufnahme
beginnt. Spektralbilder von Pflanzenblattern werden in den Absorptionsmaxima und
Minima untersuchter Substanzen (Chlorophyll, Wasser) (Abb.5.1.3) aufgenommen. Zur
Ermittlung der Blattbilder in ganzem Spektrum wurden die Aufnahmen mit dem vollen
Filtersatz gemacht. Daflir genligt es, die Messungen mit einem Intervall von 20-50 nm
zu machen. Eine feinere Spektreninterpretation erfordert den Einsatz eines Filtersatzes
mit einem kleineren Intervall.

Auswertung der spektralen Bildsequenz

Auch die Auswertung der Spektralbilder geschieht mit Hilfe spezieller Heurisko-
Workspaces. Diese Algorithmen wurden speziell fiir die Auswertung der Spektraldaten
geschrieben. Zunachst berechnet der Workspace "Transmission" in der im folgenden



74 5. 1. Bildgebende Spektroskopie

beschriebene Weise die Transmissionsbilder. Danach werden Extinktions- und
Absorptionsbilder ermittelt und gespeichert. In diesem Unterprogramm werden auch die
Chlorophyll- bzw. Wasserprofile am Blatt berechnet und andere Spektralauswertungen
ausgefihrt. Neben der Spektralauswertung enthalt der Algorithmus Korrekturen
bezliglich Dunkelstrom und defekter Pixel. Die volle Version des Heurisko-Workspaces
"Absorption" ist im Anhang 1 dargestellt. An dieser Stelle werden nur die Etappen dieser
Bildverarbeitung gezeigt, deren Ziel die Ermittlung der Absorptionsbilder ist.

Dunkelstrom- und Fehlerpixelkorrektur

Fir eine Verbesserung der Grauwert-Bilder, das heiBt fir die Verbesserung des Signal-
Rausch-Verhaltnisses wurden 16 Bilder pro Aufnahme gemittelt. Danach wurden von den
Rohbildern die Dunkelstrombilder der gleichen Belichtungszeiten abgezogen. Jedes
Dunkelstrombild (Dunkelbild) wurde jeweils vor der Bildaufnahme bei dem lichtdicht
abgedeckten Kameraobjektiv aufgenommen.

[ d2 =] E3
In Abbildung 5.1.6 kann man klar

erkennen, daB ein Bild des Offset eine : :
Rauschsignatur enthalt. Ebenfalls kann man
ein sich wiederholendes Muster der hellen
Flecken von Fehlerpixel sehen. Sie haben
ihren Grund in Produktionsungenauigkeiten
und Verunreinigungen im Chip. An diesen
Stellen ist die Empfindlichkeit des CCD um 5 d2 - Row Profile
bis zu max. 6% kleiner. Beide Effekte
haben Ihre Ursache in der Art, wie die
Elektronen, die vom einfallenden Licht im
CCD erzeugt und gemessen werden. Fulr
jeden Pixel des Sensors missen diese
Korrekturen gemacht werden, um ein
homogenes Bild zu erhalten.

[124].640] 0.00,50.00 a0y

Abb.5.1.6: Dunkelstrombild der CCD-Detektor
(PixelFly Kamera).

Spektrale Auswertung

Die nach dem Dunkelstrom-Subtrahieren erhaltenen Bilder wurden danach etappenweise
wie folgt bearbeitet:

* Auswertung der Transmissionsbilder T(A,)

« Auswertung der Extinktionsbilder E(\n) -log T(A\n);

« Auswertung der Absorptionsbilder A(\n) E(\n) - E\"(MLS) und zwar die
Subtraktion des MLS-Untergrundes E'(MLS) von den Extinktionsbildern. Dafiir wurde
jeweils das MLS-Mittelniveau im Bereich der Absorptionsbande nach drei MeBpunkten
ausgerechnet (Abb.5.1.7)

I (M) / Io(An)
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Abb.5.1.7: Subtrahieren des MLS-Mittelniveaus zur Auswertung der Absorptionsbilder.

Interpretation und grafische Aufarbeitung der Resultate

Die Bildverarbeitung der Bildsequenzen mit dem "Absorption"-Workspace ergab die
gewlnschte Information dber die Zeitdynamik des Blattwassergehaltes. Eine
Kombination der raumlichen und zeitlichen Verteilung des Wassergehaltes erhalt man,
indem mehrere Momentaufnahmen oder Zeitreihen von Blattaufnahmen kombiniert
werden. Eine Ubersichtliche und einfache Darstellung der Resultate ergibt sich, wenn
verschiedene Zeilen- und Spaltprofile z.B. an Basis, Mitte und Spitze des Blattes
ausgewahlt und grafisch ausgegeben werden (Abb.5.1.8). Dabei kann eine Profilkarte
des Blattwassers mit Hilfe einer Normierung der Absorptionsbilder auf den Absorptions-
grad einer 1 mm dicken Wasserschicht gewonnen werden. Die Werte der Wasser-
absorption werden ausgerechnet und die effektiven Wasserdicken am Blatt wurden
numerisch dargestellt (Kapitel 7.2.1). Mittels einer ahnlichen Auswertung wurde die
Chlorophyllverteilung am Blatt untersucht (Kapitel 6.3.).

Eheuriskn Developer - [E:/Heurisko/AlfhaNIR /nirl 460_absz3.ws = #]

@ Workspace Edit Options Operators Objects Windows Help
DX @& lo - A
# Heurisko W3S Absorption-Auswertung

#von Alpha MIR-Bildern
#EJ, N3 11.07.02 :
: L3 + Q &

# Bildgroten Lo [ Gl
my = 262 nx = 316; nt .= 18; == N el et

[ ¢2 - Line profile | B

____________________________

i|[:221][:22t|]i51_n,2n5_n [ a2 52

Abb.5.1.8: "Absorption"-Workspace zur Auswertung und Darstellung von Bildern der
Wasserverteilung an einem Kalanchoe Blatt mit einer 1Imm dicken Wasserklvette zur Kontrolle.
Zeilen- und Spaltprofile zeigen den Wassergehalt in jedem Blattpunkt.
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5.1.5. Methode der Densitogramm-Spektral-Analyse (DSA)

Die quantitative Spektralanalyse der Bildsequenzen wurde mit Hilfe der DSA-Methode
(Abb.5.1.9) durchgefiihrt. Diese Methode wurde zusammen mit Dr. M. Korniyenko
(Tarasa Schewtschenko Universitat, Kiew, Ukraine) entwickelt. Die Methode ermdglicht
es, verschiedene Spekrtentypen nach den Desitogrammen der Spektralbilder grafisch
darzustellen und somit die Spektralanalyse duchzufiihren. DSA ist ideale Erweiterung flr
bildgebende Spektroskopie, mit ihr wird es maoglich, fir die gewlinschten Substanz und
fir jeden Punkt der Blattoberflache das dazugehdrige optische Spektrum zu erhalten.
Somit wurden die spektrale Daten der gesamten Blattoberfldche erfasst. Densitogramme
der Spektralbilder geben die statistische Verteilung der Transmissions- bzw.
Absorptionswerte bezogen auf die Pixelanzahl mit den gleichen Grauwerten wieder. Sie
sind ein Verbindungsglied zwischen den raumlichen Spektralbilder und den Spektral-
charakteristiken des Objektes. Die DSA Methode |aBt Spektralcharakteristiken der
Untersuchungsobjekte detailliert auswerten. Dieses ist besonders wichtig fir jene
Objekte, die mit Hilfe der traditionellen Spektroskopie kaum untersucht werden kann.

DSA arbeitet perfekt mit Software Heurisko zusammen. In den Densitogrammen werden
schwache Signale von den getrennten Objektbereichen der gleichen optischen
Eigenschaften in einem Maximum zusammengefaBt (Kapitel 2.3.1). Im Gegenteil zu den
integrierten Signalen, die in den traditionellen Spektrometern realisierbar werden, ist
eine Familie der spektralen Densitogramme eine Mehrkanalan-Signalsammlung von den
Objektpunkten der ahnlichen spektralen Eigenschaften. Mit Hilfe der DSA kann man
gleichzeitig die Analyse des ganzen Objektes sowie seiner Einzelnkomponenten ohne
zusatzliche Messungen durchfiihren. Sogar flir eine Substanz des Objektes treten
mehrere Maxima in den Densitogrammen bei den verschiedenen Wellenldngen hervor. Es
ermaoglicht gleichzeitig mehrere Spektren zu gewinnen, die den verschiedenen Zustanden
einer Substanz entsprechen. Zusatzlich kann man die Spektren flir die Lage oder
Intensitat der Densitogramm-Maxima ermitteln. Durch die Analyse dieser Spektren kann
man die quantitative Werte jeder Teilmenge von Objektpunkten mit den geanderten
Eigenschaften und raumliche Verteilung dieser Eigenschaften auswerten.

%eihe von Densitogrammen
einzeiner Digitalkbilder
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Abb.5.1.9: Prinzipielles Schema der Methode der Densitogramm-Spektral-Analyse.
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Mit Hilfe der DSA-Methode wurde die ortsaufgeléste Spektralanalyse vom Chlorophyll
und Wasser der verschiedenen Pflanzenblatter geleistet (Kapitel 6.3 und 7.2). Zum
ersten Mal wurden die verschiedenen Wasserzustande auf solche Weise analysiert
(Kapitel 7.3). Ebenso zum erstenmal wurden mit Hilfe der DSA raumliche Spektren
(Raumspektren) erhalten, die die kollektiven Eigenschaften der Molekiile und ihr
Verhalten als einheitliches Ensemble charakterisieren. Keine der zur Zeit existierende
spektral-optischen Methoden ermdéglicht ahnliche Analysen zu machen.

Fazit

« Eine innovative Methode der bildgebenden Spektroskopie zur Ermittlung der orts-
und zeitaufgelosten Spektralcharakteristiken eines Objektes und seiner Substanzen
wurde entwickelt. Die entwickelte Methode kommt Uberall dort zum Einsatz, wo ein
hochaufgeldstes spektrales Bild bendétigt wird.

« Ein Modell des 4D bildgebenden Goniometer-Spektrometers fiir VIS und NIR Bereich
wurde aufgebaut. Das entwickelte 32-Kanalen-CCD-Spektrometer verfligt Gber eine
groBe Sensibilitat und ist fiir die Untersuchung der optisch inhomogenen Feststoffe
wie biologische Gewebe und viele andere Naturmedien (Wolken, Sand) geeignet. Das
bildgebenden CCD-Spektrograph wurde fiir die anspruchsvollste Spektralanalyse an
Pflanzenbldttern entwickelt. Dieses Spektrograph eignet sich insbesondere flr
Applikationen, die eine hohe o&rtliche und spektralen Auflésung erfordern und
insbesonders bei der Spektralanalyse der Chlorophyll- und Wasserproben.

+ Eine prinzipiell neue Methode der Densitogramm-Spektral-Analyse wurde entwickelt.
DSA hat die einzigartigen Vorteile fiir die spektrale Extrahierung der Teilmengen von
ein und derselben Substanz (Wasser, Chlorophyll), die verschiedene energetische
Zustande besitzt.

* Neben der Untersuchung von Pflanzenblattern wurden Methode der bildgebenden
Spektroskopie auch fir die Erforschung von Sand-Wasser System verwendet. Es hat
ermaoglicht, sowohl verschiedene Wasserzustande im Pflanzengewebe als auch
verschiedene Zustdnde vom Adsorptions- und Kapillarwasser im Sand zu studieren.

« Die weiteren Anwendungen dieser Methode kénnten fir die Untersuchung sowohl von
Mikroobjekten (Physik, Biologie, Chemie) als auch von Makroprozessen (Planet,
Atmosphare, Kosmos) von groBer Bedeutung sein.
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5.2. Methode der ortsaufgelosten Spektroskopie

Eine Entwicklung des Verfahren der ortsaufgeldsten Spektroskopie fir die Untersuchung
der raumlichen Spektralcharakteristiken an Pflanzenblattern stellt ein wesentlicher Teil
der vorliegenden Arbeit dar. Diese Methode ermdéglicht die Herstellung, Bearbeitung und
Analyse von Bildspektren. Die Aufnahme der Bildspektren wurden mit Hilfe eines in
Rahmen dieser Arbeit entwickelten CCD-Prismenspektrometers ausgefihrt. Die
Bildspektren wurden mittels der ebenfalls speziell daflir entwickelten Bildverarbeitungs-
verfahren bearbeitet und analysiert. Dies ermdglichte die ortsaufgelésten Spektral-
charakteristiken vom Blatt zu untersuchen, die wichtige Informationen Gber die Wechsel-
wirkungsprozesse des Lichtes mit dem Blattgewebe und ({ber die strukturellen
Besonderheiten des Blattes liefern kénnen.

Bildspektrum

Ein Bildspektrum ist ein zweidimensionales spektral-raumliches Digitalbild von einem
Objekt, in dem auf einer Dimension die Rauminformation und auf der zweiten Dimension
die spektrale Information abgebildet ist.

Prinzip der ortsaufgelosten Spektroskopie

Bei der spektralen Bildverarbeitung werden gleichzeitig raumliche und spektrale
Information aufgenommen und ausgewertet. Hierfir muB ein Imaging Spektrograph
eingesetzt werden, der die Information einer Bildlinie auf einen zweidimensionalen
Kamerachip abbildet. Als Daten stehen die spektralaufgelosten Bildausschnitte zur
Verfligung.

Im allgemeinen bedeutet die ortsaufgeloste Spektroskopie:

« Die Aufnahme eines Streifens (einer Linie) vom Objekt in einem breiten Spektral-
bereichen, wobei die Strahlung Uber einen Monochromator in die einzelnen
Wellenlangen zerlegt und auf die einzelnen Bildzeilen eines CCD-Sensors abgebildet
wird. Dabei wird in den Bildspalten die raumliche Information gespeichert.

« Durch Scanning des Monochromator-Spaltes kénnte das ganze Objekt in Form von
Sequenzen von Bildspektren abgetastet werden. Eine Uber das Objekt gescannte
Sequenz der Bildspektren liefert rdumliche Verteilung der Spektralcharakteristiken
von ganzem Objekt.

« AnschlieBend erfolgt die digitale Bearbeitung der Bildspektren, um die auf solche
Weise gespeicherte Informationen Uber Spektralcharakteristiken des untersuchten
Objektes zu ermitteln und zu analysieren.

5.2.1. Aufbau und Funktion des CCD-Prismenspektrometers

Fir die automatisierte Aufnahmen der Bildspektren im VIS-NIR Bereich 400-1050 nm
wurde ein goniometrisches 2D CCD-Prismenspektrometer entwickelt. Aufbau, Justieren
und Eichung des CCD-Prismenspektrometers bilden einen bedeutenden Teil der
vorliegenden Arbeit. Dieses Spektrometer ist eine Art von bildgebendem Dispersiv-
Spektrograph und besteht aus einer Lichtquelle, einem Prismenmonochromator und
einem CCD-Detektor. Der Spektrograph ist ein ortsauflésenden Spektrograph und nuttzt
die Transmissions-prismentechnologie. Das Bild eines Streifens mit Hilfe eines
Durchsichtprisma wird spektral zerlegt und direkt auf den Chip einer CCD-Kamera
abgebildet wird. Das Abbild des Objektes wird in den Bildspalten durch die raumliche
Auflésung, in den Zeilen durch die spektrale Auflésung in der Wellenlange erzeugt. Somit
tragt jedes Bild in der einen Richtung die Ortsinformation und in der zweiten Achse das
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Spektrum fiir jeden Punkt der registrierten Linie. Der goniometrische Aufbau des
Spektometer-Systems ermdglicht es die gesamten Transmissions- und Reflexions-
charakteristiken vom Objekt zu studieren. Das entwickelte Modell des CCD-
Spektrometers arbeitet ohne optomechanischen Scanner. Ein Scanner kdénnte dieses
Gerates zu einem kompletten Labormessgerat erweitern.

Das Blockschema des CCD-Spektrometers ist in Abb.5.2.1. dargestellt. Alle optischen
Bestandteile liegen exakt auf der optischen Achse der Apparatur.

Abb.5.2.1: Aufbauschema des ortsaufgelésten CCD-Spektrometersystem:
1 - Beleuchtungsquelle; 2 - Kollimator; 3 - Objekt (ein Pflanzenblatt); 4 - Prismenmonochromator;
5 - CCD-Kamera; 6 - Computer mit der Bildverarbeitung-Software.

Lichtquelle

Als Lichtquelle dienten eine Xenon- bzw. Halogenlampe. Die Xenonlampe (CXE 300S,
Cermax) liefert kontinuierliches Licht im Wellenbereich 200-800 nm und die Halogen-
lampe (Endolux; Classe&Co GmbH) im Spektralbereich 300-2500 nm. Normalerweise
wird bei der Messungen im VIS Spektralbereich durch einen Warmeschutzfilter der
groBte Teil der NIR Strahlung ab 800 nm aus dem Spektrum der Lampe ausgefiltert, um
die Apparatur und das Pflanzenblatt nicht unnétig aufzuheizen. Im Gegensatz zu den
anderen Beleuchtungsquellen hat die Halogenlampe den Vorteil eines "kontinuierlichen"
Spektrums entsprechend einer Planckkurve mit T=3300K. Damit [aBt sich annahernd das
Tageslichtspektrum abdecken. Die Irisblende gestattet es, die Lichtintensitat zu regeln,
ohne die Lampe durch eine Veranderung der Spannung dimmen zu missen, so daB das
Lichtspektrum konstant bleibt.

Das Lampenlicht wird durch einen Lichtleiter und mit einem Kollimator zu einem
Parallelbiindel geformt. Die verwendete Faser unterstitzt Wellenlangen aus dem Bereich
380-1600 nm. Am Ende der Glasfaser befindet sich ein Kollimator. Dies ist im
wesentlichen ein Linsensystem mit verstellbarem Fokus, das das aus der Glasfaser
austretende Licht zu einem paralleles Strahlenblindel kollimiert. AuBerdem ergibt sich
hiermit eine gleichmaBigere Lichtverteilung Uber den Querschnitt. Das Blatt wird durch
den Kollimator nahezu kontinuierlich beleuchtet, wobei kaum ein Intensitatsabfall
entlang der Aufhahmelinie entsteht.

Monochromator

Das Kernstlick des Spektrometers bildet der Prismenmonochromator, der das Licht von
einem Objekt in eine spektrale Verteilung am Bildort umsetzt. Damit wird sie flr eine
Messung mit einer CCD-Kamera zuganglich gemacht.
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In Abb.5.2.2. ist der Prismenmonochromator dargestellt. Er besteht im wesentlichen aus
drei Objektiven (Xenoplan 1.9 / 35 von Schneider/Kreuznach) mit einer Brennweite von
f=35 mm, einem Prazision-Spektralspalt von 10 ym Breite und 22 mm Lange, dem
Geradsichtprisma Amichi und einem Schirm, der in diesem Fall durch den CCD-Chip der
Kamera ersetzt ist. Das Transmissionslicht tritt durch das erste Objektiv (1) in die
Apparatur ein und wird auf die Bildebene scharf abgebildet. Dort befindet sich der Spalt
(2), der wiederum in der Brennebene des darauffolgenden Objektivs (3) sitzt. Der Spalt
hat fir das Prismenspektrometer eine entscheidende Aufgabe, das Licht in einer
Richtung so schmal zu machen, um nach der Zerlegung im Prisma eine ausreichende
Wellenlangenauflésung erzielen zu kénnen. Da der Spalt sich in der Brennebene des
zweiten Objektivs befindet, tritt das Licht im Idealfall daraus parallel aus. So trifft es auf
das Prisma (4). Prismen werden aus Materialien hergestellt, deren Brechungsindex n
wellenldangenabhangig ist (Dispersion). Da die Ablenkung eines Lichtstrahls beim
Durchgang durch das Prisma von n bestimmt wird, kann polychromatisches Licht so
spektral zerlegt werden. In der Regel wird langwelliges Licht schwacher gebrochen als
kurzwelliges, da der Brechungsindex mit abnehmender Wellenldnge zunimmt (normale
Dispersion). Das verwendete Amichi Geradsichtprisma zeigt im gesamten VIS und NIR
Bereich eine normale Dispersion. Das letzte Objektiv (5) fokussiert paralleles Licht auf
die Brennebene der CCD-Kamera (6). Dort entsteht ein Bildspektrum (Abb.5.2. 5).

Abb.5.2.2: Prismenmonochromator des ortsaufgelésten CCD-Spektrometers:

1,3,5 - Objektiv (Brennweite f=35 mm); 2 - Prézision-Spektralspalt (10 um Breite);
4 - Geradsichtprisma Amichi; 5 - CCD-Kamera.

Das Geradsichtprisma wurde so positioniert, daB die mittlere Wellenlange des
beobachteten Spektrums einen symmetrischen Durchgang durch das Prisma hat und auf
den mittleren Kanal vom CCD-Chip trifft. Winkelkorrekturen sind allerdings immer noch
maoglich; die CCD- Kamera und die Prismenhalterung kénnen um etwa 10 Grad variiert
werden. Diese Spektrum-Positionierung auf den CCD-Chip ist deshalb ausgewahlt, weil
damit ein Spektralbereich von 400 bis zu den 1050 nm, in dem die Kamera noch
empfindlich ist, aufgenommen werden kann. Es ermdéglicht die Absorptionsbanden vom
Chlorophyll im VIS Bereich bei 450 und 680 nm und vom Blattwasser im NIR Bereich bei
850 und 970 nm zu registrieren (Kapitel 6 und 7).

Alle Bestandteile des Monochromators wurden auf einer Profilschiene (OWIS, SYS 65)
montiert. Das ganze CCD Spektrometer-System wurde auf eine Goniometer-Drehplatte
oder direkt auf einem optischen Tisch befestigt (Abb.5.2.3.). Der hochstabile optische
Tisch erlaubt eine prazise und schwingungslose Montage des gesamten MeBaufbaus. Der
goniometrischen Aufbau des CCD-Spektrometers erlaubt Spektralcharakteristiken des
Pflanzenblattes im Transmissions- und Reflexionslicht zu erforschen.
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Abb.5.2.3: Messaufbau des CCD Goniometer-Spektrometers im Labor.

Geradsichtprisma Amichi

Der ganzen Versuchsaufbau wird dank des Einsatzes eines Amichi Geradsichtprismas
(Abb.5.2.2 (4)) wesentlich vereinfacht im Vergleich zu den konventionellen Prismen-
geraten, bei denen die Dreieckprismen verwendet werden. Das Amichi Geradsichtprisma
(Linos, Gottingen) ist aus drei Bestandteilen zusammengeklebt, wobei zwei Prismen aus
SS14 Glas und eine aus BK-7 hergestellt sind.

Technische Daten vom Geradsichtprisma: 304 517 564

Geradsichtprisma Amichi

Abmessungen 30 x 30 x 106 mm; 251
Offnung 30 x 18 mm;
Spektralbereich 300 - 2300 nm; 207
Winkeldispersion Ae=4° 35";

154

Keine Strahlablenkung fir A = 587,6 nm.

Transmission %

10

Abb.5.2.4: Transmissionsspektrum
des Geradsichtprismas o4
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Das Transmissionsspektrum des Geradsichtprismas flir den Arbeitsbereich 400-1100 nm
des CCD-Spektrometers ist in Abb.5.2.4. gezeigt. Wie aus dieser Abbildung ersichtlich,
sollten die Durchsichtigkeitscharakteristiken des Prismas bei der Spektralauswertung
berlicksichtigt werden. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit durch die radiometrische
Kalibrierung des gesamten CCD-Spektrometersystems erreicht. Damit werden die
optischen Parameter von allen Bestandteilen des Spektrometers einbezogen.

Detektor

Fir die Aufnahme der Bildspektren wurde die PixelFly CCD-Kamera (PCO GmbH;
Kelheim) eingesetzt. Prinzipiell kann der spektrale Aufnahmebereich an die
experimentelle Zielsetzung durch die Auswahl verschiedener Kameras und dispersiver
Elemente (Prisma, Gitter) angepaBt werden. Die verwendete PixelFly CCD-Kamera ist im
Spektralbereich 300-1050 nm empfindlich. Die Einzelheiten dieser Kameras sind in
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Kapitel 4.2 aufgelistet Bei Verwendung des Geradsichtprismas und der PixelFly Kamera
sind Messungen im Bereich zwischen 400 nm und 1050 nm bei einer verifizierten
Auflosung von ca.1 nm/Pixel mdoglich. Die PixelFly Kameras (VGA und Scientiffic)
enthalten eine CCD-Matrix mit 640x480 bzw. 1280x1024 Pixel je nach Modell. Das Signal
setzt sich dabei aus den 4096 Grauwertestufen pro Pixel zusammen (12 Bit Auflésung).
Diese Mdglichkeit erlaubt einen weiten Bereich detektierbarer Intensitdaten bei konstanter
Belichtungszeit. Dariber hinaus konnte die Belichtungszeit zwischen 10 ps und 10 s
variiert werden.

5.2.2. Technische Durchfiithrung des Verfahrens

Justieren des CCD Spektrometersystems

Das Justieren des Systems stellte sich als eine aufwendige Aufgabe heraus. Bedingt
durch die Méglichkeit, die meisten Komponenten verschieben oder verkippen zu kénnen,
hat das Spektrometer viele Freiheitsgrade, die die optischen Feineinstellungen erst
maoglich machen, aber diese eben auch etwas komplex werden lassen.

Zum Justieren des Prismenspektrometers ist es vorteilhaft, eine Lichtquelle mit der
bekannten spektralen Linien im sichtbaren Wellenlangebereich zu benutzen. Solche
Lichtquelle kann man zugleich zur Wellenlangen-Kalibrierung des CCD-Spektrometers
verwenden. Dazu wurde QuecksilberArgon Kalibrierungslampe (Hg/Ag Lampe) angepaBt.

Am besten beginnt man mit der Feinstellung der Bestandteile des Monochromators, um
zu gewahrleisten, daB das Spektrum auf den CCD-Chip der Kamera trifft. Um den CCD-
Chip in der Brennebene des Objektivs zu positionieren, ist es am einfachsten dieses
soweit in die Kamera hineinzudrehen, bis die Hg- und Ag-Linien der Kalibrierung Lampe
auf dem CCD-Chip scharf abzubilden werden (Abb.5.2.6). Der Eintrittsspalt muB parallel
zu den CCD-Spalten auftreten, was mit dem vertikalen Inspektor (Software "Heurisko")
geprift wird und die CCD Kamera wird nachjustiert. Mit Hilfe der Spektrallinien der
Hg/Ag Lampe kann man die parallele Einstellung des Eintrittsspaltes zu den CCD-Spalten
sehr prazise durchfiuhren.

Aufnahme der Bildspektren

Nach erfolgter Positionierung von Blatt und Spektometersystem wird der
Bildverarbeitungs-Interpreter "Heurisko" gestartet. Durch Aufruf des Workspaces
"Bildaufnahme"” erhalt man eine Livebildanzeige auf dem Monitor des Rechners, mit
deren Hilfe das Bild in Scharfe und Helligkeit optimiert wird. Abbildung 5.2.5 zeigt die
Roh-Bildspektren von dem Beleuchtungslicht und von einem Tabakblatt.

Bildspektrum

Ein Bildspektrum ist ein 2D Digitalbild, in dem entlang der Y-Achse (spatial direction) die
Rauminformation und entlang der X-Achse (spectral direction) die spektrale Information
abgebildet ist (Abb.5.2.5). Die Spaltenrichtung im Bildspektrum zeigt einen registrierten
Streifen (ideal eine Linie) vom untersuchten Blatt. Meistens wurde eine Linie ca. 4 cm
lang abgebildet. Entlang einer Zeile steht jede Spalte fiir eine andere Wellenldnge. Dies
beginnt bei 430 nm (1. Spalte) und endet bei ca. 1000 nm (640.Spalte). Das Zeilenprofil
des Bildes zeigt ein Transmissionsspektrum flir jeden Punkt der abgebildeten Blattlinie.
Fir die quantitative Analyse der Bildspektren muB die X-Achse zur Wellenlange
geeichnet werden. Auf dem Bildspektrum des Tabak Blattes sind Blau- und Rot-
Absorpionsbanden von Chlorophyll leicht erkennbar.
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Abb.5.2.5: Roh-Bildspektren und Grauwert-Zeilenprofile von dem Xenon-Beleuchtungslicht (a)
und von einem Tabak Blatt(b). Die Zeilenprofile zeigen die Transmissionsspektren
fiir einem Punkt der abgebildete Linie.

Datenaufbereitung

Zur quantitativen Auswertung der Bildspektren muB eine eindeutige
Wellenldangezuordnung mdglich sein. Dazu ist es notwendig, den funktionalen
Zusammenhang zwischen A und X-Bildkoordinaten zu kennen. Fiir die Spektralanalyse
muissen die Grauwerten der Roh-Bildspektren in spektrale Transmissionswerte
umgewandelt werden. Diese Vorgange nennt man Datenaufbereitung. Die
Datenaufbereitung fiir die Bildspektren besteht aus den folgenden Schritten:

+ Dunkelstrom- und Fehlerpixelkorrektur ;

« Wellenlangeneichung;

+ radiometrische Kalibrierung;

« Ermittlung des Transmissions- bzw. Absorptions-Bildspektrum.

Dunkelstrom- und Fehlerpixelkorrektur

Fir eine Verbesserung der Grauwert-Bilder, das heiBt fir die Verbesserung des Signal-
Rausch-Verhaltnisses und Bildfehlerkorrektur, wurden von den Rohbildern die
Dunkelstrombilder abgezogen. Fiir jeden Pixel des Bildes muB diese Korrektur gemacht
werden, um ein homogenes Bild zu erhalten. Dafliir wurde jedesmal vor der
Bildaufnahme ein Dunkelbild gemessen. Man verschlieBt das Kameraobjektiv lichtdicht
und nimmt ein Dunkelbild auf (Dunkelstromsignal fir jedes Pixel).

Wellenlangeneichung

Ein Teil der Datenaufbereitung ist ein Kalibrationsverfahren fiir die spektrale Eichung
zwischen den Bildpixelnummern und der Wellenlange. Die Kalibration von spektralen
Bilddaten, die mit dem CCD-Spektrometer aufgenommen werden, erfordert spezielle
Kalibrationsmessungen jeweils vor der Messung. Die spektrale Kalibrierung geschieht
unter Verwendung einer geeichten Lichtquelle. Fir die Wellenldngenkalibration wurde ein
Referenzspektrum der Quecksilber-Argon Spektrallampe verwendet (Kapitel 4.2). Die
bekannten Wellenldngen der einzelnen Quecksilber- und Argon-Emissionslinien kdénnen
den Pixelnummern, bei denen diese Linien beobachtet werden, zugeordnet werden.
Damit wurde die Kalibration der Wellenlangenskala mdglich.
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Das Bildspektrum der Hg/Ag-Emission wurde auf dem Monitor eines Computers
betrachtet und das Prisma um die vertikale Achse gedreht, bis die gewilinschte
Wellenlangen-Positionierung an den Bildpixeln erzielt wurde. Die Absorptionsbanden der
Chlorophylle liegen im VIS Bereich von 400 bis 700 nm. Um das ganze
Chlorophyllspektrum zu erfassen, wurde das Geradsichtprisma so positioniert, daB die
mittlere Wellenlange des beobachteten Spektrums bei ca. 550 nm auf den mittleren
Kanal des CCD-Chip trifft. Dabei hat das Lichtblindel einen symmetrischen Durchgang
durch das Prisma, weil dieses keine Strahl-Ablenkung flir die Wellenlédnge A = 587,6 nm
hat. Das Grauwertbild, das mit der CCD Kamera aufgenommen wird, ist 640 x 480 Pixel
groB. Deswegen wird bei dem Justieren die grine Spektrallinie bei 546 nm der
Quecksilber-Argon-Kalibrierungslampe in Bildmitte (Pixel Nr. 320) gelegt.

In Abb.5.2.6 ist das Grauwert-Bild-
spektrum der Hg/Ag Kalibrierungs-
lampe, das mit dem CCD-
Spektrometer aufgenommen wurde
und das Zeilenprofil dieses Bildes
dargestellt. Zusatzlich wurde das
Emissionsspektrum von der Hg/Ag
Kalibrierungslampe mit dem HP [ d1 - Row Profile
8453 Spektrometer gemessen und
entsprechende Wellenlangenwerte
der beobachteten Spektrallinien
bestimmt (Abb.5.2.7a).

Abb.5.2.6: Bildspektrum der
Spektrallinien  der Hg/Ag  Kalib-
rationslampe, das mit dem CCD-
Prismenspektrometer  aufgenommen
wurde.

[188]1:640] 10,4000 S

Abbildung 5.2.7b zeigt die Kurve der Zuordnung der Bildspalten und Wellenldngen der
Hg/Ag Emissionslinien. Aus den Wellenlangenwerten der Quecksilber- und Argon-
Spektrallinien wurde eine Exponentialfunktion interpoliert, welche in Abb.5.2.7b die rot
gezeichnete Kalibrierungsfunktion ergab. Die Parameter dieser Kalibrierungsfunktion sind
in Abbildung ebenfalls angegeben.

Um ein gemessenes Bildspektrum in ein geeichtes Bildspektrum zu transformieren,
wurde der Heurisko-Workspace "Wellenldngeneichung" geschrieben (Anhang 3). Dadurch
wurde es maoglich die registrierten Spektralbanden zu interpretieren und damit die
quantitative Spektralanalyse der Bildspektren durchzufiihren.

Abbildung 5.2.6 verdeutlicht auch eine gute spektrale Auflésung des Spektrometers. Das
Bildspektrum umfaBt einen Spektralbereich von 430-1050 nm. Das heit 640 Bildpixel
entsprechen 620 nm. Daraus folgt, daB die mittlere spektrale Auflésung ist:

a= 620 nm/640 Pixel = 0,97 nm/Pixel.
Es bestatigt auch die sichtbare Trennung von zwei gelben Spektrallinien des Quecksilbers
von 577 und 579 nm. Da die Dispersion des Prismas im Langwellenbereich des
Spektrums kleiner als im Kurzwellenbereich ist, unterscheidet sich die spektrale
Auflésung in den blauen und roten Spektrumbereichen:
dp = 550-430 nm / 320 pixel=120 nm / 320 Pixel = 0,375 nm/Pixel
a,=1050 - 550 nm / 320 Pixel = 500 nm / 320 Pixel = 1, 562 nm/ Pixel.

Die Abb.5.2.8 zeigt ein Bildspektrum des Rizinusblattes vor und nach der Kalibrierung.
Das Bildspektrum wurde mit Hilfe des Heurisko-Workspaces "Wellenldngeneichung" in
ein spektral kalibriertes Bildspektrum transformiert. Auf dem Ergebnisbild kann man
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eindeutig die Blau- und Rotbanden von Chlorophyll mit den Maxima bei 450 nm und 680
nm identifizieren und analysieren, da Bildspalten mit den Wellenldangen zugeordnet sind.
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Abb.5.2.7: Spektrum der Hg/Ag Kalibrationslampe (a) und
Kalibrierungskurve fiir die Zuordnung der Bildspalten und Wellenlédngen (b).
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Abb.5.2.8.: Bildspektrum des Rizinus Blattes vor (oben) und nach(unten) der Spektralkalibrierung

In Abb.5.2.9 sind Zeileninspektor des kalibrierten Bildspektums und die kalibrierten
Transmissionsspektren eines Rizinus Blattes dargestellt. Die Spektren wurden mittels der
Software Origin fiir verschiedene Punkte entlang der abgebildeten Blattlinie ermittelt.
Auffallig ist die Prazision des Verfahrens zur Spektralkalibrierung der Bildspektren.
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Abb.5.2.9: Zeileninspektor des kalibrierten Bildspektums und die kalibrierten Transmissions-
spektren von verschiedenen Punkten entlang der abgebildeten Linie eines Rizinus Blattes.
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Radiometrische Kalibrierung

Bei der Aufnahme des Transmissionslichtes muB berlcksichtigt werden, daB das Licht
sowohl vom Objekt (Blatt) selbst als auch von allen optischen Bestandteilen (Objektive,
Prisma, Kamerachip) des Spektrometersystems verandert wird. Die von der CCD-Kamera
registrierte Lichtintensitat wird sowohl durch die Kamerasensibilitat als auch durch das
Transmissionsvermdgen der genannten optischen Teile bestimmt. Besonders beeinfluBt
die CCD-Kamera die radiometrische Veranderung der registrierten Strahlung, da der
Kamerachip nicht bei allen Wellenldangen gleich sensitiv ist (Abb.5.2.10). Fir eine
korrekte Auswertung der Bildspektren missen alle genannten Faktoren berlcksichtigt
werden und Bildspektren radiometrisch kalibriert werden. Um der Notwendigkeit der
radiometrischen Bildkorrelation zu entgehen, wurde eine Normierung der DurchlaB-
strahlung (DurchlaBlicht vom Blatt) auf die Beleuchtungsstrahlung (Referenzspektrum)
flr die Auswertung der Transmissionsbilder gemacht.
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Abb.5.2.10: Spektrale Empfindlichkeit (quantum efficient) der Sensoren vom CCD-Chip
der PixelFly Kamera (Eingabe vom Hersteller PCO, Kelheim, Deutschland).

Im Fall der Spektralmessungen ohne Normierung mit dem Referenzspektrum des
Beleuchtungslichtes muB eine radiometrische Kalibrierung des Spektrometersystems
durchgefiihrt werden. Durch die radiometrische Kalibrierung werden die gemessenen
Grauwerte in spektrale Strahldichten umgewandelt. Eine Kalibration beziiglich der
Signalintensitat wird durch den Vergleich der MeBbildspektren mit den Bildspektren einer
radiometrisch interkalibrierten Lampe (Normallampe) erreicht. Flr die Auswertung der
radiometrischen Funktion werden die gemessenen Bildspektren durch das radiometrisch
geeichten Bildspektrum des Halogenlichtes von der Ulbricht Kugel dividiert.

Fazit

Ein einzigartiges, robustes, sensitives, goniometrisches und ortsauflésendes 2D
Spektrometer wurde auf der Basis eines Prismenmonochromators und einer CCD-Kamera
konstruiert und aufgebaut. Es ist auch flr Applikationen mit geringer Lichtleistung
geeignet, das heiBt fiir die Untersuchung der Transmission von dichten Objekten
(Pflanzenblatter).

Mit dem  goniometrischen Aufbau werden unterschiedliche experimentelle
Versuchsaufbauten mdglich. Neben den Transmissionsmessungen an Objekten kénnen
auch die Reflexionsmessungen unter verschiedenen Beleuchtungswinkeln durchgefiihrt
werden.

Das CCD-Prismenspektrometer wurde flir die anspruchsvollste Spektralanalyse an
Pflanzenblattern entwickelt. Dieser abbildenden Spektrograph eignhet sich insbesondere
fir Applikationen, die eine hohe 6rtliche und spektrale Auflésung erfordern.
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RESULTATE

Kapitel 6
Bildgebende VIS-Spektroskopie von Pflanzenblattern

Chlorophyllverteilung und -zustand

6.1. Spektralcharakteristiken von Photosynthesepigmenten

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit ist die raumlich hoch aufgeléste bildgebende
Spektralmessung von Pflanzenblattern durchzufiihren. Aus diesen Messungen kann
sowohl die raumliche Verteilung von Chlorophyll und Wasser in Blattern bestimmt
werden, als auch Aussagen Uber die verschiedenen Wasserzustande getroffen werden.
Um diese spektrale MeBtechnik anwenden zu kdénnen, ist es unerlaBlich, genaue
Kenntnisse Uber die Spektralcharakeristiken der untersuchten Blatter zu gewinnen. In
diesem Kapitel werden daher die Transmissionsspektren des VIS Bereiches von
Mesophyten (Rizinus, Tabak) und Sukkulenten (Kalanchoe, Aloe) analysiert. Die
Messungen wurden mit Hilfe der HP 8430 und SCAN 500 Spektrometer sowohl fiir die
ganzen Blatter als auch fir die aus ihnen gewonnenen Safte und Extrakte der
Photopigmente durchgefiihrt. Diese Spektraldaten von Blattern sind sowohl fir die
Bestimmung der Lage charakteristischer Absorptionsmaxima und -minima, als auch fir
die Abschatzung des Einflusses von Mehrfachlichtstreuung auf die gemessenen
Absorptionsbanden erforderlich. Wie bereits in Kapitel 5.2 beschrieben wurde, arbeitet
das in dieser Arbeit entwickelte bildgebende spektroskopische Verfahren mit einer
Auswahl von schmalbandigen Bandpassfiltern. Naturlich kann eine adaquate Auswahl
dieser Filter nur getroffen werden, wenn die spektrale Kennlinie des Blattes exakt
bekannt ist. Ebenfalls beinhalten Spektraldaten wichtige Informationen ber die
Interaktion der Absorption und Lichtstreuung n im Blatt und sind damit fur ein tieferes
Verstandnis der Wechselprozesse von Licht mit der Blattstruktur und den Photosynthese-
pigmenten notwendig. Diese Prozesse auBern sich in den Spektralbildern der Blatter, die
mit Hilfe der bildgebenden Spektroskopie gewonnen werden. Deshalb sind spektrale
Voruntersuchungen des Blattes sehr wichtig fiir die Entwicklung von Verfahren
bildgebender Spektroskopie am Pflanzenblatt und zwar sowohl fiir die Herstellung und
Bearbeitung von Spektralbilder als auch fir ihre Interpretation. Zum Beispiel wurde ein
Verfahren flir Extrahierung der "reinen" Absorptionsbanden von Photopigmenten und
Wasser im Blattspektrum zuerst flir die Analyse der konventionellen Extinktionsspektren
entwickelt und approbiert. Danach wurde &hnliches Verfahren flir die bildgebenden
Spektroskopie modifiziert und verwendet. Die Methode der spektralen Bestimmung des
Gehaltes von Photopigmenten und Wasser in Pflanzenblattern wurde ebenfalls zunachst
bei der Bearbeitung der konventionellen Spektren entwickelt und wurde dann fiir die
bildgebende Spektroskopie modifiziert. Es ermdéglichte ein Ubergang von der integrale
spektrale Berechnung des Substanzgehaltes vom ganzen Blatt zur quantitative
Bestimmung und Visualisierung ihrer raumlichen Verteilung am Blatt mittels der
entwickelten Methoden bildgebender Spektroskopie.

6.1.1. Spektren der in vitro Chlorophylle in den Extrakten

Spektraluntersuchungen der Chlorophyllextrakte

Die Photosynthesepigmente der héheren Pflanzen bestehen aus den Chlorophyllen und
einem Gemisch von Carotinoiden. Diese Substanzen sind in die Chloroplastenmembranen
eingelagert, wo sie in nicht-covalenter Bindung an verschiedene Tragerproteine
vorliegen. Die Chlorophyllextrakte aus frischem Pflanzenblattmaterial wurden nach der
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standardisierten Methodik mit Hilfe von 80 % Ethanol gewonnen (Kapitel 4.1). Die
Spektralmessungen an den Extrakten wurden mittels des HP Spektrometers im
spektralen Wellenlangenbereich von 200-1100 nm durchgefiihrt. Abb.6.1.1 zeigt die
Transmissionsspektren der Pigmenten-extrakte von Tabak und Rizinus Blattern. Im NIR
Bereich (850-1100 nm) liegen die Banden der Schwingungsmoden der C-H und O-H
Bindungen vom Ethanol und Wasser. Sie behindern die Analyse der Chlorophyllbanden
nicht.

100 — Transmissionsspektren des Chlorophyllextraktes
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Abb.6.1.1: Transmissionsspektren des Photopigmentenextraktes von Tabak und Rizinus Blattern.

In Pigmentgemischen Uberlagern sich die Absorptionsspektren der einzelnen
Komponenten additiv. Um die Beitrage der Spektralbanden der Photopigmente, anderer
organischen Blattsubstanzen sowie des Lésungsmittels extrahieren, wurden die Spektren
des Pigmentextraktes und des 80 % Ethanol getrennt registriert. AnschlieBend wurden
ihre Spektren subtrahiert. In Abb.6.1.2 sind die registrierten Spektren und ermittelte
Absorptionsbanden gezeigt. Ein Vergleich der Absorptionsbanden von Chlorophyll-
extrakten der Tabak und Rizinus Blatter ist in Abb.6.1.3a dargestellt. Die abgetrennte
Banden mit den Maxima bei 437 und 665 nm sind die Blau- und Rotbanden der
Chlorophylle. Die kurzwelligen UV Elektronenbanden bei 330 nm entsprechen den
organischen Blattsubstanzen. Wie aus Abb.6.1.3a ersichtlich ist, sind die Absorptions-
spektren von Pigmentextrakten der Tabak und Rizinus Blatter sehr &hnlich. Dies beruht
auf Tatsache, daB das Chlorophyll in dem Extrakt in seinem Molekular-zustand vorliegt.
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Abb.6.1.2: Extinktions- und Absorptionsspektren des Photopigmentextraktes
eines Tabak(a), Rizinus Blattes (b) und der dthanolischen Extraktionslésung.



6. 1. Spektralcharakteristiken von Photosynthesepigmenten 89

Zur Trennung von (Uberlagerten Einzelnbanden im Gesamtspektrum, welches die
Absorptionsbanden der Photosynthesepigmente und organischer Substanzen enthalt,
wurde eine Dekonvolution des Spektrums durchgeflihrt. Daflir wurden die Spektren in
den GauB-Komponenten zerlegt. Das Ergebnis dieser Zerlegung ist in Abb.6.1.3b fir die
Chlorophyllbanden des Tabak Blattextraktes gezeigt. Wie aus den Fragmenten der
Spektrumzerlegung in Abb.6.1.4a ersichtlich ist, liegen die rote Absorptionsmaxima der
Chlorophylle a und b bei 667 und 651 nm. Dies wird aus der zweiten Ableitung des
Spektrums der Rotbande noch verdeutlicht, wie der Abb.6.1.4b zu entnehmen ist.
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Abb.6.1.3: Absorptionsspektren des Extraktes eines Tabak und Rizinus Blattes (a).
Dekonvolution der Absorptionsbanden des Tabakbattextraktes in Einzelnbanden (b).
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Abb.6.1.4: Dekonvolution der Rotbande in Einzelnbanden der Chlorophylle a und b (a) und
Spektrum der 2.Ableitung von der dieselben Chlorophyllbande (b) des Tabakbattextraktes.

Die intensiven Absorptionsbanden der in vivo Chlorophylle vom ganzen Pflanzenblatt
konnten nicht so einfach registriert und analysiert werden, wie es fur die
Chlorophyllextrakte durchgefiihrt wurde. Dies ist bedingt durch die Blattgewebestruktur
und den groBen Gehalt an organischen Substanzen ebenso wie durch die Chlorophyll-
Assoziation, weil Chlorophylle als Pigment-Protein-Komplexe in Chloroplasten
vorkommen sind. Die UV Elektronen-banden der organischen Blattsubstanzen Gberlagern
sich mit den Blaubanden der Chlorophylle. Deshalb muB man ihre Beitréage trennen. Die
Chlorophyllbanden in Blattspektren konnten analog zu den Spektren von
Chlorophyllextrakten getrennt werden. Es stellte sich heraus, daB die Kontur der
hochfrequenten Banden in Extrakt-Spektren durch die Boltzmann-Kurve
y=(A1- A2)) / {1+exp[(x-xo))/dy]}+ A;
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approximiert werden kann, wobei Ajund A, aus der Regression an die Datenpunkte
gewonnen werden. Fir die Ermittlung der Parameter dieser Anndherung wurden einige
Referenzpunkte im Spektralbereich von 340 bis 355 nm und bei 720 nm benutzt. In
Abb.6.1.5a. sind die geschatzten Parameterwerte und die Anpassung der Bandenkontur
fir den Tabak Blattextrakt dargestellt

Tabakblattextrakt
----- Boltzmann-Annehrungskurve

Y=(A1—A2)/{1+e><p[(x—x0)/dx]}+A2

Parameter Value
Al 3.92976
A2 0.15221
x0 359.0842
dx 11.88019

Extinktion
Absorption

400 500 600 700 ;
Wellenléange (nm) Wellenlange (nm)

Abb.6.1.5: Extrahieren der Chlorophyll-Absorptionsbanden aus dem Extinktionsspektrum (a) und
Dekonvolution extrahierten Chlorophyllbanden in Einzelnbanden (b) fir das Tabak Blattextrakt.

Die Subtraktion der hochfrequenten Bandenkontur aus dem Extinktionsspektrum des
Extraktes ermdéglicht die Ermittlung der Absorptionsspektren der Chlorophylle. Das auf
diese Weise erhaltenen Spektrum des Pigmentextraktes vom Tabak Blatt ist als rote
Kurve in Abb.6.1.5b dargestellt. Die griine Kurve ist das Spektrum der Photosynthese-
pigmente, welches durch Addition der acht Einzelnbanden ermittelt wurde. Die
verwendete vier Einzelnbanden sind die entsprechenden Banden der Spektrum-
Dekonvolution (Abb.6.1.3b). Es zeigte sich, daB die auf diese zwei Arten ermittelten
Pigmentspektren nahezu identisch sind. Diese Spektren-Identitdt zeigt, daB unser
Verfahren flir das Extrahieren der Absorptionsbanden ein konsistentes Ergebnis liefert.
Die entwickelte Methodik fir die Trennung der Chlorophyllbanden durch die Subtraktion
der hochfrequenten Spektrumkontur ist einfach und flr die Bearbeitung der
experimentellen Daten gut geeignet. Deshalb wurde ahnliche Methodik auch fir die
Bearbeitung und Analyse der Absorptionsspektren von Pflanzenblattern und Blattsaften
verwendet.

Spektraluntersuchungen der Blattsafte

Die Absorptionsbanden der Photopigmente in den Spektren des Blattsaftes entsprechen
der Chlorophylle, die in den Chloroplasten eingelagert sind. Die Blattsafte enthalten
auBer Chloroplasten auch kleine Stiicke der Blattgewebe, Zellaggregate und
Zellbestandteile, die in GréBe mit der IR-Wellenléange vergleichbar sind. Deshalb weist
der Blattsaft die groBere Inhomogenitat im Vergleich mit dem Pigmentenextrakt auf, in
welchem die Chlorophylle in dem Molekularzustand vorliegen. In den Transmissions-
spektren der Safte auBert sich auch der MLS-EinfluB. Die Spektren der Pflanzenblatter
und ihrer Safte wurden mittels des UV-VIS-NIR Zweistrahl-Spektrometers SCAN 500 mit
ausreichend hoher Empfindlichkeit gemessen. Die Spektren der Blattsdfte wurden in
einer 400 pm dicken Kiivette registriert. Die Abb.6.1.6a zeigt in Ubersichtweise das
Extinktionsspektrum des Tabak Blattsaftes im breiten Spektralbereich von 200 bis 2500
nm. Zum Vergleich ist dieser Abbildung auch das Absorptionsspektrum von destilliertem
Wasser in der gleichen 400 pm dicken Kivette angegeben. Im Bereich des vgu+v;
Kombinationstones von Wasser bei 1970 nm ist das Spektrum des Saftes dem
Wasserspektrum dhnlich. Im kurzwelligen Bereich nimmt der Extinktionsuntergrund zu,
auf dem sich die Absorptionsbanden der Chlorophylle herausheben. Die Zunahme des
MLS-Einflusses kann auch mit der Abnahme der Wellenlange erklart werden. Eine
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weitere Erklarung fir die Steigerung des Extinktionuntergrundes im Bereich 300-1000
nm liefert der Beitrag der Elektronenbande von Wasser [Korniyenko 2002] und
organischen Stoffe im Blatt.
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Abb.6.1.6: Extinktionsspektren vom Tabak Blattsaft und destilliertem Wasser (a).
Extrahieren der Absorptionsbanden aus dem Spektrum des Tabak Blattsaftes(b).

Die Extraktion der Absorptionsbanden von Photopigmenten im Spektrum des Tabak
Blattsaftes wird in Abb.6.1.6b prasentiert. Die Basislinie der UV Elektronenbanden und
MLS wurde durch ein Polynom 3. Ordnung approximiert. Daflir wurden vier Referenz-
punkte zwischen den Absorptionsbanden ausgewahlt. Die Dekonvolution der extrahierten
Blau- und Rotbanden in Einzelnkomponeten ist in Abb.6.1.7a dargestellt.
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Abb.6.1.7: Extrahierte Absorptionsbanden des Tabak Blattsaftes und ihre Dekonvolution in
Einzelnbanden (a). Vergleich der Chlorophyllbanden des Extraktes und Saftes von Tabak Blatt (b).

Es zeigte sich, daB sich die Chlorophyllbanden in den Spektren der Blattsafte von denen
der Chlorophyllextrakte durch eine Rotverschiebung unterscheiden. Dabei verschiebt sich
das Maximum der Rotbande um ca. 17 nm (von 664 bis 681 nm) und das Blaumaximum
um ca. 20 nm (von 466 bis 486 nm). Dies entspricht einer Verschiebung der energe-
tischen Chlorophylizustdnde zum niedrigen Frequenzbereich in 376 und 877 cm™. Diese
Energiesenkung der Chlorophylle in Chloroplasten wird durch die Assoziation der
Chlorophylimolekiile in den Chloroplasten und durch ihre Pigment-Protein-Komplexe in
den Thylakoidmembranen verursacht. Da die in-vivo-Chlorophylle in Chloroplasten und
in-vitro-Chlorophylle im Extrakt chemisch gesehen dasselbe sind, liegt der SchluB3 nahe,
daB die Chlorophylle in vivo nicht im monomolekularen Zustand vorkommen, sondern
sich in einem komplexen Zustand befinden. Die Natur dieses Komplexes kann entweder
ein  Chlorophyll-Chlorophyll-Komplexe oder Aggregate sein, ein Chlorophyll-
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Hilfspigmente-Komplexe und ein Chlorophyll-(Lipo)protein-Komplexe oder ein
Kombination von diesen.

Abbildung 6.1.7b. zeigt ein Vergleich der Chlorophyllspektren des Extraktes und des
Saftes vom Tabak Blatt. Dabei wurde die Kurve des Spektrums vom Chlorophyllextrakt
in 17 nm zum langwelligen Spektrumbereich verschoben, um die Maxima beider
Rotbanden zur Deckung zu bringen. Wegen unterschiedlichen Bedingungen wahrend der
Spektrumaufnahmen (Dicke der Kivette 1 cm und 400 uym) wurde eine Normierung der
Spektren auf den Maximum der Rotbande vom Chlorophyll gemacht. Die Spektren des
Blattsaftes und Extraktes unterscheiden sich nicht nur durch ihre Frequenzverschiebung,
sonder vor allem durch die Intensitat der Blaubande. Betrachtet man Abb.6.1.7b, so
sieht man, daB die Blaubande (440 nm) vom Blattsaft (Chlorophylle in Chloroplasten)
gegenliber der Bande vom Pigmentextrakt (freie Chlorophylimolekiile) stark reduziert ist.
Dabei ist ihre Intensitat niedriger als die der Rotbande bei 680 nm. Die Bandenintensitat
reagiert sehr empfindlich auf den Molekularwechselwirkungen, sowie auf Assoziation der
Molekiile. Dies wird durch die Umstellung der Elektronenzustande verursacht. Die
Veranderung der Bandenintensitdt vom Chlorophyll kénnte als ein Merkmal der
Assoziation von Molekilen sowie als eine Erscheinungsform ihrer kollektiven
Eigenschaften dienen.

6.1.2. Spektren der in vivo Chlorophylle in Pflanzenblittern

VIS Spektren der mesophyten Pflanzenblatter

In der lebenden Zelle zeigen die in vivo Chlorophylle andere Spektraleigenschaften in
Vergleich zu dem Pigmentenextrakt. Das Absorptionsspektrum unterscheidet sich von
dem des gelésten Chlorophylls. Ersten ist die Lage der in-vivo-Maxima hin zu langeren
Wellenldangen verschoben und zweitens verandert sich die Form des Spektrums. Das
Chlorophyll ist im in-vivo-Zustand von Hilfspigmenten begleitet. Ihre Absorption
Uberlappt die Blaubande des Chlorophylls. Nattrlich sind die Blattspektren auch stark
von der MLS beeinfluBt, die Chlorophyllbanden liegen auf dem hohen Extinktions-
untergrund (Abb.6.1.8a).
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Abb.6.1.8: Extinktionsspektrum eines Tabak Blattes und Exponentialkurve des Untergrundes (a).
Extrahierte Chlorophyll-Absorptionsbanden und ihre Dekonvolution in Einzelnbanden (b).

Die in dieser Arbeit entwickelte Methodik fiir die Extraktion der Absorptionsbanden von
Blattpigmenten wurde auch fiir die Bearbeitung der Spektren von Pflanzenblattern
verwendet. Die Transmissionsspektren der Pflanzenblatter wurden ebenfalls mit Hilfe des
Spektrometers SCAN 500 im breiten Spektralbereich von 200 bis 1000 nm registriert.
Die breite Verteilung in Blattspektren stellt einen unerwiinschten Untergrund dar.
Abbildung 6.1.8a zeigt das Extrahieren der Chlorophyllbanden im Extinktionsspektrum
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des Tabak Blattes. Dabei wurde die Konturlinie der Beitrage von UV Elektronenbanden
und MLS-Untergrund durch eine Exponentialkurve approximiert. Ihre Parameter sind in
Abb.6.1.8a angegeben. Die extrahierten Absorptionsbanden wurden in den
Einzelnbanden zerlegt (Abb.6.1.8b). Dekonvolution des Spektrums in einzelne Banden
deutet auf mehrere Chlorophyll-Formen mit unterschiedlichen Absorptionsmaxima hin
(Abb.6.1.8b). Die unterschiedliche Absorption der Chlorophyllformen beruht auf
Chlorophyll-Lipid-Interaktionen oder auf Chlorophyll-Protein-Bindungskombinationen. Es
zeigte sich, daB die Chlorophyllbanden von Pflanzenblattern den Spektren der Blattsafte
seht ahnlich sind. Dies wird durch dieselben Chlorophyll-Zustdande in den Pigment-
Protein-Komplexen der Chloroplasten bedingt, die in den Saften analog zu den Blattern
unbeschadigt Vorhanden sind.

Eine Vergleichanalyse der Chlorophyll-Absorptionsbanden fir junge, reife und alte Tabak
Blatter wurde durchgefiihrt. Extrahieren der Chlorophyllbanden vom Untergrund des
Extinktionsspektrums zeigt Abb.6.1.9a. Wie es aus dieser Abbildung ersichtlich wird, ist
das Niveau des Extinktionsuntergrundes in den reifen Blattern am hdchstes, was durch
die groBe Interzellularen-Anzahl und die dadurch gesteigerte MLS erklart werden kdnnte.
Abbildung 6.1.9b gibt ein Vergleich der Chlorophyll-Absorptionsbanden fiir die Tabak
Blatter in unterschiedlichen Entwicklungsstadien. In den jungen und reifen Blattern ist
das Maximum der Rotbanden bei 680 nm nahezu identisch, aber die Blaubande bei 439
nm ist in den jungen Blattern intensiver. Dies weist auf geringe kollektive Eigenschaften
des Chlorophyllsystems in den jungen Blattern hin. Im Gegenteil ist die Blaubande der
alten Tabak Blatter stark reduziert, was auf die hohe Stufe der Chlorophyll-Assoziation
hinweist.
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Abb.6.1.9: Extinktionsspektren fir junges, reifes und altes Tabak Blatt und Exponentialkurve des
Untergrundes (a). Extrahierte Absorptionsbanden des in vivo Chlorophylls eines Tabak Blattes (b).

Um zu prifen, inwieweit die MLS das Absorptionsvermdgen der Chlorophylle in den
Pflanzenblattern beeinfluBt, wurden die Veranderungen der Absorptionsbanden fir die
wasserinfiltrierten Blatter analysiert. Weil die MLS im Blatt dadurch verursacht wird, daB
Lichtstrahlen an den Grenzen zwischen Interzellularraum und Zellwand aufgrund ihrer
unterschiedlichen optischen Dichten gebrochen werden. Sind die Interzellularen Raume
mit Wasser gefillt, so erscheint das Blatt dagegen viel durchsichtiger.
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Abb.6.1.10: Extinktionsspektren und Approximationskurven des Untergrundes (a), extrahierten
Chlorophyllbanden (b) eines wasserinfiltrierten und nichtinfiltrierten Rizinus Blattes.

Daher kénnen die Absorptionsspektren fiir die wasserinfiltrierten Blatter viel genauer
bestimmt werden. Die Analyse der Blattspektren zeigte, daB durch die Wasserinfiltration
der Blatter der MLS-EinfluB stark reduziert und der Extinktionsuntergrund sinkt. Dabei ist
die Verteilung des MLS-Untergrundes im Spektrum der Tabak Blatter fast monoton und
erreicht 20-40 % des gesamten Extinktionsmoduls. Wiederum wurden die Chlorophyll-
banden aus dem Untergrund des Extinktionsspektrums fir verschiedene Blatter
extrahiert. Sie sind in Abb.6.1.10 - 6.1.12 dargestellt.
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Abb.6.1.11: Extinktionsspektren und Approximationskurven des Untergrundes (a), die
extrahierten Chlorophyllbanden (b) des wasserinfiltrierten und nichtinfiltrierten Tabak Blattes.

Auf diese Weise kdnnen die Beitrdage der MLS und UV Elektronenbanden getrennt
werden. Es zeigte sich, daB der Beitrag der UV Elektronenbanden in den Extinktions-
untergrund dominiert und zum kurzwelligen Bereich ansteigt. Die Verdanderungen der
Chlorophyllbanden der Blatter bei der Infiltration mit Wasser sind in Abb.6.1.10b,
6.1.11b und 6.1.12b gezeigt. Die Intensitdt der Rotbande ist in den wasserinfiltrierten
Tabak Blattern gegentiber den nichtinfiltrierten Blattern reduziert. Dies spiegelt den MLS-
EinfluB auf die Absorptionsbanden wieder. Die verkirzten Lichtwege im wasser-
infiltrierten Blattgewebe filhren zu einer Senkung der Lichtabsorption. Die
Veranderungen der Blaubande der Pigmente in den wasserinfiltrierten Blattern sind

gering.
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Abb.6.1.12: Extinktionsspektren und Approximationskurven des Untergrundes (a), extrahierte
Chlorophyllbanden (b) eines wasserinfiltrierten und nichtinfiltrierten jungen Tabak Blattes.

Mittels der extrahierten Absorptionsbanden der Chlorophylle lassen sich die Koeffizienten
(K) der Absorptionsverstarkung, welche durch den MLS-EinfluB im Blattgewebe
verursacht wird, berechnen. Dafiir wurden die Verhaltnisse der Spektren aus
nichtinfiltrierten und wasserinfiltrierten Blatter ausgewertet. Abb.6.1.13 zeigt die
ermittelten spektralen Kurven der Verstarkungskoeffizienten.

3,0+

. .. ~ _ Tabakblatt
Die groBte Werte K ~1,8 - 3 entsprechen Rizinusblatt

der Bandenflanke. Fir das junge 25 junges Tabakblatt

Tabakblatt ist der MLS-EinfluB auf die ]

Absorptionsbanden etwas geringer als 2,04 l /
1,5—- /

bei den reifen und alten Blattern. Dies
1,0 \::/";’/C;;’

kdnnte durch die kleinere Anzahl der
Interzellularen und durch die kompakte
Gewebestruktur der jungen Blatter
erklart werden. Fir den Maxima der

Verstarkungsfaktor

Rotbanden bei 680 nm ist der Verstar- 0.5+
kungskoeffizienten am geringsten. Im T
Bereich der Blaubanden konnte der MLS- 00

4(I)O I 5(I)O I 6(|)0 I 7(I)O
Wellenlange (nm)
Abb.6.1.13: Absorption-Verstdrkungsfaktor (K)

wurde als Verhéltnis der Spektren von wasser-
infiltrierten und nichtinfiltrierten Blattern ermittelt.

EinfluB kaum gemessen werde.

VIS Spektren der sukkulenten Pflanzenbldtter

Die Spektraluntersuchung der dicken wassergesattigten sukkulenten Blatter (Aloe,
Kalanchoe) ist ungleich schwieriger im Vergleich zu den diinnen mesophyten Blattern
(Rizinus, Tabak). Die genausten Ergebnisse konnten flir das Mesophyllgewebe der Aloe
Blatter nach dem Entfernen der Cuticula und des oberen Blattgewebes, die groBe
Pigmentenmenge enthalten, erreicht werden. Das somit untersuchte Blattgewebe der
Aloe hatte eine durchsichtige Struktur mit einem geringeren Pigmentengehalt.
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Abb.6.1.14: Extrahieren der Chlorophyll-Absorptionsbanden aus den Extinktionsspektren (a)
und ihre Dekonvolution in Einzelnbanden (b) fiir Mesophyllgewebe eines Aloe Blattes.

Extrahierten Absorptionsbanden des Mesophyllgewebes von Aloe sind in Abb.6.1.14a und
ihre Dekonvolution in Einzelnbanden in Abb.6.1.14b dargestellt. Im Spektrum des Aloe
Blattes wird Intensitat der Rotbande bei 680 nm gegenliber der Blaubande bei 440 nm
erhéht.
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Der Beitrag der Lichtstreuung und -absorption in den Spektren des ganzen sukkulenten
Blattes ist ungleich komplizierter als in den Spektren des isolierten Gewebes. Dies
reduziert der Genauigkeit der gemessenen spektralen Verteilung der extrahierten
Chlorophyllbanden (Abb.6.1.15). Ein Vergleich der Spektren fir untersuchten
mesophyten und sukkulenten Blatter zeigt Abb.6.1.16a.

Die Rotbande der Rizinus und Tabak Blatter hat die starkste Intensitat, was auf die hohe
Chlorophyllkonzentration deutet. Die Blaubanden sind flir die Bestimmung des
Chlorophyligehaltes in den Pflanzenblattern wegen der starken Abhangigkeit ihrer
Intensitét von dem Assoziation-Grad der Chlorophylimolekiile weniger geeignet. In
Abb.6.1.16b sind die normierten Rotbanden der Chlorophylle von untersuchten Blattern
zusammen aufgetragen. Wie aus dieser Abbildung ersichtlich ist, ist flir Rizinus und Aloe
die Breitenzunahme des Bandenmaximums im Vergleich zu dem Tabak Blatt
charakteristisch. Bei Kalanchoe fallt die Asymmetrie und die Rotverschiebung der
Absorptionsbanden auf. Dies kdnnte auf die kollektiven Eigenschaften der Chlorophylle
hindeuten.
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Abb.6.1.16: Vergleich der Chlorophyllbanden (a) und der Rotbanden der Chlorophylle(b)
von mesophyten und sukkulenten Pflanzenblattern.

Die Hauptpigmente in den Pflanzenblattern sind Chlorophylle a und b. Die Blaubande
vom Chlorophyll a der untersuchten Blatter hat das Maximum bei 440 nm und Rotbande
bei 680 nm. Die Maxima bei 460 und 650 nm der Elektronenbanden des Chlorophylls b
sind zwischen den Banden des Chlorophylls a angeordnet. Die Elektronenbanden der
begleitenden Carotinoide-Pigmente liegen laut den Literaturdaten bei 420-480 nm und
sie Uberlagern sich mit der Absorptionsbanden der Chlorophylle. Dies sollte bei den
vollstéandigen spektroskopischen Blattuntersuchungen auch berlcksichtigt werden. In
unserem Fall der Entwicklung des Verfahrens der bildgebenden Spektroskopie von
Pflanzenblattern kénnte dieses vernachlassigt werden. Das Verfahren zur Visualisierung
der Chlorophyllsverteilung wurde fiir das Spektralbereich der Rotbande bei 680 nm
entwickelt. Die Rotbande der Chlorophylle wird mit den Banden der Carotinoide nicht
Uberlagert und koénnte mit Hilfe der geeigneten Bandpaffilter aus gesamten
Lichtspektrum des Blattes ausfiltriert werden.

Fazit

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methodik flir das Extrahieren der Absorptions-
banden in Extinktionsspektren der Pflanzenblatter aus dem Untergrund der MLS und der
UV-Elektronenbanden von organischen Substanzen und Wasser entwickelt.

Die starke Veradnderung im Absorptionsspektrum der Chlorophylle wurde bei dem
Ubergang des Chlorophyllzustandes von einzelnen Molekiilen in Extrakte zu der
Assoziationsform in Bldattern beobachtet. Diese Veranderung wurde durch die rote
Bandverschiebung und die Intensitatsernidrigung der Blaubande ersichtlich.

Die Spektralanalyse der wasserinfiltrierten Blatter hat gezeigt, daB der MLS-Beitrag in
Extinktionswerte im Bereich der Chlorophyllbanden kaum von der Wellenldnge abhangt.
Der Extinktionsbeitrag der UV Elektronenbanden der organischen Substanzen steigt zum
kurzwelligen Spektrumbereich hin an und wirkt dominierend. In Blattspektren nimmt die
Intensitat der Absorptionsbanden der Chlorophylle infolge des MLS- Einflusses stark zu.
Der Verstarkungsfaktor ansteigt von 1,3 im Maximum der Rotbande und an der
Bandenflanke bis zu 1,8-3 fiir Tabak Blatter.

Die Blaubanden sind flir die Bestimmung des Chlorophyllgehaltes in den Pflanzenblattern
nicht geeignet. Dies wird durch ihrer Uberlagerung mit den Absorptionsbanden der
Carotinoide und durch der starken Abhdngigkeit ihrer Intensitat von dem Assoziation-
Grad der Chlorophylimolekiile bedingt. Deshalb sollte die spektrale Bestimmung des
Pigmentgehaltes in den Pflanzenblattern im Bereich der Rotbande durchflihren werden.
Diese wurde bei der Ausarbeitung der Methode bildgebender Spektroskopie fiir die
Visualisierung des Chlorophylls an Pflanzenblattern bericksichtigt.
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6.2. Goniometrische Spektraluntersuchungen der
Pflanzenblatter

Im Unterschied zu konventionellen Spektrometern ermdéglicht das von uns entwickelte
Schema des goniometrischen bildgebenden 2D CCD-Spektrometers die Untersuchungen
der Reflexions- und Transmissionscharakteristiken der Pflanzenblatter bei verschiedenen
Anordnungen des untersuchten Blattes, der Beleuchtungsquelle und der CCD-Kamera
durchzufihren. In diesem Kapitel sind die Ergebnisse der spektralen Untersuchungen
von Tabak und Rizinus Blattern bei verschiedenen Beleuchtungs- und Aufnahmewinkeln
dargelegt. Der Aufnahmewinkel ist gleichbedeutend dem Streuwinkel des vom Blatt
ausgehenden Lichtes. Dieses gestreute Licht wurde als Spektralsignatur (Bildspektrum)
vom CCD-Spektrometer registriert. Damit konnte spektrale Streu- und Absorptions-
charakteristika des Blattes untersucht werden. Vorteilhaft bei diesem Verfahren ist, daf3
die groBen Sequenzen der Bildspektren mittels Bildverarbeitung zu gesamte optisch-
spektrale Charakteristiken der Pflanzenblatter zusammengefaB3t werden kénnen.

6.2.1.Goniometrische Spektralmessungen an Blattern

Mit dem goniometrischen CCD-Spektrometer wurde es mdglich, die Strahlung unter allen
Winkeln der horizontalen Ebene mit der Ausnahme von +30 Grad unweit der
Beleuchtungsquelle zu registrieren (Kapitel 5.3). Fir verschiedene Streuwinkel wurden
die Bildspektren (2D-Spektren) des Blattgewebes aufgenommen, das entlang einer Linie
(von ca. 40 mm Lange) mittels der Spektrometerspalte ausgewahlten wurde. Fulr
verschiedenen Punkte auf dieser Blattlinie wurden die spektrale Indikatrizen untersucht.
Die Streuung-Indikatrizen wurden beim senkrechten und schréagen Lichteinfall auf das
Blattoberflache studiert. Wegen der oben-unten Asymmetrie der dorsiventalen Blatter
wurden die Spektren sowohl fiir den Lichteinfall auf die Ober- als auch auf die Unterseite
des Blattes untersucht.

Der senkrechte Lichteinfall (6=0°) auf das Blatt

Abbildung 6.2.1 zeigt Spektren des reflektierten und transmittierten Lichtes bei
senkrechten Einfall der Strahlung einer Xenonlampe auf die Unterseite des Tabak Blattes
(6=0°) und bei verschiedenem Aufnahmewinkel ¢ fiir das Streulicht. Der Winkel ¢ wurde
bei der Aufnahme der Reflexionsspektren von 30 bis zu 90 Grad variiert, und bei den
Transmissionsspektren von 100 bis zu 180 Grad.
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Abb.6.2.1: Goniometrische Reflexion-(a) und Transmissionsspektren (b) bei der senkrechten
Beleuchtung der Unterseite eines Tabak Blattes und bei verschiedenen Aufnahmewinkeln ¢ .
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In diesen Spektren ist eine Intensitatssenkung im Bereich der blauen und roten
Absorptionsbanden des Chlorophylls zu beobachten. Eine vollsténdige Beobachtung der
Form der blauen Absorptionsbande wird durch die verminderte Sensibilitat der
verwendeten Kamera im Bereich 430-450 nm beeintrachtigt. Die maximale
Strahlungsintensitat ist bei 540 nm zwischen den Absorptionsbanden der Photopigmente
zu sehen. Im Transmissionsspektrum wachst die Strahlungsintensitét mit der Abnahme
des Lichtstreuungswinkels mehr gleichmaBiger im Vergleich zum Reflexionsspektrum.
Wie spater noch gezeigt wird, hangt dies mit der groBen Indikatrixbreite der reflektierten
Strahlung zusammen. Ahnliche spektrale GesetzmaBigkeiten wurden auch im Rizinus
Blatt beobachtet. Die Transmissions- und Reflexionsspektren bei der Beleuchtung der
Unter- und Oberseiten des Rizinus Blattes sind in Abb.6.2.2 und 6.2.3 gezeigt.

3000 540 4000 0

- 540 6=0
2

—~ 5]

2 =

5 2 3000

2 2000 >

g =

2 a

a = 2000
o

e 12

=] K

< 1000 =

2 *

5 S 1000

© =

o Rizinusblatt Unterseite
4 0 - )
a b Rizinusblatt Unterseite
T T T T T T 1 T T T T T T 1
500 600 700 800 500 600 700 800
Wellenlénge Wellenlange (nm)

Abb.6.2.2: Goniometrische Reflexion-(a) und Transmissionsspektren (b) bei der senkrechten
Beleuchtung (6=0°) der Unterseite eines Rizinus Blattes und bei verschiedenen Aufnahmewinkeln ¢

4000 4000

B 2

S 3000 @ 3000

= 2
>

g g

g g

@ 2000+ @ 2000

5 S

= 7}

3 3

% 1000 £ 1000

o c
o
=

Rizinusblatt Oberseite
a 0+ b 04 Rizinusblatt Oberseite
T T T T T T 1 T T T T T T 1
500 600 700 800 500 600 700 800
Wellenlange (nm) Wellenléange

Abb.6.2.3: Goniometrische Reflexion-(a) und Transmissionsspektren (b) bei der senkrechten
Beleuchtung (6=0°) der Oberseite eines Rizinus Blattes und bei verschiedenen Aufnahmewinkeln ¢

Fir das Reflexionsspektrum der Oberseite des Rizinus Blattes ist eine Reduzierung der
Absorptionsbanden der Photopigmente charakteristisch. Wahrscheinlich wegen einer
dickeren Cuticula und der dichteren Verpackung der Palisadenparenchymzellen entsteht
die reflektierte Strahlung in der feineren oberflachlichen Schicht im Vergleich zu dem
Unterseite Teil des Blattes .
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Der schrige Lichteinfall (6=60°) auf das Blatt

Die Reflexions- und Transmissionsspektren beim schragen Lichteinfall auf Rizinus und
Tabak Blatter sind in Abb.6.2.4 und Abb.6.2.5 gezeigt. In diesem Fall anderte sich der
Aufnahmewinkel fir die Streustrahlung von -30 bis zu 90 Grad fiur die Reflexions-
spektren, und von 100 bis zu 270 Grad fir die Transmissionsspektren. Bei einem
schragen Einfall der Strahlung gibt es keine Symmetrieachse der Streuindikatrix, deshalb
wurde die gestreute Strahlung im maximal méglichen Bereich von -30 bis zu 270 Grad
registriert.
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Abb.6.2.4: Goniometrische Reflexion-(a) und Transmissionsspektren (b) bei schréager Beleuchtung
(6=60°) der Unterseite eines Rizinus Blattes und bei verschiedenen Aufnahmewinkeln ¢
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Abb.6.2.5: Goniometrische Reflexion-(a) und Transmissionsspektren (b) bei schréager Beleuchtung
(6=60°) der Unterseite eines Tabak Blattes und bei verschiedenen Aufnahmewinkeln §.

Far das Tabak (Rizinus) Blatt steigt die Intensitat der Transmission im Winkelbereich von
100-150 Grad (100-170 Grad) zuerst an und sinkt dann wieder. Fiir eine bessere
Darstellung werden hier und auch im folgendem die Werte des Winkels ¢ in den
Abbildungen in zwei Spalten angegeben, die einer Zunahme und einer Abnahme der
Intensitat der Steustrahlung entsprechen. Beim schragen Lichteinfall wurden groBe
Veranderungen in den Reflexionsspektren beobachtet, die Form der Transmissions-
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spektren @nderte sich dagegen nur wenig. Die Form des Reflexionsspektrum im Bereich
der kleinen Winkel ist auch ein wenig geandert. Mit der Zunahme des Winkels ¢
verringert sich die Reflexion im kurzwelligen 400-600 nm Bereich. Die Strahlung dringt
tiefer ins Blatt ein und wird weniger reflektiert. Im langwelligen 620-700 nm Bereich
wird die reflektierte Strahlung in einem kleineren Gebiet unweit der Blattoberflache
gebildet, wodurch die Rotbande der Chlorophylle bei 670 nm abgeschwacht wird
(Abb.6.2.4a). Ahnliche GesetzmaBigkeiten wurden auch im Reflexionsspektrum des
Tabak Blattes beobachtet (Abb.6.2.5a).
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Abb.6.2.6: Goniometrische Reflexion-(a) und Transmissionsspektren (b)
bei schrégerBeleuchtung (8=60°) der Unterseite eines wasserinfiltrierten Tabak Blattes
und bei verschiedenen Aufnahmewinkeln ¢ des Streulichtes.

Die Reflexions- und Transmissionsspektren eines wasserinfiltrierten Tabak Blattes sind
flr verschiedene Aufnahmewinkel in Abb.6.2.6 gezeigt. Die Reflexionsspektren nach der
Wasserinfiltration andern sich wenig. Im Transmissionsspektrum wurde hohe Intensitat
nur in wenigen Winkelbereichen beobachtet. Dies ist mit einer bedeutenden
Verminderung der Winkelbreite der Indikatrix verbunden, was im weiteren gezeigt wird.

Vergleich der normierten Spektren

Fir eine deutliche Extrahierung der spektralen GesetzmaBigkeiten wurde ein Vergleich
der normierten Reflexions- und Transmissionsspektren durchgefiihrt. In Abb.6.2.7 sind
die normierten Spektren fiir den senkrechten Lichteinfall auf das Blatt gezeigt. Dabei
wurde die Strahlung auf das Transmissionsmaximum bei 700 nm normiert. Aus der
Abb.6.2.7a ist es ersichtlich, daB die Absorptionsbanden der Pigmente bei der Reflexion
vom Blatt unter einem Winkel von 80 Grad geschwacht werden. Dies kann durch
Entstehung des Reflexionslichtes in einer oberflachlichen Schicht der geringere Tiefe fiir
groBe Streuwinkel erklaren werden. Von dem dichteren Blattgeweben der Oberseite des
Rizinus Blattes wird die reflektierte Strahlung in einer noch diinneren Oberflachenschicht
gebildet. Fir das Tabak Blatt steigt im transmittierten Licht die Intensitat der
Chlorophyllbanden mit der Zunahme des Streuwinkels, d.h. bei dem Ubergang von 180
bis zu 100 Grad an (Abb.6.2.7b). Dies wird durch einen gréBeren optischen Weg erklart,
den das Licht im Blatt flir groBe Streuwinkel zurlicklegt. So kénnen Intensitaten der
Chlorophyllbanden durch Variationen des Aufnahmewinkels gedandert werden.



102 6. 2. Goniometrische Spektraluntersuchungen der Pflanzenblatter

540 124 540

0,9 g
3 2 094
S £
T 0,64 I
fid 2 064
8 5]
4%’ Unterseite, $=30" E i
5 Unterseite, $=80° 2 1200
< 031 —— Oberseite, ¢p=30° 03] —— 150

——180°
Rizinusblatt Tabakblatt, Unterseite
a
a 0,0 T T T T T T 1 b 0,0 T T T 1
500 600 700 800 500 600 700 800
Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abb.6.2.7: Normierte Reflexions-(a) und Transmissionsspektren (b)
bei der senkrechten Beleuchtung (6=0°) eines Rizinus (a) und Tabak Blattes (b).

Die normierten Spektren fiir den schriagen Einfall (6=60°) auf das Rizinus Blatt sind in
Abb.6.2.8 gezeigt. Es wurde festgestellt, dall die Absorptionsbanden des Chlorophylls in
diesem Fall bei einem Streuwinkel von 30 Grad fir die reflektierte Strahlung sogar
starker ausgepragt sind als beim senkrechten Einfall. Dies ist durch den MLS-EinfluB und
die Formierung der reflektierten Strahlung in den tieferen Schichten des Blattgewebes
bedingt.
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Abb.6.2.8: Normierte Reflexion-(a) und Transmissionsspektren (b)bei der senkrechten (6=0°) und
schrdgen Beleuchtung (6=60°) der Unterseite von Rizinus und Tabak Blattern.

Mit der Zunahme des Streuwinkels sinkt das Maximum der beobachteten
Absorptionsbande bei 680 nm und die Strahlung im Bereich bei 540 nm wird
abgeschwacht. Die normierte Absorptionsbande der Chlorophylle im Tabak Blatt ist
schwacher als im Rizinus Blatt (Abb.6.2.8b), was auch bei der Spektralmessungen
mittels des konventionellen Spektrometers registriert wurde. Die Form des Transmis-
sionsspektrums fur Rizinus @ndert sich in weiteren Winkelbereichen wenig. Dies ist durch
eine Sperrung der Strahlung im Blattgewebe verursacht, denn die Information Uber die
anfangliche Ausbreitungsrichtung der einfallenden Strahlung geht nach der mehrfachen
Lichtsreuung verloren.
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6.2.2. Spektrale Lichtindikatrizen von Pflanzenblattern

Die Pflanzenblatter haben eine komplizierte inhomogene Struktur. Eine theoretische
Beschreibung der Lichtbewegung in Pflanzenblattern ist eine schwierige Aufgabe. Die
Prozesse der MLS iberlagern sich mit den Prozessen der mehrfachen Diffraktion des
Lichtes. Eine Diffraktionserscheinung kénnte an Zellorganellen geschehen, weil die GréBe
vieler Organelle der Zellen, darunter auch Chloroplasten, mit der Wellenléange des
sichtbaren und NIR Lichtes vergleichbar ist. Dieses Problem ist, ungeachtet der
existierenden Rechenmdglichkeiten von einer endglltigen Lésung noch weit entfernt.
Digitale Berechnungen zur Modellierung der Lichtbewegung in den Pflanzenblattern
haben meistens Demonstrationscharakter. Dabei werden viele Annahme (ber die
Blattstruktur und Form der Streupartikel gemacht. Ebenso die wichtige Eigenschaften,
die das Blatt als Einheit beschreiben, wie z. B. kollektive Eigenschaften des Wassers, das
die Einheit des ganzen Systems gewadhrleistet, bleiben unbericksichtigt.

Spektrale Untersuchungen des Streulichtes vom Blatt insbesondere im Bereich der VIS
und NIR Absorptionsbanden kdénnten von groBen Bedeutung flir die Ausarbeitung der
optischen Blattmodelle sein. In Rahmen dieser Arbeit wurden die spektrale
Streucharakteristiken von Pflanzenblatter goniometrisch gemessen und die spektralen
Daten grafisch, in Form von Polardiagrammen (Indikatrizen) analysiert. Daflir wurde
spektrale Lichtintensitat bei verschiedenen Wellenlangen in Abhéangigkeit vom
Aufnahmewinkel ¢ (Streuwinkel vom Blatt) in Polarkoordinaten dargestellt. Ebenso ist
die Analyse der Streu-Indikatrizen auch fiir ein besseres Verstandnis der spektralen
Daten erforderlich. Die spektralen Messungen mittels des konventionellen Spektrometers
umfassen das Licht von Probe nur in einem schmalen Raumwinkelbereich. Durch die
Einbeziehung der spektralen Koordinate in den Sequenzen des Bildspektren wurde es
maoglich, die Indikatrizen fir verschiedene Wellenldnge zu bestimmen, und zwar, sowohl
fir starke und schwache Absorptionsmaxima der Photopigmente, im Bereich der
Durchsichtigkeit der Blatter zwischen den Blau- und Rotbanden von Chlorophyll, als auch
im Lumineszenz-Bereich. Die Streu-Indikatrizen wurden bei senkrechtem und schragem
Lichteinfall auf die Blattoberflache studiert.

Indikatrizen beim senkrechten Lichteinfall

Die spektrale Indikatrizen wurden fir die oben beschriebenen goniometrischen
Bildspektren (Kapitel 6.2.1) grafisch ermittelt und analysiert. Typische Indikatrizen des
Reflex- und des Durchlichtes beim normalen Einfall der Strahlung auf die Unterseite des
Tabak Blattes sind in Abb.6.2.9a gezeigt. Die einfallende Strahlung ist mit einem roten
Pfeil und die Lage der Blattoberflache mit einer grinen Linie bezeichnet. Wie aus dieser
Abbildung ersichtlich ist, wurden die groBte Intensitdt des transmittierten und
reflektierten Lichtes im Spektralbereich (A=540 nm) zwischen den Blau- und Rotbanden
der Chlorophylle beobachtet. In Absorptionsbereich (A=680 nm) wird die Intensitadt des
transmittierten Lichtes natlirlich bedeutend schwacher. Im Bereich der Lumineszenz
(A=690-720 nm) ist die Intensitat der Indikatrix weniger als im Bereich bei 540 nm, was
durch die Reabsorption der Lumineszenzstrahlung im Blattgewebe bedingt ist.

Die Indikatrizen der Lichtstreuung fir ein reifes Rizinus Blatt sind in Abb.6.2.9b
prasentiert. Hier zeigt der rechte Teil der Abbildung den Lichteinfall auf die Oberseite,
und der linke den Einfall auf die Unterseite des Blattes. Aufgrund der dichteren Cuticula
des Rizinus Blattes im Vergleich zum Tabak Blatt, steigt die Intensitat des reflektierten
Lichtes an, dabei wird von der Oberseite mehr Strahlung reflektiert als von der
Unterseite. Auf der unteren, weniger dichteren Blattseite dringt die Strahlung tiefer ins
Gewebe ein und wird starker absorbiert. In der Indikatrix des vom Blatt transmittierten
Lichtes sind solche Unterschiede kaum bemerkbar.
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Abb.6.2.9: Spektrale Indikatrizen des Reflex- und Durchlichtes fiir ein Tabak (a)
und Rizinus Blatt (b) beim normalen Lichteinfall (6=0°) auf die Unterseite des Tabak Blattes (a)
sowie fir die beide Seiten des Rizinus Blattes (b).

Die Charakteristiken der gemessenen spektralen Lichtstreuung-Indikatrizen spiegeln die
innere Struktur des Blattes wider. Wegen des Unterschiedes im Blattbau zwischen Tabak
und Rizinus Blattern ist ein Vergleich ihrer Indikatrizen von Interesse. In Abb.6.2.10a ist
das Polardiagramm der Verhaltnisse der Transmission und Reflexion fiir die Rizinus und
Tabak Blatter dargestellt.

Verhdltnis-Idikatrix im Fall: Rizinus-/ Tabakblatt Verhaltnis-Idikatrix im Fall: Ober-/ Unterseite des Rizinusblattes
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Abb.6.2.10: Verhdltnis-Indikatrizen im Fall: Rizinus- / Tabak Blatt beim senkrechten Lichteinfall
6=0°) an die Unterseite der Blétter. (a) und im Fall: Ober-/ Unterseite eines Rizinus Blattes (b).

Dieses Polardiagramm illustriert noch deutlicher die gréBere Reflexion und die niedrigere
Transmission des Rizinus Blattes im Vergleich zum Tabak Blatt. Dabei ist diese
Asymmetrie flir die starke Absorptionsbande des Chlorophylls bei 680 nm besonders
stark ausgepragt. Die effektive Reflexion am Rizinus Blatt geschieht in einem breiteren
Winkelbereich. Der effektive Raumwinkel der transmittierten Strahlung vom Absorptions-
bereich bei 680 nm wird kleiner, da in der Nédhe von 180 Grad die Licht-Weglange im
Blattgewebe am kirzesten ist. In Abb.6.2.10b sind die Verhaltnisse der Indikatrizen fir
den Lichteinfall auf die Ober- und Unterseite des Rizinus Blattes gezeigt. Die Maxima bei
120 und 240 Grad flr alle Wellenlange sind durch groBe Halbbreiten der Indikatrix beim
Lichteinfall auf die Oberseite vom Rizinus Blatt bedingt. Am starksten ist diese
Asymmetrie fir die Absorptionsbanden des Chlorophylls ausgepragt.
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Abb.6.2.11 zeigt die Indikatrix fir junges Rizinusblatt 0
junges Rizinus Blatt. Die Reflexions-und 4000+ 830
Transmissions-Polardiagramme sind fir
junges Blatt schmalere gegeniiber dem
reifen Rizinusblatt, was durch den
kleineren Interzellularraum in jungen
Blattern erklaren kann. AuBerhalb den
Absorptionsbanden kann die normier-
ten Indikatrizen transmittiertes Lichtes
als Funktion I~cos?¢ beschrieben. Im
Bereich der Absorptionsbande bei 680
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Abb.6.2.11: Spektrale Indikatrix fir die Unter- und Oberseite junges Rizinus Blattes.

Indikatrizen beim schragen Lichteinfall

Die Analyse der spektralen Indikatrizen beim schragen Einfallswinkel 6 des Lichtes auf
die Blattoberflache liefert zusatzliche Kenntnisse von der Blattoptik. In Abb.6.2.12 sind
Indikatrizen fiir Tabak und Rizinus Blatter bei 6=60° gezeigt. Die Richtung der
einfallenden Strahlung ist mit einem roten Pfeil und die Lage der Blattoberflache mit
einer grinen Linie bezeichnet. Vor allem ist es nétig, die engere Breite des Reflexions-
gegenliber dem Transmissionsdiagramm (Abb.6.2.12a). Dies ist durch die Erhéhung des
Beitrages der Spiegelreflexion mit der Zunahme des Einfallswinkels und die Senkung der
diffusen Reflexion bedingt. Ein ahnlichen Zusammenging ist auch fir Rizinusblatter zu
beobachten (Abb.6.2.12b). Fir transmittierte Strahlung ist der MLS-EinfluB von
Bedeutung. Deshalb haben Transmission-Indikatrizen eine groBe Halbwertsbreite. Dabei
wurde eine signifikante Abweichungen von Reflexions- und Brechungsgesetzen der
geometrischen Optik fiir homogene Medien festgestellt. Das Reflexionsmaximum fir
Tabak Blatt verschiebt sich von 60 zu 70 Grad. Fir transmittiertes Licht wird eine noch
groéBere Winkelverschiebung beobachtet: von 120 bis zu 145 Grad (d.h. eine Abweichung
von 25 Grad). Fir das Rizinus Blatt ist diese Abweichung noch gréBer und betragt fast 55
Grad. An sukkulenten Kalanchoe Blattern wurde eine eben so gro8e Abweichung flr das
Transmissionslicht registriert. Diese Abweichung von Gesetzen der homogenen Medien
Ubersteigt den MeBfehler betrachtlich. Es kénnte nur durch eine starke MLS erklart
werden. Aufgrund der mehrfachen Streuung "vergiBt" das Licht seine urspriingliche
Ausbreitungsrichtung. Beim schragen Einfall steigt die effektive Weglédnge der
Lichtbewegung im Blattgewebe an.

Die kilirzeste Strecke flir das Lichtdurchgang durch ein Medium liegt entlang der
Normalen. Dies wird durch einen fast senkrechten Ausgang der transmittierten Strahlung
und auch durch eine bedeutende Reduktion der Transmission im Vergleich zu dem
senkrechten Lichteinfall im Rizinus Blatt bestatigt (Abb.6.2.12b). Beim schragen Einfall
verringert sich die Durchdringung des reflektierten Lichtes ins Blattgewebe, und die
Intensitat der Lumineszenz und auch die Reflexion im Bereich der Absorptionsbanden
des Chlorophylls steigen an. Der Beitrag der MLS in die Interaktionsprozesse des Lichtes
mit dem Blatt ist fir die wasserinfiltrierten Blatter kleiner. Dies ist durch das Ausfillen
des Interzellularenraums mit Wasser und den kleineren Unterschied zwischen den
Brechungsindiezes vom Blattgewebe und Wasser im Vergleich zum Luft bedingt.
Abb.6.2.12c zeigt die Licht-Indikatrix des wasserinfiltrierten Tabak Blattes. Die
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Halbwertsbreite der Indikatrix flir die transmittierte Strahlung im diesem Fall ist kleiner,
weil das MLS Niveau bei der Wasserinfiltration des Blattes natirlich sinkt.
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Die Ergebnisse sind in Abb.6.2.13a zusammengefaBt. Diese Abbildung zeigt in
Ubersichtweise die normierte Indikatrizen von untersuchten Blattern bei der schrdgen
Beleuchtung der Blattoberfliche. Die kleinste Abweichung vom Winkel 120° fiir das
Durchlicht wird fiir das wasserinfiltrierten Tabak Blatt beobachtet. In diesem Fall sind die
Winkelbreiten des Durch- und Reflexlichtes ungefahr gleich. Mit der Zunahme der MLS in
dem nicht infiltrierten Tabak Blatt erreicht die Winkelabweichung A¢ flir die Transmission
fast 30°. Gleichzeitig wachst auch die Winkelhalbwertsbreite 3¢ der Indikatrix der
Transmission. Die Absorption des Lichtes bei 680 nm macht die Indikatrix nur schmalere,
bewirkt aber keine Reduzierung der Winkelabweichungen. Im Rizinus Blatt erreicht die
Winkelabweichung ihren maximalen Wert von ~55 Grad und die Lichtstrahlung verlaBt
das Blatt fast entlang der Normale. Dabei erreicht die auf dem Niveau 1/2 bestimmte
Winkelhalbwertsbreite 8¢ 114 Grad. Die Werte der beobachteten Abweichung A¢ fir die
transmittierte Strahlung und die Winkelhalbwertsbreite der Indikatrix 6¢ kénnen ein MaB
flr den EinfluB der MLS auf die Lichtbewegung in inhomogenen Medium sein.

Ein Zusammenhang der Halbwertsbreiten 8¢ und der Winkelverschiebung A¢ filr
charakteristische Wellenldange ist in Abb.6.2.13b dargestellt. Aus dieser Abbildung ist
ersichtlich, daB sich die Halbwertsbreite 8¢ ungeféhr linear mit der Winkelabweichung A¢
andert. Der Proportionskoeffizient betragt fast 2,6. Es ist bemerkenswert, daB die
Abweichung der Spiegelreflexion-Richtung an wasserinfiltriertem Tabak Blatt nicht
kleiner wird, sondern sogar etwas ansteigt. Deshalb kann diese Abweichung nicht
ausschlieBlich durch den MLS-EinfluB erklart werden. Unser Meinung nach kénnte eine
Naherung der Reflexion-Indikatrix zur Blattoberflache durch lichtleitende Eigenschaften
von Cuticula und oberen Schichten des Blattgewebes bedingt werden. Ebenfalls wurde es
bei Untersuchung der Querdiffusion der VIS und NIR Strahlung im Blattgewebe gezeigt,
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daB dies auch durch kollektive Eigenschaften von Wasser in den Pflanzenblattern
erklaren kann.

Normirte Indikatrix fir Rizinus- und Tabakblatter

Rizinus 540 nm
Tabak 540 nm
Tabak 680 nm
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Abb.6.2.13: Normierte Indikatrizen (a). beim schrdgen Lichteinfall (6=60°) an die Unterseite und
Zusammenhang (b) der Halbwertsbreiten d¢ und der Winkelverschiebung A¢ bei der
charakteristischen Wellenldnge fir die Tabak, Rizinus und wasserinfiltrierten Tabak Blatter.

Es wurde ein Vergleich der Indikatrizen im Falle 8=60° fiir Tabak und Rizinus, sowie fiir
wasserinfiltrierte und nicht wasserinfiltrierte Tabakblatter durchgeflhrt. (Abb.6.2.14)
Das Verhaltnis der Indikatrizen vom Tabak Blatt fir eine Wellenlange von 720 und 540
nm demonstriert ein Anstieg der Reflexionsintensitat bei 720 nm ungefdhr um das
1,5fache. Es ist durch eine starkere Absorption des grinen Lichtes vom Chlorophyll
bedingt. Das Verhaltnis der Indikatrizen vom Tabak und Rizinus zeigt, daB in der Nahe
von 110-120 Grad die Intensitaten der transmittierten Strahlung bei 540 nm im Tabak
bei #=60° um 5-11fache gréBer ist als im Rizinus Blatt. Es ist mit der starkeren Sperrung
des Lichtes im Rizinus Blatt und Senkung der transmittierten Strahlung gebunden. Die
Strahlungssperrung wird auch vom Verhéaltnis der Indikatrizen fiir nicht infiltriertes und
wasserinfiltriertes Tabak Blatt bestatigt (Abb.6.2.14b). Dieses Verhaltnis der Indikatrizen
zeigt um wieviel Mal die Summe der MLS und Reabsorption im nicht infiltrierten
gegenliber dem wasserinfiltrierten Blatt groBer ist. Am starkste ist die Lichtsperrung im
Blatt bei 210 und 30 Grad, d.h. unter einem Winkel von 90 Grad zur einfallenden
Strahlung.
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Abb.6.2.14: Verhéltnis-Indikatrizen (beim schrdgen Lichteinfall (6=60°) auf die Unterseite der
Tabak und Rizinus Blatter a). und fir die nicht infiltrierten und wasserinfiltrierten Tabakblatter

Die durchgefiihrte Analyse der spektralen Indikatrizen hat gezeigt, daB solche
modifizierten Indikatrizen fir die Untersuchung der Interaktionsprozesse des Lichtes mit
der Blattstrukture sehr informativ sind. Damit sind die spektrale Indikatrizen fur die
Erforschung der Blattoptik besonders geeignet.
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6.3. Bildgebende VIS-Spektroskopie an Pflanzenblattern

Das CCD Prismenspektrometer ermdglichte die Spektralcharakteristiken der Blatter
raumlich hoch aufgelést zu messen. Die volle spektrale Information von ganzem Blatt
kann durch ein Scanning der Monochromator-Spalte Uber die Blattoberflache erreicht
werden. Solches Scanning ist aber sehr zeitaufwendig und erfordert nach der Messung
eine Bearbeitung der umfangreichen Bilddaten. Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte
Methode der bildgebenden Spektroskopie (Kapitel 5.1) ist dagegen ein funktionssicheren
Verfahren flir die schnellere Messungen der raumlichen Chlorophyll- und Wasser-
verteilung an Pflanzenblattern. Dafiir wurden die diskreten Spektralaufnahmen von
ganzem Blatt in den ausgewahlten Wellenlangen A, gemacht. Eine CCD-Kamera und ein
Satz von Bandpaffiltern wurden hierflir verwendet. Diese Methode ist weniger aufwendig
und ermdglichte zeitlich héher aufgelost Sequenzen der Spektralbilder von ganzen
Blattern zu erhalten. Mit Hilfe der spektralen Bildsequenzen kann das dynamische
Verhalten der spektralen Eigenschaften der Inhaltstoffen in jedem Punkt des Blattes
untersucht werden. Somit wurde zum ersten Mal die raumliche Verteilung der
Chlorophyllabsorption und die Profilbilder des Chlorophyligehaltes an Pflanzenblattern
visualisiert und quantitativ analysiert. Dabei wurden spektrale Unterschiede fiir die
Blattgewebe und Adern festgestellt. Zum ersten Mal wurden die Raumspektren von
Phosynthesepigmenten in vivo ausgewertet, die kein Analog haben.

6.3.1. Spektralbilder der Pflanzenblattern im VIS-Bereich

Fir die Spektralaufnahmen im VIS Bereich wurden zwei PixelFly Kameras mit einer
Auflésung des CCD- Sensors von 480x640 und 1024x1280 Pixel verwendet. Die
Aufnahmen wurden in Spektralbereich von 400 bis 1050 nm durchgefiihrt. Diese
ermaoglichte die Blau- und Rotbanden der Chlorophyllabsorption zu untersuchen. Dafir
wurde ein Satz von 19 BandpaBfiltern im Spektralbereich 400-850 nm (450, 500, 512,
522, 530, 535, 550, 560, 600, 650, 660, 670, 680, 700, 730, 750, 780, 800 und 850
nm) eingesetzt. Damit wurden sowohl die Form der Rotbande der Chlorophyllabsorption
fir die Tabak und Rizinus Blatter als auch die Form des MLS-Spektrums im Bereich
dieser Bande untersucht. Die Erfassung der Interaktion der MLS und Absorption erlaubt
die Istdaten der Absorptionsbanden fir die Blattgewebe und Adern zu ermittelt. Dies
ermoglichte eine grindliche Untersuchung der Chlorophyllverteilung und -zusténde in
Blattgeweben und Adern.

Eine Sequenz der Spektralbilder von Pflanzenblattern I(A,) und des Beleuchtungsfeldes
Iy(A,) wurde mit Hilfe der CCD Kamera und geeigneten BandpaBfilter aufgenommen. Die
Transmissionsbilder wurden als Ratio-Bilder (Verhaltnis von Bildern) T(A,)=I(A,) / Io(An)
ausgewertet. Dafiir wurden spezielle Workspaces entwickelt und die Bildverarbeitung mit
Hilfe der Software "Heurisko" durchgefiihrt (Kapitel 5.1). Abbildungen 6.3.1 und 6.3.2
zeigen die ausgewerteten Transmissionsbilder von Rizinus und Tabak Blattern in
Spektralbereichen der Chlorophyllabsorption bei 450 und 680 nm sowie im DurchlaB-
bereich bei 550 nm. Die Transmissionswerte wurden in den Abbildungen ebenfalls
angegeben.

Wie aus Abb.6.3.1 und 6.3.2 ersichtlich ist, sind groBe Unterschiede der Spektralbilder
von verschiedenen Spektralbereichen fiir die untersuchten Blattern charakteristisch. Im
Spektralbereich der Chlorophyllabsorption ist der Transmissionsgrad fiir ein 500-600 pm
dickes Tabak Blatt (Feldblatt) um 2,5-10 Mal niedriger als die Durchsichtigkeit fur ein
dinneres (ca. 200 ym dickes) Rizinus Blatt. Anders herum ist im Spektralbereich bei 550
nm das Tabak Blatt mehr durchsichtiger als das Rizinus Blatt. Die quantitative Analyse
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der Spektralbilder |aBt erste Riickschlisse lGber die Verhaltnisse der Gewebestruktur und
des Chlorophyllgehaltes in beiden Blattern zu.

Absorptionsspektrum vom Rizinusblatt
Pfeile zeigen die entsprechende
Spektralbereiche der Aufnahme

d

_ _ 460 ' 560 660 ' 760
a A=450 nm , T=0-0,03 Wellenlange (nm)

ﬁf ;

Abb.6.3.1: Transmissionsbilder bei 450
(a), 550 (b) und 680 nm (c) und
Absorptions-spektrum (d) eines Rizinus
Blattes. Die Pfeile im Spektrum (d)
bezeichnen die  Spektralbereiche  der
Blattaufnahme. Densitogramme (e) der
Spektralbilder stellen die  statistische
Verteilung der Bildgrauwerte beziiglich ihrer
Transmissionswerte dar.
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Raumliche Verteilung der Grauwerte in den Spektralbildern bei 680 nm entspricht die
raumlichen Verteilung der Photosynthesepigmente lber die Blattflache. Im Bereich der
Absorptionsbanden sehen die Blattgewebe und Hauptadern dunkel aus und die kleine
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Seitenadern hell aus. Es kommt zum Vorschein ein Aufhellungs-Effekt von kleinen Adern.
Die Aufhellung der feinen Adern auBert sich bei 680 nm besonders stark. Im Bereich
zwischen den Chlorophyllbanden bei 550 nm sieht Blattgewebe hell aus und die
Seitenadern sind dunkeln. Die Aufhellung der kleinen Adern ist somit
wellenlangenabhéangig.

b A=680 nm , T=0-0,02
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Abb.6.3.2: Transmissionsbilder bei 450(a), 550(b) und 680 nm(c) eines Tabak Feldblattes.
Densitogramme (d) der Spektralbilder zeigen die statistische Verteilung der Grauwerte bezliglich
der Transmissionswerte.

6.3.2.Densitogramm-Spektral-Analyse der invivo Chlorophylle

Die quantitative Spektralanalyse der Bildsequenzen wurde mit Hilfe der DSA Methodik
durchgefiihrt. Diese Methodik wurde zusammen mit Dr. M. Korniyenko (Universitat
Tarasa Schewtschenko, Kiew, Ukraine) fiir die Ermittlung der Spektralcharakteristiken
des Objektes aus seinen Spektralbildern entwickelt. Spektrale Densitogramme, das heif3t
Densitogramme der Bilder von engen Spektralbereichen, geben die statistische
Verteilung der Bildpixel von gleichen Grauwerten in bezug auf die Transmissions- oder
Absorptionswerte wieder. Damit sind spektrale Densitogramme ein Verbindungsglied
zwischen den Spektralbilder und den Spektralcharakteristiken von Blattern. Die DSA
Methode ermdéglicht Signale zu sammeln, die von dem verzweigten System der
Blattadern sowie von anderen raumlich getrennten Teilmengen der Bildpixel mit der
ahnlichen Spektralcharakteristiken ausgegangen sind.
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Die typischen Densitogramme flir die Spektralbilder der Rizinus und Tabak Blatter von
diskreten Wellenldangen bei 450, 550 und 680 nm sind in Abb.6.3.1e und 6.3.2d
dargestellt. Der Unterschied in Grauwerten der Spektralbilder fiir die Blattgewebe und
Adern ist bei der Wellenlange 550 nm besonders gut ersichtlich. Die breite Hauptbanden
der Densitogramme entsprechen dem Feld des Blattgewebes (hell fir A=550 nm). Ein
scharfer Peak im Densitogramm des Tabak Blattes bei dem Transmissionswert von 3,83
% entspricht der Hauptader. Die Densitogramm-Bande von Hauptadern flr das Rizinus
Blatt bei 550 nm hat mehrere Maxima. Sie sind durch die unterschiedliche Transmission
der verschiedenen Adern und mdglicherweise durch die Aderstruktur bedingt. Die groBe
5-7 mm dicke Ader des Tabak Feldblattes weist mehr homogene optische
Charakteristiken auf, weil den homogenen Strukturen des Objektes die engen und
intensiven Banden des Densitogramms entsprechen.
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Abb.6.3.3: Densitogramm-Familie der Spektralbilder eines Tabakblattes (a).
Transmissionsspektren und Ratio-Spektrum fiir Blattgewebe und Adern (b),
die aus den spektralen Densitogrammen ermittelt wurden.

Den Seitenadern entsprechen im Densitogramm die schwachen Maxima zwischen dem
Peak von Hauptadern und der Bande vom Blattgewebe. Im Densitogramm des Rizinus
Blattes werden die Banden der Seitenadern mit der Bande des Blattgewebes stark
Uberlagert. Im Gegenteil ist das Densitogramm-Maximum der Hauptader des Tabak
Blattes in den Spektralbildern bei 450 und 680 nm gut ausgepragt. (Abb.6.3.2d).

In Abb.6.3.3a und 6.3.4a. ist eine Ubersicht der spektralen Densitogramm-Familien der
Tabak und Rizinus Blatter gezeigt. Im Spektralbereich von 500-680 nm konnten die
groBten Transmissionswerte dieser Blattern gemessen werden, so erreicht Transmission
9-12 % im Bereich bei 560 nm. Jedem von den gemessenen Densitogramm-Maxima
entspricht eine charakteristische Spektrentyp. Auf diese Weise koénnen die
Chlorophyllspektren flir die Blattgewebe und Adern getrennt analysiert werden. Die DSA
Methode ermdglicht die Spektren auszuwerten:

1. nach der Lage der Densitogramm-Maxima an der Transmissions-, Extinktions- und
Absorptionsskala (Analog zu den konventionellen Spektren);

2. nach der Hohe (Intensitat) der Densitogramm-Maxima, das heiBt nach der Anzahl
von Bildpixeln der gleichen Grauwerte (Raumspektren -ein innovativen Spektrentyp).
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Dank solcher spektralen Darstellungsweise werden die optischen Charakteristika von
untersuchten Blattern und von ihren Strukturelementen deutlich. Dies ermdéglicht eine
Vielzahl von innovativen Madoglichkeiten fir die Spektralanalyse. Zum Beispiel dank
solchen Spektren wurden die kollektiven Eigenschaften der verschiedenen energetischen
Zustande von Molekilen erfasst und analysiert. Ebenso wurden die Depolarisation-
Eingeschaften der Blatter auf solche Weise analysiert.

1 680 49 A
10000 |
670 f\
-4 3 N
x1/2 g i /
8000 N = 5 A—
50004 g \‘\
S | e
= > 14
6000 - =
S T —=—Blattgewebe
2 S064{ —e—Blattadern /.
o ‘w | —&—Verhdltnis Gewebe / Adern
4000 2
£0,4
1%
g 1 hlorophyllband
_ pag I n n
2000 S0l /C orophyllbande
04 - 0,0 .___.ﬂ‘:‘:_‘-.—-.&“._
a b
T T T T T T T T T T T T T T T T ' 1
0,000 0,025 0,050 0,075 0,100 500 600 700 800
Transmission Wellenlange (nm)

Abb.6.3.4: Densitogramm-Familie von Spektralbildern eines Rizinusblattes (a).
Transmissionsspektren und Ratio-Spektrum flur Blattgewebe und Adern (b),
die aus den Densitogrammen ermittelt wurden .

Die erste Art der Spektren entspricht den konventionellen Spektren, die eine Verbindung
der Zustéande von Molekilen in verschiedenen Zeitmomenten charakterisieren. Fir die
Ermittlung dieser Spektralkurven wurden die Spektralwerte (Absorptions-, Transmis-
sionsgrad) der Densitogramm-Maxima von Spektralbildern an der Wellenldange-Skala
angetragen. Nach den Lagen von zwei entsprechenden Densitogramm-Maxima an der
Transmission-Skala wurden die Transmissionsspektren fir die Gewebe und Hauptadern
der Tabak und Rizinus Blatter ausgewertet. Sie sind in Abb.6.3.3b und 6.3.4b.
dargestellt. Die Kurve der Transmissions-Quotienten des Blattgewebes und der Adern ist
dort ebenfalls gezeigt. Im Vergleich zu den Blattadern ist die Durchsichtigkeit des
Blattgewebes um einen Faktor von 1,2-3,8 groBer. Die kleinsten Transmissions-
Unterschiede des Gewebes und der Adern wurden im Bereich der Absorptionsbanden der
Chlorophylle festgestellt.

In dem Langwellenbereich von 730 bis 850 nm liegen keine starken Chlorophyllbanden,
so daB hier die Durchsichtigkeit der Blatter steigt. Dabei verschieben sich die
Densitogramm-Banden zum Bereich der hohen Transmissionswerte. Die Maxima von
Hauptadern verschieben sich bis zu den Transmissionswerten von 20 - 43%. Fir das
Blattgewebe erreicht Transmission 40 und 67% im Spektralbereich von 730 bis 850 nm
(Abb.6.3.3b und 6.3.4b). Anderseits ist die Transmission der Blatter, die mittels des VIS
IR Spektrometers gemessen wurden, weniger als 1%, was auf den groBen Anteil der
nicht gesammelten Streustrahlung hindeutet. Die Transmission der Blatter, die mit Hilfe
des entwickelten bildgebenden CCD-Spektrometers gemessen wurde, erhoht sich
ungefahr in 50 Mal. Das entwickelte Modell des CCD-Spektrometers weiBt eine héhere
Sensibilitat im Vergleich zu den konventionellen Spektrometern auf. Dies wird durch die
Ansammlung der ahnlichen Signale durch die groBen Pixelanzahl des Spektralbildes
(1024*1280) und durch die Sammelfunktion des Kameraobjektives bedingt.
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Methodik des "Eintauchen" der Absorptionsbanden im MLS-Untergrund

Zusammen mit Dr. M. Korniyenko (Universitat Tarasa Schewtschenko, Kiew; Ukraine)
wurde eine neue Methodik fir die Analyse von Interaktionsprozessen der MLS und
Absorption entwickelt, die "das Eintauchen der Absorptionsbanden in den MLS-
Untergrund" berilicksichtigt. Dies ermdéglicht die Istwerte der Absorptionsbanden von
Chlorophyll und Wasser auszuwerten. Die Methodik beruht darauf, daB der MLS-Beitrag
in der Extinktion im Bereich der Absorptionsbanden abnimmt. In der grafischen
Darstellung der Extinktions-spektren kann dieser Effekt als "das Eintauchen" der
Absorptionsbanden in den MLS-Untergrund bezeichnet werden. Infolge des Effektes
"Eintauchen in den MLS-Untergrund" kénnen die realen Absorptionsbanden die
beobachteten Spektralbanden um das Vielfache Ubersteigen.
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Abb.6.3.5: Ausgangskurven und die korrigierten Absorptionsspektren(a) sowie
ausgewertete MLS-Extinktionsspektren (b) fiir Gewebe und Adern eines Tabakblattes.

Entsprechend der allgemeingiiltigen Methodik fiir das Extrahieren der Absorptionsbanden
aus dem nicht selektiven MLS-Untergrund ist die Chlorophyllbande fiir das Gewebe
intensiver als fur die Adern vom Tabak Blatt (Ausgangskurven in Abb.6.3.5a). Jedoch
sollte Intensitdt der Absorptionsbanden unter die Bericksichtigung der Frequenz-
abhangigkeit des MLS-Niveaus und "das Eintauchen" der Absorptionsbanden im MLS-
Untergrund berechnet werden. Deshalb wurden die Absorptionsbanden als Differenz der
Extinktions- und der MLS-Spektren ermittelt (Abb.6.3.7).

Das selektive MLS-Niveau wurde laut TA
der folgenden Uberlegung berechnet:
Die von der CCD-Kamera registrierte
Transmissionsstrahlung ist nichts
anderes als das MLS-Niveau, welches
in einigen Spektralbezirken durch die
Banden der Resonanzabsorption
geschwacht wird. Ein Schwachung-
Faktor in diesen Spektralbezirken ist % >
B/T (Abb.6.3.6). Infolgedessen,
kénnten die Istwerte der MLS im
Extinktionsspektrum als (1-B)*T/B Abb.6.3.6: Erlsuterungen zum Text (iber die Auswertung
ausgerechnet werden. des MLS-Beitrages zu den Absorptionsbanden.

B - Basislinie der MLS; T- Transmissionskurve.
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Nach diesem Verfahren wurden die MLS-Spektren im Bereich der Absorptionsbanden von
Chlorophyll und. Wasser ermittelt. Es wurde zum erstenmal festgestellt, daB die reale
Chlorophyll-Absorptionsbanden fiir das Gewebe und fir die Adern vom Tabak Blatt
annahernd gleich sind (Abb.6.3.5a)
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Abb.6.3.7: Ausgangskurven und ausgewertete MLS-Kurven der Extinktionsspektren von Gewebe
(a) und Adern (b) eines Tabak Blattes fir die Bestimmung der realen Absorptionsspektren.

Entsprechend der Abb.6.3.7 steigert die MLS auf den Bandenflanken. Die entwickelte
Methodik ermdglicht auch, die Form der Spektren der MLS im Spektralbezirk der
Chlorophyllabsorption zu ermitteln (Abb.6.3.5b). Die MLS-Spektren antikorrelieren mit
den Absorptionsspektren der Chlorophylle. Im Bereich der sehr starken Rotbande fallt
der MLS-Beitrag bis zu Null bei 670-680 nm ab, und im Bereich 750-800 nm steigt der
bis zu 60 und 80 % fiir das Blattgewebe und fiir die Adern. Die entwickelte Methodik hat
eine allgemeine Bedeutung und ist somit flr die Analyse der Spektren von inhomogenen,
stark streuenden Objekte anwendbar.

Die DSA Methode ermdglicht ebenfalls

der Aufhellungseffekt von Seitenadern ”0-

im Bereich der Absorptionsbanden des Adern-Aufhellung
Chlorophylls zu quantifizieren. Dies
geschieht durch einen Aufhellungs-
faktor a(A)=TA/Tg, der als das
Verhaltnis der Durchsichtigkeit T, der
feinen hellsten Adern zu der mittleren
Transmission des Blattgewebes Tg
ausgewertet  werden kann. Das
Integralsignal der hellsten Blattadern
entspricht die hellen Densitogramm-
Kante im Bereich der hohen Trans-
mission. Die  Spektralkurven des
Aufhellungsfaktors a(A) fiir die Adern 450 500 580 600 680 700
der Tabak und Rizinus Blatter sind auf Wellenlange (nm)

der Abb.6.3.8 gezeigt. Die maximalen

Werte erreicht a(A)=12-17 im Bereich Abb.6.3.8: Spektralkurven des Aufhellungsfaktors
der Chlorophyllbande bei 680 nm. a(A) fir die Adern von Tabak und Rizinus Bléttern.
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Raumspektren der Pflanzenblatter im VIS Bereich

Wie bereits erwahnt wurde, ermdglicht die DSA Methode die konventionellen Spektren
und die Raumspektren zu ermitteln. Die erste wurden nach der Lage der Maxima von
Densitogramm-Banden an der Spektralskala ausgewertet. Diese Spektren
charakterisieren die Zustande der Molekile in verschiedene Zeitmomente. Die von uns
zum ersten Mal erhaltenen Raumspektren kennzeichnen die raumliche Homogenitat der
Spektalcharakteristiken der ausgewahlten Teilmenge von Objektpunkten. Die
Raumspektren wurden nach der Hohe (Intensitat) der Densitogramm-Maxima das heiBt
nach der Anzahl der Bildpixel von gleichen Grauwerten (statistische Erfassung) ermittelt.
Diese Darstellungsweise ermoglicht verschiedene optische Charakteristika der
Pflanzenblatter und ihren Einzelteilen spektral zu extrahieren und zu analysieren.
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Abb.6.3.9: Raumspektren von Adern und Gewebe der Tabak (a) und Rizinus Blatter (b)
fuir VIS Spektralbereich. Raumspektren charakterisieren die rdumliche Homogenitat der
Absorptionswerte fiir Blattgewebe und Adern.

Die Raumspektren von Gewebe und Adern der Tabak und Rizinus Blatter fiir VIS
Spektralbereich sind in Abb.6.3.9 dargestellt. Im Vergleich zu den konventionellen
Absorptionsspektren haben dich die Raumspektren als mehr schmalbandiger erwiesen.
Die Raumspektren weisen die charakteristischen Banden der Chlorophylle auf. AuBerdem
unterscheiden sich die Raumspektren von Adern und Gewebe des Rizinus Blattes, im
Gegenteil zu dessen vom Tabak Blatt. Es spricht dafiir, daB im Gegenteil zum Tabak
Blatt hat ein Rizinus Blatt die groBere Unterschiede in der Adern- und Gewebestruktur
sowie in der Chlorophyllverteilung tber die Blattflache.

Fazit

e Zum Erzen Mal wurden der Spektralbilder von Pflanzenbldattern im Spektralbereich
der Chlorophyllabsorption erhalten und damit die Chlorophyllverteilung uber die
Blattflache visualisiert und analysiert wurde.

+ Die entwickelten Methoden der DSA und des "Eintauchens" der Absorptionsbanden in
den MLS-Untergrund ermdglichen, die Istwerte der Absorptionsbanden vom
Chlorophyll in Pflanzenblattern zu bestimmen. Es wurde festgestellt, daB die realen
Chlorophyll-Absorptionsbanden von Blattgewebe und Adern nahezu gleich groB sind.
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Kapitel 7

Bildgebende NIR-Spektroskopie von Pflanzenblattern
Blattwassergehalt und -Zustand

7.1. Spektroskopie und Visualisierung des Blattwassers

Um Wasser in Pflanzenblatter zu untersuchen, wurden verschiedene physikalische
Methoden verwendet: Kalorimetrie, magnetischer Kernresonanz (NMR), dielektrische und
infrarote Spektroskopie (Kapitel 3.4.3). Diese Methoden eignen sich zwar flr
Untersuchungen des lokalen oder gesamten Blattwassergehaltes, aber kénnen keine
Aussage beziiglich des Wasserzustandes und der Wasserverteilung im Blatt geben. Eine
positive Seite der Methode der Schwingungsspektroskopie ist es, daB sie den Wasser-
zustand auf dem Niveau des Zustandes der Atom- und Molekillverbindungen beschreibt.
NIR Spektren von Wasser besitzen einige Schwingungsbanden (Oberténe und
Kombinationstone verschiedener Ordnungen). Die Spektralanalyse der Wasserbanden
erlaubt eine glaubwiirdige und vielseitige Information tGber den Zustand und Gehalt von
Wasser zu erhalten.

In den letzten Jahre wurde flir Wasser die Erscheinung des "Dualismus" festgestellt: eine
gleichzeitige Erscheinung des Einteilchen- und Kollektivverhaltens der Wassermolekiile.
Die individuelle Einteilchen-Bewegung der Molekile zeigt sich in der Translations- und
Rotationsdiffusion der Moleklile, die meistens mit Hilfe der oben genannten Methoden
untersucht wurden. Diese Eigenschaften sind durch die FlieBféahigkeit des Wassers
bestimmt. Die neue nichtinvasive Untersuchungsmethode eines waBrigen Mediums
wurde nach der Entdeckung von kollektiven Schwingungsmoden des Netzes der Wasser-
stoffbriicken von Wasser moglich [Korniyenko 1999]. Die kollektiven Schwingungs-
banden wurden in den Raman und IR Spektren registriert. Eine Berlicksichtigung der
kollektiven Eigenschaften von Wasser erlaubt den ganzen Spektralbereich des
Wassersystems in einem Pflanzenblatt zu erfassen. Dank der zwischenmolekularen
Wechselwirkungen im kondensierten Zustand eines Mediums sind die Anregungen auf
den einzelnen Molekiilen nicht lokalisiert, wie es friiher angenommen wurde, sondern
werden zwischen den Teilchen durch wellendhnlichen Moden Ubertragen [Korniyenko
2000; Korniyenko 2002].

Das dreiatomare Wassermolekil H,O hat im Gaszustand drei normale vi;3
Schwingungen (Kapitel.2.2.4). Zwei dieser Schwingungen v;; sind mit einer L&nge-
veranderung zwischen den Wasserstoff- und Sauerstoffatomen verbunden und heiBen
Valenzschwingungen. Die Deformationsschwingung v, entspricht der Verdanderung des
Winkels zwischen den O und H Atomen im Wassermolekil. Symmetrische und
asymmetrische normale Schwingungen der Wassermolekile im Dampfzustand kénnen
gut unterschieden werden und ihre Frequenzen sind v;=3652 cm™® bzw. v;=3750 cm™.
Bei der Entstehung eines Netzes der Wasserstoff-briicken werden die Frequenzen der
Valenzschwingungen v, ; wesentlich kleiner und transformieren sich in eine kollektive
Mode vy, die der Verédnderung der Verbindungslénge zwischen den Wasserstoff- und
Sauerstoffatomen im Netz der  Wasserstoffbriicken entspricht. In den
Schwingungsspektren (Raman und IR Spektren) wird eine breite Bande dieser Mode im
Spektralbereich von 3200-3400 cm™ mit einem Maximum bei voy=3420 cm™ (2942 nm)
beobachtet. Gleichzeitig wird die Deformationsschwingung der Wassermolekiile in die
Deformationsmode v, des Gitters der Wasserstoffbriicken umgewandelt. Das Banden-
maximum der Deformationsmode fiir fliissiges Wasser liegt bei v,=1642 cm™ (6 pm).
Diese Mode hat eine kleinere Halbwertsbreite und Intensitat im Vergleich zur
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Valenzbande. Der Wasserzustand dandert sich je nach Kraften zwischen den
Wassermolekilen, der Topologie der Verbindungen im Wasserstoffbriicken-Netz und den
Wechselwirkungen mit den organischen Molekiilen. Der energetischen Wasserzustand
(EWZ) kann durch das spektralen Verhalten der Schwingungsmoden untersucht werden.

Alle fundamentalen Schwingungen, ihre Oberténe und Kombinationsténe sind nach den
Auswahlregeln fiir die Symmetriegruppe C,, des Wassermolekiils erlaubt und werden in
den Raman und IR Spektren beobachtet (Abb.7.1.1). Im Spektralbereich der
fundamentalen Moden des Wassers voy wird deutlich auch der Kombinationston der
Deformationsmode v, mit der niederfrequenten Gittermode vg=460 cm™ (Spektral-
bereich 2100-2200 cm'!) beobachtet. Diese Mode heiBt auch Librationsmode und
entspricht den koordinierten Drehoszillationen der Wassermolekile. Im Raman Spektrum
wird eine weitere Translationsmode niedrigerer Frequenz im Spektralbereich von 180-
270 cm! registriert, die den kollektiven Quer- und Léngs-Verschiebungen der Molekiile
beziiglich der Richtung der Wellenausbreitung entspricht.
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Abb.7.1.1: Raman Spektrum von Wasser im Spektralbereich der Valenzschwingungen.

Die Methode der Schwingungsspektroskopie kann sowohl fiir die Bestimmung des
Wassergehaltes als auch der Wasserzustdande angewendet werden. Die Kompliziertheit
dieser Aufgaben ist durch ungeniigende Kenntnisse der Entstehungsmechanismen von
breiten Schwingungsbanden im Spektrum von flissigem Wasser erklart. Die zusatzlichen
Schwierigkeiten fir Wasser in stark streuenden inhomogenen Medien sind durch den
EinfluB der Mehrfachlichtstreuung bedingt. Die MLS fihrt zu einer Verringerung des
registrierten Signals und zugleich zu einer Verstarkung der Absorptionsbanden wegen
der VergroBerung der effektiven Weglange des Lichtes in heterogenen Medien.

In dieser Arbeit zusammen mit Dr. M. Korniyenko (Tarasa Schewtschenko Universitat,
Kiew, Ukraine) wurden innovative Methoden entwickelt, die spektrale Untersuchung des
Wassers in heterogenen Medien ermoglichen. Fir die Untersuchung des Wassers in
Pflanzenblattern wurden sowohl neue physikalische Vorstellungen und innovative (nicht
konventionelle!) Methoden der Bildverarbeitung als auch moderne technische
Mdéglichkeiten bildgebender Spektroskopie mittels CCD-Kameras im VIS- und NIR-
Spektralbereich (400-1700 nm) verwendet. Es wurden drei spektralen Serien der
Oberténe nvoy und der Kombinationsténe nvon+v, ¢ mit der Teilnahme der Deformation-
v, und Gittermoden vg analysiert. Eine ausfiihrliche Profilbilder der Wasserverteilung liber
die Blattflache kann so ermittelt werden. Dabei wurden die MLS-Effekte und
insbesondere die Tatsache berilicksichtigt, dal die Absorptions- und Streuprozesse nicht
additiv sind. Dies hat uns ermdglicht, die Istwerte der Wasser-absorptionsbanden und
effektive Dicken von Wasser (in mm oder ym) zu ermitteln. Zum ersten Mal wurden
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einige diskrete Wasserzustédnde in den Pflanzenblattern entdeckt, die die wesentliche
Unterschiede in den Schwingungsspektren zeigen. GréBtenteils sind diese Unterschiede
im Spektralbereich der Obertone und der Kombinationstone zu finden. Es wurden
einzigartige Methoden flir die Bestimmung des quantitativen Gehaltes verschiedener
Wasserzustande in den Pflanzenblattern entwickelt. Ebenso wurde eine Mdglichkeit des
Studiums der zeitlichen Dynamik dieser Wasser-zustande demonstriert und eine
Transformation der Wasserzustande bei physiologischen Prozessen festgestellt.

7.1.1. Spektrale Serien der Schwingungsmoden von Wasser

In der vorliegenden Arbeit wurden die Oberténe und Kombinationstone héherer Ordnung
in den Schwingungsspektren des Wassers in Pflanzenblattern gezielt untersucht. Daftr
sind folgende Griinde zu nennen. Wegen einer starken Wasserabsorption kénnen die
Pflanzenblatter im Spektralbereich der Grundmoden voq und v, nicht untersucht werden,
weil diese Moden in Blattspektren lUbersattigt sind. Um die Grundmoden zu registrieren,
sind Wasserprobe einer Dicke von 2-20 pm nétig. Mithilfe der Spektralanalyse der
Banden zweiter Ordnung voy+v; und 2vgy bei 1930 und 1450 nm konnten die
Wasserproben einer Dicke von 200 ym bis 1 mm untersucht werden, was auch mit der
Blattdicke Ubereinstimmt. Die typische Dicke der untersuchten Tabak und Rizinus Blatter
ist von 150-300 pm groB. Deshalb kann das Blattgewebe im Spektralbereich der
schwachen Wasserabsorptionsbanden zweiter Ordnung analysiert werden. Fir die
Spektralanalyse der 2-5 cm dicke Pflanzengewebe kénnen die Absorptionsbanden dritter
und héherer Ordnungen benutzt werden. Dies ermdglicht die wassergesattigten Blatter
der sukkulenten Pflanzen zu untersuchen.
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Abb.7.1.2: Extrahierung der Wasser Absorptionsbanden aus Extinktionsspektrum (a).
Spektralserien der Wasserbanden: Oberténe nvpy und Kombinationsténe NVpoy + Vo, Vs. (D).

Die héheren Schwingungsmoden 3vgy, 4voy kdnnen Struktureigenschaften des Wassers
effektiv widerspiegeln. Spektralbereich der Uberlappung von hochfrequenten Schwin-
gungsmoden (Wasser) und langwelligen Elektronenbanden (organische Moleklile) ist von
groBem physikalischen Interesse, denn hier neue Effekte auftreten kénnten. Es ist
besonders flir Wasser in Pflanzenblattern interessant, weil der 3. Oberton 4vgy von
Wasser (720-740 nm) mit dem Elektronenzustand des Aggregat-Chlorophylls (735 nm)
in Resonanz kommt.
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Abb.7.1.3: Vergleich von Wasserabsorptionsbanden der 3. (a) und 4.0rdnung (b).

Die Spektralmethoden der Fernerkundung spielen fir eine Abschatzung des Zustandes
der Vegetation eine immer groBere Rolle. Aufgrund der Undurchsichtigkeit der
Atmosphare in IR-Spektralbereichen der starken Wasserbanden der 2. Ordnung bei 1460
und 1930 nm kdénnen bei der spektralen Fernerkundung nur schwachere 3vgy
Absorptionsbanden bei 970 nm in Reflexionsspektren gemessen werden. Wie bekannt
und wie auch unsere spektrale Untersuchungen zeigen, unterscheiden sich die
Reflexionsspektren von der Ober- und Unterseite des Blattes voneinander. Dazu noch
geben die Reflexionsmessungen eine Information vorwiegend nur Uber die obere
Schichte des Blattgewebes. Deshalb sind die Transmissionsspektren fiir die Ermittlung
der wahren Absorptionsspektren vom gesamten Wassergehalt in Pflanzenblattern
bevorzugt.

Zuerst wurden die spektralen GesetzmaBigkeiten der NIR-Absorption von destilliertem
Wasser und Wasser verschiedener Pflanzenblatter im Spektralbereich von 700 bis 3000
nm untersucht. Dabei wurden die Schwingungsbanden der 2., 3. und 4. Ordnung
analysiert. Daflir wurden das UV-Vis-NIR Spektrometer 500 SCAN (175-3300 nm), das
HP 8453 Spektrometer (190-1100 nm) sowie ein Fiber Optic Miniaturspektrometer
S2000 (190-1000 nm) verwendet.

Vor der Spektralanalyse der Absorptionsspektren vom Blattwasser, ware es natirlich
wichtig diese flir Wasserproben im Detail zu untersuchen. Dafiir wurden die Spektren
von destilliertem Wasser im Spektralbereich von 700 bis 2600 nm studiert. Fir die
Extrahierung der Wasserabsorptionsbanden der Oberténe und der Kombinationsténe aus
dem Untergrund der starken hochfrequenten Bandenflanke der fundamentalen
Valenzmode bei 2920 nm wurde folgende Methode verwendet. Die Bandenflanke der
Valenzmode wurde durch eine Lorenzkurve approximiert. Daflir wurden die
Referenzpunkte im Spektralbereichen zwischen den Wasserabsorptionsbanden benutzt
(Abb.7.1.2a). Fiur die RechtmaBigkeit dieser Approximation spricht die Tatsache, dafB
mittels dieser Methode das Maximum der Valenzmode bei 2960 nm ermittelt wurde, das
mit der zulassige Abweichung dem Istwert entspricht (Tab.7.1.1).

Die Spektralen Serien der extrahierten Banden fiir destilliertes Wasser sind in Abb.7.1.2b
und 7.1.3 dargestellt. Dabei wurden die schwachen Banden durch die Multiplikation
vergroBert. Die Wellenldangen der Maxima von Wasserbanden (in nm) sind in Tabelle
7.1.1 aufgelistet. Im Spektralbereich der Oberténe und Kombinationsténe von Wasser
kénnen drei Serien der Spektralbanden unterschieden werden:
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1. Serie der Obertone der Valenzmode nvgy:
2. Serie der Kombinationsbanden der Deformationsmode nvgy +v;;
3. Serie der Kombinationsbanden der Gittermode vg.

n n=1 n=2 n=3 n=4
N VoH 2933 1449 971 742
N Vou+Vva 1930 1169 839 660

Tabelle 7.1.1: Wellenldnge (in nm ) der Maxima der Absorptionsbanden
von verschiedenen Serien fir destilliertes Wasser.

Fir die 1. Serie der Obertone ist das gréBte Zunahme der Halbwertsbreite der Spektral-
banden charakteristisch. Fir die 1., 2. und 3. Obertone von Wasser betragt die
entsprechende Halbwertsbreite 544, 728 und 979 cm™. Fir die 2. und 3. Serie der
Kombinationsbanden sind kleinere Halbwertsbreiten charakteristisch. Zum Beispiel ist die
Halbwertsbreite fiir die 3vou+v> Mode dem Wert von 366 cm™ und fiir die 2vou+vg Mode
von 157 cm’! gleich. Die Intensitit der Banden der ersten Spektralserie sinkt mit
zunehmender Ordnung langsamer als die der Banden der 2. und 3. Serien. Infolge
dessen ist der Oberton 4vpoy in 3fach intensiver als die Bande des Kombinationstones
3von+v (Abb.7.1.3b). In den Paaren der Banden der 2. Ordnung (2voy und vou+v,) und
der 3. Ordnung (3vgy und 2vgy+v,) haben die gréBte Intensitat die Kombinationsbanden
der Deformationsmode v, (Abb.7.1.3a). Man sollte die Intensitatsverteilung der hohen
Oberténe und Kombinationsténe berlicksichtigen, da diese fiir das Verstandnis der
Eigenschaften des Blattwassers wichtig ist. Wie es im weiteren gezeigt wird, ist das
Verhaltnis der Intensitat und Lage von Absorptionsbanden ein "Detektor" des
energetischen Wasserzustandes (Kapitel 7.3).

Fir die quantitative Bestimmung des Wassergehaltes in Pflanzenblattern wurden
spezielle Spektralmethode ausgearbeitet. Spektrale Untersuchungen des Blattwassers
sollten im Spektralbereich der schwachen Obertone und Kombinationsténe durchgefiihrt
werden. Zuerst wurden die Absorptionsspektren fir die Wasserproben verschiedener
Dicke in den Kivetten von 40 pym bis 10 cm untersucht. Die Klvettendicke wurden
variiert, um diese mit der Dicke der untersuchten mesophyten (100-300 pm) und
sukkulenten (0,5-5 mm) Blattern vergleichen zu kénnen. Diese Untersuchungen haben
gezeigt, daB sich die Form der Wasserabsorptionsbanden wenig mit der
Wasserschichtdicke d @ndert. Die optischen Dichte

D=Ig(Io/I)= k(\)d

andert sich linear mit der Wasserschichtdicke d. Der Absorptionskoeffizient k(A) hangt
mit dem spezifischen Absorptionskoeffizienten a(\) wie folgt zusammen

a(\)=In10 k(A\)=2,303k(}).

Es wurde festgestellt, daB die Banden der 2. Serie der Kombinationsténe nvgy+v; zu den
Wasserzustand am empfindlichsten sind. Intensitat der 2voy+v, Banden (1180 nm) vom
Blattwasser steigt ungefahr um 2fache im Vergleich zum destillierten Wasser, und fir die
Banden hoéherer Ordnung koénnen diese Veranderungen noch groBer sein. Fiar alle
Banden der Oberténe und der Kombinationstone wurden die Werte der Absorptions-
koeffizienten flr die effektive 1mm dicke Wasserschicht berechnen. Diese Koeffiziente
wurden zur Ermittlung der Profilbilder von Wasser in verschiedenen Pflanzenblattern
verwendet (Kapitel 7.2).
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7.1.2. Spektrale Untersuchungen des Blattwassers

Um die Untersuchungen der raumlichen Verteilung von Wasser in Pflanzenblattern
mittels der bildgebenden Spektroskopie zu ermdglichen, wurde zuerst eine
Spektralanalyse verschiedener Pflanzenblatter durchgefiihrt. Es wurden die Blatter von
Rizinus, Tabak und von sukkulenten Pflanzen (Kalanchoe, Kaktus, Aloe) untersucht. Die
Blatter der sukkulenten Pflanzen enthalten mehr Wasser im Vergleich zu den anderen
verfligbaren Blattern und waren flir die Entwicklung der Methodik der spektralen
Messungen von Blattwasser besonders geeignet. Die Abb.7.1.4 zeigt in Ubersichtweise
die Transmissionsspektren der Rizinus und Tabak Blatter und einiger sukkulenter
Pflanzen. Die Absorption der Blatter im VIS-Spektralbereich des Spektrums ist
hauptsachlich durch das Chlorophyll (Maxima bei 430 und 680 nm) und im NIR-
Spektralbereich durch das Wasser bedingt. Die Rizinus und Tabak Blatter sind in breitem
Spektralbereich von 700 nm (Absorptionsrand von Chlorophyll) bis zu 2500 nm
(fundamentale Mode der Wasserabsorption) teilweise durchsichtig. Obwohl die
Wasserabsorption im Spektralbereich der Obertone relativ schwach ist, wird durch das
Rizinus oder Tabak Blatt weniger als 1% der einfallenden Infrarotstrahlung
transmittieren. Noch geringer ist die Durchsichtigkeit der Blatter von sukkulenten
Pflanzen sowie von dickeren Blattadern, dabei betragt Transmission nur 0,1-0,5%. Die
Blatter der sukkulenten Pflanzen und dicke Adern der mesophyten Blatter sind nur im
Spektralbereich des 2. Obertones 3voy bei 971 nm durchsichtig. Dies wird durch die
Ubersattigte Absorption der 2voy Mode (1451 nm) der 1-4 mm dicken sukkulenten
Blatter bedingt.
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Abb.7.1.4: Transmissionsspektren von Blattern: Mesophyte (a) und Sukkulenten (b).

Im Spektralbereich der Durchsichtigkeit von mesophyten Blattern 700-2500 nm treten
die Wasserabsorptionsbande in der Form einer "Delle" auf. Wie es aus Abb.7.1.4
ersichtlich ist, sind die 3vpoy und 2vgy+v, Banden ziemlich schwach. Ihre GroBe ist mit der
Rauschenbahn vergleichbar und ohne eine Glattung sind sie flir die quantitative
Bestimmung des Wassergehaltes im Blatt kaum geeignet. Fir die quantitative
Bestimmung des Wassergehaltes in Rizinus und Tabak Blattern ist Spektralbereich des
2voy Obertones bei 1450 nm) und voy+v, Kombinationstones bei 1930 nm besonders
passend. Fir die sukkulenten Blatter muB man solche Untersuchungen im Spektral-
bereich des 3vgy Obertones bei 970 nm durchfliihren. Darin besteht der wesentliche
Unterschied der Spektralanalyse dieser Blattarten. Den groBten Beitrag zur Reduzierung
der Transmission tragt die MLS im Blattgewebe bei, was im weiteren gezeigt wird.
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Abb.7.1.5: Transmissionsspektren von nichtinfiltrierten und wasserinfiltrierten
Pflanzenbléattern:Vergleich der Spektren von Tabak und Rizinus (a) sowie von jungen und reifen
Tabak Blattern (b).

Eine wesentliche Erhéhung der Durchsichtigkeit von Rizinus und Tabak Blattern kann
mittels der Wasserinfiltration erreicht werden. Die Durchsichtigkeit des Blattes wird nach
der Wasserinfiltration gréBer, weil die Interzellulare mit Wasser gefihlt werden und
damit die Inhomogenitat des Blattes vermindern wird, was fuhrt zur Reduzierung der
MLS im Blattgewebe. Der Wassergehalt und der Grad der Wasserinfiltration wurden
mittels der gravimetrischen Methode vor und nach der Wasserinfiltration und auch nach
dem vollstandigen Austrocknen bestimmt. In Abb.7.1.5a sind die Transmissionsspektren
von wasserinfiltrierten Rizinus und Tabak Blattern dargestellt. Abb.7.1.5b zeigt ein
Vergleich der Transmissionsspektren von den jungen und reifen Tabak Blattern. Bei der
20-35% Wasserinfiltration von Rizinus und Tabak Blattern steigt ihre Durchsichtigkeit bis
zu 3%. Bei der 78% Wasserinfiltration des reifen Tabak Blattes steigt seine
Durchsichtigkeit bis zu 7-8%.

Die jungen Tabak Blatter sind durchsichtiger als die reifen, da der Beitrag der MLS
geringer ist. Es kdnnte auch durch ihre kleinere Dicke und eine groBere Homogenitat des
Blattgewebes bedingt sein. Die jungen Tabak Blatter kdnnen nur bis zu 20% mit dem
Wasser infiltriert werden. Deswegen betragt die Durchsichtigkeit der jungen wasser-
infiltrierten Blatter 5-5,5%, was im Vergleich zu den reifen Blattern geringer ist. Es
sollen auch die Ahnlichkeit der Transmissionsspektren von jungen und reifen
wasserinfiltrierten Blattern im Spektralbereich von 1900 bis 2750 nm und ihre
signifikante Unterschiede im Spektralbereich von 700 bis 1800 nm betont werden. Die
Durchsichtigkeit des jungen wasserinfiltrierten Tabak Blattes betragt im Bereich der
Hauptader weniger als 3%. Dies ist durch einen starken MLS-Betrag aufgrund einer
groBeren Aderdicke bedingt.

Abbildung 7.1.6a prasentiert das Extinktionsspektrum eines Tabak Blattes in breitem
Spektralbereich. Wie aus diesem Spektrum ersichtlich ist, ist die Intensitat der starksten
Wasserbanden vgy+v; bei 1931 nm und 2vgy bei 1451 nm mit den starken Chlorophyll-
banden im VIS Bereich vergleichbar. Fir die ausfliihrliche Analyse der Wasser-
absorptionsbanden von Pflanzenblattern sollten diese aus dem MLS-Untergrund in den
Extinktionsspektren extrahiert werden. Solche Extrahierung der Absorptionsbanden von
destilliertem Wasser aus der starken hochfrequenten Flanke der Valenzbande voy wurde
im Kapitel 7.1.1 beschrieben. Aufgrund der komplizierteren Form des MLS-Untergrundes
im Vergleich zu dieser Bandenflanke wurde die spektrale Kurve des MLS-Niveaus durch
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ein Polynom 8. Ordnung approximiert (Abb.7.1.6b). Das approximierten MLS-Untergrund
wurde von dem Extinktionsspektrum des Blattes abgezogen und damit die Absorptions-
banden des Blattwassers extrahiert wurden. Im weiteren wurden die auf solche Weise
extrahierten Wasserabsorptionsspektren von Tabak und Rizinus Blattern betrachten.
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Abb.7.1.6: Extinktionsspektrum (a) und Extraktion der Absorptionsbanden (b) von Wasser
eines Tabak Blattes.

Beim Vergleich der Absorptionsspektren von Blattwasser und destillierten Wasser ist es
zweckmaBig die Normung der Spektralbanden im Bereich des starksten
Kombinationstones voy+Vv; durchzuflihren. Vor allem ist diese Absorptionsbande zur
Veranderung des Wasserzustandes wenig empfindlich. AuBerdem kénnten die Spektral-
messungen im Bereich der starken Bande mit dem kleinen Fehler gemacht werden.
Solche Normung der Wasserbanden eines Tabak Blattes ist in Abb.7.1.7 gezeigt. Nach
dem linearen Zusammenhang der Absorptionswerte des destillierten Wassers von der
Klvettendicke wurden effektive Dicke der Wasserschicht ermittelt. Die effektive
Wasserdicke entspricht einer Menge des destillierten Wassers, die das gleiche
Absorptionsvermdégen im Bereich der Absorptionsbande bei 1930 nm hat. Die effektive
Wasserdicke wurde in Millimetern pro Einheitflache des Blattes berechnet. Fir das
untersuchten Tabak Blatt hat sie sich gleich 239 ym erwiesen

Zum Vergleich wurde die effektive Wasserdicke des Tabak Blattes auch mit Hilfe der
gravimetrischen Methode ermittelt und zwar, nach der Berechnung der Wassermenge im
Blatt auf Einheit seiner Flache als der Gewicht-Differenz des frischen und
ausgetrockneten Blattes. Die auf solche Weise berechnete effektive Wasserdicke im
Tabak Blatt war 247 pm gleich. Dies beweist, daB die Wassermenge in den
Pflanzenblattern mittels der Spektralauswertung im Bereich der Wasserbanden vgu+v;
und 2vpoy mit der ausreichenden Genauigkeit bestimmt werden kann.

Die starken Unterschiede der Absorptionsbanden des Blattwassers gegeniber zum
destillierten Wasser wurden im Bereich der schwacheren Moden 3vgy , 2Vonu+vs; und
3von+V; beobachtet. Die Verdanderungen der Intensitat und der Frequenzen der héchsten
Schwingungsmoden wurden flir die Bestimmung der Wasserzustande in den
Pflanzenblattern angewendet. Diese Fragen werden in den Kapitel 7.3. ndher betrachtet.
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Abb.7.1.8: Spektralbanden von destilliertem Wasser und wasserinfiltrierten Tabak (a) sowie
Rizinus Blattern (b).
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7.1.3 Bildgebende Spektroskopie des Blattwassers

Mittels der bildgebenden Spektroskopie wurde raumliche Verteilung der Spektral-
charakteristiken von Blattern im NIR Spektralbereich der Wasserabsorption untersucht.
Dadurch wurde es maéglich, von der Analyse der integralen Spektralcharakteristiken des
Blattwassers zur Analyse der rdaumlichen Verteilung des Wassers im Blatt Gberzugehen.
Die Spektralbilder der Wasserverteilung in Blattern wurden mit Hilfe eines bildgebenden
CCD Spektrometers (Kapitel 5.1) studiert. Die in vorliegender Arbeit entwickelten
Methoden der Bearbeitung der Spektralbilder ermdglichten es, die Bilder der
Transmission und Absorption des Blattwassers zu ermitteln.

Die verwendeten PixelFly Kamera (Spektralbereich 300-1050 nm) und Alpha NIR Kamera
(900-1700 nm) machten eine Untersuchung der Blatter im Spektralbereich der
Wasserbanden der Oberténe 4vgy, 3von und 2vgy bei 740, 970 und 1460 nm und der
Kombinationsténe bei 850 und 1200 nm mdoglich. Als Beleuchtunsquelle wurde die
raumlich homogene Strahlung einer Ulbricht Kugel mit vier Halogenlampen und einer
stabilisierten Spannung von 10-20 W verwendet. Da die Beleuchtung homogen war,
konnten die Effekte der Guerlichtdifusion des Lichtes im Blattgewebe nicht bericksichtigt
werden. Um eine Sequenz der Spektralbilder aufzunehmen, wurde ein Satz der
schmalbandigen Interferenz-Bandpaffilter eingesetzt. Dabei wurden die BandpaBfilter
mit einer DurchlaBbande im Spektralbereich der Maxima und Minima der Wassera-
bsorptionsbanden benutzt. Bei den Aufnahmen mit der Alpha NIR Kamera im
Spektralbereich von 900 bis 1700 nm wurden zwoélf BandpaBfilter (950, 980, 1000,
1050, 1100, 1200, 1300, 1420, 1460, 1500, 1600 und 1700 nm) angewendet. Bei den
Messungen mit der PixelFly Kamera im Spektralbereich der Wasserbanden 3voy n 4vgy
700-1050 nm wurden elf BandpaBfilter (700, 730, 750, 780, 800, 850, 900, 950, 980,
1000 und 1050 nm) eingesetzt. Innerhalb der breiten Wasserbanden der Oberténe 2vgy
und 3voy wurden 6 BandpaBfilter verwendet. Damit wurden die Form der Wasser-
absorptionsbanden fiir das Gewebe und fiir die Adern von Blattern, der Verlauf der MLS-
Spektren innerhalb der starken Absorptionsbande bei 1460 nm und die Raumspektren
des Wassers in den Blattern getrennt untersucht. Zum Beispiel im Spektralbereich der
2voy Absorptionsbande wurden die Filter 1300, 1420, 1460, 1500, 1600 und 1700 nm
verwendet, deren Bandbreite (15-20 nm) wesentlich schmaler als die Halbwertsbreite
(510 nm) der studierten Wasserbande sind. Bei der Extrahierung der Wasserabsorptions-
banden aus den Extinktionsspektren wurde der Zusammenhang zwischen der MLS und
Absorption beriicksichtigt. Dies ermdéglichte es, die Istwerte der Absorptionsbanden des
Wassers fir die Adern und das Blattgewebe zu ermitteln.

Um die Experimente zuverlassig und mit hoher Genauigkeit durchzufiihren, wurde die
CCD-Kamera sorgfaltig justiert. Auch eine optimale Belichtungszeit des Kamerachips
wurde ausgenutzt, um eine maximale Intensitdt der Spektralbilder zu haben. Um das
Rauschen so klein wie mdglich zu machen, wurde eine Sequenz von 16 Einzelbildern
aufgenommen, die danach gemittelt wurden. Die Bilder der mittleren Abweichungen
wurden ebenfalls berechnet.

Transmissionsbilder der Pflanzenblatter

Fir jeden der BandpaBfilter F(A,) wurden Bilder des Pflanzenblattes I(A,) sowie die Bilder
der Beleuchtungsfeldes von der Ulbricht Kugel I3(A,) aufgenommen. Eine
Bildverarbeitung wurde mit Hilfe der Software "Heurisko" durchgefiihrt. Mittels des
speziell dafir geschriebenen Heurisko-Workspaces wurden die Transmissionsbilder
T(A)=I(A,)/Ig(A,) ermittelt. Im folgenden werden die spektralen Transmissionsbilder fir
die Rizinus und Tabak Blatter in den Spektralbereichen der Maxima von
Wasserabsorptionsbanden bei 980 und 1460 bzw. im Bereich des
Wasserabsorptionsminimum zwischen diesen Banden bei 1100 nm dargestellt.
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Abb.7.1.9: Transmission-Spektralbilder eines jungen Rizinus Blattes.

Die Transmissionsbilder T (x, y) eines jungen Rizinus Blatt flur die Wellenlangen
980,1100 und 1460 nm sind in Abb.7.1.9. gezeigt. Neben den Wellenlangen sind die
Wertbereiche der registrierten Transmission angegeben. Zwecks eines Vergleiches ist
auch das Bild desselben Rizinus Blattes im Spektralbereich der Chlorophyllbande bei 680
nm gezeigt. Es sind wesentliche Verdnderungen in den Bildern beim Ubergang von den
Absorptionsbanden des Chlorophylls zu den Absorptionsbanden des Wassers zu sehen.
Im Spektralbereich vom Chlorophyll ist flr kleine Adern der 3. Ordnung ein Effekt der
Aufhellung zu beobachten. Beim Ubergang zu der schwachen Absorptionsbande des
Obertones 3vgy (980 nm) werden die Hauptadern infolge des in ihnen vorhandenen
Wassers dunkel. Die Seitenadern werden auch dunkel, aber in ihren zentralen Teilen wird
ein Aufhellungseffekt beobachtet. Im Spektralbereich der stérkeren Wasserbande bei
1460 nm sehen das Blattgewebe (T~20%) und insbesondere die Adern (T~5%) dunkel
aus.
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In Abb.7.1.10 sind die Transmissionsbilder eines Tabak Feldblattes prasentiert. Eine
Aufhellung der zentralen Kandle von kleinen Adern und Seitenadern sowie der dunklen
Kanale der Hauptadern ist im Spektralbild bei 1100 nm sichtbar.

NIR-Tra smi sionsbilder des Tabakblattes

1460nm (0-0,7)

b

1100nm (0,5-1,05) wasserinfiltrirten Tabakblatt 1460nm (0,7-1,0)

Abb.7.1.10: Transmission-Spektralbilder von nichtinfiltriertem (oben)
und wasserinfiltriertem (unten) Tabak Feldblatt

Transmissionsbilder 1100 nm des Rizinusblattes Transmissionsbilder 1460 nm des Rizinusblattes

NI

Abb.7.1.11: Transmission-Spektralbilder eines Rizinus Blattes bei 1100 nm (a)
und bei 1460 nm (b).

Im Spektralbereich der Wasserabsorptionsbande bei 1460 nm sehen alle Adern wegen
der Wasserabsorption dunkel aus. In dieser Abbildung sind ebenfalls die Spektralbilder
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vom wasserinfiltrierten Tabak Blatt gezeigt. Im Spektralbereich 1100 nm wird die
Aufhellung des Blattgewebes infolge einer Abschwachung des MLS-EinfluBes beobachtet.
Gleichzeitig verdunkeln sich die zentralen Teile von kleinen Adern und sogar von
Seitenadern, die mit dem Wasser gesattigt werden. Im Spektralbereich der Wasserbande
bei 1460 nm verdunkelt sich auch das Blattgewebe wegen der Aufflllung der
Interzellularen mit Wasser. In Abb.7.1.11 sind die Transmissionsbilder des reifen Rizinus
Blattes zu sehen. Die Bilder sind im optimalen fir die Betrachtung Grauwertbereich
dargestellt. Im Spektralbereich 1100 nm ist die Aufhellung der zentralen Kanale kleiner
Adern sichtbar.

7.1.4.Densitogramm-Spektral-Analyse der Spektralbilder

Die Spektralanalyse einer Sequenz der Transmissionsbilder T(A,) wurde mit Hilfe der
entwickelten Methode der Densitogramm-Spektral-Analyse (DSA) gemacht Die DSA
Methode ist ein Instrumentarium flr die quantitative Bearbeitung der Spektralbilder und
fir die Ermittlung und Auswertung der spezifischen Absorptionsspektren (Kapitel 5.1).
Spektrale Densitogramme geben die Statistik der Grauwerte-Verteilung Uber das
gesamte Bild wieder. Man kann sagen, daB die Densitogramme die Spektralbilder
(raumlichen Spektralcharakteristika) der Blatter mit den Spektren von ganzem Blatt
bzw. von seinen Strukturelementen verbinden. In diesem Kapitel werden Unterschiede in
den Wasserspektren von Blattgewebe und Adern analysiert.

In Abb.7.1.12 ist ein Vergleich der Densitogramme vom jungen und reifen Rizinus Blatt
fir die charakteristischen Wellenlangen bei 1100 und 1460 nm dargestellt. Die
Hauptbanden der Densitogramme entsprechen dem Blattgewebe und die schwachen
Maxima im Spektralbereich der niedrigen Transmissionswerten den dunklen Adern.
Mehrere Peaks in den Banden der Densitogramme weisen auf eine Inhomogenitat der
strukturellen Elemente des Blattes hin. Die Lage der Maxima von Densitogrammen zeigt,
daB Gewebe des jungen Rizinus Blattes um mehr als das 1,5fache (T=43%)
durchsichtiger im Vergleich zum reifen Blatt ist und seine Adern ungefahr um den Faktor
2 transparenter sind.
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Abb.7.1.12: Vergleich der Densitogramme von Spektralbildern eines jungen und reifen Rizinus
Blattes bei 1100 nm (a) und bei 1460 nm (b).

Der Vergleich der typischen Densitogramme von wasserinfiltrierten und nichtinfiltrierten
Tabak Blatter ist in Abb.7.1.13 zu sehen. Nach der Wasserinfiltration des Blattes
verschieben sich die Banden der Densitogramme, die dem Blattgewebe entsprechen, in
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dem Spektralbereich der groBen Transmission. AuBerdem andert sich stark die Form und
die H6he dieser Banden. Im Spektralbereich der Absorptionsbande bei 1460 nm wird das
Densitogramm-Maximum nach der Wasserinfiltration breiter und seine Hohe kleiner. Flr
die Wellenldange 1100 nm konvergiert die Densitogramm-Hauptbande und ihre Peak-
Héhe nimmt zu. Die hohen Banden der Densitogramme entsprechen den mehr
homogenen Objektstrukturen. Damit flihrt die Wasserinfiltration der Blatter zu
entgegengesetzten Effekten in verschiedenen Spektralbereichen.
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Abb.7.1.13: Vergleich der Densitogramme von Spektralbildern eines wasserinfiltrierten und
nichtinfiltrierten Tabak Blattes bei 1100 nm und bei 1460 nm.

Eine Ubersicht der Densitogramm-Familie fiir junge und reife Rizinus Blatter ist in
Abb.7.1.14 und flr die wasserinfiltrierten und nichtinfiltrierten Tabak Blatter in
Abb.7.1.15 prasentiert. Die Densitogramme des jungen Blattes im Spektralbereich der
Absorptions-bande 2vgy 1300-1600 nm sind breiter. Im reifen Rizinus Blatt sind die
Wasserzustande mehr ahnlich. Darauf weisen enge und hohe Densitogramm-Maxima bei
1460-1500 nm hin.
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Abb.7.1.14: Familie der Densitogramme von Transmission-Spektralbildern von einem reifen (a)
und jungen (b) Rizinus Blatt.
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Entsprechend den hohen Maxima der Densitogramme flr das Tabak Blatt bei 1460-1500
nm ist das Spektrum der Wasserzustande in diesem Blatt auch schmalbandig
(Abb.7.1.15a). Die Inhomogenitat des Blattgewebes im Spektralbereich des
Wasserobertones bei 1460 nm auBert sich nach der Wasserinfiltration. Gleichzeitig
wachst die Homogenitat des Blattes im Spektralbereich 980-1300 nm. Eine Information
Uber die raumliche Homogenitat der Struktur von studierten Objekten ist eine
einzigartige positive Besonderheit der bildgebenden Spektroskopie.
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Abb.7.1.15: Familie der Densitogramme von Transmission-Spektralbildern vom nichtinfiltrierten
(a) und wasserinfiltrierten Tabak Blatt(b).

Ermittlung der Spektren mittels der Densitogramme

Die entwickelte DSA-Methode ermdglicht es, zwei unterschiedlichen Arten von Spektren
zu bekommen: nach den Lagen der Maximal von den Densitogramm-Banden und nach
der Ho6he der Maxima von Densitogrammen. Die erste Spektrenart entspricht den
gewohnlichen Frequenzspektren, die mit allen konventionellen Spektrometern gemessen
werden kénnen. Wie bekannt, charakterisieren diese Spektren die energetische Zustande
der Molekile in verschiedenen Zeitmomente. Zusatzliche raumliche Koordinaten in
bildgebender Spektroskopie liefern eine friher unzugangliche Information Uber die
Strukturordnung der studierten Objekte. Fir diese Zwecke wurden zum ersten Mal die
Raumspektren ermittelt. Diese Spektren charakterisieren die Struktur und die
Homogenitat der gewdhlten Klasse von Bildpixeln mit den gleichen Eigenschaften. Die
Raumspektren charakterisieren auch die kollektiven Eigenschaften verschiedener
Energiezustanden von Molekiilen.

Aus der Lage der beiden Maxima in den Densitogrammen auf der Transmissionsachse
wurden die Transmissionsspektren fir das Gewebe und Hauptadern des reifen Rizinus
Blattes ermittelt. Sie sind in Abb.7.1.16a gezeigt. Ahnliche Spektren fiir das junge
Rizinus Blatt sind in Abb.7.1.16b dargestellt. In diesem Fall sind wegen den mehreren
vorhandenen Maxima in den Densitogramm-Banden jeweils zwei Transmissionsspektren
fir das Blatt-gewebe und seiner Adern gezeigt. Die Transmissionsspektren fiir Gewebe
und Adern sind nahezu ahnlich, aber fir die Adern wird ein gréBeres MLS-Niveau
beobachtet. Im Spektralbereich 900-1300 nm ist es fir Adern ~85%, und flr
Blattgewebe ~75%. Im Gewebe des jungen Rizinus Blattes ist das MLS-Niveau etwa
vom 60 % Wert.
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Die DSA-Methode ermdglicht es, gleichzeitig mehrere Spektren zu bekommen, die nach
verschiedenen Maxima spektraler Densitogramme ausgerechnet werden. Solche
Spektren entsprechen verschiedenen Strukturen des Blattgewebes und seiner Adern.
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Abb.7.1.16: Transmissionsspektren flir Gewebe und Adern eines reifen (a)
und jungen (b) Rizinus Blattes.

Eine komplizierte Struktur der Densitogramme vom Tabak Blatt bei 1200 nm ist in
Abb.7.1.17 gezeigt. Entsprechend der Densitogramm-Maxima kénnen flir das
Blattgewebe zwei Komponenten Gwl und Gw2 unterschieden werden, die den
verschiedenen Bereichen des Blattgewebes entsprechen. Fiir die Adern wurden auf
solche Weise drei Komponenten Ad1,2,3. extrahiert. Es ist bemerkenswert, daB sich
diese Strukturen der Densitogramm-Banden fir allen Wellenldngen erhalten und ihre
eindeutige Ubereinstimmung beobachtet werden. Dies ermdglicht, mehrere Spektren fiir
Blattgewebe und Adern, das heiBt fir die Blattstrukturen mit den verschiedenen
Spektralcharakteristiken, zu erstellen In diesem Fall es sind die Blattstrukturen; die die
verschiedene Wasserzustande enthalten.
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Abb.7.1.17: Struktur des Densitogramms vom Transmissionsbild eines Tabak Blattes.
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Die Transmissionsspektren fir nichtinfiltrierten und wasserinfiltrierten Tabak Blatter sind
in Abb.7.1.18 dargestellt. Die Spektren fir die dunklen und hellen Kanten der
Densitogramme sind da auch gezeigt. Die Spektren flir die Densitogramm-Kanten
entsprechen dem Wasser an den dunkelsten und hellsten Stellen in den Transmissions-
bilder des Blattes, das heiBt den héheren und niedrigeren Transmissionswerten. In den
Transmissionsspektren ist die Wasserabsorptionsbande des Obertones 2vpoy (1460 nm)
gut sichtbar. In den Spektren der dicken Adern (dunkle Kante des Densitogramms) und
des Blattgewebes (Hauptmaximum des Densitogramms) sind auch die Banden des
Kombinationstones 2vgy+v, (1200 nm) gut zu sehen. Im Spektrum, das den hellsten
Blattbereichen entspricht (helle Kante des Densitogramms) wurde die Beobachtung
dieser Bande wegen dem Aufhellungseffekt des Blattgewebes im Spektralbereich 1200-
1300 nm erschwert. Im wasserinfiltrierten Tabak Blatt sinkt das MLS-Niveau und die
Bande 2vgou+V, ist schlecht ausgepragt. AnschlieBend wurden die Extinktionsspektren aus
den Transmissionsspektren ermittelt und daraus die Wasserabsorptionsbanden
extrahiert.
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Abb.7.1.18: Transmissionsspektren von Gewebe und Adern eines nichtinfiltrierten (a) und
wasserinfiltrierten (b) Tabak Blattes.

Die Durchsichtigkeit der Pflanzenblattern, die mittels des entwickelten bildgebenden
CCD-Spektrometers im Spektralbereich der niedrigen Absorption fir das Rizinus und
Tabak Blatt gemessen wurde, andert sich von 20 bis zu 65% (Abb 7.1.18). Die gleiche
Messung mittels des konventionellen IR-Spektrometers ergab fiir die entsprechende
Durchsichtigkeit der Blatter weniger als 1%, was auf einen bedeutenden Anteil der nicht
registrierten gestreuten Strahlung zufiihren ist. Die Transmission der Blatter, die mit
Hilfe des entwickelten bildgebenden Spektrometers registriert wurde, steigt ungefahr um
das 50fache. Es spricht dafiir, daB dieses Modell des bildgebenden CCD-Spektrometers
Uber eine groBere Sensibilitat gegeniber den kommerziellen Spektrometern verfligt.
Dies ist durch eine Sammlungsfunktion der &hnlichen Signale (ber eine groBe
Pixelanzahl (1024x1280) und eine bessere Registrierung der gestreuten Strahlung
bedingt.

MLS-Spektren im Bereich der Wasserabsorptionsbanden

Die Methode, die das Eintauchen der Absorptionsbanden in den MLS-Untergrund
berilicksichtigt, ermdglicht es auch, die Form der Spektren der Lichtstreuung im Bereich
der Wasserabsorption zu ermitteln. Die berechneten MLS-Spektren fiir das Gewebe und
fir die Adern des reifen Rizinus Blattes sind in Abb.7.1.19a gezeigt. Das Minimum im
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MLS-Spektrum entspricht den Maximum der Absorptionsbande. Die Mehrfachlicht-
streuung in Adern ist an den Flanken der Wasserbande bei 1460 nm starker als es im
Blattgewebe. Dabei im Maximum dieser Bande ist die MLS im Blattgewebe zweimal
gréBer als in den Adern (33% und 17% entsprechend). FuUr nichtinfiltrierten und
wasserinfiltrierten Tabak Blatter sind die MLS-Spektren in Abb.7.1.19b gezeigt. Hier ist
der Unterschied im MLS-Niveau in den Adern und im Blattgewebe auBerhalb der Bande
1460 nm gréBer als im Rizinus Blatt. Im Zentrum der Bande 2vgy fir das Blattgewebe ist
die MLS starker gegenliber den Adern. Bei der Wasserinfiltration andert sich das MLS-
Niveau in den Adern nicht so stark wie im Blattgewebe, wo sich der MLS-Beitrag um 2-
3faches verringert. Die Resonanzspektren der MLS sind auch in Abb.7.2.4 gezeigt. Daher
erkennt man, daB der MLS-Beitrag im Bereich der Hauptadern fast bis auf Null reduziert
und kann unbericksichtigt bleiben.
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Abb.7.1.19: MLS-Banden im Bereich der 2voy Wasserbande fiir Gewebe und Adern von
Rizinus Blatt (a) sowie von nichtinfiltrierten und wasserinfiltrierten Tabak Blatt (b).
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7.2. Bestimmung des Wassergehaltes in Pflanzenblattern

Anwendungen digitaler Bildaufnahmetechniken, die die optische Wechselwirkungs-
prozesse im pflanzlichen Gewebe nutzen, werden bei der Untersuchung vieler
biologischer Fragen eingesetzt. In vorliegender Arbeit wurde das Verfahren der
bildgebenden Spektroskopie benutzt, um Wassergehalt und -zustéande im Pflanzenblatt
zu bestimmen. Daflir wurden die spektroskopische Methoden eingesetzt, welche die
Vibrationsenergien von H,O Molekilen in Betracht ziehen.

Fir die quantitative Bestimmung des Wassergehaltes in Pflanzenbldttern missen die
Absorptionsbanden von Wasser aus den MLS-Untergrund in den Extinktionsspektren
extrahiert werden. Dieses Problem existiert auch in der traditionellen Spektroskopie und
ist flir die bildgebenden Spektroskopie ebenfalls sehr wichtig. Fir die Extraktion der
Wasserabsorptionsbanden aus den Extinktionsspektren der Blatter wurde eine in
Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode des "Eintauchens" der Banden in den
Untergrund der Lichtstreuung verwendet. Dabei kann diese Methode sowohl fir
Transmissionsspektren verschiedener Strukturelemente (Gewebe, Adern) von Blattern
(Kapitel 7.1) als auch fir eine Sequenz der Spektralbilder eingesetzt werden. Dafir
wurden die Spektralbilder der Transmission zuerst in die Extinktionsbilder umgewandelt,
um anschlieBend die Absorptionsbilder zu ermitteln. Die Reihenfolge der digital-
spektralen Operationen in jedem konkreten Fall ist durch die gestellte Aufgabe bedingt.
Bei der Erstellung der Wasser-spektren fir Blattgewebe oder fir Adern kann mittels der
DSA von der Analyse einer Bildsequenz zu der Analyse ihrer Spektren lbergegangen
werden, wie es in dem vorhergehenden Kapitel 7.1 beschrieben wurde.

Um ausflhrliche Profilbilder der Wasserveteilung eines Blattes zu erstellen, missen die
Sequenzen der Absorptionsbilder ausgewertet werden. Fir die Bearbeitung der
Sequenzen der Spektralbilder wurden die speziel geschriebenen Algorithme der Sofware
"Heurisko" (Anhang 1 und 2) verwendet. Dies erlaubt die rdumliche Verteilung den
Wasserabsorptions-werte in Spektralbildern zu ermitteln. AuBerdem kdénnen die
speziellen Bilder bearbeitet werden, wie z.B. die Bilder der Absorptionsverhaltnisse flr
verschiedenen Schwingungs-moden, um eine zusatzliche spektrale Information zu
erhalten. So wurden die Verhaltnisse der Absorptionsbilder fir die Analyse der
Wasserzustande in Pflanzenblattern bearbeitet. In diesem Kapitel werden die Extinktion-
Densitogramme analysiert und ein Vergleich der Absorptionsspektren durchgefihrt, die
auf verschiedene Weise erhalten wurden.

7.2.1. Extraktion der Wasserbanden aus Extinktionsspektren

Traditionell werden die Absorptionsbanden aus dem Extinktionsspektrum mittels einer
Subtraktion des nichtselektiven MLS-Untergrundes und der nichtselektiven Absorption
erhalten. Die Anwendung dieser Methode ist im Bereich der sehr schwachen
Absorptionsbanden berechtigt. Aber ihre Anwendung im Bereich der Schwingungsmoden
von Wasser in den Pflanzenblattern fihrt zu falschen Ergebnissen, was in Abb.7.2.1
gezeigt ist. Die Absorptionsbanden von Gewebe der Rizinus und Tabak Blatter sind viel
stérker als fir die Hauptadern, obwohl die dicken Adern mehr Wasser im Vergleich zum
Gewebe besitzen. Um diesen prinzipiellen Widerspruch zu liberwinden, wurde eine neue
Methode entwickelt, die eine Senkung des MLS-Beitrages zu der Extinktion im Bereich
der Absorptionsbanden in Betracht zieht. Diese Methode berlicksichtigt die Interaktion
der MLS und Absorption, was zum Eintauchen der Absorptionsbanden in den MLS-
Untergrund fuhrt. Es ermdglicht, die Istwerte der Absorptionsbanden zu ermittelt. Die
realen Absorptionsbanden kénnen die beobachteten Absorptionsbanden infolge des
Effektes des Eintauchens in den MLS-Untergrund vielfach Ubersteigen. Extraktion der
Wasserabsorptionsbanden aus dem MLS-Untergrund des Extinktionsspektrums eines
Rizinus Blattes ist in Abb.7.2.2 gezeigt.
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Abb.7.2.1: Extraktion der Wasserabsorptionsbanden aus den Extinktionsspektren von Gewebe
und Adern eines Rizinus (a) und Tabak Blattes (b) bei der nichtselektiven MLS.

Unter Berucksichtigung der Frequenzabhangigkeit des MLS-Niveaus und des Eintauchens
der Absorptionsbanden in den Untergrund der Lichtstreuung sollen die Absorptions-
banden als Differenz der Extinktionsspektren und den berechneten MLS-Spektren
ermittelt werden. Die MLS-Spektren wurden unter der Annahme berechnet, daB die
Indikatrizen der Lichtstreuung in den Bereichen des Absorptionsmaximums und -
minimums eine ahnliche Form haben. Wie in Kapitel 6.2 gezeigt wurde, trifft diese
Annahme sogar bei die starkere Absorptionsbande von Chlorophyll bei 680 nm mit einer
Genauigkeit von ca.10% zu. Die entwickelte Methode fir die Auswertung der MLS-
Spektren im Spektralbereich der starken Absorption hat eine allgemeine Bedeutung und
kann zur Spektralanalyse inhomogener und stark streuender Objekte angewendet
werden.
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Abb.7.2.2: Extraktion der Wasserabsorptionsbanden aus den Extinktionsspektren von Gewebe (a)
und Adern (b) eines reifen Rizinus Blattes.
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Abb.7.2.3: Die extrahierte Wasserabsorptionsbanden eines reifen (a) und jungen (b)
Rizinus Blattes.

Rezultate der Extraktion von Wasserabsorptionsbanden 2vgy und 2vgu+v, aus den
Extinktionsspektren der Rizinus und Tabak Blatter sind in Abb.7.2.3 und 7.2.4
dargestellt. Die mittels der DSA-Methode ermittelten Transmissionsspektren fiir das
Blattgewebe und flir die Adern ermdglichen, die Methode der Extraktion der
Absorptionsbanden getrennt flir das Gewebe und die Adern zu verwenden. Das Niveau
der nichtselektiven MLS flur Adern ist groBer als fir Blattgewebe.

Zum Beispiel fur Tabak Blatt betragt das MLS-Niveau von Adern im Bereich der 2vgy
Absorptionsbande ca. 70% und das von Blattgewebe ~35% (Abb.7.2.2). Aber
beobachtende Erhdéhung des Extinktionsspektrums Uber diesem MLS-Niveau ist flr
Gewebe groBer, was wiederum zu den falschen Ergebnissen fiihrt (Abb.7.2.1). Deshalb
wurde es beriicksichtigt, daB die Absorptionsbanden in einen starkeren MLS-Untergrund
tiefer eintauchen. Die Istwerte der Absorptionsbanden wurden als Differenz der
Extinktions- und MLS-Spektren berechnet. Die Ergebnisse flir die reifen und jungen
Rizinus Blatter sind in Abb.7.2.3 dargestellt. Wie aus dieser Abbildungen ersichtlich ist,
sind die erhaltenen Wasser-absorptionsbanden fiir Adern héher als fiir Blattgewebe, was
der Wirklichkeit entspricht. Zum Vergleich sind die Absorptionsbanden, die ohne
Bericksichtigung des Eintauchens in MLS-Untergrund ermittelt wurden, in Abb.7.2.3a
ebenfalls angegeben. Letztere sind mit den punktieren Kurven gezeichnet.

Abb.7.2.4c,d zeigt die Extraktion der Wasserabsorptionsbanden eines wasserinfiltrierten
Tabak Blattes. In diesem Fall fiir das Blattgewebe ist der MLS-Beitrag zur Extinktion ~7-
8% gleich und die Absorptionsbanden sind weniger in den Untergrund eingetaucht. Die
direkt berechneten Spektren des Blattgewebes sind in diesem Fall den realen sehr
ahnlich. Der MLS-Beitrag der Adern in wasserinfiltriertem Blatt, betragt mehr als 50%
und die Absorptionsbande ist in den MLS-Untergrund stark eingetaucht (Abb.7.2.4c).
Deswegen ist die Istwerte der Absorptionsbande bei 1460 nm doppelt so groB wie die
der beobachtenden Bande. Auffilig aus diesen Spektren ist die starke Uberhéhung der
Istwerte der Wasser-absorption gegentiger der beobachteten Absorptionsbanden. Die
MaximumvergréBerung der wahren Banden im Vergleich zu den beobachten betragt fur
das reife Rizinus Blatt 3,6 flir das Blattgewebe und 6,6 flir die Adern. Fir ein Tabak Blatt
sind die entsprechenden Werte 1,6 und 3,6 gleich.
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Abb.7.2.4: Extraktion der Wasserabsorptionsbanden fiir Gewebe und Adern (a, c) und die
normierten Absorptionsbanden eines nichtinfiltrierten (b) und wasserinfiltrierten (d) Tabak Blattes.

7.2.2. Spektralbilder der normierten Blattwasserabsorption

In der IR Spektroskopie werden tiblich die optische Dichte oder spezifische Koeffizienten
der Absorption a(A) gemessen. In der Spektroskopie der Pflanzenblatter kénnten die
Spektraldaten als Teile des transmitierten T=I/I;, gestreuten B=I(MLS)/I; und
absorbierten A=1-T-B Lichtes sehr anschaulich dargestellt werden (B ist eine Basislinie
der MLS-Niveaus). Bei solcher Darstellung sind die Beitrage dieser Komponenten zu den
integralen Lichtprozessen im Blattgewebe gut lbersichtlich. Dabei ist es bequemer die
Banden der normierten Absorption aus dem Extinktionsspektrum E(A)=1-T(A) zu
extrahieren. Flir die Ermittlung der Profilbilder der effektive Wasserdicke in den
Blattgeweben und Adern, muB man die Profile der optischen Dichte (Extinktion) des
Blattes im Bereich der Wasserabsorptionsbanden auswerten.

In Abb.7.2.5 sind die Bilder der normierten Absorption im Bereich des Bandenmaximums
bei 1460 nm eines reifen und jungen Rizinus Blattes prasentiert. In diesen Spektral-
bildern entsprechen gréoBere Wasserabsorptionswerte den gréBeren Grauwerten. Deshalb
sehen die Blattadern in Absorptionsbildern im Unterschied zu den Transmissionsbildern
(Abb.7.1.9 und 7.1.12) hell aus. Dabei sieht das Blattgewebe dunkel aus, was einem
geringeren Wassergehalt entspricht. Diese Absorptionsbilder wurden mittels des
speziellen Heurisko-Workspaces "Absorption" ausgerechnet (Anhang 1). Fir jedes Pixel
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der Spektralbilder wurden die gleichen Operationen durchgefiihrt, die in dem
vorhergehenden Kapitel 7.1. fliir die Transmissionsspektren beschrieben sind. Daflr

wurden die Absorptionswerte

Ay=1-T,, -MLS,,
ausgerechnet. Dabei wurde die lineare Annaherung des Basisniveaus B fiir die Bande
2voutv, (1200 nm) mit Hilfe der zwei Extinktionsbilder E(A) bei 1100 und 1300 nm im
Absorptionsminima des Wassers berechnet. Fiir die Absorptionsbilder bei 1460 nm wurde
die lineare Annaherung des MLS-Basisniveaus als Mittelwert der Extinktionsbilder bei
1300 und 1700 nm ermittelt.

A1 5% reifes Rizinusblatt 300 junges Rizinusblatt
150 ' 1460
7 A=3,2%
1500 f A=57% ' Gewebe
Gewebe 1900
1500
1420 @ 2004 1460
ey
= 0,
% 100 - g x1/2 1420 A=57%
© ]
N X
° o
g 1600
o
100
50
Adern Adern
1 A=78%
A=83,8%
04
T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T
a 0,0 0.2 04 06 08 b o0 0,2 04 06 08
Absorption (1-T-MLS) Absorption (1-T-MLS)

Abb.7.2.5: Absorptionsbilder bei 1460 nm und die spektralen Densitogramm-Familien
eines reifen (a) und jungen (b) Rizinus Blattes.

Fir die ermittelten Sequenzen der Spektralbilder A(Ay) wurden die entsprechende
Spektral-Densitogramme ausgewertet. Die spektralen Densitogramm-Familien der
Absorptionsbilder flir die reifen und jungen Rizinus Blatter sind in Abb.7.2.5 gezeigt. Die
Hauptmaxima dieser Densitogramme entsprechen dem Blattgewebe. Die schwache
Densitogramm-Maxima im Bereich der Absorptionswerte A=0,7-0,8 entsprechen den
kleinen Blattadern und den Seitenadern. In den Densitogrammen des reifen Rizinus
Blattes sind die Maxima der Seitenadern deutlich ausgepragt. Fir das junge Blatt
Uberlappen die Densitogramm-Banden, die den Seitenadern entsprechen, mit den
Banden des Blattgewebes. Im Spektralbereich des Maximums der Wasserabsorptions-
bande bei 1460 nm im Blattgewebe wird 60% des einfallenden Lichtes absorbiert. Im
Bereich der schwacheren Bande bei 1200 nm wird nur 1,5-3,2% des Lichtes absorbiert.
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Die Blattadern absorbieren in Bereich bei 1460 nm ca. 80% und bei 1200 nm nur 2-5%
der einfallenden Strahlung.
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Abb.7.2.6: Die nach den Lagen der Densitogramm-Maxima ermittelte Wasserabsorptionsbanden
eines reifen (a) und jungen (b) Rizinus Blattes.

Nach der Lage der Densitogramm-Maxima wurden die Spektren der normierten
Absorption A(Ay) fur Haupt- und Seitenadern sowie fiir das Blattgewebe ermittelt. Diese
Spektren fir die reifen und jungen Rizinus Blatter sind in Abb.7.2.6 gezeigt. Die
erhaltenen Absorptions-spektren stimmen mit den friher berechneten Wasserspektren
(aus den Transmissions-bildern) Gberein (Abb.7.2.3).
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Abb.7.2.7: Densitogramm-Familie der Absorptionsbilder fliir Gewebe(a) und Adern (b)
eines Tabak Blattes.

Fir die Tabak Blatter wird die spektrale Densitogramm-Familie der normierten
Absorption A=1-T-MLS in Abb.7.2.7 prasentiert. Die Densitogramm-Maxima fir alle
gemessenen Wellenlangen von Gewebe und Adern des Tabak Blattes sind getrennt
gezeigt. Nach der Lage der Hauptmaxima (entsprechen dem Blattgewebe) und der zwei
Maxima (entsprechen den Adern) wurden die entsprechenden Absorptionsspektren A(Ay)
ermittelt (Abb.7.2.8). Das Gewebe des betrachtenden Tabak Blattes absorbiert im
Spektralbereich des Obertones 2voy ca. 44% des Lichtes (in Rizinus 57%) In
Tabakadern wurde bis zu 90% der Strahlung bei 1460 nm und bis zu 5% der Strahlung
bei 1200 nm absorbiert. Zusammen mit den Transmissionsspektren (Abb.7.1.17 und
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7.1.19) geben die analysierten Spektren der normierten Absorption A(Ay) eine
komplettere Beschreibung der optischen Prozesse in den Blattern. Die charakteristischen
Werte der normierten Transmission, Absorption und der MLS fir die reifen Tabak und
Rizinus Blatter im Spektralbereich der Wasserabsorptions-banden bei 1200 und 1460 nm
sind in der Tabelle 7.2.1 zusammengefaBt.

1,04

Tabakblatt
] A=91,3%
—a— Gewebe /
0,84 —A&— Adern A \
S 064
= A=44%
3
2 044
0,24
2\)0H+\)2
004 A———o,
T T T T T
1200 1400 1600

Wellenlange (nm)

Abb.7.2.8: Wasserabsorptionsbanden fiir Gewebe und Adern eines Tabak Blattes.

Wasserband 2vgy+v; Wasserband 2vgy
Pflanzenblatt (A=1200 nm) A=1460 nm)
T,% A,% MLS,% | T,% | A,% MLS, %
Gewebe 70 5 25 25 45 30
Tabak ™adern | 35-40 | 10-15 | 50 5 83 12
- Gewebe | 24 2-3 74 13 | 53 34
Rizinus ™ pgern 13 4-5 83 3 80 17

Tabelle 7.2.1: Die Werte der normierten Transmission (T), Absorption(A) und MLS fiir Tabak und
Rizinus Blatter im Spektralbereich der Wasserbanden 2voy+v, und 2vpoy

7.2.3. Spektrale Bestimmung der effektiven Wasserdicke

Fir die quantitative Bestimmung der rdaumlichen Verteilung des Wassergehaltes in
Pflanzenbldttern wurden die ermittelten Spektralbilder der optischen Dichte (Extinktion)
D(x,y,An)=log(Io/I) und der Absorption A(X,y,A n) verwendet. Die Spektralbilder D(x, y)
des Tabak Blattes flr die Maxima der Banden 2vpy und 2vgy+v, sind in Abb.7.2.9
dargestellt. Dort sind auch die aus der D(x,y,Ay)-Sequenz ermittelten Absorptionsbilder
A(X,y) gezeigt. Neben den Bilder sind die Bereiche der registrierten Extinktions- und
Absorptionswerte angegeben.



7. 2. Bestimmung des Wassergehaltes in Pflanzenblattern 141

Tabakblatt Extinktionsbilder

L/

a 1200nm (E=0,4-1,4) b 1420nm (E=0,8-2,1)
Absorptionsbilder
'

¢ 1200nm (A=0,05-0,15) ¢ 1420nm (A=0,5-1,5)

Abb.7.2.9: Spektralbilder der Extinktion (a, b) und Absorption (c, d) eines Tabak Feldblattes.

Auf diesen Bildern sehen die Blattadern wegen der starkeren Wasserabsorption hell aus.
In Abb.7.2.10 sind die Extinktions- und Absorptionsbilder fiir das Rizinus Blatt zu sehen.
Die Absorptionsbilder wurden fir die Bestimmung der quantitativen Profilbilder des
Wassergehaltes in den Blattern verwendet. Um die Zuverldssigkeit der entwickelten
Methode flr die Bestimmung der effektiven Wasserdicken in den Pflanzenblattern zu
gewahrleisten, wurden Kontrollklivetten mit destilliertem Wasser einer Dicke von 1 mm
verwendet. Auffalig in der Abb.7.2.10 ist die gesetzmaBig starkere Wasserabsorption in
der Kivette im Bereich der Bande bei 1460 nm als im Bereich bei 1200 bzw. 1600 nm.

Die Familie der Extinktionsdensitogramme flr das Tabak Blatt wird in Abb.7.2.11
prasentiert. Die Densitogrammbanden flir das Blattgewebe und die Adern werden
gesondert gezeigt. Nach der Lage der Maxima der Densitogrammbanden wurden die
Extinktionsspektren des Wassers im Blattgewebe und in der Adern ermittelt
(Abb.7.2.12). Sie enthalten den bedeutenden MLS-Beitrag. Die Extraktion der Wasser-
absorptionsbanden fir das Gewebe und fir die Adern des Tabak Blattes unter
Bericksichtigung des Eintauchens der Absorptionsbanden in den MLS-Untergrund ist in
Abb.7.2.13 dargestellt.

Flr eine Bestimmung der effektiven Wasserdicken d.s in Pflanzenblattern wurde folgende
Methode entwickelt. Wie es schon gezeigt wurde, sind die Absorptionsbanden 2vgqy und
Vou+V; von Pflanzenblattern in ihrem Verhalten zu diesen von destillierten Wasser ahnlich
(Kapitel 7.1.1).Deshalb wurden flir die Bestimmung der effektiven Wasserdicke d.s die
Daten der Absorption von destilliertem Wasser im Bereich der 2voy Bande (1460 nm)
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verwendet. In Abb.7.2.14 sind die extrahierte Wasserabsorptionsspektren flir das
Gewebe und die Adern eines Tabak Blattes zusammengefasst.

Rizinusblatt Extinktionsbilder

‘E !!

1460nm (E=0,5-1,6) 1200nm (E=0,4-1,0)

Absorptionsbilder

1460nm (A 0,1-0,9) 1600nm (A=0,1-0,5)

Abb.7.2.10: Spektralbilder der Extinktion (a, b) und der Absorption (c, d) eines Rizinus Blattes bei
den verschiedenen Wellenldngen. Eine 1 mm dicke Kiivette mit destilliertem Wasser wurde fir die
Kontrolle eingesetzt.
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Abb.7.2.11: Densitogramme der Extinktion fliir Gewebe(a) und Adern (b) eines Tabak Blattes.
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Abb.7.2.12: Extinktionsspektren fiir Gewebe(a) und Adern (b) eines Tabak Blattes.

In Abb.7.2.14 wird das Spektrum der Absorption von destillierten Wasser in der 1 mm
dicke Kivette (blaue Kurve) ebenfalls gezeigt. Die Werte der effektiven Wasserdicken des
wurden aus dem Verhaltnis der Absorptionsbanden des Tabak Blattes zu diesen des
destillierten Wasser ermittelt. Die Wasserbanden 2vgy in den Blattern haben eine groBere
Halbwertsbreite im Vergleich zu dem destillierten Wasser, was flir die Kontrollmessungen
benutzt wurde. Dies ist durch den MLS-EinfluB bedingt. Deshalb wurden die Werte der
effektiven Wasserdicken des im Bereich des Maximums der Absorptionsbande 1460 nm
berechnet, wo der MLS-EinfluB am schwachsten ist. Flir das Gewebe eines dicken Tabak
Feldblattes betragen die gefundenen Werte de#=0,66 mm, und in Adern des =1,31 mm.
Der Wert des flir das Blattgewebe ist aufgrund einer Verstarkung der Wasserbanden
wegen des MLS-Einflusses etwas erhoht. Deswegen sollen die des Werte um den
Verstarkungskoeffizienten korrigiert werden.
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Abb.7.2.13: Extraktion der Wasserabsorptionsbanden aus den Extinktionsspektren flr das
Gewebe (a) und fur die Adern (b) eines Tabak Blattes.
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Abb.7.2.14: Ermittlung der effektive Dicke (d.r) von Wasser im Tabak Blatt. Absorptionsbanden
der Adern und des Gewebes eines Tabak Blattes und der 1 mm dicke Wasserschichte

7.2.4. Verstarkung der Absorptionsbanden infolge der MLS

Die Wasserabsorptionsbanden im Blatt werden infolge einer VergréBerung der effektiven
Weglange des Lichtes im Medium verstarkt. Eine folgende Vorstellung tber die MLS-
Prozesse in den Pflanzenblattern kénnte die Extraktion des MLS-Spektrums erklaren. Die
Form des MLS-Spektrums kann durch eine Subtraktion der Extinktionsspektren des
Blattes vor und nach der Wasserinfiltration ermittelt werden (Abb.7.2.15). Das Maximum
einer sehr breiten MLS-Bande liegt im Bereich 2200 nm. Dieser Wert kann die Gr6Be der
effektiven lichtstreuenden Inhomogenitat (~2 ym) charakterisieren. Auf dem Untergrund
des breiten MLS-Spektrums sind die Absorptionsbanden von Wasser und Chlorophyll
erkennbar. Aus den sichtbaren Verénderungen der Absorptionsbanden kann man eine
SchluBfolgerung lGber den groBeren Verstarkungskoeffizienten der Absorptionsbanden im
kurzwelligen Bereich ziehen.
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Abb.7.2.15: Extinktionsspektren von nichtinfiltriertem und wasserinfiltriertem Tabak Blatt (a).
Differenzspektrum (b) stellt das MLS-Spektrum dieses Blattes dar.
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Abb.7.2.16: Extinktionsspektren vom Tabak Blatt und seinem Saft(a).
Differenzspektrum stellt das MLS-Spektrum (b) dieses Blattes dar.

In den Blattsadften ist das MLS-Niveau wesentlich niedriger, was im Differenzspektrum
auch ermdéglicht, den MLS-Beitrag (die Abb.7.2.16) zu extrahieren. Das Spektrum des
Saftes der Tabak Blatter wurde in einer Klivette mit einer Dicke von 400 pm gemessen,
was eine typische Blattdicke etwas Ubertrifft. Deswegen sind die Wasserabsorptions-
banden 1450 und 1930 nm intensiver als im Blatt. Auffalig ist, daB die Form der breiten
MLS-Banden, die als Differenzspektren der Extinktion des ganzen Blattes und seines
Saftes bzw. des wasserinfiltrierten Blattes extrahiert wurden, in beiden Fallen sehr
ahnlich ist. Die extrahierten MLS-Spektren von Tabak und Rizinus Blattern sind einander
auch sehr ahnlich (Abb.7.2.17). Es spricht flr die Zuverlassigkeit der Ergebnisse.

Blatt - wasserinfiltriertes Blatt

Extinktionsdifferenz

Rizinus

T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500
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Abb.7.2.17: Vergleich der MLS-Spektren von Tabak und Rizinus Blgttern.

Es wurden auch die Einhlllenden der MLS-Spektren fir die Tabak und Rizinus Blatter
sowie flur die wasserinfiltrierten Blatter ermittelt. Dafiir wurden in den Transmissions-
spektren der Blatter die von den Absorptionsbanden des Wassers und des Chlorophylls
freien Bereichen ausgesucht. Danach wurden diese Werte des MLS-Niveaus durch einen
Polynom 6. Ordnung approximiert. Die erhaltenen Ergebnisse fiir Tabak und Rizinus sind
in Abb.7.2.18 gezeigt. Sie haben ein Maximum im Bereich 2200 nm, wo die meisten
Veranderungen des MLS-Spektrums von den wasserinfiltrierten Blattern beobachtet
werden.
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Abb.7.2.18: Einhlllenden der Transmissionsspektren von nichtinfiltrierten und wasserinfiltrierten
Tabak (a) und Rizinus Blattern (b) und ihre Differenzspektren, die die MLS-Spekren entsprechen.

Der groBte Beitrag der MLS in die Durchsichtigkeit der Blatter, wird im Bereich 2000-
2500 nm beobachtet, wo die Blatter die kleinste Durchsichtigkeit haben. Fir
wasserinfiltrierte Blatter wird der maximale EinfluB der MLS auf die Durchsichtigkeit des
Blattes im kurzwelligen Bereich (800-1700 nm) beobachtet. Insgesamt verschiebt sich
der maximale Beitrag der MLS nach der Wasserinfiltration des Blattes aus dem Bereich
2,2 ym bis zu 1 pym. Es kann auf eine GréBenverminderung der charakteristischen
Inhomogenitat in der Blattstruktur hindeuten.

Die Verstarkungskoeffizienten der Wasserbanden aufgrund der Verldngerung der
Weglange des gestreuten Lichtes kénnen gefunden werden, indem verschiedene MLS-
Niveaus in den Blattern vor und nach der Wasserinfiltration benutzt werden. Die
Differenzen der extrahierten Wasserabsorptionsbanden fiir die mesophyten Blatter vor
und nach der Wasserinfiltration sind in Abb.7.2.19 dargestellt. Die Bedingungen, die der
Kompensation der Verstarkungskoeffizienten der Absorptionsbande nach der Wasser-
infiltration fast ahnlich sind, werden fir die Mode vgy+v, beobachtet. Dabei wird im
Tabak Blatt noch nicht volle Kompensation erreicht, und flr Rizinus ist eine
Uberkompensation vorhanden.

Fir den korrekten Vergleich der GroBe der Wasserbanden in den Blattern vor und nach
der Wasserinfiltration muB man verschiedene Wassermengen in den Blattern
berlicksichtigen. Dafir muB man die Wasserabsorptionsbanden der wasserinfiltrierten
Blatter verringern, indem man sie durch den Infiltrationsfaktor dividiert. Dieser Faktor
wurde mittels des Abwiegens der Blatter vor und nach der Wasserinfiltration und auch
nach dem vollen Blattaustrocknen bestimmt. Fir diese Experimentenserie sind die
Koeffizienten der Wasserinfiltration von Tabak und Rizinus Blattern entsprechend 1,22
und 1,36 gleich.
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Abb.7.2.19: Differenzen der Absorptionsbanden von nichtinfiltrierten
und wasserinfiltrierten Tabak (a, b) und Rizinus Blattern (c, d).

In Abb.7.2.20 sind die Formen der extrahierten Wasserabsorptionsbanden in den Tabak
und Rizinus Blattern vor (Kurve 1) und nach ihrer Wasserinfiltration (Kurve 2), und auch
die auf den Koeffizienten der Wasserinfiltration korrigierten Banden (Kurve 3)
dargestellt. Durch das Dividieren der Ausgangsbanden des Wassers im Blatt (1) durch
die korrigierten Banden (3) wurden die gesuchten Verstarkungskoeffizienten der
Absorptionsbanden aufgrund der MLS ausgerechnet (Tabelle 7.2.1). Die spektralen
Abhangigkeiten dieser Koeffizienten (Kurve 4) sind ebenfalls in Abb.7.2.20 gezeigt. Wie
es auch zu erwarten ist, wachst der Verstarkungskoeffizient auf den Flanken starker als
im Maximum der Bande. Im Bereich der Mode 2voy+v, des Tabak Blattes bleibt dieser
Koeffizient nahezu konstant, und fiir die Mode 3vg4 erreicht er einen kleinen Maximum
nah zur Bandenmitte, was auch mit dem Auftreten der Feinstruktur verbunden ist. Fir
das Rizinus Blatt sind Oszillationen im Verstarkungskoeffizienten der kurzwelligen
Wasserbanden aufgrund ihrer starken Feinstruktur charakteristisch.

Es wird eine Tendenz zur Erhéhung der Werte von berechneten Verstarkungs-
koeffizienten fur die kurzwelligen Wasserbanden beobachtet. Diese kdnnte durch eine
VergréBerung der effektiven Anzahl der Streuakten der kurzwelligen gegeniber zu den
langwellen Lichtstrahlen bedingt sein.



148

7. 2. Bestimmung des Wassergehaltes in Pflanzenblattern

4
Tabakblatt
S ) . 20
= o
< 31 255 x 162 64 145
k7 ] 2,24 8 ’
2 2
= 2 S 154
2 = 1,26
< ] ©
5 19/ 1 Tabakblatt 2 1 Tabakblatt
> L 2 was.inf.Tabakblatt 1173 > 1,04 2 was.inf.Tabakblatt
- e R 19315
s 3——2/1.218 5 3——2/1.218
£ 00104 4—L/3-Verstarkungsfaktor = 4——1/3-Verstarkungsfaktor
2 @ 054
o 1451
< 0,005 <
A K -
& 0,0 o\
0,000 3V, v 2vg,*v, 2, VoutV VoutVs
T T T T 1 T T T T T
a 1000 1100 1200 1300 b 1500 1750 2000 2250 2500
Wellenléange (nm) Wellenléange (nm)
1=—Rizinusblatt
4,04 Rizinusblatt 2——was.inf.Rizinusblptt
] 3——2/1.365 =
3,54 4——1/3-Verstarkungsfaktor =]
- 1 x
S 304 38 1,59
< [
] 1 j=2}
5 2,5+ S
B x
2 204 ke .65/ \1.36
kst 1 g 1 Rizinusblatt
g 152 > 1931 2 was.inf.Rizinusblatt
> 0008 _ 0, 3—— 2/1.365
_ 00Ue 4 5 E 4—— 1/3-Verstarkungsfaktor
= o
S g 044
g 00041 %(2)01000 2 02
3 ; < ] 2505
2 ]
0,000 4 - 0,0 ZVOH VOH+V2 A
\) +V 2V0H+v2 T T T T T OH| 2
T 1
c 900 1000 1100 1200 1300 1500 1750 2000 2250 2500

Wellenlange (nm)

Wellenlange (nm)

Abb.7.2.20: Ermittlung der Verstdrkungskoeffizienten fiir die Wasserabsorptionsbanden
eines Tabak(a, b) und Rizinus Blattes (c, d).

A (nm) Tabak Blatt Rizinus Blatt
850 2.5506 2.7645
970 2.2436 2.4500
1174 2.1327 2.5623
1451 1.6164 1.7948
1778 1.6421 1.6491
1930 1.2586 1.3585
2501 1.4549 1.5901

Tabelle 7.2.1: Verstdrkungskoeffizienten K der Wasserabsorptionsbanden
von Tabak und Rizinus Blattern.

Unter Bericksichtigung des Verstarkungskoeffizientes K=1,6164 der Bande bei 1460 nm
fir Tabak Blatt kann den korrigierten Wert der effektiven Wasserdicke im Blattgewebe

als

o _
d eff—

deff/K=0,41

ausgerechnet werden. Dieser Wert d% ist nahezu gleich dem realen Wert, der mittels
der gravimetrische Methode berechnet wurde
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d=Am/(pS)l

wobei Am=m¢ -m¢;, m¢y die Masse der frischen und trockenen Blatter, p die spezifische
Dichte von Wasser und S die Blattflache sind.

In wasserinfiltrierten Blattern verringert sich der MLS-Beitrag, wird aber nicht vollstédndig
ausgeschlossen. Deswegen wurde zusatzlich noch eine andere Methode fir die
experimentelle Bestimmung der Verstarkungskoeffizienten der Banden ausprobiert. Eine
Verminderung der Verstarkung von Wasserabsorptionsbanden bei der MLS-
Abschwachung infolge der Wasserinfiltration kann durch einen dabei erhdhten
Wassergehalt im Blatt kompensiert werden. Bei der Zunahme der Durchsichtigkeit von
Blattern bis zu 3% und der VergroBerung des Wassergehaltes bis zu 20-30% wird solche
Kompensation der entgegengesetzten Tendenzen im Bereich des Kombinationstones
Vou+Vvy (1930 nm) beobachtet. Wie aus Abb.7.2.21 ersichtlich ist, hat die Bande voy+Vv>
dabei eine Delle im Zentrum. Solche charakteristische Form des Spektrums ist durch
eine groBe Verstarkung der Wasserbanden auf den Flanken und die VergréBerung ihrer
Halbwertsbreiten bei der Mehrfachlichtstreuung bedingt. Bei der Wasserinfiltration des
Blattes wird die Absorptionsbande schmaler, woraus ergibt sich eine tiefe Delle in
Differenzbanden.
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Abb.7.2.21: Verdnderungder der Form der Differenzspektren von nichtinfiltriertem und
wasserinfiltriertem Tabak Blatt bei verschiedenem Grad der Wasserinfiltration.

Bei der genauen Kompensation der MLS-Beitrdge im Bandenmaximum ist der
Verstarkungskoeffizient der Wasserbanden dem Koeffizienten der Wasserinfiltration des
Blattes gleich. Damit ist der Verstarkungskoeffizient ~1.25 fir die Banden 1930 nm.
Dabei ist der Koeffizient der effektiven Verstarkung fir die Bande 2vgy (1450 nm)
groBer, was der Steigerung der Bande im Differenzspektrum entspricht. Bei der
Erhéhung des Wasserinfiltrationsgrades bis zu 1,7 wird solche Kompensation im Bereich
des 2vqy Obertones beobachtet, dabei ein Minimum im Bandenzentrum entsteht
(Abb.7.2.21b). So ist der Verstarkungskoeffizient der Wasserbande 1450 nm im Blatt
aufgrung der MLS ca. 1,7. Die VergroBerung des Wassergehaltes im infiltrierten Blatt
Ubersteigt die Verstarkung der Bande 1930 nm, dabei ist eine tiefe Delle im
Differenzspektrum zu beobachten. Die auf zwei Weisen bestimmten Verstarkungs-
koeffizienten der Wasserbanden stimmen miteinander gut Uberein. Die erhaltenen
Verstarkungskoeffizienten wurden flir eine genaue quantitative Bestimmung des
Wassergehaltes in den Blattern aus den spektralen Daten verwendet.



150 7. 2. Bestimmung des Wassergehaltes in Pflanzenblattern

7.2.5. Spektrale Visualisierung der Blattwasserverteilung

Die in Biologie verwendeten nicht zerstérenden Methoden fiir die Bestimmung des
Wassergehaltes im Pflanzengewebe beruhten auf der Absorption von Mikrowellen, der
IR- oder B-Strahlung sowie auf der Anwendung der NMR-Technik oder der Messung des
elektrischen Blattwiderstandes. In der Praxis sind die einfachen traditionellen Methoden
der Messung des osmotischen Drucks oder des Turgor-Wasserpotentials sehr verbreitet.
Die in dieser Arbeit entwickelten neuen spektralen Methoden der Bildverarbeitung und
eine Anwendung der hoch auflésenden CCD-Kameras von VIS und NIR Spektralbereichen
macht die Spektralanalyse fir die Messung des Wassergehaltes und der -verteilung in
Pflanzenblattern bevorzugt.

Mit der Verwendung des Absorptionsfaktors der 1 mm dicke Wasserschicht und der
berechneten Verstarkungskoeffizienten von Wasserbanden kann von den Absorptions-
bildern zu den Profilbildern der Wasserverteilung Uber die Blattfladche (ibergegangen
werden. Die Genauigkeit der verwendeten Methode wurde mit Hilfe der mit destilliertem
Wasser gefiillten Kivette kontrolliert. In Abb.7.2.22 ist die Ermittlung der Wasserprofile
fir das reife Tabak Feldblatt dargestellt. Die Densitogramme der Wasserprofile flir das
ganze Bild (Abb.7.2.22a) und fur seine Teile, die dem Blattgewebe (Abb.7.2.22b), der
Klivette mit dem Wasser (Abb.7.2.22c) und dem Bereich der Hauptader (Abb.7.2.22d)
entsprechen, sind rechts gezeigt.

Absorptionsbild des Tabakblattes bei 1200 nm und Histogramme der Blattteile
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Abb.7.2.22: Vergleich der Densitogramme der effektiven Wasserdicke von verschiedenen Teilen
des Absorptionsbildes eines Tabak Feldblatest und einer 1 mm dicke Klvette: Densitogramm von
ganzem Bild (a), von der Kiivette (b), vom Blattgewebe (c) und von der Hauptader (d).
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Das Densitogramm des Bildes vom ganzen Blatt hat drei charakteristische Maxima. Das
Hauptmaximum entspricht dem Blattgewebe und kleinen Adern. Andere zwei Maxima
sind viel kleiner, deshalb wird dieser Teil des Densitogramms vergroBert. Das zweite
Maximum entspricht der Kivette mit dem Wasser, und das dritte Maximum - den
Blattadern. Der Differenzwert in der Lage zwei ersten Maxima von 1,07 mm entspricht
der Dicke der Kontrollkivette. Die effektive Wasserdicke im Blattgewebe und in den

kleinen Adern ist 0,49 mm gleich, und fir die Hauptader betrdgt das entsprechende
Maximum 4,5-7 mm.

Die Profilbilder der Wasserverteilung Uber die Flache der Blatter von Tabak, Rizinus und
Kalanchoe Blossfeldiana sind entsprechend in Abb.7.2.23-7.2.25 gezeigt. In dieser

Abbildungen sind die Profile des Wassergehaltes gezeigt, die den bestimmten Zeilen und
Spalten des Bildes entsprechen.

Wasserprofile eines Tabak Feldblattes bei der Absorptionsbande 1200 nm
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Abb.7.2.23: Spektrale Visualisierung (bei 1200 nm) der effektiven Wasserdicken eines Tabak
Feldblattes. Zeilen- und Spalteninspektor des Profilbildes zeigen die digitale Werte des
Wassergehaltes (Wasserprofile) Uber die Blattoberflache.

Fir ein dickes Tabak Feldblatt wurden die Profilbilder von Wasser im Spektralbereich der
Bande 2voy+vy; (A~1200 nm) bestimmt. Wie aus Abbildung 7.2.23 ersichtlich ist,
entspricht der Kontrollklivette die 1 mm dicke Wasserschicht, dem Blatt-gewebe 0,3-0,4
mm, den kleinen Adern 0,6-0, 9 mm, den Seitenadern ~ 2,4 mm, und den Hauptadern
bis zu 5,5 mm dicke Wasserschicht. Es wurde eine nichtlineare Veranderung des
Wassergehaltes entlang der Hauptadern im Tabak Blatt festgestellt. Die Maxima des
Wassergehaltes wurden an den Stellen der Abzweigung der Seitenadern beobachtet.
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Fir ein Rizinus Blatt wurden die Wasserprofile im Bereich der 2vgy Bande bei 1420 nm
ermittelt (Abb.7.2.24). Das Rizinus Blatt enthalt im Blattgewebe 0,2-0,24 mm, in den
Hauptadern 1,42 mm, in kleinen Adern 0,3-0,5 mm dicke Wasserschicht, dabei
entspricht die Wasserschicht in der Kontrollkiivette genau 1 mm. Fir Rizinus wurde die
nicht lineare Wasserverteilung entlang der Hauptader auch festgestellt. In den
Profilbilderen des Blattwassers dauBern sich deutlich die Ader verschiedener Niveaus.
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Abb.7.2.24: Profilbild der effektiven Wasserdicken (ber die Rizinus Blattoberfldche.

Fir das junge Blatt von Kalanchoe ist die Wasserverteilung in Abb.7.2.25 dargestelit.
Auch hier ist der Wassergehalt in der Kontrollkiivette nahezu gleich 1 mm. Der
Wassergehalt entlang der Hauptader des Blattes nimmt zur Blattspitze ab. Die
Querprofile zeigen eine Verminderung der Wassermenge zur Blattperipherie. Dabei sind
in den Querprofilen die Seitenadern des sukkulenten Blattes gut sichtbar. In den
Profilbildern des ganzen Rizinus und Tabak Blatt ist auch eine gleichméaBige Abnahme
des Wassergehaltes zum Blattrand hin zu beobachten.

Damit ermdglichen die Methoden der bildgebenden Spektroskopie eine detaillierte
Profilkarte der Wasserverteilung lGber die Blattflache zu ermitteln. Fir die Ablauf der
physiologischen Prozesse in Pflanzenblattern spielen nicht nur die Wassermenge;
sondern auch die energetischen Wasserzustéande eine groBe Rolle. Den Untersuchungen
von Wasserzustanden ist das nachste Kapitel gewidmet.
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Abb.7.2.25: Profilbild der effektiven Wasserdicken (ber die Kalanchoe Blattoberfldche.
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7.3. Spektroskopie der verschiedenen Wasserzustande

von Pflanzenblattern

Far die Pflanzenfunktionen sind neben dem Wassergehalt noch weitere Parameter, wie
z.B. der Wasserzustand von Interesse. Seit einer langen Zeit unterteilt man das Wasser
in den Pflanzen in freies und gebundenes Wasser [L&sch 2001]. Aber es wurden bis vor
kurzem noch keine eindeutige Kriterien des Unterschiedes festgestellt. Ublicherweise
werden verschiedene Formen des Blattwassers unterschieden: das Transportwasser in
den leitenden Blindeln, das in den Vakuolen deponierte Wasser, das Konstitutionswasser
und Hydratwasser. Es wird behautet, daB das freie Wasser in den Pflanzen die
Eigenschaften nahe den Eigenschaften des reinen (destillierten) Wassers hat, und das
gebundene Wasser gednderte Eigenschaften aufweist [Gusev 1974]. Das gebundene
Wasser ist schwieriger zu verdampfen, es gefriert bei -30°C und hat eine herabgesetzte
auflosende Fahigkeit.

Der Begriff ,freies Wasser" ist unglicklich gewahlt, da im Kondenszustand alle
Wasserarten in gewissem Sinne mehr oder weniger gebunden sind, weil die
Wasserstoffbricken relativ stark sind. Im reinen flissigen Wasser sind fast keine freien
(monomaner) Molekiile vorhanden, die mit den anderen Molekilen nicht in einem
einheitlichen Wasserstoffbriicken-Netz gebunden sind. Es ware korrekter lber einen
Grad gebundenes Wasserzustandes im Pflanzengewebe im Vergleich zum destillierten
Wasser zu sprechen. In den meisten Arbeiten wird unter dem Wasserzustand solche
physikalischen Eigenschaften verstanden, die durch thermische Bewegung der Molekiile
bestimmt sind [Slavik 1974; Larcher 1994]. Unserer Meinung nach muB ein
energetischen Wasserzustand (EWZ) vor allem durch ein entsprechendes energetisches
Spektrum charakterisiert werden, welches ein Komplex der Schwingungszustande und
elektronischer Zustdnde umfaBt. Eine solche Definition des Wasserzustandes ist
allgemein und entsprechende spektral-energetische Charakteristiken kdnnen gemessen
werden.

In dieser Arbeit wurden verschiedene EWZ entdeckt und eindeutige spektroskopische
Kriterien fur eine Identifizierung der EWZ in Pflanzenblattern festgestellt. Daflir wurden
die umfangreiche Analyse der Transmissions- und Reflexionsspektren sowie Untersu-
chungen der Wasserproben und Pflanzenblatter mittels der entwickelten Methoden der
bildgebende Spektroskopie durchgefiihrt. Flir das Studium der Spektren von EWZ wurde
eine Methodik der Verhéltnisse der Schwingungsmoden verschiedener Serien
vorgeschlagen. Die EWZ der Pflanzenblatter wurden mit Hilfe der Analyse des Verhalt-
nisses der Absorptionsspektren und -bilder untersucht. Dabei wurden EWZ in Blattern
verschiedener Pflanzen und bei verschiedenen Stadien der Blattentwicklung studiert.
Ebenfalls wurde eine Transformation der EWZ in Blattern im Laufe der Zeit bzw. bei
physiologischen Prozessen gezeigt. Zum ersten Mal wurden die Raumspektren des
Wassers in den Pflanzenblattern ermittelt, die gegen eine Verdanderung des
Wasserzustandes empfindlich sind.

7.3.1. Entdeckung der Wasserzustdnde in Pflanzenblattern

Die Wasserzustande auBern sich durch einen signifikanten Unterschied der Schwin-
gungsspektren im Bereich der héchsten Schwingungsbanden 3vgy und 3vey+v, und durch
eine Variation des Intensitatsverhéltnisses der Banden von verschiedenen spektralen
Serien. Als Grundlage fiir eine Klassifizierung von EWZ dient eine Anderung der
Intensitdt und Frequenz von Maxima der Schwingungsbanden. Die Veranderung der
Bandenintensitat ist mit dem Verhalten des elektronischen Subsystems verbunden und
ist empfindlich gegen eine Oszillation des Wasserzustandes. Fir Wasser in Pflanzen-
blattern ist eine Umverteilung der Intensitdten zwischen spektralen Serien der Obertone



7. 3. Wasserzustdnde von Pflanzenblattern 155

nvoy und der Kombinationsténe nvoy+v, charakteristisch. In der Regel wird eine
Verstarkung des Wasserstoffbriicken-Netzes im Wasser durch eine Abschwachung der
Obertdéne und eine Verstarkung der Kombinationsténe, sowie durch eine Verschiebung
der Spektralbanden zum langwelligen Bereich (zu niedrigen Energien) begleitet, was
einer Energiesenkung der Anregungen entspricht.

Verdanderungen der Schwingungsmoden des Blattwassers

Zweiter Wasserzustand in Pflanzenblattern

Wie es bereits beschrieben ist, wurden wesentliche Unterschiede der Absorptionsbanden
von Blattwasser und destilliertem Wasser im Bereich der 3vgy, 2von+Vv; und 3von+v;
Moden beobachtet. Dieses wichtige Ergebnis fiir Tabak und Rizinus Blatter ist in
Abb.7.3.1 gezeigt. Die Absorptionsbande des 2voy Obertones des Blattwassers andert
sich wenig im Vergleich zu der von destilliertem Wasser, aber die Banden 2vgy+v, und
3von+v; erfahren betrachtliche Veranderungen.
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Abb.7.3.1: Der 2. Wasserzustand: Vergleich der héchsten Schwingungsbanden der
Wasserabsorption von Tabak(a) und Rizinus Blatt (b) mit dem destillierten Wasser.
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Abb.7.3.2: Der 2. Wasserzustand: Vergleich der Absorptionsbanden von wasserinfiltrierten
Tabak(a) und Rizinus Blatt (b) mit dem destillierten Wasser.
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In Tabak und Rizinus Blattern ist die 2voy+v, Absorptionsbande bei 1169 nm fast um ein
2faches verstarkt, was nur teilweise durch die MLS verursacht sein konnte. Die
wesentlich gréBere Intensitatdnderungen wurden fir den 3vgy+v, Kombinationston des
Blattwassers beobachtet. Die Intensitat dieser Absorptionsbande ist flir destilliertes
Wasser um 577faches kleiner, als die Intensitat des 3vgy Obertones, und ihre integrale
Intensitat unterscheidet sich um mehr als 1200mal. Im Gegensatz dazu wurde flr
Blattwasser eine umgekehrte Abhangigkeit des Intensitatsverhaltnisses dieser Spektral-
banden gemessen. Das Maximum der 3vgoy+v, Absorptionsbande bei 848 nm st
wesentlich intensiver gegeniber zu dem des 3vgy Obertones bei 971 nm. Die Intensitat
der 3voy+v, Bande des Blattwassers ist um das 775fache gréBer als die flir derselbe
Bande des destillierten Wassers der gleichen effektiven Dicke. Ihre integrale Intensitat
unterscheidet sich um mehr als einen Faktor 3800. Fir den Vergleich sind in Abb.7.3.1a
diese Absorptionsbande des Blattwassers und die mit 1000 multiplizierte Absorptions-
bande 839 nm des destillierten Wassers zusammen gezeigt. Zweifellos wurde eine solche
gigantische Intensitatssteigerung der Absorptionsbande nicht nur durch den EinfluB der
MLS bedingt sondern stellt einen neuen Effekt dar.

Eine ahnliche anomal groBe Intensitatssteigerung des 3voq+v, Kombinationstones wurde
auch in Absorptionsspektren der wasserinfiltrierten Tabak und Rizinus Blatter beobachtet
(Abb.7.3.2). Die Intensitat der Absorptionsbande bei 849 nm steigt fir das Rizinus Blatt
im Vergleich zu der effektiven Dicke von 173,2 uym des destillierten Wassers, um mehr
als das 900fache. Fir wasserinfiltrierte Blatter nimmt die Intensitat der 2vgy+v, Mode
geringfligig zu. Die Intensitat der Absorptionsbande der 2vgy und 3vgy Oberténe nimmt
im Vergleich zu derselben Absorptionsbanden des destillierten Wassers ab. kann sein
infolge einer Abschwachung der Mehrfachlichtstreuung. Aber die gigantische Verstarkung
der Absorptionsbande des 3vgy+v, Kombinationstones bleibt auch in den Spektren der
wasserinfiltrierten Tabak und Rizinus Blatter.

Das Extrahieren der Wasserabsorptionsbanden aus dem MLS-Untergrund in den
Extinktionsspektren ist in Abb.7.3.3 dargestellt. Abbildung 7.3.4 zeigt den Vergleich der
Extinktionsspektren und extrahierten Absorptionsbanden fiir das Gewebe von jungen,
reifen und alten Tabak Blattern. Fir Wasser im Gewebe der an Chlorophyll reichen,
jungen und reifen Blatter ist ein Intensitatausgleich der 3vgoy und 3von+v, Banden
charakteristisch. Dagegen fiir das alte Blatt erkennt man eine schwache Intensitat-
senkung der 3voy+v, Bande und gleichzeitig eine Zunahme der 3voy und 2vop+v;
Banden.
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Abb.7.3.3: Extrahieren der Wasserabsorptionsbanden aus dem Extinktionsspektrum (a) und
extrahierte Absorptionsbanden (b) eines Tabak Blattes.
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Wie die Ergebnisse der zusatzlichen Experimente gezeigt haben, kdnnen groBe
Veranderungen der Intensitat der Schwingungsmoden nicht durch die Auflésung der
organischen Stoffe oder Salze im Wasser erklart werden. Es ermdoglichte, diesen
Wasserzustand in Pflanzenbldttern als einen veranderten zweiten Wasserzustand im
Vergleich zum ersten Wasserzustand des freien destillierten Wasser zu klassifizieren.
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Abb.7.3.4: Vergleich der Extinktionsspektren (a) und der extrahierten Wasserabsorptionsbanden
(b) von jungen, reifen und alten Tabak Blattern.

Die Eigenschaften des Blattwassers des zweiten Zustandes sind moéglicherweise durch
die Wechselwirkung mit dem Chlorophyll bedingt, das zu einem Verschwinden der Bande
des 3. Obertones 4vgy und gleichzeitig zu einer gigantischen Verstarkung des
Kombinationstones 3vgy+v; flihrt. Unter Berlicksichtigung einer betrachtlichen Teilnahme
des Wassers in den Photosynthese-Prozessen im Blattgewebe ware es logisch den 2.
Zustand des Blattwassers als biologisch aktiv zu bezeichnen. Der Effekt der gigantischen
Steigerung der Absorptionsintensitat bei 850 nm kann durch ein Paradox charakterisiert
werden. Dieses Paradox besteht darin, daB solche Bandintensitat der Absorption einer
Wasserschicht in 24 und 28 cm dicken (!) Rizinus und Tabak Blattern entsprechen
wirde.

AuBer einer wesentlichen Veranderung des Intensitatsverhaltnisses verschiedener Téne
und der Obertone fir den 2. Wasserzustand in einem Pflanzenblatt andern sich die
Frequenzen der Maxima und die Halbwertsbreiten der Absorptionsbanden (Abb.7.3.5).
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Abb.7.3.5: Die gigantische Steigerung der Absorptionsbande 3vpu+Vv, (848nm) in einem Tabak
Blatt im Vergleich zu destilliertem Wasser.
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Zusatzlich zur Intensildatarderung wurde im Spektrum der mesophyten Blattern eine
Verschiebung der Absorptionsbanden beobachtet. Die Wasserbanden vom Tabak Blatt
verschieben sich zu langwelligem Bereich (zu niedrigen Energien) bezliglich der Absorp-
tionsbanden von destilliertem Wasser. Dies entspricht einer Senkung des Energieniveaus
der entsprechenden Schwingungsmoden und zugleich einer VergréBerung der
zwischenmolekularen Wechselwirkungskrafte der Wassermolekiile. Es wird eine Tendenz
der groéBere Verschiebung der Absorptionsbanden mit der Zunahme der Mode-Ordnung
beobachtet. Flir die Moden vou+Vy, 2Von, 2Von+Vz, 3von und 3vgn+v, im Tabak Blatt sind
die Verschiebungen der Frequenzen der Moden 4 cm’, 9,5 cm™, 29,2 cm™, 115,4 cm’
lund 155 cm™ entsprechend gleich. Die Wasserabsorptionsbande 3vgy+v, hat auBer einer
gigantischen Intensitatzunahme und groBen Frequenzverschiebung auch eine
wesentliche Ausdehnung. Die Halbwertsbreite dieser Absorptionsbande im destillierten
Wasser ist 366 cm! gleich und wachst im Blatt bis zu 938 cm™ (Abb.7.3.5).

Fir biologisch aktiven Wasser wurde auch eine feine Struktur der Absorptionsbanden
beobachtet (Abb.7.3.6a), was besonders sich flir die wasserinfiltrierten Blatter auBert
(Abb.7.3.2). Die feine Bandenstruktur weist ebenfalls auf den veranderten Wasser-
zustand hin. Im Blattwasser sind die "kollektiven" Absorptionsbanden des Netzes der
Wasserstoffbriicken gut zu erkennen. Darauf weist die Intensitatszunahme des
Kombinationstones voy+v,+vg hin (Abb.7.3.6b). Die Frequenz dieser Mode nimmt beim
Ubergang von destilliertem Wasser zum Tabak Blatt von 440 bis 447 cm™ zu.
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Abb.7.3.6: Vergleich der feinen Bandenstruktur des Obertones 3vp; (970 nm) von
Pflanzenbléattern und von destilliertem Wasser(a). Vergleich der Banden der Kombinationsténe
Vout+V,+Vg vom destillierten Wasser und Tabak Blatt(b).

Erster Wasserzustand

Die Zustande des Blattwassers, die dem Zustand des destillierten Wassers ahnlich sind,
wurden in den Blattern der sukkulenten Pflanzen beobachtet. Das Wasserspektrum vom
dicken (4 mm) Kaktus ist dem Spektrum des destillierten Wassers ahnlich (Abb.7.3.7a).
Zum Vergleich ist in Abb.7.3.7b das Spektrum des destillierten Wassers in der 10 cm
dicken Kivette dargestellt. Die Lage und die Form der Absorptionsbande des 2.
Obertones 3vpoy (971 nm) von destilliertem Wasser sind dem Spektrum vom Kaktus
gleichartig. Wie auch fur das destillierte Wasser wurden die schwacheren
Absorptionsbanden 4vgy (740 nm) und 3vpoy +v; (~850 nm) im Spektrum vom Kaktus
beobachtet. Fir das destillierte Kontrollwasser ist dieser Bereich des Spektrums im
vergroBerten MaBstab gezeigt. Wie es schon in Kapitel 7.1 beschrieben wurde, ist der
Oberton 4vgy im Spektrum des destillierten Wassers intensiver als der Kombinationston
3voy +V,.. Flr das Wasserspektrum vom Kaktus ist dagegen die schwache Steigerung der
Intensitat des Kombinationstones 3vgy +v, und die Abnahme der 4vgy Absorptionsbande
charakteristisch.
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Die Wasserspektren von Blattern verschiedener Kalanchoe Arten sind dem Spektrum von
destilliertem Wasser auch ahnlich, obwohl da gréBere Unterschiede gegeniber dem
Spektrum vom Kaktus beobachtet wurden (Abb.7.3.7a). Die 4voy Bande wurde in den
Spektren der Kalanchoe Blatter kaum dargestellt aber die Intensitat der Bande 3vgy +Vv>
steigt etwas im Vergleich zum 2. Oberton 3vgy. Ein gleichartiges Spektrum ist auch fir
dicke zentrale Adern vom Tabak Blatt zu beobachten. Eine Untersuchung der
Wasserspektren von feinen Blattadern ist mittels der traditionellen NIR Spektroskopie
kompliziert. Solche Untersuchungen wurden mit Hilfe der bildgebenden Spektroskopie
unter der Verwendung der CCD Kameras und der BandpaBfilter durchgefiihrt.
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Abb.7.3.7: Erster Blattwasserzustand: Extinktionsspektren von Kaktus und Kalanchoe Blatt (a)
sowie von destilliertem Wasser(b) im Bereich des 3v,y Obertones.

Das Dominieren der mit dem destillierten Wasser gleichen GesetzmaBigkeiten in der
Anordnung der Spektralbanden ist flir diesen EWZ der Pflanzenblatter charakteristisch,
der als "erster Zustand des Blattwassers" bezeichnet wurde. Aber es treten doch auch
einige Unterschiede auf. Wie es bereits erwdhnt wurde, hat der 2. Oberton 3vpoy vom
Blattwasser eine hoéhere Intensitat im Vergleich zu 3vgoy +v, und 4vgy Banden als es im
Spektrum von destilliertem Wasser gemessen wurde.

Kollektive und ungeordnete Wasserzustidnde

Dritter Wasserzustand

In den Blattern verschiedener Pflanzen wurde ein Vorhandensein des kollektiven
Wasserzustandes mit der reduzierten Absorptionsfahigkeit entdeckt. Dies wurde fir die
starke Bande des 2vqy Obertones bei 1460 nm beobachtet. Besonders deutlich ist diese
Erscheinung flir die Adern der Tabak und Kalanchoe Blatter. Der gemessene Absorp-
tionswert fiir 5-7 mm dicke Hauptader vom Tabak Feldblatt ist niedriger als flir die feinen
Seitenadern, wie es in Abb.7.3.8a erkennen kann. Gleichzeitig wurde der maximale
Absorptionswert flr die Hauptader von demselben Tabak Blatt fiir die 2vgy +v, Bande bei
1200 nm beobachtet (Abb.7.3.8b). Der Aufhellungseffekt von den mit dem Wasser
saturierten zentralen, seitlichen und kleinen Adern kann mittels des Bildes des
Absorptionsverhéltnises der Banden bei 1460 und 1200 nm ersichtlich dargestellt
werden, was in Abb.7.3.8c gezeigt wird. Dieses Bild ist ein Ergebnis vom Dividieren der
Bilder bei 1460 und 1200 nm (Abb.7.3.8a,b). Die Quotientswetre dieser Absorptions-
banden fir die Adern und fir das Blattgewebe unterscheiden sich stark. Fir das
Blattgewebe betragt es 14-30 und fir die Adern - 5-13. Fir destilliertes Wasser ist
diesen Quotient ca. 43 gleich und hangt von der Dicke der Wasserschicht nicht ab. Damit
hat das Verhaltnis dieser Banden keinen Zusammenhang mit dem verschiedenen
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Wassergehalt in den Adern und im Blattgewebe. Eine starke Verminderung der
Quotienswetre der Banden bei 1460 und 1200 nm weiBt auf eine Veranderung des
Wasserzustandes hin. Die Intensitatsenkung der Banden der nvgy Obertdone geschieht
infolge einer Reduzierung der Anharmonizitat und einer Energiesteigung der Wasserstoff-
briicken. Dadurch ist der Wasserzustand in den ungeteilten Blattadern im Vergleich zu
dem EWZ im Blattgewebe starker gebunden.
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Abb.7.3.8 Absorptionsbilder vom Tabak Feldblatt im Bereich bei 1460(a) und 1200 nm(b) und
Verhéltnis dieser Bilder(c). Entsprechende Densitogramme sind neben den Bildern gezeigt.

Ahnlich dem Eis wurde eine Rotverschiebung der Bande des 3vg,; Obertones von 970 bis
zu 1040-1090 nm fir einen dinnen Gewebefilm der Blattoberflaiche und fir den
Schnitten des sukkulenten Blattgewebes beobachtet (Abb.7.3.9a). In Abbildung ist das
Spektrum des Eises auch gezeigt. Den stark gebundenen Molekilen in der Eisstruktur
entspricht die Bande des 3vgy Obertones bei 1025 nm. Der eisartige EWZ wurde auch im
Gewebe der jungen Rizinus Blatter gemessen. Dabei verschob sich das Maximum der
Bande 3vgy bis zu 1000 nm. Solche Rotverschiebungen kénnen dem stark gebundenen
Wasser in hydratischen Hillen der Struktur von Makromolekiilen entsprechen. Die
Zustande von stark gebundenem Wasser (kollektiver, eisartiger Zustand) kdénnen der
dritten Art des EWZ zuschreiben werden.

Vierter Wasserzustand

Gleichzeitig mit den stark gebundenen EWZ sind in Pflanzenblattern auch die schwach
gebundenen EWZ im Vergleich zum destillierten Wasser vorhanden. In den Blattsaften
und in den Schnitten der Hauptadern (in Adernstiickchen) Uberwiegt der vierte
Wasserzustand, flir den die vier Absorptionsbanden bei 720, 795, 880 und 970 nm mit
der vergleichbaren Intensitdt gemessen wurden (Abb.7.3.9b). Das Intensitatverhalten
und die Blauverschiebung des Maximums der Bande 3vgy bis zu 968 nm weist auf eine
Abschwachung (Lockerung) des Wasserstoffbriicken-Netzes hin. Dieser Zustand wurde
anscheinend durch eine Dispersionstruktur (Dispersionsphase) des Blattwassers bedingt.
Der Dispersionswasserzustand wurde auch fiir die Spektren des Wassers im pordsen Glas
und in feinen (bis 40-50 pm) Wasserschichten beobachtet. Es ist duBerlich interessant,
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daB dieser dritte Dispersionswasserzustand in den Spektren des Blattsaftes bei der
Messungen in den 1-5 mm dicken Kuvetten registriert wurde. Dies spricht flir eine
Erhaltung des Dispersionszustandes von solchem Wasser in groBen Volumina.
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Abb.7.3.9: Dritter(a) und vierter(b) Wasserzustand: Extinktionsspektren von Kalanchoe Blatt und
Eis(a) sowie vom Saft und von Schnitten der Hauptadern eines Tabak Blattes(b.

In der Nacht verandert sich das Blattwasser von mesophyten Blattern dabei verschiebt
sich das Maximum des zweiten 3voyq Obertones bis zu 910 nm (Abb.7.3.10). Fur
sukkulente Pflanzen wurde in der Nacht eine schwache Blauverschiebung der Bande des
3voy Obertones registriert, dabei verschiebt sich diese Absorptionsbande bis zu 967 nm.
Die Blauverschiebung der Bandenmaxima weist auf einen schwach gebundenen 5.
Zustand hin. Die 4. und 5. Zustande mit reduzierter Energie der Wasserstoffbriicken
kdnnen im Gegensatz zu den kollektiven EWZ als ungeordnete Wasserzusténde
bezeichnet werden.
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Abb.7.3.10: Blauverschiebungen des Maximums der 3vy; Bande fiir Wasser aus der Nachtphase
eines Tabak Blattes (5.Wasserzustand).

Das Miniaturspektrometer erméglichte die veschiedenen EWZ in den Blattteilen in vivo zu
untersuchen. Dabei erlaubt die hohe Sensibilitdét des Miniaturspektrometers die
Transmissionsspektren bei niedriger Beleuchtungsintensitdt zu messen. Eine wichtige
Besonderheit der Wasserbanden der Nachtphase ist die groBe Breite und ein sichbaren
Formunterschied gegeniber der Bandenform von destilliertem Wasser. Im Spektrum der
Adern erkennt man eine langwellige Schulter bei 969 nm, die nah zu der Position dieser
Banden flr destilliertes Wasser (971 nm). liegt
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Reflexionsspektren

Die verschiedenen EWZ in den Pflanzenblattern wurden auch mit Hilfe der Reflexions-
spektren bestdtigt, die mittels des Miniaturspektrometers registriert wurden. Die
allgemeine Form der Reflexionsspektren der Blatter verschiedener Pflanzen ist in
Abb.7.3.11 gezeigt. Die Reflexionsspektren des Bereiches des 2. Wasserobertones sind
in Abb.7.3.12 gesondert dargestellt. Die Analyse der Reflexionsspektren ist im Vergleich
zur Analyse der Absorptionsspektren schwieriger. Dies ist durch eine Abhéngigkeit der
Reflexionsspektren von realen und imagindren Teilen des komplexen Brechungsindexes
bedingt. Aber es zeigte sich fir die breiten Absorptionsbanden von Wasser und
Chlorophyll, daB die Reflexionsspektren der untersuchten Blatter den
Transmissionsspektren ahnlich sind. Damit wurde ihre Interpretation vereinfacht.
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Abb.7.3.11: Reflexionsspektren von Ober-und Unterseiten eines Aloe und Tabak Blattes (a) sowie
eines Kalanchoe Blattes und Nadeln des Mammutbaums (Sequoia gigantea) (b).
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Abb.7.3.12: Reflexionsspektren im Bereich der 3vpy; Wasserbande eines Tabak und Kalanchoe
Blattes (a) sowie fiir Aloe und Nadeln des Mammutbaums (Sequoia gigantea) (b).

Die Reflexionsspektren ermdglichen die Unterschiede in den Spektren von Ober- und
Unterseite vom Blatt zu registrieren. Die Chlorophyllbanden im Reflexionsspektrum der
Oberseite von Tabak Blatt sind intensiver und breiter als diese der Unterseite. Dies wird
durch einen gréBeren Chlorophyligehalt an Oberseite des Tabak Blattes bedingt. Ein
ahnliches Verhalten der Chlorophyllbanden wurde auch fiir die Kalanchoe und Aloe
Blatter beobachtet. In Reflexionsspektren von unterer Blattseite wurde eine Steigerung
des MLS-Niveaus im Bereich der Wasserbanden registriert.
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In den untersuchten Reflexionsspektren traten wenigstens drei EWZ auf. In den
Reflexionsspektren der sukkulenten Kalanchoe und Aloe Blatter dominierten die Banden
960-970 nm (1. EWZ), wie es auch in den Transmissionsspektren beobachtet wurde. Das
biologisch aktive Wasser (2. Zustand) mit dem Maximum bei 910-920 nm wurde in den
Tabak Blattern und Sequoia Nadeln (Mammutbaum, Sequoia gigantea) gemessen. Diese
Blatter besitzen auch das Wasser im 1. Zustand, der sich als eine schwache Schulter im
Spektralbereich 960-970 nm zeigt. Das Wasser des 2. Zustandes wurde in kleinen
Mengen in den sukkulenten Pflanzen vorhanden, worauf die schwachen Schultern im
Spektralbereich bei 900-910 nm hinweisen. In allen untersuchten Reflexionsspektren
sind auch die engen Absorptionsbanden bei 992 nm des strukturierten Wassers sichtbar,
das anscheinend zu den Hydrathillen der Struktur der Makromolekile gehort.

Spektrale Modellierung der Wasserzustande

Verschiedene EWZ der Pflanzenblatter wurden bei einer Veranderung des Volumens und
des Dispersionsgrades von Wasserproben sowie bei einer Auflosung verschiedener Stoffe
(Salze, Alkalis, Sauren, Zellulose, Fructose und Gelatine) in destilliertemm Wasser
modelliert. Damit wurde die wichtige Rolle der geometrischen Faktoren fiir die Anderung
der EWZ gezeigt. Dabei wurde in einer 400 um dicken Wasserschicht der 1. Zustand mit
einer maximalen Intensitdt der Bande 970 nm registriert. Als die Wasserschichtdicke auf
45 pm reduziert wurde, wurde der 4. Zustand mit den Absorptionsbanden bei 720, 790,
870 und 970 nm der etwa gleichen Intensitat registriert. Der 4. Zustand von
Dispersionswasser wurde auch in einem Pordsglas und in saturierten Losungen CuSOQy,,
Cs,S04 und KI beobachtet. Der 2. Wasserzustand, der durch eine Zunahme der Bande
850 nm charakterisiert wird, wurde auch in den Spektren der winzigen Wassertrépfchen
auf einer Glasplatte gemessen und damit modelliert. Der dem 2. Wasserzustand ahnliche
Zustand wurde in saturierten Losungen der Zellulose realisiert.

3.-5. Wasserzustande 1073
0,254
3v T SVOH
o Wasser
0,204 3. Zustand W g ] 971 Eis
asserdamp
935 10_25
S S ' 1 + _ Tages-Wasser
£ 0,154 Schnitt des Kalanchoeblattes 2 968 /
£ 20 795 875 s 90 4-==F '
= o <« NO82 s
[ a Nacht- ' '
2 5 4 2 3
0,104 Wasser 1 X
| ]
| ]
0,054 5.zustand . | . L e .
Wasserdampf i ' »gebundehes Wasser
4, Wasser5mm p A freies Wagser . .9
a 000 j T j T j T j 1 T T T T T T N T T 1
700 800 900 1000 1100 850 900 950 1000 1050 1100

Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abb.7.3.13: Die Verdnderungen der Frequenzen der 3vqy Wassermode in Extinktionsspektren der
verschiedenen EWZ (a). Vergleich der Lagen von 3vgy Bandenmaxima der verschiedenen Zusténde
von Blattwasser, Wasserdampf, fliissigem Wasser und vom Eis (b).

Die starke Frequenz-Anderungen der Bandenmaxima des 3voy Obertones fiir den
verschiedenen EWZ sind in Uberblickweise in Abb.7.3.13 présentiert. Die Lage der 3von
Absorptionsbanden von destilliertem Wasser, von Wasserdampf und Eis sind in Abbildung
ebenfalls gezeigt. Den Vergleich der Absorptionsmaxima zeigt, daB die Pflanzenblatter
das Wasser in einigen sowohl stark gebundenen (kollektiven) als auch in schwach
gebundenen Zustéanden bezlglich dem destillierten Wasser erhalten. In physiologisch
aktiven jungen Blattern wurde der stark gebundenen EWZ mit einer Rotverschiebung der
3voy Bande und gleichzeitig eine Intensitatzuhname der 3voy+v, Bande beobachtet. In
den alten Blattern sinkt die Intensitat der Bande bei 850 nm. Die ober geschriebene
Analyse der Spektralbanden von Pflanzenblattern ermdglicht die verschiedene Blatt-
wasserzustande unterscheiden.
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7.3.2. Visualisierung und Analyse der Wasserzustande

Im Vergleich zur Standardspektroskopie bietet bildgebende Spektroskopie mehr
Méglichkeiten fir die Beobachtung und Analyse verschiedener EWZ. Dabei kann die
Verteilung der verschiedene EWZ in den Blattgeweben und Adern registriert werden. Wie
schon oben gezeigt wurde, besonders vorteilhaft ist die Anwendung von Spektralbildern
des Absorptionsverhéltnisses von Schwingungsbanden der Oberténe nvey und der
Kombinationsténe nvpy +v,. In Abb.7.3.14 ist das Bild der Absorptionsverhaltnisse der
Banden bei 1460 und 1200 nm von einem Tabak Feldblatt gezeigt. Fir dieses Bild ist
eine starke Inhomogenitat typisch. Das Verhaltnis a =A(1460)/A(1200) andert sich in
einem groBen Intervall (0< a <100). In Blattadern aufgrund des Aufhellungseffektes
sinkt die Wasserabsorption der Bande bei 1460 nm sehr stark und im Bild der
Verhaltnisse sehen die Adern dunkel aus. Fir die Rizinus Blatter ist die Situation ahnlich.
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Abb.7.3.14: Spektralbild des Absorptionsverhéltnisses A 1460/A 1200 nm eines Tabak Feldblattes
und das entsprechende Densitogramm.

In Abb.7.3.15 ist das Bild des Absorptionsverhaltnisses bei 1460 und 1200 nm vom
Rizinus Blatt und das entsprechende Densitogramm gezeigt. Hier sehen die Adern
ebenfalls dunkel aus. Dies weiBt darauf hin, daB die Absorptionsbande des 2vgy
Obertones (1460 nm) im Vergleich zu der 2vgy +v, Bande (1200 nm) reduziert, was eine
Folge der Verminderung von Anharmonizitat bei der Verstarkung von Wasserstoffbriicken
ist und was dem stark gebundenem EWZ entspricht. Es ist zu betonen, daB diese
Inhomogenitat der Verhaltnisbilder nicht mit der Inhomogenitat der Blattbeleuchtung
oder der Aparatureffekte zu tun hat. Die Inhomogenitat der Beleuchtung ist wegen der
Benutzung der Ausgangsbilder der Transmission nicht von Bedeutung.

Fir die Bestatigung dieser Tatsache wurde das Verhaltnis der Transmissionsbilder
1200/1100 nm bestimmt. Das Densitogramm dieses Verhaltnisbildes hat die wesentlich
kleinere Breite im Vergleich zum 1460/1200 nm Verhaltnis (Abb.7.3.16). Wenn sich die
gesamte Wassermenge in den Pflanzenblattern im gleichem Zustand befinden wiirde, so
sollte es ein homogenes Feld im Verhaltnisbild von zwei Absorptionsbanden ergeben.
Folglich ist ein groBer Bereich der a-Werte durch ein breites Spektrum der
Wassereigenschaften in den Pflanzenblattern bedingt.



7. 3. Wasserzustdnde von Pflanzenblattern 165

Absorbtionsverhaltnisbild

50

24

Densitogramm
Absorptionionsverhéltnis

40
A1460/ A1200

30

43 destilliertes Wasser

Pixelzahle

gebundenes
Wasser

20

101 freies Wasser

Kollektivwasser
(Koharenzschwingungen)

L8 T T T T T T
. . 0 20 40 60 80 100
Absorbtionsbild 1200 nm Absorbtionsverhaltnis

Abb.7.3.15: Absorptionsbilder eines Rizinus Blattes bei 1460 und 1200 nm
und ein Verhé&ltnisbild A1460/A1200 nm sowie ein Densitogramm dieses Verhéaltnisses.

Eine Methode zur Bestimmung des quantitativen Gehaltes jedes der vier Wasserzustande
in Pflanzenblattern wurde entwickelt und gepriift. Diese Methode basiert auf einer
Dekonvolution des Densitogramms vom Verhaltnis der Absorptionsbanden bei 1460 und
1200 nm in den GauB-Komponenten. Die Dekonvolution eines typischen Densitogramms
vom Verhaltnisbild der Banden 1460/1200 nm in den GauB3-Komponenten flir das Tabak
Blatt ist in Abb.7.3.17 dargestellt. Die Parameter der Dekonvolution sind in Tab.7.3.1
angegeben.

Ein Maximum bei a=13 entspricht dem kollektiven Wasserzustand mit der reduzierten
Absorption in Blattadern. Eine asymmetrische breite Bande mit dem Maximum bei a=30
laBt sich mindestens in drei GauB-Kurven zerlegen. Sie entsprechen dem 1., 2.
Wasserzustand und dem "freien" Wasser. Die Lage der GauB-Kurve des 1. Wasser-
zustandes bei a=46,7 ist sehr nah zum Verhaltnis a;=43 von destilliertemm Wasser. Fir
den 2. Zustand ist a=31 und flur das freie Wasser a=78,8. Aus den relativen Flachen der
GauB-Kurven kann der Prozentsatz verschiedener EWZ in den Blattern bestimmt werden
(Tab. 7.3.1).

Es stellte sich heraus, dall das Wasser im Blattgewebe von Tabak zu 30% im 1. Zustand,
ungefdhr zu 40% im 2. Zustand und ungefédhr zu 20% aus schwach gebundenem
("freiem") Wasser besteht. Das kollektive Wasser der Adern bedeckt ca. 7% der
Blattflache. Das Wasser im 2. und besonders im 3. Zustand ist starker gebunden als das
Wasser im 1. Zustand. Die Analyse hat gezeigt, daB es in den jungen Rizinus Blattern
mehr gebundenes Wasser gibt als in den alten Blattern. Das Maximum des gebundenen
Wassers im 2. Zustand liegt fiir das junge Rizinus Blatt bei a=16 und fir reifen und alten
Blattern bei a=24. Im Tabak Blatt ist das Wasser insgesamt weniger gebunden im
Vergleich zum Rizinus Blatt. Das stark gebundene Wasser befindet sich anscheinend in
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Chloroplasten und in anderen Organellen sowie im Transportsystem der Adern. Das freie
Wasser kdénnte sich im Zytoplasma und in der Vakuole konzentrieren.

4909 Rizinusblatt 60 A1460 / A1200
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Abb.7.3.16: Densitogramm vom Abb.7.3.17: Zerlegung des Densitogramms
Verhéltnisbild der Transmission bei 1200 und vom Verhéltnis A 1460/A 1200 nm in den
1100 nm eines Rizinusblattes GauB-Komponenten fiir ein Tabak Feldblatt.
Peak Center Height Width Area Quantitat
1 13.10 31.48 4.58 180.77 7.05%
2 31.01 44.76 19.00 1065.3 41.54%
3 46.70 20.86 30.34 793.21 30.92%
4 78.73 6.08 68.96 525.43 20.49%

Tab. 7.3.1: Die Parameter der Dekonvolution des Densitogramms vom Verhéltnisbild der
Absorptionsbanden bei 1460 und 1200 nm in den GauB-Komponenten fir ein Tabak Feldblatt.

7.3.3. Zeitliche Dynamik der Wasserzustande in Blattern

Die zeitliche Dynamik der EWZ in den Blattern wurde erstenmal untersucht. Dabei wurde
festgestellt, daB sich der Grad der "Gebundenheit" des Wassers abhangig von der
Tageszeit andert. Am Tage dominiert im Blattgewebe gebundenes Wasser und in der
Nacht schwach gebundenes Wasser. Um die Transformationen der EWZ bei
physiologischen Prozessen zu untersuchen, wurde ein spezielles in vitro Experiment
durchgefiihrt. Daflir wurde ein Tabak Feldblatt in destilliertes Wasser gestellt und eine
Sequenz der Spektralbilder im Laufe 1,5 Stunden aufgenommen. Wahrend dieser Zeit
hat der Wassergehalt im Blatt auf 8,8% eingesaugt. Eine Veranderung der EWZ im Blatt
wurde mittels der Methode der Verhéltnisse der Absorptionsbanden 1460 und 1200 nm
analysiert.

Es wurde die Reproduzierbarkeit der Zerlegungen bei Variationen der Ausgangs-
bedingungen untersucht. Die groBten Abweichungen in der Bestimmung der Lage von
Komponenten waren kleiner als 3%. Wegen einer gréBeren Abweichung der Zerlegungen
in den Komponenten der 1. und 2. Zustande wurde im weiteren ihr gemeinsamer Betrag
betrachtet. Die zeitliche Dynamik der EWZ im Blatt ist in Abb.7.3.18 dargestellt. Wie zu
sehen ist, steigt die Menge von kollektivem Wasser des 3. Zustandes und von Wasser
des 1. und 2. Zustandes zuerst an (rote Kurve). Gleichzeitig verringert sich die Menge
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des freien Wassers im Blattgewebe. Im Folgenden wandelt sich das gebundene Wasser
des 1., 2. und 4. Zustandes in das freie Wasser um (grine Kurve).
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Abb.7.3.18: Dynamik der Verdnderung der Densitogramme und der verschiedenen EWZ vom
Tabak Feldblatt bei der gesamten Wassersaugung (8,8%). Verdnderung des Gehaltes von
kollektivem und freiem Wasser (rechts).

Zur Analyse der Transformationsprozesse von EWZ im Tabak Blatt wurde eine Dekon-
volution entsprechender Densitogramme in den Gaus-komponenten durchgefiihrt. Dabei
wurde nach dem Prozentsatz jedes der EWZ gesucht. Die Ergebnisse dieser
Dekonvolution sind in Abb.7.3.19 und in der Tabellen 7.3.2 und 7.3.3 zu sehen. Eine
Reihe der nacheinanderfolgenden Densitogramme von Bildern des Absorptionsverhalt-
nisses ist in Abb.7.3.19 gezeigt. Nach einer halben Stunde ist die Menge des kollektiven
Wassers in Blattadern stark gestiegen. Dieses Wasser hat eine niedrige Absorption.
Gleichzeitig hat die Menge von gebundenem Wasser des 2. Zustandes im Blattgewebe
zugenommen und die Menge von freiem Wasser mit hohen a-Werten reduziert. Im
Folgenden wahrend einer Stunde hat sich das gebundene Wasser in freies umgewandelt.

Peak Center Height Width Area
1 13.49 59.68 3.07 229.78
2 33.10 77.52 18.16 1764.5
3 44.74 28.26 11.82 418.61
4 50.21 8.85 38.06 422.16

Tabl.7.3.2: Parameter der Dekonvolution des Densitogramms vom Verhé&ltnisbild A1460/A1200 in
0,5 Stunden nach dem Beginn der Wassersaugung flr Tabak Feldblatt (Abb.7.3.19b).

Peak Center Height Width Area
1 13.95 48.87 3.26 199.49
2 42.00 22.00 22.90 631.21
3 34.55 39.85 13.68 683.23
4 49.60 28.67 37.40 1344.0

Tabl.7.3.2: Parameter der Dekonvolution des Densitogramms vom Verhéltnisbild A1460/A1200 in
1,5 Stunden nach dem Beginn der Wassersaugung flir Tabak Feldblatt (Abb.7.3.19c).
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Abb.7.3.19: Dekonvolution der Densitogramme des Absorptionsverhéltnises 1460/1200 nm flr
Ausgangsblatt(a), in 0,5 Stunde(b) und in 1,5 Stunden(c) der Wassersaugung vom Tabak Blatt.
Zeitliche Dynamik der quantitativen EWZ-Anderung im Tabak Blatt (d)

7.3.4. Raumspektren von Wasser der Pflanzenblatter

Die Raumspektren der Absorptionsbilder fiir das Blattgewebe und die Adern vom reifen
und jungen Rizinus Blatt sind fiir den Bereich des 2voy Wasserbandes in Abb.7.3.20
gezeigt. Diese Spektren wurden mittels der DSA-Methode nach der HoOhe der
Densitogramm-Maxima, das heiBt nach der Anzahl der Bildpixel von den gleichen
Absorptionswerten ermittelt. Solche Spektren zeigen die statistische Charakteristik der
raumlichen Verteilung und die Menge von Bildpixel der gleichen Grauwerten, das heifBt
im Fall der Spektralbilder - die raumliche Verteilung der Absorptions-, Transmissions-
werte oder Werte der Wasserdichte lUber Blattflache. Die Raumspektren charakterisieren
die raumliche Homogenitat der Absorptionswerte fiur das Blattgewebe und fiir die Adern
im Spektralbereich der Wasserabsorption.

Die Raumspektren sind empfindlicher bezlglich einer Verdnderung des Wasserzustandes
im Vergleich zu den gewdhnlichen Absorptionsspektren. Wahrend der 2vgy Wasser-
banden der gewdéhnlichen Spektren fiir Gewebe und Adern einander sehr ahnlich sind,
unterscheiden sie sich in den Raumspektren wesentlich voneinander, was durch den
Unterschied in ihren Wasserzustanden erklart werden kann. Fir die Adern liegt das
Maximum des Raumspektrums bei 1420-1460 nm, und fir das Gewebe bei 1460-1500
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nm. AuBerdem sind die Wasserbanden flir das Blattgewebe in dem langwelligen Bereich
und fur die Adern in dem kurzwelligen Bereich asymmetrisch.

. . 1500 250 j izi
| reifes Rizinusblatt - Junges Rizinusblatt 1460 w 1500
—=— Gewebe 1
—u— Gewebel
300 —e— Adern
1460 200 Gewebe? \\
. b . 1 2VOH
0 %]
& T 150 \
O 2004 —— & —
x e~ 2vOH % ] /'\.,./
< s 1420
1 .)\._. 405 1460
—A&— Adernl
100 1 —v— Adern2
] x10 209 VoV ——— o —
a b 1 Ad—a, —A— OH A\A
0 T T T T T T T T 0 T v
1000 1200 1400 1600 1000 1200 1400 1600
Wellenlange (nm) Wellenléange (nm)

Abb.7.3.20: Raumspektren des Wassers in Gewebe und Adern von reifen (a) und jungen (b)
Rizinus Blattern.

Die Raumspektren fiir verschiedene Teile des Tabak Blattes und auch flir das Gewebe
nach der Wasserinfiltration sind in Abb.7.3.21 dargestellt. Das Raumspektrum des
wasserinfiltrierten Tabakgewebes unterscheidet sich wesentlich vom Raumspektrum des
nichtinfiltrierten Blattes. Fir das wasserinfiltrierten Gewebe wurde im Bereich der
Absorptionsbande des 2vgy Obertones ein Minimum und im Bereich 1000-1200 nm ein
Maximum beobachtet.

Es kénnte durch zunehmender Inhomogenitédt des Blattgewebes im Bereich der 2vgy
Absorptionsbande und zwischen den Banden der Oberténe 2vgy und 3vey bei der
Wasserinfiltration bedingt werden. Wahrscheinlich hangt die Inhomogenitat des
Blattgewebes im Bereich der Absorptionsbande nur teilweise mit dem
Wasserifiltrationsgrad zusammen. Sie kann auch durch den Unterschied der EWZ von
eigenem Blattwasser und dem Wasser, das bei der Wasserinfiltration eingesaugt wurde,
verursacht werden.
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Abb.7.3.21: Raumspektren des Wassers fir Gewebe und Adern von nichtinfiltrierten (a) und
wasserinfiltrierten (b) Tabak Bléattern.
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Fazit

Verschiedene Wasserzustande in Pflanzenblattern wurden entdeckt, daflir wurden des
Verhaltens der Banden 3vgu+v, und 3vgy (850 und 970 nm) analysiert. Diese héheren
Schwingungsmoden koénnten als ein spektraler "Detektor" der Wasserzustande von
Pflanzenblattern dienen. Kriterien fir eine Identifizierung der EWZ in Pflanzenblattern
festgestellt.

Die spektralen Eigenschaften des 1. Wasserzustandes sind denen des destillierten
Wassers ahnlich. Fir den 1. Zustand ist die Intensitdt der Bande des 3vpoy Obertones
groBer als die der benachbarten 3vgy+v, bzw. 4voy Wasserbanden.

Flir den 2. Wasserzustand in den Blattern ist eine Intensitatzunahme des 3vgy+v;
Kombinationstones bei 850 nm charakteristisch. Der Absorptionsgrad dieser Bande
erreicht Werte bis um das 1000fache gréBer als die Intensitat des 3voy Obertones. Der 2.
Wasserzustand ist fir das Gewebe der mesophyten Blatter charakteristisch und ist
vermutlich mit der Photosynthese verbunden.

Fir den 3. Wasserzustand wurde eine Rotverschiebung der Bande des 3vgy Obertones
von 970 bis zu hin 1090 nm gemessen. Dies entspricht einer Verstarkung des
Wasserstoffbriicken-Netzes im Wasser, das sich ebenso im Eiszustand aufBert.

Im 4. Wasserzustand (Dispersionswasser) werden vier Absorptionsbanden bei 720, 795,
880 und 970 nm der gleichen Intensitat beobachtet. Bei einer spektralen Modellierung
hat sich erwiesen, daB das &ahnliche Verhalten der Absorptionsbanden flir Wasser in
einem Porosmedium (Pordsglas) charakteristisch ist.

Die Wasserzustande wurden in Pflanzenblattern der verschiedenen Entwicklungsstadien
untersucht. Es wurde der Anteil der verschiedenen Wasserzustande in den Blattern mit
Hilfe der Analyse der Verhaltnisse der Absorptionsbanden a=A(1460)/A(1200)
durchgefiihrt. Eine Transformation wurde der Wasserzustande in den Pflanzen bei
physiologischen Prozessen festgestellt.

Zum ersten Mal wurden Raumspektren flr Wasser in Pflanzenbladttern ausgewertet.
Raumspektren sind empfindlicher beziglich der Anderung des Wasserzustandes im
Vergleich zu den konventionellen Absorptionsspektren.
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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden innovative Methoden der bildgebenden Spektroskopie
fir die Ermittlung und Bearbeitung von spektralen Bildsequenzen entwickelt.
Insbesondere wurden Verfahren flir die Bestimmung der korrekten (zuverlassigen)
Absorptionsspektren von inhomogenen, stark streuenden Objekten wie ein Pflanzenblatt,
erarbeitet. Mit Hilfe der aufgebauten bildgebenden CCD-Spektrometer und entwickelten
Bildverarbeitungsmethoden wurden spektrale Eigenschaften von Wasser und Chlorophyll
in Pflanzenbldttern untersucht. Dabei wurde rdumliche Chlorophyll- und Wasser-
verteilung in den Pflanzenblattern zum ersten Mal ermittelt und analysiert. Damit wurde
neue spektrale Methode fir die Bestimmung des Blattwassergehaltes entwickelt und
erfolgreich eingesetzt. Die spektrale GesetzmaBigkeiten der héchsten Schwingungs-
moden von Wasser wurden untersucht und dabei verschiedene energetische Blattwasser-
zustande wurden entdeckt. Eine innovative Methode, die Densitogramm-Spektral-
Analyse, wurde flr die Bearbeitung der spektralen Bildsequenzen entwickelt und fir
Untersuchungen der spektral-optischen Eigenschaften von Pflanzenblattern angewendet.

Entwicklung von neuen Methoden

Es wurde ein Modell des ortsaufgelosten CCD-Prismenspektrometers entwickelt, das die
Aufnahme der Bildspektren mit einer spektralen und einer rédumlichen Koordinate
ermaoglicht. Eine Uber das Objekt gescannte Sequenz der Bildspektren liefert raumliche
Verteilung der Spektralcharakteristiken von ganzem Objekt. Die Kompaktheit und
einfache Handhabung des Prismenspektrometers wurde durch die Anwendung des
Amichi Geradsichtprismas gewahrleistet. Dieses ermdglichte auch einen goniometrischen
Aufbau des CCD-Prismenspektrometers zu benutzen, um Untersuchungen der
Reflexions- und Transmissionscharakteristiken von Pflanzenblattern bei verschiedenen
Winkeln durchzufihren. Das Spektrometer wurde mit Hilfe der Spektrallinien von
Quecksilber und Argon kalibriert.

Ein bildgebendes 32-Kanal CCD-Spektrometer wurde entwickelt, das die Aufnahme einer
Sequenz von Spektralbildern der bestimmten Wellenldngen zuldBt, die durch die
Interferenz-BandpaBfilter ausgefiltert werden. Um den EinfluB der Querdiffusion der
Strahlung zu vermindern, wurde die raumlich homogene Halogenbeleuchtung einer
Ulbricht Kugel verwendet. Das bildgebende CCD-Spektrometer wurde flir die Aufnahme
von den Spektralbildern der Pflanzenblatter fiir die Untersuchung der raumlichen
Verteilung von Chlorophyll (VIS Bereich) und Blattwasser (NIR Bereich) verwendet.

Das aufgebaute bildgebende Spektrometer hat im VIS und NIR Bereich eine um das 30-
50fache bessere Sensibilitat als die der besten Serienspektrometer. Dies wird durch das
Addieren ahnlicher Signale Uber eine groBe Bildpixelanzahl und durch eine effektive
Aufnahme der gestreuten Strahlung bedingt. Dieses bildgebende Spektrometer ist eine
optimale Spektrometerart, um stark streuende Medien zu untersuchen. Die Benutzung
der Kombination von BandmaB- und Polarisationsfiltern erlaubt die Aufnahme und
Analyse der Spektralbilder in polarisiertem Licht.

Die innovative Methode der Densitogramm-Spektral-Analyse (DSA) wurde entwickelt, die
den Ubergang von einer Analyse der Sequenzen der Spektralbilder zu der Ermittlung und
Analyse ihrer Spektren ermdéglicht. Mittels dieser Methode werden Signale von Uber das
gesamte Bild verteilten Pixel mit dhnlichen Eigenschaften summiert, um die Spektren fir
die einzelnen strukturellen Elemente von inhomogenen und stark streuenden Objekten
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zu ermitteln. DSA-Methode ermdglicht die gewdhnlichen Transmissionsspektren nach der
Maximumlage und die Raumspektren nach Maximumhdéhe der Densitogramm-Banden zu
ermittelt. Die innovative Raumspektren beschreiben die Raumstruktur eines Objekts in
Bezug auf die Homogenitat seiner Spektralcharakteristiken bzw. seiner strukturellen
Elemente. Unter Verwendung des multispektralen bildgebenden CCD-Spektrometers und
der DSA-Methode wurden die Spektralcharakteristiken von Chlorophyll und Blattwasser
ausflihrlich untersucht. Damit wurde gezeigt, daB die DSA-Methode bei jeder
Bearbeitungsstuffe der Spektralbilder erfolgreich angewendet werden kann. Dabei wurde
eine gute Ubereinstimmung der auf verschiedene Weise erhaltenen Absorptionsspektren
von Blattkomponenten festgestellt.

Fir die Ermittlung der korrekten Istwerte der Absorptionsbanden unter Berlcksichtigung
der Wechselwirkung der Mehrfachlichtstreuung und Absorption wurde eine neue Methode
des "Eintauchens" der Absorption in den MLS-Untergrund entwickelt. Die Absorptions-
banden in den Extinktionsspektren werden dabei unter Beriicksichtigung der selektiven
Abnahme des MLS-Niveaus im Absorptionsbereich bestimmt. Die Istwerte der korrekten
Absorptionsbanden kénnen die beobachteten Banden aufgrund ihres "Eintauchens" um
ein vielfaches Ubersteigen. Die entwickelte Methode hat eine allgemeine Bedeutung und
kann flir die Analyse der Spektren von den verschiedenen inhomogenen Objekten
verwendet werden.

Fir die Aufbesserung der Absolutwert der Absorption wurde zusatzlich eine Methodik der
Ermittlung der Verstarkungskoeffizienten der Absorptionsbanden infolge der starken MLS
im Blattgewege entwickelt. Daflir wurde ein Effekt der Reduzierung des MLS-Beitrages in
wasserinfiltrierten Blattern verwendet. Die Verstarkungskoeffizienten kann nach einem
Dividieren der Absorptionsbanden von den nichtinfiltrierten und wasserinfiltrierten
Blattern bestimmt werden. Die Werte der Verstarkungskoeffizienten fiir verschiedene
Schwingungsmoden von Blattwasser liegen im Intervall von 1,25 bis 1,75 und steigen im
kurzwelligen Bereich an.

Um das Spektrum der Wasserzustdande zu untersuchen, wurde eine Methode der
Verhaltnisse der Absorptionsbilder fir die Schwingungsmoden der nvoy Oberténe und der
nvoy+v, Kombinationsténe vorgeschlagen. Eine Veranderung der Bandenintensitat ist mit
dem Verhalten des Elektronen-Subsystems verbunden und ist empfindlicher als die
Frequenzen bezliglich der Veranderung des Wasserzustandes. Es wurde gezeigt, daB fir
verschiedene Wasserzustdnde spezifische Verhaltnisse der Absorptionsbanden
A(1460)/A(1200) charakteristisch sind. Mittels einer Dekonvolution (Zerlegung) des
Densitogramms der Absorptionsverhaltnisbilder flir die Banden 1460 und 1200 nm in
GauB-Komponenten konnte der Anteil jedes der vier Wasserzustdnde in den Blattern
bestimmt werden.

Spektraluntersuchung der Mehrfachlichtstreuung in Bldattern

Die Mehrfachlichtstreuung beeinfluBt stark die optisch-spektralen Charakteristiken der
Pflanzenblatter. Die Absorptionsvermdgen von Chlorophyll und Blattwasser nimmt infolge
der MLS das heiBt infolge der VergréBerung der effektiven Weglange des Lichtes im
Blattgewebe zu. Fir die Untersuchung des MLS-Einflusses auf die Spektralcharak-
teristiken von Pflanzenblattern wurden die Sequenze von Transmissions-, Extinktions-
und Absorptionsbildern der Tabak und Rizinus Blatter sowie fiir die wasserinfiltrierten
Blatter aufgenommen und analysiert. Die Beitrage der Absorption, Transmission und der
MLS zu den Lichtprozessen im Blattgewebe und in den Adern wurden im Bereich der
Absorptionsbanden vom Chlorophyll und Wasser bestimmt.
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Fir die intensivsten Banden voy+v; und 2vgy von Wasser der Tabak und Rizinus Blatter,
die mit einem herkdmmlichen Serienspektrometer gemessen wurden, sind die
Verhaltnisse des MLS-Untergrundes zur Absorption einem Faktor n=2-9 gleich. Fir
schwachere Wasserbanden 3vgy+v, und 3voy bei 850 und 970 nm ist der MLS-
Untergrund um das 500-1000fache gréBer als Absorption. Fir die Spektraldaten, die
mittels des aufgebauten bildgebenden CCD-Spektrometers gemessen wurden, betragt
dieser Faktor n=5-20, weil die eingesetzte CCD-Kamera eine hohe Sensibilitdt im
Spektralbereich der untersuchten Wasserbanden hat und dabei mehr gestreute
Strahlung registriert wird. Die mithilfe der bildgebenden Spektroskopie erhaltenen Daten
zeigen, daB im Maximum der intensiven Absorptionsbande bei 1460 nm ist die
Wasserabsorption im Blattgewebe um das 1,5fache gréBer als die MLS und fir die Ader
ungefahr um das 7fache. Die MLS im Gewebe des wasserinfiltrierten Tabak Blattes sinkt
bis zu 7-8 %. Dies weist auf eine Prozentzahl des Beitrages der Interzellularen zu den
MLS-Prozessen im Blattgewebe.

Es wurde ein selektiver Charakter der MLS im Bereich der starken Absorptionsbanden
festgestellt. Die Absorptionszunahme ist auf den Bandenflanken starker als im
Bandenmaximum, was zu einer gréBeren Halbwertsbreite der Absorptionsbanden fihrt.
Eine Subtraktion des nichtselektiven MLS-Untergrundes aus den Extinktionsspektren bei
der Ermittlung der Absorptionsbanden fihrt zu falschen Resultaten. Fir die korrekte
Auswertung der Absorptionswerten wurden die breiten Banden des MLS-Untergrundes
und die Banden seiner Resonanzsenkung im Bereich der Absorptionsbanden von
Chlorophyll und Wasser berechnen. Die entwickelte Methode des "Eintauchens" der
Absorptionsbanden in den MLS-Untergrund erlaubt die Istwerte der Absorptionsbanden
von Chlorophyll und Wasser in den Pflanzenblattern zu bestimmen. Die Istwerte kdnnen
die beobachteten Banden um das 2-10fach lbersteigen.

Die spektralen Streucharakteristiken des Blattes wurden ebenfalls mit Hilfe des
goniometrischen Modells des bildgebenden Spektrometers gemessen und im Form der
spektralen Indikatrizen analysiert. Es wurde eine Formanderung und Asymmetrie der
Indikatrizen des reflektierten und transmittierten Lichtes flr die Ober- und Unterseite
des Blattes festgestellt. Dabei wurde der selektiven Charakter der spektralen
Lichtindikatrizen nachgewiesen. Dies bestatigt ein selektives Verhalten der Streuung fir
die Lichtstrahlen verschiedener Wellenlange in inhomogenen Blattgeweben. Am starksten
ist es im Bereich der Absorptionsbanden und insbesondere im Bereich der Rotbande der
Chlorophylle bei 680 nm ausgepragt.

Das inhomogene Blattgewebe mit der starken MLS zeigte die groBen Abweichungen vom
Normalverhalten der Lichtreflexion und -transmission, die fiir homogene Medien gelten.
Das Licht wird infolge des hohen Streungsgrades im Blattgewebe gesperrt. Der Effekt der
"Sperrung" und ein hohen Grad der Querdiffusion der Strahlung im Pflanzenblatt wurde
durch eine Formanderung der Indikatrizen bestatigt, die unter verschiedenen
Bedingungen (z.B. fir verschiedene Spektralbereiche, flir senkrechten und schragen
Lichteinfall) ausgewertet wurden. Die Winkelabweichung der Strahlen A¢ und die
Winkelhalbwertsbreite der Indikatrix 8¢ kénnten dabei als ein MaB der Inhomogenitat der
untersuchten Medien bzw. als ein MaB des MLS-Einflusses auf die Strahlungsverbreitung
gelten. Fiur das durch ein Tabak Blatt transmittierte Licht ist die A¢p Winkelabweichung bis
ca. 55° gleich. Es wurde festgestellt, daB die Winkelhalbwertsbreite der Indikatrix 3¢ fast
linear mit der Abweichung A¢ ansteigt. Im wasserinfiltrierten Tabak Blatt erreicht die
Winkelhalbwertsbreite der Indikatrix 8¢ flr transmittierte Strahlung ihren minimalen
Wert von ca. 30°. Beim senkrechten Lichteinfall haben die Indikatrizen der Reflexion eine
groBere Winkelhalbwertsbreite als die Transmissions-Indikatrizen. Beim schragen
Lichteinfall nimmt der Beitrag der diffusen Lichtstreuung ab und die Indikatrix der
Reflexion verengt sich.
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Bildgebende Spektroskopie der Chlorophylle in Blattern

Fir die Untersuchungen der raumlichen Verteilung der Chlorophylle in Pflanzenblattern
wurden erstmalig die Spektralbilder der Chlorophyllabsorption im Bereich der Rotbande
bei 680 nm ermittelt. Dabei wurden die Spektralbilder der Chlorophyllabsorption unter
Bericksichtigung des MLS-Einflusses ausgewertet. Dies ermdglicht, die Profilbilder der
Chlorophyllverteilung liber die gesamte Blattflache zu erhalten.

Die entwickelte Methodik des "Eintauchens" der Absorptionsbanden in den MLS-
Untergrund erlaubt, die Istwerte der Absorptionsbanden vom Chlorophyll in Pflanzen-
blattern zu bestimmen, die die beobachteten Banden in den Extinktionsspektren um das
2-10fache Ubersteigen kénnen. Es wurde festgestellt, daB die realen Absorptionsbanden
von Chlorophyll im Blattgewebe und in den Adern nahezu gleich sind ungeachtet ihrer
sichtbaren Unterschiede in den Transmissionsspektren. Die Tabak und Rizinus Blatter
stellen flr das Licht bezliglich der Chlorophyllabsorption ein fast homogenes System dar.

Ortsaufgeldste Reflexions- und Transmissionsbildspektren fiir Tabak und Rizinus Blatter
wurden bei verschiedenen Streuwinkeln sowie bei senkrechtem und schragem
Lichteinfall auf die Blattoberflache aufgenommen. Dabei wurde die Formanderungen der
Absorptionsbanden von Chlorophyll festgestellt. Bei einer VergréBerung des Streuwinkels
anderte sich die Intensitdat der Chlorophyll Rotbande bei 680 nm; sie wurde flr
transmittiertes Licht gréBer und fir reflektiertes kleiner. Dies laBt sich durch die
Entstehung des Reflexionslichtes in einer sehr schmalen Oberflachenschicht des
Blattgewebes erklaren.

Zum ersten Mal wurden die Raumspektren im Bereich der Absorptionsbanden von
Chlorophyll fiir die Blattgewebe und Adern, sowie die Spektren der Aufhellung kleiner
Adern erhalten. Die Raumspektren sind empfindlicher bezliglich der Veranderung des
Chlorophyllzustandes und geben Unterschiede der Spektraleigenschaften im VIS Bereich
flr die Blattgewebe und Adern wieder. Es wurde festgestellt, daB die Durchsichtigkeit der
kleinen Adern um das 15fache groBer ist als die mittlere Durchsichtigkeit des
Blattgewebes. Dies wird wohl zum groBen Teil im VIS Bereich durch starke
Chlorophyllabsorption im Blattgewege verursacht. Dank der hohen Transmissionswerte
fir kleinen Adern kann das Licht durch ein Blatt zu den niedrig liegenden
Pflanzenblattern durchdringen.

Bildgebende Spektroskopie von Wasser in Blattern

Fir die Untersuchungen des Blattwassers wurden drei spektrale Serien der
Wasserbanden definiert und analysiert: 1. Serie der Oberténe nvgy, 2. Serie der Kombi-
nationstone nvgy+v, mit der Deformationsmode und 3. Serie der nvoy+vg mit den
Gittermoden des Wasserstoffbriicken-Netzes von Wasser. Die wichtigen Eigenschaften
dieser Banden - Halbwertsbreiten und Intensitatsveranderungen - im Zusammenhang
mit der Modenordnung wurden untersucht. Es wurde festgestellt, daB die ahnlichen
Spektralserien auch fir die Pflanzenblatter charakteristisch sind. Dabei aber sinkt die
Obertonintensitdt mit der Modenordnung viel schneller im Vergleich zu destilliertem
Wasser und die Intensitat der Kombinationsmoden nimmt dagegen zu.

Eine Methode fir die Bestimmung des Wassergehaltes in den Pflanzenblattern mittels
des Vergleiches der Absorptionswerte vom Blattwasser und destilliertem Wasser wurde
entwickelt. Dabei wurde ein Verstarkungsfaktor der Wasserbanden infolge der MLS
berlicksichtigt. Die ermittelten Werte des Blattwassergehaltes stimmen gut mit der
realen Wasserkonzentration im Blatt tiberein, die mit Hilfe der graviometrischen Methode
gewonnen wurde.
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Die Methode fir die Bestimmung des Wassergehaltes in den Pflanzenblattern wurde fir
die Analyse der Absorptionsbilder verallgemeinert. Daflir wurden die Blattaufnahme im
Maximum der Wasserabsorptionsbanden bei 1460, 1200, 980 nm und in den Bereichen
der Absorptionsminimum zwischen der Absorptionsbanden sowie die Aufnahme des
Feldes des Beleuchtungslichtes verwendet werden. Mit einer ausreichenden Genauigkeit
kann der Wassergehalt im Bereich der Bandenflanken bei 1420, 1600 nm ebenfalls
bestimmt werden.

Zum ersten mal wurden die detaillierten Profilbilder der Wasserverteilung in Blattern von
mesophyten und sukkulenten Pflanzen ermittelt. Daftr wurden Algorithmen der
Bearbeitung von den Spektralbildern speziell entwickelt. Es erméglichte die quantitative
Analyse des Wassergehalt Uber die Blattoberflache mittels der Profilbilder durchzufiihren.
Die effektiven Wasserdicken wurden im Blattgewebe sowie in den Haupt-, Seiten- und
kleinen Adern bestimmt. Eine nicht homogene Wasserverteilung entlang der Hauptadern
und eine Abnahme des Wassergehaltes zu dem Blattrand wurden festgestellt. Uberpriift
wurde diese Methode indem Bilder eines Blattes und einer Kontrollkivette mit
destilliertem Wasser gleichzeitig aufgenommen wurden

Verschiedene Wasserzustande in Pflanzenblattern

Verschiedene Wasserzustande in Pflanzenblattern wurden entdeckt und analysiert. Es
wurde festgestellt, daB der gesamte Wassergehalt in den Pflanzenblattern mittels der
intensiven Banden 2vgy und vou+v, (1450 und 1930 nm), und der Wasserzustand
mithilfe des Verhaltens der Banden 3vgoy+v; und 3voy (850 und 970 nm) bestimmt
werden soll. Die héheren Schwingungsmoden 3vgy, 3von+v, kénnten als ein spektraler
"Detektor" der Wasserzustande von Pflanzenbldattern dienen. Der energetischen
Wasserzustand (EWZ) ist durch ein entsprechendes energetisches Spektrum
charakterisiert werden. In dieser Arbeit wurden eindeutige spektroskopische Kriterien flr
eine Identifizierung der EWZ in Pflanzenblattern festgestellt. Die Existenz verschiedener
Wasserzustande wird durch die Transmissions- als auch Reflexionsspektren bestatigt.

In seinen spektralen Eigenschaften ist der 1. Wasserzustand dem destillierten Wasser
ahnlich. Fir diesen Zustand ist die Intensitat der Bande des 3vgy Obertones viel groBer
als die der benachbarten 3voy+v; bzw. 4voy Wasserbanden. Der 1. Wasserzustand wurde
Uberwiegend in den Blattern sukkulenter Pflanzen gemessen.

Fir den 2. Wasserzustand in den Blattern ist eine Zunahme der Intensitat des 3vgy+v;
Kombinationstones bei 850 nm charakteristisch. Der Absorptionsgrad dieser Bande
erreicht Werte bis um das 1000fache gréBer als die Intensitat des 3vgy Obertones bei
970 nm (die Integralintensitat steigt dabei um das ~3800fache). Der 2. Wasserzustand
ist flir das Gewebe der mesophyten Blatter charakteristisch und ist vermutlich mit der
Assoziationsform der Chlorophylle bzw. mit der Photosynthese-Funktion des Blattes
verbunden. Dieser EWZ dominiert z.B. im Gewebe der jungen photosynthetisch aktiven
Blatter. Der Effekt einer gigantischen Zunahme der 3voy+v, Absorptionsbande zeigt sich
als eine anomale Absorptionsverstiarkung, da es bei einer Vereinfachung durch eine
anomale Zunahme der effektiven Wasserdicke im Blatt bis zu 24-28 cm beschrieben sein
sollte. Dies entspricht in keinem Fall der Realitdt und kann nur durch die Anderung des
EWZ erklart werden.

Fir den 3. Wasserzustand wurde eine Rotverschiebung der Bande des 3vgy Obertones
von 970 bis zu hin 1090 nm gemessen. Dies entspricht einer starkeren Bindung der
Wassermolekiile bzw. einer Verstarkung des Wasserstoffbriicken-Netzes im Wasser, das
sich ebenso im Eiszustand (im Eisgitter) aduBert. Stark gebundene Zustande von
eisartigen oder kollektiven Wasser wurden meistens in den Adern von Mesophyten
beobachtet. Die Existenz des kollektiven Wasserzustandes in den Blattern wurde



176 8. Zusammenfassung

ebenfalls durch eine Entstehung der Deformationsmoden des Wasserstoffbriicken-Netzes
im Bereich bei 2500 und 1778 nm bestatigt. Zusatzlich ist flir den Zustand des
kollektiven Wassers eine Absorptionsabnahme der nvgy Obertone im Vergleich zu den
Banden der nvou+v; Kombinationstone charakteristisch.

Fir den 4. Wasserzustand (Dispersionswasser) werden im Bereich 700-1100 nm vier
Absorptionsbanden bei 720, 795, 880 und 970 nm mit der etwa gleichen Intensitat
beobachtet. Bei einer spektralen Modellierung hat sich erwiesen, daB das &hnliche
Verhalten der Absorptionsbanden fliir Wasser in einem Porésmedium (Porésglas)
charakteristisch ist. Der 4. EWZ tritt bei einem niedrigeren Chlorophyligehalt im
Blattgewebe auf und wurde in Blattadern, Blattschnitten sowie in Blattsaften gemessen.

Die Wasserzustande wurden in Pflanzenblattern der verschiedenen Entwicklungsstadien
untersucht. Es wurde das Vorhandensein und der Anteil der verschiedenen
Wasserzustande in den Blattern mit Hilfe der Analyse der Verhéltnisse der Absorptions-
banden a=A(1460)/A(1200) durchgefiihrt. Das Verhaltnis der Absorptionswerte der
Banden bei 1460 und 1200 nm ist flir destilliertes Wasser einem Faktor a=43 und fir
das Blattwasser a=24 gleich. Es wurde ein Zusammenhang zwischen der Inhomogenitat
vom Verhaltnisbild und seiner Densitogramme mit den verschiedenen Werten des a-
Faktors festgestellt, die flir verschiedene Wasserzustande typisch sind. Der Prozentsatz
der veschiedenen EWZ in Pflanzenblattern wurde berechnet und gezeigt, da z. B. im
Tabak Blatt ca. 30% des Wassers im 1. Zustand, etwa 40% im 2. Zustand und 20% im
Zustand des schwach gebundenen Wassers vorliegt.

Es wurde eine zeitliche Dynamik bzw. eine Transformation der Wasserzustande in den
Pflanzen bei physiologischen Prozessen beobachtet. Der 2. Zustand wandelte sich in der
Nachtzeit in einen weniger gebundenen 5. Zustand um. Dabei verschiebt sich das
Bandenmaximum von 982 nm bis zu 910 nm. Mit der Blattalterung transformiert sich der
2. Wasserzustand in den ersten. Dabei sinkt die Intensitdt der Bande 850 nm und die
Intensitdat der Bande 970 nm steigt dagegen an. Es wurde die zeitliche Dynamik der
Veranderung von Wasserzustanden im Blatt bei einer Wassersaugung studiert. Erstens
nimmt im Blatt die Menge des kollektiven und gebundenen Wassers zu wahrend die
Menge des freien Wassers kleiner wurde. Im weiteren wandelte sich das gebundene
Blattwasser in freies um.

Zum ersten Mal wurden Raumspektren flir Wasser in Pflanzenblattern im Bereich des
Obertones 2voy ausgewertet. Raumspektren sind empfindlicher beziiglich der Anderung
des Wasserzustandes im Vergleich zu den konventionellen Absorptionsspektren. Fir die
Adern liegt das Maximum der Raumspektren bei 1420-1460 nm. Fir Blattgewebe
verschiebt sich das Maximum zu 1500 nm. Fur wasserinfiltrierte Blatter haben die
Raumspektren im Bereich dieses Obertones ein Minimum und das Maximum verschiebt
sich in den Bereich 1000-1200 nm.

SchluB3folgerung

Die in dieser Arbeit entwickelten Methoden der bildgebenden Spektroskopie und der
spektralen Bestimmung des Blattwassergehaltes sowie die durchgefiihrten Untersu-
chungen der Spektralcharakteristiken von Pflanzenblattern und die Entdeckung
verschiedener Blattwasserzustéande 6ffnen neue Perspektive fir die Erforschung der
Pflanzenphysiologie.

Die entwickelten Methoden kénnten sowohl flir eine Verbesserung und Erweiterung des
Verfahrens der bildgebenden Spektroskopie als auch fiir die Untersuchungen von
inhomogenen Mikroobjekten (Physik, Biologie, Chemie) und Makroprozessen (Planet,
Atmosphare, Kosmos) von groBer Bedeutung sein.
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Anhang 1

# W5 Absor pti on- Auswertung von Al pha NI R-Bil dern
# B.Jahne, N. Snoljar 11.07.2002

# Bi | dgr 63en
ny := 252; nx := 316; nt := 16;

short header[ 64];

short gai n[ny][nx];
short of fset[ny][nx];
short bad[ ny] [ nx];
ushort seqg[nt][ny][nx];
ushort seqc[nt][ny][nx];

float duni[ny][nx];
float dun2[ny][nx];

float hal 1[ ny] [ nx];
float hal 2[ ny][nx];
float hal 3[ ny][nx];

float blatl][ny][nx];
float bl at2][ny][nx];
float bl at3[ny][nx];

float trl1[ny][nx];
float tr2[ny][nx];
float tr3[ny][nx];
float tr[ny][nx];

float k1[1];
float k2[1];

fl oat abs[ny][nx];
#f | oat absmmi ny] [ nx];

float x1[ny][nx];
float x2[ny][nx];

short handl e;
string fnane;

di splay di1, type "inspector", trl
dl.text = "Extinktion 1";
dl.range = {0.0, 2.0};

di splay d2, type "inspector", tr2;
d2.text = "Extinktion 2";
d2.range = {0.0, 2.0};
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di splay d3, type "inspector", tr3;
d3.text = "Extinktion 3";
d3.range = {0.0, 3.0};

di splay d4, type "inspector", abs;
d4.text = "Absorption";
d4.range = {0.0, O0.5};

di splay d5, type "inspector", absnm
d5.text = "Absorption_mi;
d5.range = {0.0, 1.5};

# Sequenznanen besti nmen
operator getseq();
fnanme = RequestFiles();
f name;
endoper at or;

# Bil dsequenz | esen und nit O fset und Gain korrigieren
operator readseq(fnane);

short cnt; SetFormat(cnt, "Bild %");

handl e = Fi | eOpenRead. raw f nane) ;

header Fi | eRead( handl e);

header Byt eSwap() ;

gain = Fil eRead(handl e);

gain = ByteSwap();

of fset = Fil eRead(handl e);

of fset = ByteSwap();

bad = Fi | eRead( handl e);

bad = ByteSwap();

scan (seq| 0, seqc|O0);

cnt = Inc();
seq = Fil eRead( handl e);
seq = ByteSwap();
X1 = seq;
x1 = Sub(2048.0);
x1 = Add(x1, offset); # Ofset addieren
X2 = gain; x2 = Mil (x2, 0.001);
x1 = Ml (x1, x2); # Mt gain nmultiplizieren
seqc = x1;
cnt;
endscan;
Fi | ed ose(handl e);
i vView(dl);

endoper at or;

# Mttleres Dunkel bild-1 berechnen
operator dunl();

dunl = Sum cl ear &rean(seqc);
endoper at or;
# Mttleres Dunkel bild-2 berechnen
operator dun2();
dun2 = Sum cl ear &rean(seqc) ;
endoper at or;
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# Mttleres Hal ogen-1 Bild, Dunkel bild abzi ehen
operator hal 1();

hal 1 = Sum cl ear &rean(seqc) ;

hal 1 = Sub(dun2);
endoper at or;

# Mttleres Hal ogen-2 Bild, Dunkel bild abzi ehen
operator hal 2();

hal 2 = Sum cl ear &rean(seqc) ;

hal 2 = Sub(dun2);
endoper at or;

# Mttleres Hal ogen-3 Bild, Dunkel bild abzi ehen
operator hal 3();

hal 3 = Sum cl ear &rean(seqc) ;

hal 3 = Sub(dun2); #fur 1700
endoper at or;

# Mttleres Transm ssion-1 Bild, Dunkel bild abzi ehen
operator blatl();

blatl = Sum cl ear &rean(seqc) ;

blatl Sub(dun?2);
endoper at or;

# Mttleres Transm ssion-2 Bild, Dunkel bild abzi ehen
operator blat2();

bl at 2 Sum cl ear &rean(seqc) ;

bl at 2 Sub(dun?2);
endoper at or;

# Mttleres Transm ssion-3 Bild, Dunkel bild abzi ehen
operator blat3();

bl at3 = Sum cl ear &rean(seqc) ;

bl at 3 Sub(dun?2);
endoper at or;

HHHHHHHHHH R R R R R R R R R R AR AR R R R R R
## Mttleres Dunkel bild

readseq("dunk_16ns. bin");
dunl();
readseq("dunk_500us. bi n");
dun2();

## Extinktion 1
operator trl();

readseq("tab_1300. bi n");
hal 1();
readseq(" UK _1300. bin");
blat1();
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trl = Div(blatl, hall);

endoper at or;
tri();

## Extinktion 2
operator tr2();

readseq("tab_1500. bi n");
hal 2();
readseq(" UK _1500. bi n");
bl at 2();

tr2 = Div(bl at2, hal 2);

endoper at or;
tr2();

## Extinktion 3
operator tr3();

readseq("tab_1460. bi n");
hal 3();
readseq(" UK _1460. bin");
bl at 3();

tr3 = Div(bl at3, hal 3);

endoper at or;
tr3();

## Mttelwert der Extinktion bei 1460 nm

k2 = 0.4; # fiur 1460 nm
tr = Ml (tr, k2);
tr = Add(trl,tr);

## Absorption
abs=Div(tr2,tr);
abs=Sub( 1. 0, abs);

## Bl attwasserschicht in mm
absmeDi v(abs, 1. 04448); # bei 1460 nm

Wite("abs tab460.tif", abs);
Wite("absmm k 1460.tif", absmm);
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Anhang 2

# W5 Absor pti on- Auswertung von Pi xel Fl y-Bil dern
# N Snoljar, 26.07.2002

# Bi | dgr oessen

ny .= 1024,
nx := 1280;
# Bil der

fl oat dunkel 1[ ny] [ nx];
fl oat dunkel 2[ ny] [ nx];
fl oat dunkel 3[ ny][nx];
fl oat dunkel 4[ ny] [ nx];
fl oat hal ogenl[ ny][nx];
fl oat hal ogen2[ ny] [ nx];
float blattl[ny][nx];
float blatt?2[ny][nx];
float extl[ny][nx];
float ext2[ny][nx];
float abs_dif[ny][nx];
float k1[1];

float k2[1];

di splay dl1, type "inspector", extl;
dl.text = "Extinktion 1";
dl.range = {0. 3, 1. 0};

di splay d2, type "inspector", ext2;
d2.text = "Extinktion 2";
d2.range = {0. 3, 1. 0};

di splay d3, type "inspector", abs dif;
d3.text = "Absorption";
d3.range = {-2.0, 6. 0};

dunkel 1 = Read("dunk_20ns.raw');
dunkel 2 = Read("dunk_70ns.raw');
dunkel 3 = Read("dunk_10ms.raw');
dunkel 4 = Read("dunk_40ms.raw');
hal ogenl = Read(" UK 950 _20ns.raw');
hal ogenl = Sub(dunkel 1);

blattl =Read("rf_unt_ 950 70ns_k2mm raw");
blatt1l = Sub(dunkel 2);

k1l = 0.2857;

blattl = Mul (blattl, k1);
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# Extinktion 1
operator extl1();
extl = Div(hal ogenl, blattl);
extl = Log(extl);
endoper at or;

ext1();
hal ogen2 = Read(" UK 850 10ns.raw');
hal ogen2 = Sub(dunkel 3);

blatt2 =Read("rf_unt_850_40ns_k2mm raw');
blatt2 = Sub(dunkel 4);

k2 = 0. 25;

blatt2 = Ml (bl att 2, k2);

# Extinktion 2
operator ext2();
ext2 = Div(hal ogen2, blatt?2);
ext2 = Log(ext2);
endoper at or;

ext2();

# Absorption
abs_di f =Sub( ext 1, ext 2) ;
abs_di f=Di v(0.02009);

Wite("ext _rfj _unt 950 70nms.raw', extl);
Wite("ext _rfj _unt 850 60ns.raw', ext2);
Wite("abs _mmrf 950 850 k2mm raw', abs dif);

Anhang 3

# W5 Wl | enl angeei chung der Bil dspektren

# N. Snoljar, D. Engel mann, 13.12.2001.

string fil enane;
short res_size_x;
short res_size[2];
short o_size_x;
short o_size_ y;

#

# Bi |l dgroessen

# Ergebnisbild
res_size x = 640;
res_size y := 20
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# Ausgangsbi |l d
0_size X = 640;
0_size y = 20;
#fl oat x_cut;

# Obere Schranke von Ausgangsbil d

X_cut := 640;
# Dat ei nanme Ausgangsbil d

filenane = " E:\Kalibrierung\tab \tab_ET10.

"
#

short osize[2];

osi ze[0] = res_size_y;
osi ze[ 1] = x_cut;
res_size[ 0] res_size_y;
res_size[ 1] res_size_x;

short bil do[480][o_size X];
short bild[o_size y][x_cut];
short res_bild[res_size_ y][1200];
float fbild[o_size y][o_size X];
float a;
float b;
float c;
float t;
float |ut[256];
framebuf fbl {
string type,
short dispsize[?2],
float range[2],
short vi ewpos| 2]
b
fbl.type = "win";
fbl. di spsize = osize
fbl.range = {0, 4095};
fbl. viewos = {0, 0};

framebuf outbild {
string type,
short dispsize[ 2],
float range[ 2]
¥
outbild.type = "win";
out bil d. di spsize = res_si ze
outbild.range = {0, 4095};

operator y=func(a,b,c, x);

y = Div(x, c¢);
y = Exp(y);

y = Ml (b,y);
y = Add(y, a);

endoper at or ;

operator rbild = make_norph(xm n,
short x;
float f1;
float f2;
float t;
short v;
short x1;
short x2;

tif"

xmax, a, b, c);
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short dx;
float d;
float r;
float gi;
float g2;
float g;
short i;
short j;
short Kk;
short xm
short n;
short o;

0
0
X_cut;
m = Sub(k, 1);
while(j < o_size y);
repeat (xm;
t = i;
# Funktion func an Stelle i und i+1 auswerten
f1l func(a, b, c,t);
X2 Add(i, 1);
t = x2;
f2 = func(a, b,c,t);

J
i
k
X

= Sub(f2,f1);
X =t;
d =Div(1.0, t);
if (dx >= 1);
# Interpolation, linear
k = 0;

o

=1;
= Add(i, 1);
bild[j][i];
bild[j][n];

(k <= dx);

I

Sub (r, t);
Sub(g2, 91);
il (g, t);
Add(g, 91);
func(a, b,c,r);
t;
ilhdfj1ln] = g;
I'nc();
Add(r, d);
ile;

1 1 1 O A B 0]

b

%II Il

k = f1;
rbildfj][k] = bild[j][i];
endi f;
i = 1lnc();
endr epeat ;
j =1nc();
i = 0;
endwhi | e;
endoper at or;
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float m ;
float nm;
float gmin;
fl oat gmex;
short xo;
short x1;
short x2;

Paranet er fur Funktion func()
440. 79;
11. 76;
163. 90;

O T H#

bil do = Read(fil enane);

# byte dummy[][];

# dummy = Read(fil enane);
# bildo = dummy;

# Bil dausschnitt

x1 = 200

x2 = Add(x1l, o_size_ y);
bild = bildo[x1:x2];

fbl.range[ 1] = x_cut;
fbl=bil d;

# Wertebereich Ergebnisbild !!
t = func(a, b, ¢, 0.0);

gmn = t;

m = x_cut;

m = Sub(m, 1.0);

t = func(a, b, ¢c, m);
gmax = t;

# Display gr"osse
res_size x = gmax;
outbil d. di spsize[l] = res_size_x;

# Morph Funktion aufrufen
res_bild = make_norph(gnmn, gmax, a, b, c);

# Ergebni sbild skalieren und ausgeben
f

bild = res_bild;

m = MnO(fbild);
ma = MaxOF (fbild);
m; na;

out bi I d. range[ 0]
out bi | d. range[ 1]
outbild = res_bild;

m
na;

Wite("E \Kalibrierung\tab_ET10-kalibr.tif",res_bild);
short zeil e[ 1200];

short spalte[1200][1];

zeile = res_bild[10][];

spalte = Transpose(zeile, "xy");

Wite("E \Kalibrierung\tab_ET10 kali br.asc", spalte,"replace");
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