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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden hauptsachlich die mechanischen Eigenschaften hoch spezialisierter
Insektenkutikula in photomechanischen Infrarotrezeptoren (IR-Rezeptoren) pyrophiler Insek-
ten bei nahezu natlrlichem Wassergehalt (quasi-nativ) untersucht. Zusammen mit den Er-
kenntnissen aus einer dreidimensionalen Rekonstruktion eines IR-Rezeptors wurden diese
Ergebnisse fur ein weiterentwickeltes Konzept fir ungekihlte, technische Infrarotsensoren

genutzt.

Zunachst wurde hierzu eine Methode entwickelt, um die mechanischen Eigenschaften ein-
zelner Schichten von getrockneter und quasi-nativer Insektenkutikula durch Nanoindentation
zu bestimmen. Zur Methodenentwicklung wurde Kutikula der Sternalplatte der Wanderheu-
schrecke (Locusta migratoria) als "Standard-Kutikula" benutzt. Als Ergebnis wurden durch
die Erhohung des Wassergehaltes die Harte und der E-Modul in allen untersuchten Schich-
ten stark herabgesetzt. Hierbei anderten sich die mechanischen Eigenschaften der einzelnen
Kutikulaschichten unter dem Einfluss von Wasser unterschiedlich stark. Im Gegensatz zum
getrockneten Zustand war in quasi-nativen Proben eine graduelle Zunahme von Harte und
E-Modul von der innengelegenen Endokutikula Uber die Mesokutikula zu der au3engelege-
nen Exokutikula zu finden, was dem zunehmenden Grad der Sklerotisierung (Hartung, che-
mische Modifikation der Proteinmatrix) von innen nach auf3en entspricht. Die Ergebnisse le-
gen nahe, dass der Grad der Sklerotisierung den Wassergehalt von Kutikula bestimmt und

damit ihre mechanischen Eigenschaften definiert.

Bei unterschiedlichen Indentationsrichtungen traten Anisotropieeffekte auf, die auf die Aus-
richtung der Chitinfasern zurlickzuflhren sind. Diese Effekte waren im rehydrierten Zustand
starker, was den Einfluss des Wassergehaltes auf die mechanischen Eigenschaften der Pro-
teinmatrix verdeutlichen. Durch zyklisches Trocknen und Rehydrieren von Endokutikula wur-
de demonstriert, dass die mechanischen Eigenschaften durch Anderung des Wassergehal-

tes reproduzierbar verandert werden kénnen.

Die Materialeigenschaften der kutikularen Komponenten in den photomechanischen IR-
Rezeptoren der pyrophilen Arten Melanophila acuminata (Buprestidae) und Aradus albicornis
(Aradidae) sind von entscheidender Bedeutung fur den Prozess der Reizubertragung (Trans-
lation). Daher wurden in dieser Arbeit die Harte und der E-Modul der auf3eren Exokutikula
der inneren Kugel (IR-Exokutikula) und der Mesokutikula im Kern der Kugel (IR-
Mesokutikula) in beiden Arten bestimmt. Auch wurden als Referenz Exo- und Mesokutikula
in der Umgebung der IR-Rezeptoren getestet. Die IR-Rezeptoren wurden gezielt gedffnet

und, nach der zuvor entwickelten Methode, im getrockneten und quasi-nativen Zustand
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durch Nanoindentation untersucht. Es zeigte sich, dass in quasi-nativen Proben von Melano-
phila die IR-Exokutikula etwa 50% harter und 20% steifer ist als die Referenz-Exokutikula. In
beiden Arten ist die IR-Mesokutikula im quasi-nativen Zustand signifikant weicher (bei Mela-
nophila 80%) und elastischer (bei Melanophila 90%) als die Referenz-Mesokutikula. Da die
thermische Ausdehnung mit den mechanischen Eigenschaften verknipft ist, konnten die
thermischen Ausdehnungskoeffizienten der untersuchten Kutikulatypen abgeschatzt werden.
Demnach besitzt die IR-Mesokutikula in beiden Arten, insbesondere im quasi-nativen Zu-
stand, einen relativ hohen thermischen Ausdehnungskoeffizienten (bei Melanophila
117 10°K™" im quasi-nativen Zustand), was bei Absorption von Infrarotstrahlung héchstwahr-
scheinlich zu einem schnellen Druckanstieg im Zentrum des IR-Rezeptors fuhrt. Durch den
niedrigen thermischen Ausdehnungskoeffizienten der umgebenden IR-Exokutikula (bei Me-
lanophila 44 10°K™" im quasi-nativen Zustand) dehnt sich diese bei Erwérmung relativ wenig
aus und bildet, auch aufgrund seines hohen E-Moduls, eine Art Druckgefal3, das das Volu-
men im Inneren konstant halt. Somit zeigen die Ergebnisse eine Spezialisierung der IR-
Exokutikula und der IR-Mesokutikula zur Optimierung der thermomechanischen Prozesse in
den photomechanischen IR-Rezeptoren. Dabei weisen die kutikularen Bestandteile der IR-
Rezeptoren bei M. acuminata offenbar einen hdheren Grad der Spezialisierung auf als bei

A. albicornis.

Die Geometrie der inneren Kugel des IR-Rezeptors von M. acuminata wurde durch eine
dreidimensionale Rekonstruktion mit hoher Auflésung (100 nm) ermittelt. Hierdurch wurde
gezeigt, dass die kelchférmig angeordneten, fluidgeflllten Kavitdten im mesokutikularen
Kern lediglich 2% des Volumens der Kugel ausmachen. Dabei erreichen sie durch verzweig-
te Fluidkanale in der seitlichen Peripherie des Kerns eine auffallig grolRe Oberflache, was

vermutlich der Warmeleitung von der IR-Mesokutikula an das Fluid dient.

Die ermittelten thermomechanischen Eigenschaften der spezialisierten Kutikulatypen photo-
mechanischer IR-Rezeptoren, sowie die dreidimensionale Rekonstruktion des IR-Rezeptors
von M. acuminata, wurden genutzt um ein weiterentwickeltes Konzept fir technische, unge-
kihlte IR-Sensoren zu erstellen. Hierbei wurden Merkmale der biologischen Vorbilder abs-
trahiert und in entsprechende Empfehlungen fir Veranderungen des aktuellen Prototyps
umgesetzt. Es wurden unter anderem Veranderungen der Geometrie der Absorberstruktur
und des Fluidvolumens empfohlen, als auch eingesetzte Materialien (Fluid,

Absorbermaterial) hinsichtlich ihrer thermomechanischen Eigenschaften diskutiert.
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Pyrophile (feuerliebende) Kafer der Gattung Melanophila (Buprestidae) und einige pyrophile
Wanzen der Gattung Aradus (Aradidae) besitzen Sinnesorgane zur Wahrnehmung von Infra-
rotstrahlung (Evans 1964; Schmitz et al. 2008). Bei diesen Sinnesorganen handelt es sich
um sogenannte, photomechanische Infrarot (IR)-Rezeptoren (Schmitz and Bleckmann 1998;
Schmitz et al. 2001). Da auf dem Gebiet der Bionik bereits vielfach Problemlésungen aus der
belebten Natur analysiert und in abstrahierter Form in der Technik umgesetzt wurden
(Nachtigall 2006), sollen auch die photomechanischen IR-Rezeptoren pyrophiler Insekten als

biologisches Vorbild fiir neue ungekihlte IR-Sensoren dienen.

1.1 Infrarotstrahlung

Infrarotstrahlung ist als elektromagnetische Strahlung im Spektralbereich von 700 nm bis
1 mm Wellenlange definiert (Vincent 1990). Infrarotstrahlung wird von vielen Festkdrperma-
terialien (z.B. Metallen, aber auch organischen Festkorpern) stark absorbiert, kann jedoch
viele kristalline und plastische Materialien sowie Gase passieren. Die Atmosphare der Erde
ist fur elektromagnetische Strahlung der Wellenlangen von 3 bis 5 ym sowie von 8 bis 12 ym
besonders durchlassig, da in diesem Wellenlangenbereich die Gase der Atmosphare wenig
absorbieren (Vincent 1990). Man spricht hierbei auch von "atmospharischen Fenstern" fir

Infrarotstrahlung.

Bei der Absorption von Infrarotstrahlung werden Ubergange zwischen Schwingungs- und
Rotationszustanden innerhalb von Molekllen angeregt. Die zur Anregung notwendigen dis-
kreten Energien (und damit Wellenldngen) sind charakteristisch fur bestimmte Bindungsty-
pen (Silverstein and Bassler 1963). Folglich bestimmt das Vorkommen von Bindungstypen

innerhalb eines Materials dessen Absorptionsverhalten im Infrarotbereich.

1.2 Technisches Problem

Infrarotdetektoren (IR-Detektoren), die sich heute auf dem Markt befinden, lassen sich ent-
sprechend ihrer Funktionsweise in Quantendetektoren und thermische Detektoren gliedern
(Rogalski 2002; Rogalski 2003). Die Marktrelevantesten werden im Folgenden kurz darge-

stellt.

Zu den thermischen IR-Detektoren gehdren unter anderem Mikrobolometersysteme und
pyroelektrische Sensoren. In Mikrobolometern andert sich der elektrische Widerstand der

absorbierenden Flache durch die mit der Absorption einhergehende Temperaturanderung. In
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Meist sind die absorbierenden Flachen mit Vanadiumoxid beschichtet, da dieses Material
eine hohe Anderung seines elektrischen Widerstandes bei Anderung seiner Temperatur
aufweist. Letztlich wird hier die Anderung der elektrischen Spannung (iber das absorbierende
Material gemessen. (Vincent 1990; Dereniak and Boreman 1996; Budzier and Gerlach
2010). In pyroelektrischen Detektoren absorbiert ein pyroelektrischer Kristall die IR-Strahlung
und reagiert auf die damit einhergehende Temperaturerhéhung mit Ladungstrennung. Die

aulere Aufladung des Kristalls wird gemessen (Budzier and Gerlach 2010).

Zu den Quantendetektoren zahlen die fotoleitenden Detektoren und Fotovoltaikdetektoren.
Es handelt sich hierbei um Halbleitersysteme, die sich den inneren fotoelektrischen Effekt
zunutze machen (Vincent 1990; Dereniak and Boreman 1996). Absorbierte Photonen produ-
zieren ungebundene Elektronenlochpaare, wodurch sich die Leitfahigkeit des Halbleitermate-
rials erhoht. Die Leitfahigkeit stellt in fotoleitenden Detektoren die Messgrofe dar. Fotovol-
taikdetektoren weisen zusatzlich einen p-n-Ubergang auf. Durch die Bildung von Elektronen-
lochpaaren ergibt sich an der Absorberflache eine Ladungstrennung, welche als Strom oder
als Spannung gemessen wird (Vincent 1990; Dereniak and Boreman 1996). Fotoleitende De-
tektoren und Fotovoltaikdetektoren kdénnen als Arrays hergestellt werden. Normalerweise
sind die Detektorfelder jedoch evakuiert und missen kryogenisch auf -70°C oder tiefer ge-
kuhlt werden, um das thermische Rauschen gering zu halten (Vincent 1990). Es wird zwar
eine wesentlich hohere Temperaturauflésung als bei ungekihlten Detektoren erzielt, jedoch
sind gekuhlte Systeme weit kostenintensiver. Zudem ist die Inbetriebnahme aufgrund der

KUhlung umstandlich und das Gerat insgesamt grof3.

Sowohl Mikrobolometer als auch pyroelektrische Detektoren kénnen ebenfalls als Detektor-
arrays aufgebracht und daher zur Warmebildgebung eingesetzt werden (Dereniak and
Boreman 1996; Budzier and Gerlach 2010). Pyroelektrische Sensoren werden haufig auch in
Einzelelement- oder Zeilensensoren verbaut. Beide Systeme arbeiten bei Umgebungstempe-
ratur, die teils durch Peltierelemente konstant gehalten wird. Zudem ist hier eine periodische
Abdunkelung des Sensors notwendig (Chopper), um Referenzwerte der einzelnen Detektor-
elemente zu erhalten. Diese Detektortypen bendtigen keine aufwandige Kihlung wie Quan-
tendetektorarrays, erreichen aber auch eine deutlich geringere Temperaturauflosung (NETD,
Noise Equivalent Temperature Difference) (Rogalski 2002; Budzier and Gerlach 2010). Zur-

zeit werden mit Mikrobolometerarrays NETD-Werte von 35-60 mK erreicht.

Eine grundlegende Anforderung an neuartige, marktfahige IR-Sensoren ist demnach das Ar-
beiten des Systems ohne umstandliche Kihlvorrichtungen. Idealerweise sollte das System
auch ohne periodische Abdunkelung der Detektorelemente auskommen. Um auf dem Gebiet
der Array-fahigen IR-Detektoren konkurrieren zu kénnen, ist eine geringe Grole der Detek-

torelemente wichtig. Es kdnnten hierdurch kleinere Sensoren, bzw. gréliere Pixelzahlen bei

8
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gleicher Grole erreicht werden. Kleinere Sensoren haben u.a. den Vorteil, dass teures Lin-
senmaterial (z.B. Germanium) eingespart wird. Auch sollten eine héhere Temperaturauflé-
sung (NETD) oder geringere Herstellungskosten als bei den herkdmmlichen, ungekihlten
Systemen erreicht werden (idealerweise Beides). Anforderungen fur den Einsatz in Einzel-
element- oder Zeilensensoren sind ebenfalls eine hohe Temperaturauflésung und/oder ge-

ringe Herstellungskosten.

Als biologisches Vorbild flir neue ungekiihlte IR-Sensoren dienen hier die photomechani-
schen IR-Rezeptoren pyrophiler Kafer und Wanzen. Diese ungekihlten IR-Rezeptoren ha-
ben einen Durchmesser von weniger als 20 um und besitzen sehr wahrscheinlich eine hohe
Sensitivitat (Schmitz and Bleckmann 1998; Schmitz et al. 2007; Schmitz et al. 2008). Von
zentraler Bedeutung ist in den photomechanischen IR-Rezeptoren die Kutikula als Rezeptor-
Hilfsstruktur. Kutikula ist das Material, aus dem das Exoskelett sowie verschiedene Rezep-
torstrukturen an der Koérperoberflache von Insekten besteht (Keil 1997; Gorb 2001). Da es
sich bei Kutikula um totes Material handelt, ist der Nachbau dieser Strukturen mit techni-
schen Materialien in abstrahierter Form moglich. Somit ist die Forschung an den
Absorberstrukturen der biologischen Vorbilder fir die Entwicklung neuer ungekihlter IR-

Sensoren lohnend.

1.3 Biologische Vorbilder: IR-Rezeptoren bei Melanophila acuminata

und Aradus albicornis

Pyrophile (feuerliebende) Kafer der Gattung Melanophila (Buprestidae) und einige pyrophile
Wanzen der Gattung Aradus (Aradidae) sind in ihrer Reproduktion auf frische Brandflachen
angewiesen (Evans 1964; Schmitz and Bleckmann 1997; Schmitz et al. 2008). Sie besitzen
sensorische Strukturen, die es ihnen vermutlich ermdéglichen, Waldbrande aus grof3en Ent-

fernungen aufzuspuren und auf der frischen Brandflache zu navigieren.

Melanophila-Kéafer besitzen zur Feuerdetektion IR-Rezeptoren, die sich in zwei Grubenorga-
nen auf dem Metathorax befinden (Figure 3.2.1 a) (Evans 1964; Schmitz and Bleckmann
1997). Den Hauptbestandteil der reizaufnehmenden Struktur der IR-Rezeptoren bildet Kuti-
kula. Morphologische Untersuchungen haben gezeigt, dass bei M. acuminata jeder IR-
Rezeptor eine kuppelartige Hulle mit einem Durchmesser von 12-15 um besitzt, die eine ku-
gelférmige innere Kavitat umschlief3t. Diese ist fast vollstandig durch eine Kugel aus Kutikula
mit einem Durchmesser von ca. 14 um ausgefullt (Schmitz and Bleckmann 1997; Schmitz et
al. 2007). Die Kugel besteht aus einem dufleren Mantel aus Exokutikula (IR-Exokutikula) und
einem Kern aus Mesokutikula (IR-Mesokutikula) und ist an einem dinnen Stiel an der umge-

benden Kuppel aufgehangt (Figure 3.2.2). Zwischen Kugel und Kuppel liegt zudem eine
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dinne Schicht aus Hullzellen. Die IR-Exokutikula besitzt im getrockneten Zustand sowohl
eine groRere Harte als auch einen groferen Elastizitdtsmodul (E-Modul) als die IR-
Mesokutikula (Muller et al. 2008). Es wurde gezeigt, dass die Mesokutikula der inneren Ku-
gel unregelmallig angeordnete Mikrokanale beinhaltet. Diese enthalten FlUssigkeit und en-
den in einer grofkeren Druckkammer, die von einer mechanosensitiven Nervenzelle innerviert
wird (Figure 3.2.2). Die mit Flussigkeit (Fluid) gefillten Kavitaten bilden zusammen mit der
IR-Mesokutikula ein sogenanntes mikrofluidische Zentrum. Nach dem aktuellen Funktions-
modell arbeitet der Infrarotrezeptor bei M. acuminata als mikrofluidischer Konverter: Infrarot-
strahlung wird absorbiert und fuhrt Uber Temperaturerhhung zu einem Druckanstieg im
mikrofluidischen Zentrum, der in einer Querkompression der Dendritenspitze resultiert
(Schmitz et al. 2007). Vermutlich wird der Druckanstieg innerhalb des mikrofluidischen Zent-
rums durch den harten Mantel aus IR-Exokutikula begunstigt, der nur eine sehr geringe Vo-
lumenzunahme in der Peripherie der Kugel zuldsst. Man spricht hierbei vom photomechani-
schen Prinzip der IR-Rezeption (Schmitz and Bleckmann 1998; Schmitz et al. 2007). Ein wei-
teres strukturelles Merkmal der IR-Rezeptoren bei M. acuminata sind Nanokanale, die sich
durch den dulleren Mantel der Kugel ziehen und hdchstwahrscheinlich einen langsamen
Durchfluss von Flussigkeit erlauben (Schmitz et al. 2007). Vermutlich kdnnen dadurch lang-
same Druckanderungen aufgrund von Temperaturdanderungen in der Umgebung ausgegli-
chen werden. Somit reagiert der Rezeptor auf niederfrequente Temperaturanderungen nicht
mit Erhéhung der Feuerrate. Die Nanokanale funktionieren demnach als Hochpassfilter. Zu-
dem wird vermutlich nach einem Druckanstieg durch absorbierte IR-Strahlung der Druck auf
den Ausgangswert zurlickgesetzt, wodurch das System an eine erhohte Intensitat von IR-
Strahlung adaptiert (Schmitz et al. 2007).

Auch bei den feuerliebenden Rindenwanzen der Gattung Aradus wurden photomechanische
IR-Rezeptoren nachgewiesen (Schmitz et al. 2008). Bei Aradus albicornis befinden sich IR-
Rezeptoren beidseitig in der Propleuralregion des Prothorax, posterior zum ersten Beinpaar
sowie auf dem Metathorax, posterior zum zweiten Beinpaar (Schmitz et al. 2010). Diese IR-
Rezeptoren ahneln in ihrer auleren Morphologie stark den IR-Rezeptoren von M. acuminata
(Figure 3.2.1). Bei A. albicornis besteht der |IR-Rezeptor aus einer inneren Kugel von ca.
10 um Durchmesser, die von einer kuppelférmigen Schicht aus Meso- und Exokutikula be-
deckt wird (Figure 3.2.2). Die Kugel besteht auch hier aus einem auferen Mantel aus IR-
Exokutikula und einem inneren Kern aus IR-Mesokutikula. Der Kern enthalt fluidgefullte Kavi-
taten und bildet mit ihnen das mikrofluidische Zentrum. Eine mechanosensitive Nervenzelle
innerviert den Rezeptor, wobei die Dendritenspitze in das mikrofluidische Zentrum hineinragt
(Schmitz et al. 2008). Obwohl bei A. albicornis die gleichen funktionellen Komponenten der
photomechanischen IR-Detektion wie bei M. acuminata zu finden sind, gibt es doch struktu-

relle Unterschiede. So setzt sich das mikrofluidische Zentrum bei M. acuminata aus ver-
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zweigten Mikrokandlen und einer Flissigkeitskammer zusammen, wahrend es bei
A. albicornis aus einer ringartigen Flussigkeitskammer besteht, welche die Dendritenspitze
umgibt (Schmitz et al. 2008). Auch ist bei A. albicornis die dufRerste Dendritenspitze in amor-
pher Kutikula verankert (Figure 3.2.2). Die Nanokanale, wie sie im aul3eren Mantel der IR-
Rezeptoren von M. acuminata vorkommen, konnten bei A. albicornis bislang nicht nachge-
wiesen werden. Auch befindet sich bei M. acuminata eine diinne Schicht aus Hullzellen zwi-
schen der inneren Kugel und der sie umgebenden Kutikulakuppel, wahrend bei A. albicornis
die innere Kugel im direkten Kontakt mit der umgebenden Kutikula steht (Schmitz et al.
2008).

1.4 Insektenkutikula

Bei Kutikula handelt es sich um einen Verbundwerkstoff aus Chitinfasern, die in eine Prote-
inmatrix eingebettet sind (Hepburn and Chandler 1976; Vincent 1980; Romano et al. 2007).
Chitin ist ein langkettiges Polysaccharid, das aus Acetylglucosamin-Einheiten aufgebaut ist.
Diese sind durch B-1,4-glycosidische Bindungen verknpft (Vincent and Wegst 2004). Die
Chitin-Molekule liegen im Verbund antiparallel zueinander und sind tber Wasserstoffbriicken
verbunden (Neville 1975; Vincent 1980). 19 Moleklle bilden eine Nanofibrille (Vincent and
Wegst 2004). Diese sind von Proteinen ummantelt und formen Fasern (Abbildung 1.4.1 a)
(Vincent 2002; Romano et al. 2007).

Abbildung 1.4.1 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Arthropodenkutikula (Homarus
americanus). a Hochauflosende Aufnahme der Architektur der Chitin-Protein-Fasern (Raabe et al.
2006). b Querschnitt: Unterschiedlich dichte Schichtung von Chitinfaserlagen zwischen Exokutikula
(Exo) und Endokutikula (Endo). Eine Mesokutikula besteht in diesem Fall nicht. Veréndert nach Raa-
be et al. (2005).
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Das Exoskelett von Arthropoden setzt sich aus mehreren aufeinanderfolgenden Schichten
unterschiedlicher Kutikulatypen zusammen (Neville 1975; Vincent 1980; Vincent and Wegst
2004). Die auRerste, sehr dinne Schicht wird von der Epikutikula gebildet. Sie enthalt kein
Chitin und weist Lipide und Wachse an ihrer Oberflache auf. Die Schicht darunter besteht
aus Exokutikula. Diese enthalt relativ wenig Wasser und stellt typischerweise den hartesten
und unelastischsten Kutikulatyp dar. Auch weist sie die dichteste Schichtung von Chitinfaser-
lagen unterschiedlicher horizontaler Ausrichtung auf (Abbildung 1.4.1 b) (Neville 1975;
Vincent 1980; Vincent and Wegst 2004). Darauf folgen Meso- und Endokutikula, die in der
Regel einen héheren Wassergehalt, geringere Harte, grolRere Elastizitdt und eine weniger
dichte Schichtung der Chitinfaserlagen (Abbildung 1.4.1 b) besitzen. Hierbei ist die Endokuti-
kula weicher, elastischer und weniger dicht geschichtet als die Mesokutikula (Vincent and
Wegst 2004).

Die mechanischen Eigenschaften von Insektenkutikula werden vom Grad ihrer Sklerotisie-
rung (Hartung) und durch ihren Wassergehalt bestimmt. Einigen Studien zufolge andern sich
die Materialeigenschaften wahrend der Sklerotisierung als direkte Folge der Quervernetzung

von Proteinen durch kovalente Bindungen (Pryor 1940).

Dem gegenuber steht das Konzept der kontrollierten Dehydrierung: Durch die Sekretion von
Chinonen werden phenolische Verbindungen in die Proteine der Kutikula eingebracht und
somit deren Hydrophobie erhéht. Je nach Grad der Sklerotisierung variiert dadurch die Men-
ge an ungebundenem Wasser, das von der Kutikula aufgenommen werden kann (Hillerton
and Vincent 1979; Vincent and Ablett 1987). Die Anderung der mechanischen Eigenschaften
ist demnach keine direkte Folge der Sklerotisierung, sondern wird hauptsachlich indirekt
durch die Anderung des Wassergehaltes aufgrund der chemischen Modifikation der Kutiku-
laproteine hervorgerufen. Tatsachlich wurde gezeigt, dass der Wassergehalt mit zunehmen-
den Grad der Sklerotisierung abnimmt (Fraenkel and Rudall 1940; Vincent and Ablett 1987).
Dass der Wassergehalt einen starken Einfluss auf die Materialeigenschaften von Insektenku-
tikula hat, gilt als erwiesen: Sowohl die Harte als auch der E-Modul nehmen mit steigendem
Wassergehalt ab (Vincent and Wegst 2004; Schoberl and Jager 2006; Vincent 2009). Trotz-
dem wurde der Einfluss des Wassergehaltes auf einzelne kutikulare Schichten mit einem un-

terschiedlichen Grad der Sklerotisierung bislang nicht untersucht.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist die Erlangung von Erkenntnissen zur Entwicklung marktfahiger

technischer IR-Sensoren, die von photomechanischen IR-Rezeptoren bei Melanophila-
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Kafern und Aradus-Wanzen abgeleitet sind. Fir die Verfeinerung und Weiterentwicklung des
bisherigen Konzeptes flr den technischen Sensor ist eine umfassende Untersuchung der
funktionellen Morphologie und der kutikularen Bestandteile der natlrlichen Rezeptoren uner-

lasslich. Konkrete Ziele dieser Arbeit sind daher:

- Die Ermittlung der dreidimensionalen Geometrie des IR-Rezeptors von M. acuminata. Eine
malstabsgetreue und prazise Rekonstruktion soll angefertigt werden, die die Geometrie, Vo-
lumina und Grenzflachen der einzelnen, fir die Funktion relevanten Rezeptorbestandteile

widergibt.

- Die Bestimmung der Materialeigenschaften von Kutikulatypen innerhalb der IR-Rezeptoren
bei M. acuminata und A. albicornis. Es sollen die Materialeigenschaften der verschiedenen
Kutikulatypen bei mdglichst natirlichem (quasi-nativem) Wassergehalt gemessen werden.
Hierbei soll auch die Hypothese getestet werden, dass der Wassergehalt die thermomecha-
nischen Eigenschaften von Kutikula definiert. Bisher war es nicht méglich, verschiedene Ku-
tikulatypen innerhalb einer quasi-nativen Probe systematisch zu testen. Daher liegt hier der
Schwerpunkt auch auf der Entwicklung einer Methode zur Untersuchung von Harte und E-

Modul einzelner kutikularer Doménen in quasi-nativen Kutikulaproben.

Letztlich soll aufgrund der Ergebnisse der oben genannten Untersuchungen ein

weiterentwickeltes Konzept fur neue, ungekihlte IR-Sensoren erstellt werden.
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2 Methoden

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Methoden dargestellt. Um eine mehr-
fache Beschreibung der Methoden zu vermeiden, wird zum Teil auf die Methodenbeschrei-

bungen der Fachartikel verwiesen, die Teil dieser Arbeit sind.

2.1 Licht- und Transmissionselektronenmikroskopie

Kutikulabereiche mit Infrarotrezeptoren von A. albicornis und Infrarotorgane von
M. acuminata wurden in gekUhltem Glutaraldehyd herausprapariert (3% Glutaraldehyd in
0,05 mol I'* Cacodylatpufferldsung, pH 7,1) und tber Nacht fixiert. Die IR-Organe wurden in
Puffer gewaschen, mit 1,5% Osmiumtetroxid im gleichen Puffer nachfixiert, durch eine auf-
steigende Ethanolreihe dehydriert und in Epon 812° eingebettet. Semi- (0,5-2 pm Dicke) und
Ultradiinnschnitte (ca. 100 nm Dicke) wurden mit einem Reichert Ultracut® Mikrotom ge-

schnitten. Hierbei wurde ein Diamantmesser benutzt (Diatome®).

Gefarbte Semidiinnschnitte wurden im Lichtmikroskop (Leitz DM RBE®) untersucht. Digitalfo-
tos der Schnitte wurden mit einer Digitalkamera (Nikon Coolpix 5000®) aufgenommen (siehe
hierzu 3.3.2.1 und 3.4.2.3). Ultradinnschnitte wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat kontras-
tiert und im Transmissionselektronenmikroskop (TEM) (Zeiss Libra 120) untersucht. Digitalfo-

tos wurden Uber eine integrierte Kamera aufgenommen.

2.2 Dreidimensionale Rekonstruktion des IR-Rezeptors von

M. acuminata

Es wurde eine Schnittserie von 200 Ultradinnschnitten durch ein Infrarotorgan von
M. acuminata angefertigt. Somit wurde die innere Kugel eines IR-Rezeptors vollstandig er-
fasst. Die Schnitte wurden kontrastiert, im TEM fotografiert und als jpeg-Dateien gespeichert.
Mit dem Bildbearbeitungsprogramm CorelDRAW X4° wurden die Bilder in Graustufen um-
gewandelt. Mit dem Bildverarbeitungsprogramm Adobe Photoshop® wurde anhand des MalR-
stabsbalkens der TEM-Bilder die Kantenlange eines einzelnen Pixels berechnet (14.77 nm).
Somit konnte die Schnittdicke in eine Anzahl von Pixeln umgerechnet werden (6,67 Pixel pro
Schnitt). Die Dateinamen der TEM-Bilder wurden ihrer Reihenfolge gemal in einer Textdatei

gespeichert (Anhang 8.2). Hier wurde der Abstand eines jeden Schnittes zum Beginn der
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Schnittserie in Pixeln angegeben, um die Schnittdicke in der Rekonstruktion beriicksichtigen

zu kénnen. Ungeeignete Schnitte wurden hierbei mit einbezogen.

Die Rekonstruktion des IR-Rezeptors wurde mit dem 3D-Rekonstruktionsprogramm AVIZO
6.00° erstellt. AVIZO legt wahrend der Erstellung ein Arbeitsskript an, in dem angewandte
Funktionen des Programms und speicherbare Zwischenergebnisse dargestellt werden
(Abbildung 2.2.1). Eine nachtragliche Bearbeitung eines Zwischenergebnisses bringt jedoch
stets das Verwerfen aller bis dahin bestehenden nachfolgenden Zwischenergebnisse mit

sich.

Zunachst wurde die Textdatei in AVIZO geladen. Uber die Funktion AlignSlices wurden
die Schnitte manuell an den jeweils benachbarten Schnitten ausgerichtet. Hierbei wurde Pri-
oritdt auf die korrekte Ausrichtung der inneren Kugel des IR-Rezeptors gelegt. Uber die
Funktion Label/Voxel wurden manuell die verschiedenen Materialien der inneren Kugel
(Exokutikula, Mesokutikula, Fluid) und die innervierende Dendritenspitze farblich markiert
und als unterschiedliche Materialtypen gespeichert. Durch das Anwenden der Funktion
Resample wurde die Voxelzahl vermindert und somit die Datenmenge reduziert. Hierdurch
wurde die Verarbeitungszeit in den folgenden Arbeitsschritten deutlich vermindert, und die
spatere grafische Darstellung der Rekonstruktion erfolgte wesentlich schneller. Uber die
Funktion SurfaceGen wurde nun die eigentliche dreidimensionale Rekonstruktion berechnet
und Uber die Funktion SurfaceView grafisch dargestellt. In der grafischen Darstellung kon-
nen alle gespeicherten Materialtypen entfernt, hinzugeflgt und zu einem beliebigen Grad
transparent dargestellt werden. Volumina und Oberflachen der einzelnen Materialtypen wur-
den Uber MaterialStatistics in der Einheit Pixel angezeigt und in die Einheit Kubikmeter

umgerechnet (Anhang 8.3).
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O Surfaceview [>

Abbildung 2.2.1 Arbeitsskript zur Erstellung einer 3D-Rekonstruktion in AVIZO 6.00%. Die griinen
Module sind speicherbare Zwischenergebnisse. Die roten Module stellen Funktionen des Programms
dar, die vorangegangene Zwischenergebnisse prozessieren und neue Zwischenergebnisse erzeugen.
Das gelbe Modul steht fiir die grafische Darstellung. (Screenshot aus Programm AVIZO®.)

2.3 Probenvorbereitung fir Rasterkraftmikroskopie und Nanoindentation

2.3.1 Einbettmedien

Far die Licht- und Transmissionselektronenmikroskopie (2.1) sowie fur die Nanoindentation
und Rasterkraftmikroskopie (englisch: Atomic force microscopy, AFM) an getrockneten Pro-
ben hat sich die Einbettung von Kutikulapraparaten in das Epoxidharzgemisch Epon 812
(Luft 1961) bewahrt. Es stellte sich jedoch heraus, dass dieses Epoxidharz bei Kontakt mit
Wasser innerhalb weniger Minuten eine "schleimige" Oberflache aufweist, was sowohl
Nanoindentationsversuche als auch topographische Untersuchungen in Wasser unmaoglich
macht. Es wurden daher verschiedene Einbettmedien (Anhang 8.1) unter Wasser getestet.
Das Epoxidharz "L" (Toolcraft®, Conrad Electronics) erwies sich schlieRlich als geeignet, da

hierin eingebettete Proben auch nach mehreren Stunden unter Wasser problemlos topogra-
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phisch abgebildet und indentiert werden kénnen. Seine dinnfliissige Konsistenz macht die
Einbettung von Kutikulaproben einfach, da selten Luftblasen an der Oberflache der Probe
verbleiben. Zudem hartet Epoxidharz "L" im Gegensatz zu Epon 812 bei Raumtemperatur
aus, wodurch eine Veranderung der Materialeigenschaften der Probe durch hohe Tempera-

turen ausgeschlossen werden kann.

Die Einbettung von Kutikulaproben in Epoxidharz macht es mdglich, die Morphologie und die
mechanischen Eigenschaften von Kutikulapraparaten umfassend an ein und derselben Pro-
be zu untersuchen (Abbildung 2.3.1). Die Verwendung von Epoxidharz "L" ermdglicht zusatz-

lich die Untersuchung der Topographie und der mechanischen Eigenschaften in Wasser.

2.3.2 Praparation, Einbettung und Anschneiden der Proben

Relevante Kutikularegionen wurden in Wasser aus dem lebenden Insekt prapariert, luftge-
trocknet und in Epoxidharz "L" eingebettet. Nach 24 Stunden war das Epoxidharz ausgehar-
tet. Die Probenbléckchen wurden mit UHU Schnellfest® auf AFM-Halterplatten (Stahl, 15 mm
Durchmesser) aufgeklebt und mit einer Diamantfrase (TM 60°, Reichert) bis zur gewiinsch-
ten Hohe abgefrast. Die Hohe der Probenbldckchen ist durch die Wandhdhe der Fluidzellen
fur Rasterkraftmikroskopie (6 mm) und Nanoindentation (3 mm) in Wasser begrenzt
(Abbildung 2.3.1). Um die Anschnittflache fur das anschlieRende Schneiden am Mikrotom zu
verkleinern, wurden die oberen Kanten des Blockchens mit der Frase getrimmt. Semidinn-
schnitte (0,5-2 ym Dicke) wurden am Mikrotom mit einem Diamantmesser abgetragen, ange-
farbt und mikroskopisch untersucht, bis die gewlnschte Struktur auf der Probe erreicht war.
Abschliellend wurde die Oberflache des Blockchens durch das Anfertigen einiger Ultradinn-
schnitte (ca. 100 nm Dicke) poliert (siehe hierzu 3.3.2.1 und 3.4.2.3).
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A6 mm max bei Rasterkraftmikroskopie in Wasser
v3 mm max bei Nanoindentation in Wasser

Rasterkraftmikroskopie Nanoindentation

Lichtmikroskopie
|

Abbildung 2.3.1 Umfassende Untersuchung von Morphologie, Ultrastruktur und mechanischen Eigen-
schaften von Insektenkutikula anhand eingebetteter Proben. Oben: Poliertes Probenblockchen, aufge-
klebt auf Halterplatte. a Lichtmikroskopische Abbildung eines Semidiinnschnittes (2 um Dicke).
b Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahme eines Ultradiinnschnittes (ca. 100 nm
Dicke). ¢ Rasterkraftmikroskopisch gemessene Topographie der Probenoberfldche, dreidimensionale
Darstellung. d Pyramidaler Eindruck nach Eindriickversuch mit dem Nanoindenter, abgebildet durch
Topographie-Scan mit der Nanoindenterspitze. Rasterkraftmikroskopie (¢) und Nanoindentation (d)
wurden sowohl in Luft (hier gezeigt) als auch in Wasser durchgefiihrt. Préparate: a-¢ M. acuminata,
jeweils zentral angeschnittener IR-Rezeptor. d Locusta migratoria, Querschnitt der Kutikula der Ster-
nalplatte. MaB3stabsbalken 2 pm.

2.4 Rasterkraftmikroskopie

2.41 Messprinzip

Die Rasterkraftmikroskopie ist eine Methode zur mechanischen Abtastung von Oberflachen,
wobei idealerweise Auflésungen im Nanometerbereich erreicht werden koénnen. Bei der
Messung wird eine sehr feine Spitze mit Hilfe von lateralen Piezo-Stellelementen zeilenweise
Uber einen zuvor festgelegten Bereich der Probenoberflache bewegt. Die an einer Blattfeder
(Cantilever) befestigte Spitze tastet die Oberflache zeilenweise ab (rastern, scannen). Hier-
bei wird durch die Oberflachenstruktur der Probe der Cantilever je nach Position auf der Pro-
be unterschiedlich weit durchgebogen (Kontaktmodus, s.u.). Uber die mit Gold bedampfte
Oberseite des Cantilevers wird ein Laserstrahl auf einen Viersegment-Photodetektor reflek-
tiert (Abbildung 2.4.1). Vor Beginn der Messung wird der Strahl so justiert, dass der Laser-
punkt auf die Mitte des Photodetektors trifft, und somit alle Segmente den gleichen Photo-
strom liefern. Die Durchbiegung des Cantilevers fihrt zu einer vertikalen Auslenkung des La-

serstrahls auf dem Photodetektor (Lichtzeigerprinzip). Der Unterschied der Summen der
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Photostrome (die beiden oberen gegen die beiden unteren Segmente) wird ermittelt und an
die Regelungselektronik geleitet. Diese legt eine Spannung an den z-Piezo (H6henregulie-
rung) an, sodass der Piezo die Hohe des Cantilevers korrigiert bis der Laserstrahl wieder die
Mitte des Photodetektors trifft.

Viersegment -Photodetektor

\\ / \\ \\

%
[o%
()
2
()
o
A

Regelungselektronik

Hohenregelung
Uber Piezo

Probe

Abbildung 2.4.1 Messprinzip des Rasterkraftmikroskops. (Verdandert nach Kaupp 2006.)

Die in dieser Arbeit vorgestellten bildgebenden Messungen wurden ausschliefdlich im Kon-
taktmodus durchgeflihrt. Hierbei steht die Messspitze in direktem mechanischem Kontakt mit
der Probenoberflache. Zwischen den Elektronenhillen der Atome der Messspitze und jenen

der Probenoberflache entsteht dabei eine starke elektrostatische Abstoliung (Pauli-Prinzip).

Es wurde im Constant Force Mode gearbeitet. Hierbei wird die Kraft, mit der die
Cantileverspitze auf dem Substrat aufliegt, vorgegeben (Current Setpoint). Ein Piezo-
Stellelement steuert die Hohe des Cantilevers Uber der Probe so, dass die auf die Spitze
wirkende Kraft und damit die Durchbiegung des Cantilevers maoglichst konstant bleibt. Andert
sich also wahrend des Scan-Vorgangs die Hoéhe der Probenoberflache unter der Spitze, so
wird der Cantilever ausgelenkt und dessen Hohe Uber einen Regelkreis nachgeregelt. Das
gemessene Signal (proportional zur Kraft) wird als Ist-Wert dem Regler zugefihrt und durch
die H6henanderung des Cantilevers an den Sollwert angepasst (Abbildung 2.4.1). Aus der
Information der Nachregelung (Spannung am z-Piezo) wird dann die Topographie der Pro-
benoberflache berechnet. Durch die Zuordnung von Falschfarben zu den einzelnen Mess-

punkten wird die Topographie bildlich dargestellt.
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2.4.2 Topographische Untersuchungen unter Wasser

Fir die rasterkraftmikroskopische Untersuchung von Kutikulaproben in Wasser wurde der
AFM-Messkopf mit einem Cantilever-Halter (Bruker®) fiir Messungen in Fluid ausgeriistet
(Abbildung 2.4.2 a, Inset). Hierdurch wird die Elektronik des Messkopfes vor dem Wasser
geschutzt. Fur Laser und Optik befindet sich ein Glasfenster oberhalb der Cantileverspitze.
Die Messungen wurden in einer hierzu speziell angefertigten Fluidzelle (Abbildung 2.4.2 b)
durchgefuhrt. Die Proben wurden zunachst im getrockneten Zustand untersucht. Anschlie-
Rend wurden sie durch das Einfullen von Wasser in die Fluidzelle rehydriert (erlangten ihren
vollen Wassergehalt) und wurden daraufhin in einem sogenannten quasi-nativen Zustand
untersucht (siehe hierzu 3.3.2.2 und 3.4.2.4).

Abbildung 2.4.2 Rasterkraftmikroskopie in Wasser. a AFM-Messkopf, ausgeriistet mit Fluid-
Cantileverhalter und blauer Dichtung liber Fluidzelle (ohne Wasser gezeigt). Kamera (K). Inset:
Fluid-Cantileverhalter mit Dichtung (Ansicht Unterseite). Cantilever (Pfeil), Fenster fir Laser und
Kameraoptik (Pfeilkopf). b Fluidzelle (Aufsicht) aus Plexiglas, innere Wandhohe 9 mm. Im Boden
befindet sich eine Vertiefung von 1 mm (Stern) zum Fixieren der Halterplatte mit der Klemmvorrich-
tung. Uber den Vorsprung (Pfeil) wird mit einer Spritze Wasser in die Fluidzelle gegeben. MaRstabs-
balken 5 mm.
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2.5 Nanoindentation

Die Nanoindentation ist eine zuverlassige Methode zur Bestimmung der mechanischen Ei-
genschaften von sehr kleinen Materialvolumina. Hierzu wird eine Diamantspitze mit bekann-
ter Geometrie in die zu prifende Oberflache hineingedrickt (Oliver and Pharr 1992). Wah-
rend des Messvorgangs werden gleichzeitig die applizierte Eindringkraft und der Eindring-
weg der Diamantspitze gemessen. Durch die bekannte Geometrie der Prufspitze und den
aus der Messung resultierenden Kraft-Weg-Kurven kénnen die Harte und der E-Modul des

zu untersuchenden Materials bestimmt werden.

Urspriingliche Oberflache

\ 4
Indenter
¥ / =

nach Belastung

¥ wahrend Belastung

Abbildung 2.5.1 Schematische Darstellung verschiedener Phasen des Eindriickprozesses. Die Kontakt-
fliche bei maximaler Belastung ist rot markiert. (Verdndert nach Oliver und Pharr 1992.)

Die Harte (H) ist die maximale Eindringkraft (F,,.,) geteilt durch die Kontaktflache (4):

Fmax

H =
A

Die Kontaktflache lasst sich berechnen tber

A=k-h,
wobei h,. die Kontakitiefe und k eine geometrische Konstante der Indenterspitze ist (bei
Berkovich-Spitzen betragt sie 24,5). Mit dem Nanoindenter kann stets nur die maximale Ein-

dringtiefe h,, ., gemessen werden (Abbildung 2.5.1). Die tatsachliche Kontakttiefe h. ergibt

sich aus
he = hpax — hs
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wobei hg die elastische Auslenkung der Probenoberflache am dufleren Rand der Kontaktfla-
che ist (Abbildung 2.5.1). h, ist sowohl von der Geometrie der Indenterspitze als auch von

den Materialeigenschaften der Probe abhangig und Iasst sich wie folgt berechnen:

Hierbei ist ¢ eine geometrische Konstante des Indenters (Oliver and Pharr 1992; Hay and
Pharr 2000). S ist die experimentell bestimmte Kontaktsteifigkeit des untersuchten Materials,

welche der Steigung am oberen Anfang der Entlastungskurve entspricht.

Der reduzierte E-Modul E, lasst sich wie folgt berechnen:

g, = VT
T_ZB\/Z

Hierbei ist B eine von der Indentergeometrie abhangige Konstante (1.034 bei Berkovich-
Spitzen) (Oliver and Pharr 1992; Hay and Pharr 2000). Da auch die Elastizitat des Indenters
die Messung des E-Moduls beeinflusst, kann der Nanoindenter stets nur der reduzierte E-
Modul E, messen, wie folgende Gleichung zeigt:

1 (1—vp2)+(1—vi2)

E, E, E;

Hierbei ist v, die Poissonzahl der Probe und E, der E-Modul der Probe. v; und E; sind die
entsprechenden Werte fur den Indenter. Die Poissonzahl ist definiert als negatives Verhaltnis
aus relativer Dickenanderung zur relativen Langenanderung unter Einwirkung einer aulteren
Kraft. Aufgrund des sehr hohen E-Moduls der in dieser Arbeit verwendeten Diamantspitze
(1141 GPa (Oliver and Pharr 1992)) wird der Term (1 — v;2)E; ! sehr klein und kann daher
vernachlassigt werden. Im Folgenden wird E, daher der E-Modul genannt, auch wenn streng

genommen der reduzierte E-Modul gemeint ist.

Die Kontaktflache ist eine ausschlaggebende GroRe fur die Berechnung von E-Modul und
Harte. Theoretisch lasst sie sich fur jede Eindringtiefe leicht berechnen (Aueo=24,5 h 2 bei
Berkovich-Spitzen). Jedoch weicht die tatsachliche Spitzengeometrie von der idealen Geo-
metrie ab, da die Spitze immer eine gewisse Rundung aufweist, und der Radius der Spitze
durch Abnutzung der Spitze zunimmt (Kaupp 2006). Zur Erstellung einer Kontaktflachenfunk-
tion (area function) werden Messungen mit verschiedenen Eindringkraften und somit ver-

schiedenen Eindringtiefen auf einer Eichprobe mit bekannter Harte und E-Modul durchge-

22



Methoden

fuhrt. Zu jeder Messung wird hierbei die Kontaktflache berechnet. Die berechneten Kontakt-
flachen werden als Funktion der entsprechenden Kontakttiefen aufgetragen und anschlie-

Rend wird die folgende Funktion angefittet:
A= Coh® + Cihy + CohY? + C3hY* + C,hY® + CshY e
Anhand der in dieser Funktion enthaltenen Konstanten (C,-Cs) kann nun auch auf Proben mit

unbekannten Materialeigenschaften fir jede ermittelte Kontakttiefe h,. die entsprechende

Kontaktflache ermittelt werden. Somit lassen sich Harte und E-Modul bestimmen.

Der prinzipielle Aufbau des Nanoindentationsversuchs und die Funktionsweise des

Nanoindenters kann aus Abbildung 2.5.2 ersehen werden.

Kraft +Weg Kraft +Weg NI
NI-Messkopf = | NI-Controller ’ .
— — Computer

Dreiplattenkondensator —— |

Aufhangung an Federn ——
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Abbildung 2.5.2 Schematischer Aufbau des Nanoindentationsversuchs. Der Nanoindentations (NI)-
messkopf wird auf einer AFM-Stage angebracht. Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung an
den Dreiplattenkondensator des Messkopfes entsteht eine Kraft auf die mittlere Kondensatorplatte.
Hierdurch wird der Stift mit der Diamantspitze in die Probenoberflache gedriickt. Die Verschiebung
der mittleren Kondensatorplatte bewirkt eine Kapazititsinderung der beiden Teilkondensatoren. Hier-
durch lassen sich Kraft und Eindringtiefe bestimmen. Uber im Messkopf integrierte Piezos ist ein
Scannen der Probenoberfliche moglich. Wéhrend des Scannens versorgt der NI-Controller das AFM-
System mit Informationen liber die Auflagekraft, sodass die Hohe der Spitze nachgeregelt werden
kann. Vor jedem Eindriickversuch wird der Indenter iiber die Piezos auf der Probe positioniert.

2.5.1 Messungen unter Wasser

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Nanoindentationsexperimenten erstmalig systematisch

verschiedene Kutikulatypen innerhalb rehydrierter Kutikulaproben getestet. Im Gegensatz
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zur Probenvorbereitung fir die Licht- und Transmissionselektronenmikroskopie wurden die
Praparate in Epoxidharz "L" eingebettet (2.3.1). Dies ermdglichte Messungen an rehydrierten
Proben in Wasser. Weiterhin wurden hierzu eine Berkovich-Spitze fir Messungen in Fluid
und eine Fluidzelle (Figure 3.3.1 a) benutzt. Zur Durchfihrung der Indentationsexperimente
an rehydrierten Proben siehe 3.3.2.2 und 3.4.2.4.

24



3 Ergebnisse

Nachfolgend werden in 3.1 die Ergebnisse der Rekonstruktion dargestellt. Die Teile 3.2 und
3.3 sind publizierte Fachartikel. Bei 3.4 handelt es sich um ein bislang nicht verdéffentlichtes

Manuskript. Es wird zwischen den einzelnen Ergebnisteilen Ubergeleitet.

3.1 Dreidimensionale Rekonstruktion der inneren Kugel des IR-

Rezeptors von M. acuminata

Die auf TEM-Aufnahmen basierende Rekonstruktion (Abbildung 3.1.1) zeigt die komplexe
dreidimensionale Anordnung der Fluidkanale innerhalb der inneren Kugel des IR-Rezeptors
von M. acuminata. Von der Druckkammer ausgehend verzweigen sich die Kavitaten in dista-
ler Richtung (Abbildung 3.1.1 a,b). Nahezu das gesamte Volumen der Fluidkanale liegt in-
nerhalb des mesokutikularen Kerns der Kugel (vgl. Abbildung 3.1.1 b,c) und bilden mit ihm
zusammen das mikrofluidische Zentrum. Die Fluidkanale distal der Druckkammer bilden ein
dichtes Geflecht in der seitlichen Peripherie des mikrofluidischen Zentrums. Im Zentrum des
mikrofluidischen Kerns kommen dagegen keine Fluidkanale vor. Somit bilden die Druck-
kammer und die Fluidkanale eine kelchartige Anordnung (Abbildung 3.1.1 Inset). Zum Teil
liegen kleine fluidgeflllte Kavitaten, insbesondere im distalen Bereich des mikrofluidischen

Zentrums, isoliert voneinander vor (Abbildung 3.1.1 b).

Die Druckkammer wird basal von der Dendritenspitze eines mechanosensitiven Neurons pe-
netriert. Das mikrofluidische Zentrum ist von einem exokutikularen Mantel umgeben
(Abbildung 3.1.1 b,c). Zwischen dem birnenférmigen kleinen Kern aus Exokutikula (Schmitz
et al. 2007) und der umgebenden Mesokutikula konnte auf den entsprechenden TEM-
Aufnahmen keine klare Trennung erkannt werden. Daher wurde der kleine zentrale Kern in

der Rekonstruktion nicht bericksichtigt.

Die berechneten Volumina der einzelnen Materialien der Rekonstruktion sind in Tabelle 3.1.1
dargestellt. Fiir die Umrechnung von Voxel (dreidimensionales Aquivalent zum zweidimen-
sionalen Pixel) zu Kubikmikrometer siehe Anhang 8.3. Die Kontaktflache zwischen den fluid-

gefilllten Kavitaten und der umgebenden Kutikula betrégt 972 pm?>.
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Abbildung 3.1.1 Dreidimensionale Rekonstruktion der inneren Kugel des IR-Rezeptors von
M. acuminata. a TEM-Aufnahme eines Schnittes im Zentrum des IR-Rezeptors, gezeigt an seiner Po-
sition innerhalb der Rekonstruktion. b Die Kavitdten des mikrofluidischen Zentrums (blau) bilden die
basal gelegene Druckkammer (Figure 3.2.2) und die sich nach distal verzweigenden Fluidkanélen. Die
Druckkammer wird basal von der Dendritenspitze eines mechano-sensitiven Neurons (rot) penetriert.
Exo- und Mesokutikula sind transparent dargestellt. Inset: Laterale Bereiche der fluidgefiillten Kavita-
ten (blau) wurden in Betrachtungsrichtung vor und hinter dem Dendriten (rot) entfernt. ¢ Lage der Me-
sokutikula (griinlich-transparent), dargestellt ohne Kavititen. Der innervierende Dendrit ist rotlich-

transparent dargestellt, die Exokutikula farblos-transparent.

Tabelle 3.1.1 Volumina einzelner Materialien der 3D-Rekonstruktion der inneren Kugel des /R-

Rezeptors von M. acuminata

Material Volumen [um?] Volumenanteil [%)]
Exokutikula 1469 80
Mesokutikula 337 18
Kutikula gesamt 1806 98
Fluid 36 2
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Uberleitung

Um das Funktionsprinzip des biologischen Rezeptors in einem technischen IR-Sensor um-
zusetzen, bedarf es der Analyse der Materialeigenschaften des biologischen Vorbildes. In
der nachfolgenden Studie "Infrared receptors in pyrophilous ("fireloving") insects as model for
new un-cooled infrared sensors" wurden daher unter anderem die mechanischen Eigen-
schaften von verschiedenen Kutikulatypen innerhalb des IR-Organs von M. acuminata be-
stimmt. Zusammen mit den Ergebnissen aus morphologischen Untersuchungen lasst sich
die grundlegende Funktionsweise der IR-Rezeptoren von A. albicornis und M. acuminata ab-

leiten.

Das Funktionsprinzip der photomechanischen IR-Perzeption wird in ein vereinfachtes techni-
sches Sensor-Modell umgesetzt. Analytische Berechnungen werden genutzt, um thermische

und mechanische Effekte im abgeleiteten Sensormodell abzuschatzen.
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3.2 Infrared Receptors in pyrophilous (“fire-loving”) Insects as Model

for new uncooled Infrared Sensors

David Klocke, Anke Schmitz, Helmut Soltner, Herbert Bousack, and Helmut Schmitz

Published in: Beilstein Journal of Nanotechnology 2011, 2, pp. 186-197

Abstract

Beetles of the genus Melanophila and certain flat bugs of the genus Aradus approach forest
fires. For the detection of fires and of hot surfaces the pyrophilous species of both genera
have developed infrared (IR) receptors, which have developed from common hair mechano-
receptors. Thus this type of insect IR receptor has been termed photomechanic and shows
the following two special features: (i) the formation of a complex cuticular sphere consisting
of an outer exocuticular shell as well as of a cavernous microfluidic core. (ii) The enclosure of
the dendritic tip of the mechanosensitive neuron inside the core in a liquid-filled chamber.
Most probably a photomechanic IR sensillum acts as a microfluidic converter of infrared ra-
diation into an increase in internal pressure inside the sphere, which is measured by a
mechanosensitive neuron.

A simple model for this biological IR sensor is the Golay sensor, which is filled with a liquid
instead of gas. Here the absorbed IR radiation results in a pressure increase of the liquid and
the deflection of a thin membrane. For the evaluation of this model analytical formulas are
presented, which permits the calculation of the pressure increase in the cavity, the deforma-
tion of the membrane and the time constant of an artificial leak to compensate ambient tem-
perature changes. Some organic liquids with high thermal expansion coefficients may im-

prove the deflection of the membrane compared to water.

3.2.1 Introduction

Fire loving (pyrophilous) insects depend on forest fires for their reproduction. Such insects
approach ongoing fires and invade the burnt area immediately after a fire. For the long-range
navigation toward a fire as well as for the short-range orientation on a freshly burnt area
these insects have special sensors for smoke and infrared (IR) radiation. Whereas the olfac-
tory receptors for smoke are located on the antennae, the IR receptors are housed in extra-
antennal sensory organs, which can be found on the thorax or on the abdomen. In the pyro-
philous beetle Melanophila acuminata infrared receptors and their associated sensory neu-
rons are derived from mechanoreceptors (Schmitz et al. 2007). Unlike other mechanosen-

sory neurons, IR sensitive neurons directly send their information to be processed centrally
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(e.g. by the brain) rather than locally in their respective ganglia of origin (Gronenberg and
Schmitz 1999). It is suggested that smoke — derived odours and IR information converge on
descending brain neurons which, in turn, control and direct flight toward the forest fire.

Two genera of jewel beetles (family Buprestidae) can be classified as pyrophilous: About a
dozen species of the genus Melanophila, which are distributed nearly all over the world ex-
cept for Australia, and the “fire-beetle” Merimna atrata, which is endemic to Australia
(Poulton 1915; Schmitz and Schmitz 2002). Despite the fact that Melanophila and Merimna
show nearly the same behaviour and belong to the same family of jewel beetles, their IR re-
ceptors are totally different from each other.

On the freshly burnt area, the males of both genera often stay on the stems of trees close to
burning or glowing wood or hot ashes. As soon as they become aware of a conspecific fe-
male, they try to copulate vigorously. After mating, the females deposit the eggs under the
bark of burnt trees. The main reason for the pyrophilous behaviour is that the wood-boring
larvae of Melanophila and Merimna can only develop in the wood of burnt trees (Apel 1989;
Schmitz and Schmitz 2002);. As a morphological speciality both pyrophilous buprestid gen-
era are equipped with antennal smoke receptors and thoracic or abdominal IR organs
(Schmitz and Bleckmann 1997; Schitz et al. 1999; Schmitz et al. 2001; Schmitz and Trenner
2003).

Another pyrophilous beetle can be found in Australia: the “little ash beetle” Acanthocnemus
nigricans (family Acanthocnemidae). This inconspicuous beetle is only 4 mm long and highly
attracted by hot ashes. However, its biology is nearly unknown. Obviously, Acanthocnemus
also depends on fires for its reproduction and is equipped with a pair of sophisticated protho-
racic IR receptors (Schmitz et al. 2002; Kreiss et al. 2005). Recently, IR receptors have also
been discovered in a few pyrophilous members of the flat bug genus Aradus (Heteroptera,
Aradidae) (Schmitz et al. 2010). With respect to morphology and function, the IR receptors of
Aradus bugs are very similar to those described in Melanophila beetles. Consequently, fire
detection is the compelling precondition for the survival of all pyrophilous insect species men-
tioned above. However, the outbreak of a forest fire is highly unpredictable. Therefore, pyro-
philous beetles and bugs should be able to detect fires from distances as large as possible.
Furthermore, when flying over a burnt area in search for a landing ground, the small insects
have to avoid “hot spots” with dangerous surface temperatures above about 60° Celsius.
Especially the so-called photomechanic IR receptors of Melanophila beetles and Aradus
bugs seem to be suitable as models for new uncooled IR receptors. In the present paper we
focus on structure and function of the biological model as well as on the design and theoreti-

cal evaluation of a technical photomechanic IR sensor.
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3.2.2 Results

3.2.21 The photomechanic IR receptors in pyrophilous beetles and bugs

Structure and material properties of photomechanic IR receptors

Structure and function of photomechanic insect IR receptors have been best studied in
Melanophila beetles, which inhabit the palaearctic as well as the nearctic parts of the world.
As a special behavioural feature, beetles of both sexes approach forest fires because their
brood depends on burnt wood as larval food (Champion 1909; Linsley 1943; Evans 1962;
Apel 1989). Therefore, it has to be postulated that the sensory organs, which are used for fire
detection, have been subjected to a strong evolutionary pressure especially with regard to
sensitivity. The single IR receptors (called sensilla in insects) are situated in two pit organs,
which are located on the third thoracic segment. Each IR organ houses about 70 IR sensilla,
which are closely packed together at the bottom of the pit (Vondran et al. 1995) (Figure 3.2.1

a).

Figure 3.2.1 Infrared receptors in Melanophila beetles (A) and pyrophilous bug species of the genus
Aradus (B). In Melanophila about 70 dome-shaped IR receptors (shown below) are densely packed at
the bottom of a thoracic pit (indicated in red and by arrow). In Aradus bugs about a dozen IR receptors
(indicated in red and shown below) are interspersed between mechanosensory bristles on the first tho-
racic segment (arrow) of the bug.
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In pyrophilous bugs of the genus Aradus, about a dozen IR sensilla are located on the lateral
sides (the so-called propleurae) of the prothorax (Figure 3.2.1 b). Here, receptors are loosely
interspersed between the common hair mechanoreceptors, which cover the entire outer body
surface of the bug (Schmitz et al. 2010) (Figure 3.2.1 b).

From the outside, a single IR sensillum in Melanophila beetles and Aradus bugs can be rec-
ognized by a hemispherical dome with a diameter of about 12 — 15 ym. The dome consists of
a thin cuticle, which represents the outer boundary of a spherical internal cavity. The cavity is
almost completely filled with a tiny cuticular sphere with a diameter of about 10 um (Figure
3.2.2 a,b). Based on transmission electron microscopical observations, is has been de-
scribed that the internal sphere consists of at least two different zones: (i) an outer lamellated
zone consisting of exocuticle. The lamellated appearance is caused by many layers of chitin
fibres with a periodically changing orientation, and (ii) an internal microfluidic core. From be-
low, the sphere is innervated by a single sensory cell. The outermost tip of the sensory den-
drite is anchored in the fluidic core. All morphological as well as all physiological data avail-
able so far have demonstrated, that this cell is a ciliary mechanoreceptor (Vondran et al.
1995; Schmitz et al. 2007; Schmitz et al. 2010).

Local testing of different cuticular regions of the Melanophila sensillum with a nanoindenter
has revealed that the mechanical properties of the exocuticular shell of the sphere and the
mesocuticle of the microfluidic core are different. Modulus as well as hardness of the shell
are significantly higher (Figure 3.2.2 c¢,d). Interestingly, modulus and hardness of reference
mesocuticle outside the IR pit organs is much higher than those of the mesocuticle inside the

sphere.This points to a specialization of the material inside the sphere.
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Figure 3.2.2 Schematic drawings of single IR receptors of Melanophila (A) and Aradus (B). 1: outer
exocuticle; 2: exocuticular shell of the inner sphere; 3: microfluidic core; 4: tip of mechanosensory
dendrite. For the Melanophila sensillum a topographical scan made with the tip of the nanoindenter is
also shown on the left. Arrows point to indentations in the exocuticular shell of the sphere (IR Exo in
C and D) and in the mesocuticle of the core (IR Meso in C and D). C and D: E-Modulus and hardness
of different regions of the Melanophila sensillum. 20 indents were made in each region.

3.2.2.2 Receptor function

Currently, two models of sensillum function can be found in the literature. However, these
models are inconsistent with each other. (i) More than 12 years ago a so-called photome-
chanic principle was established (Schmitz et al. 1997; Schmitz and Bleckmann 1998). The
authors proposed that the biomolecules (i.e. proteins and chitin) of the cuticular sphere
strongly absorb mid-IR radiation. In a way not described in detail, the resulting thermal ex-
pansion of the cuticular sphere is measured by the mechanoreceptor. (ii) Assuming the pres-
ence of a large air-filled cavity inside the sphere, Evans (Evans 2005) proposed in the sec-
ond model that IR radiation enters this cavity by a small apical waveguide with a diameter of
about 1.5 pm. Due to the absorption of IR photons at the inner cuticular walls of the cavity;
the enclosed air is heated up and expands. In a way not further specified the resulting in-
crease in gas pressure should stimulate the mechanoreceptor.

First of all our recent findings have clearly demonstrated that the thoracic infrared (IR) sen-

silla of the pyrophilous jewel beetle Melanophila acuminata most likely have evolved from
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hair mechanoreceptors (sensilla trichodea) (Schmitz et al. 2007). Hair mechanoreceptors,
which can be found in any insect, have a bristle of different length. In insects the pressure—
sensitive dendrite of a single mechanosensitive sensory cell innervates the base of the bris-
tle. As a result, even a slight bending of the bristle stimulates the tip of the dendrite. Com-
pared to a hair mechanoreceptor, a photomechanic IR sensillum in Melanophila beetles and
Aradus bugs shows the following special features (Figure 3.2.2): (i) the formation of a com-
plex cuticular sphere instead of the bristle; the sphere consists of an outer hard exocuticular
shell as well as of an inner relatively soft cavernous mesocuticular part forming a microfluidic
core inside the sphere. (ii) The enclosure of the dendritic tip of the mechanosensitive neuron
inside the inner core in a liquid-filled chamber. Most probably, IR radiation absorbed by the
proteins, the chitin fibres, and the water of the sensillum heats up the sphere, which immedi-
ately causes thermal expansion especially of the liquid inside the microfluidic core. Because
the shell of the sphere consists of stiff exocuticle additionally reinforced by many layers of
chitin fibres, the only compliant structure in the sphere is the membrane of the tip of the
mechanosensitive dendrite. Due to the air filled tracheal system inside the beetle’s body
most of the cell body of the mechanosensitive cell always is at ambient pressure. Only the
outermost tip of the sensory dendrite of the mechanosensor (cf.Figure 3.2.2) is enclosed in-
side the sphere. Therefore any increase in pressure inside the sphere will cause a cross
compression of the dendritic tip which is compensated by the cell volume below the sphere.
By deflection of the dendritic membrane in the range of a few nanometers, stretch-activated
ion channels will be opened. Hence we propose that an IR sensillum acts as a microfluidic
converter of infrared radiation into an increase in internal pressure inside the sphere, which is
measured by the mechanosensitive neuron. The principle of transforming IR radiation into a
bioelectrical signal has been termed photomechanic. Although it has not been observed that
the Melanophila beetles turn right and left in flight to search for incoming IR radiation it has
been proposed that beetles approach a fire by so-called tropotaxis (i.e. by comparing the in-
put of two symmetrically arranged receptors on either side of their body). Most probably pho-
tomechanic IR sensilla have been developed independently in beetles and bugs. This pro-
vides strong evidence that mechanoreceptors are promising candidates for the development
of IR sensors. Because the products of the evolutionary process are very similar in Melano-
phila beetles and Aradus bugs, it can be proposed that a photomechanic IR sensillum repre-

sents an optimized biological sensory system for mid IR radiation.
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3.2.2.3 Model for the IR-receptor
Golay sensor
After the clarification of the function of the biological IR sensor of the beetle we analyze its
principle mathematically to be able to design a technical sensor. For this purpose we investi-
gate the pneumatic Golay sensor (Golay 1947) as a simple model, see Figure 3.2.3. This
sensor consists of an internal gas-filled cavity, which is closed on one side by a window and
on the other side by a thin membrane. IR-radiation enters through the window and heats up
the gas by absorption. The deflection of the membrane caused by the expanding gas can be
read out by an optical system (Golay 1947), a capacitive detector (Chevrier et al. 1995), or a
tunneling displacement transducer (Kenny 1996). To enhance the IR-absorption in the gas
the cavity is equipped with an additional absorber. Reflecting walls of the cavity are another
means to enhance the absorption. The temperature changes of the liquid caused by the ab-
sorbed IR-radiation are in the range of mK. Therefore, it is absolutely necessary to integrate
a leak, which compensates slow variations of the ambient temperature in the range of a
few K.

Gas-filled Cavity

IR-Window Membrane Housing

IR-Absorber Optical Read-out
System
Compensation Leak
Figure 3.2.3 Principle of a gas-filled Golay sensor with optical read-out. Explanations see text.

Sensor model of the IR-receptor

The model of the sensor, which we want to analyze, is shown in Figure 3.2.4. Similar to the
sensillum the sensor contains an internal water-filled cavity, which is etched into a silicon wa-
fer. The cavity is closed on the one side by a window (Suprasil, (Heraeus Quarzglas)) and on
the other side by a thin silicon membrane. The IR radiation being absorbed produces a
change in pressure or volume, respectively, due to the change of the state of the water. The
deflection of the membrane caused by this pressure increase can be read out by e.g. a ca-

pacitive detector or a tunneling displacement transducer.
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Compensation Leak

Liquid-filled Cavity

Deformed Membrane

Figure 3.2.4 Comparison of the sensillum (left) with the model of the sensor (right).

Pressure increase of the cavity and deflection of the membrane

For calculating the change of the liquid pressure in the cavity based on the temperature pro-
file the equation of state must be solved. Because the pressure in the cavity depends upon
the two independent variables temperature and volume, its total change is given by

1

AP=p-AT ——— AV (1)
K-V

mean

with AP: Pressure increase, B = (0P/dT)y : isochoric tension coefficient, AT ean: mean tem-
perature increase averaged over the cavity volume, k = -(1/V)-(6V/0P)r : isothermal compres-
sion coefficient, V: volume of the cavity, AV: volume increase. For water (25 °C, 1 bar) B =
5.68-10° Pa/K and k = 4.5-10"° 1/Pa (Lyde 2004).

The increase of the volume AV of the cavity is due to the tiny deflection of the membrane.
The deflection y of this membrane caused by a pressure difference can be calculated as a
function of the radial distance r with the shell theory (Szabo 2001)
y(r) = 64D
__Et
12-(1-v?)

AP (R2 _p? )2
(2)

with R: radius of the membrane, D: flexural stiffness of the membrane, E: Young’s modulus

of elasticity, tp: thickness of the membrane, v: Poisson’s ratio.

Equation 2 is a good approximation for small membrane deflections, normally ymax/t, < 1. The
volume AV can be calculated in relation to the pressure increase AP by using Equation 2
_RCAP-(1-v?)

AV s
16-E-t}

3)
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The combination of Equation 2 and Equation 3 yields a relationship for AP, which considers

the influence of temperature and volume.

AP — ﬁ : ATmean
1+.02
HC
j AT(2) - dz (4)
ATmcan = 0—
HC
o~ R*-(1-v?)

C16-E-t,) He -k
with Hc : height of the cylindrical cavity, AT(z) : temperature as a function of the axial coordi-

nate z of the cavity and time, AT .an: mean temperature increase averaged over the cavity

The factor Q characterizes the change of state of the liquid inside the cavity due to a tem-
perature increase: For Q — 0, which corresponds to an extremely hard membrane, the
change of state is isochoric with a maximal pressure difference. For Q — «, as for an ex-
tremely soft membrane, the change of state is isobaric with maximal volume increase. The
transition between these two cases is at Q ~ 1. The maximal deflection y..x of the circular
membrane can be calculated as a function of the factor Q from using the Equations 2 and 4.

3.0-0-AT, -H,.
— mean 5
Y max o (9)

with o = -k : isobaric thermal expansion coefficient
The Equations 4 and 5 can be also used for a gas-filled cavity. In this case the isochoric ten-
sion coefficient § and the isothermal compression coefficient kK can be calculated from the
ideal gas law

P-V.=m-R,-T (6)

with m: mass of gas in the cavity, Rg: individual gas constant

Using Equitation 6 yields for the isochoric tension coefficient 3, the isothermal compression

coefficient k and the isobaric thermal expansion coefficient a
oP P
or), T

K:_L(a_\’) Lo
vier), " p
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When the change of state is small compared to the initial state T, = 300 K and P, = 10° Pa,
these values results in = 330 Pa/K, k= 1.0 -10®° 1/Paand o = 3.3 -10° 1/K.

The calculation of the mean temperature increase AT ean in Equation 4 depends strictly on
the boundary conditions. When a adiabatic cavity is assumed without any heat loss through
the glass window or the cavity wall the highest possible mean temperature increase AT ean

results.

I, A
AT ... = 0 -t (8)
m-cp

with: lo: IR power density, A: cross section surface of the cavity, m: mass of fluid inside the

cavity, cp: heat capacity of the fluid inside the cavity, t: time.

However, in reality the heat loss cannot be neglected. The heat loss through the IR window
can be calculated for defined boundary conditions. A high IR absorption coefficient of the
fluid in the cavity causes the absorption of the IR energy within a very small absorption zone.
For water as a liquid with a very high IR absorption coefficient a formula for the temperature
profile AT(z) could be derived (Soltner et al. 2009) for the assumption of a infinitely thin
boundary layer between glass window and water. This allows a numerical solution of the
mean temperature increase in Equation 4 taking into account the heat loss through the IR
window. In the case of water as liquid up to 50 % of the absorbed energy can be lost through
the window by heat conduction (Bousack et al. 2008). For liquids with lower absorption coef-
ficients than water the mean temperature increase must be calculated by finite elements.

Gases have always a significant lower absorption coefficient which requires the application of
an additional absorber such as plastic, aluminium, antimony or lead (Golay 1947). When the
absorbing film is directly on the inner surface of the window then the assumption of a bound-

ary layer as in the case of water is valid.

3.2.2.4 Evaluation of different liquids and gases as Fluids inside the cavity

Water

Figure 3.2.5 shows the maximal deflection according to Equation 5 for an IR power density
of 10 W/m? (IR-window without absorption loss assumed) for a cavity with a height and a di-
ameter of 0.5 mm, respectively, filled with water. These values were taken as a reference.
Obviously, the maximal deflection is achieved for the isobaric case with a very soft mem-
brane. Due to the very low deflection of less than 1 nm a capacitor as read-out must be ex-
tremely sensitive. As an alternative an optical read-out or the use of a tunneling displacement

transducer may be useful.
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With regard to Equation 4 and Equation 5 the maximal deflection of the membrane can be
increased by using a liquid with a high thermal expansion coefficient o and a high mean tem-
perature increase AT ean due to a low product of heat capacity and density in a small cavity.
Additionally the IR-window and the cavity material should have a low heat conduction to

avoid heat losses during measurement.
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Figure 3.2.5 Maximum central deflection y,,, of a circular membrane as function of factor (2 and irra-
diation time for a water-filled cavity. IR power density 10 W/m’, diameter and height of the cavity: 0.5
mm.

Hydrocarbons

The inner pressure chamber of the sensillum is filled with a liquid, which consists mostly of
water. Regarding the thermal expansion coefficient water is not an optimal liquid. Hydrocar-
bons such as n-pentane, toluene, or methanol, which are also used as Fluids in thermome-
ters, are more appropriate. Table 3.2.1 shows the material properties of different hydrocar-

bons in comparison to water.

Table 3.2.1 Comparison of material properties of different hydrocarbons with water. The absorption
coefficients were calculated in the band width 3 — 5 pm using data from (National Institute of
Standards and Technology (NIST) ; Schussig and Norkus ; Wieliczka et al. 1989)

o K p A Cs Olopr

[10° 1/K] [10° 1/bar] [kag/m?] W/m-K] [kJ/kg K] [1/cm]

water 21 4.6 998 0.61 418 1140
n-pentane 158 25.0 627 0.1 2.31 73
toluene 107 9.1 870 0.14 1.72 94
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The thermal expansion coefficients of the hydrocarbons in Table 3.2.1 are about eight times
higher compared to water so that the deflection of the membrane increases by this factor.
The heat capacity and density of hydrocarbons is about 40 — 50% lower in comparison to wa-
ter, which results in a higher mean temperature increase AT ean for the same amount of
stored energy.

The absorption coefficients in Table 3.2.1 were calculated in the atmospheric mid-wave win-
dow between 2 — 5 ym using data from (National Institute of Standards and Technology
(NIST) ; Schussig and Norkus ; Wieliczka et al. 1989). Compared to water the absorption co-
efficients of hydrocarbons are up to two orders of magnitude lower. For this reason the tem-
perature distribution along the cavity axis is more uniform compared to water.

For the evaluation and comparison of the different liquids regarding the maximum membrane
deflection in Equation 5 the mean temperature increase AT has to be calculated. An IR
power density of 10 W/m? at the outer window surface in a bandwidth of 3 — 5 ym and an ir-
radiation time of 50 ms is taken as a reference situation. For simplification it is assumed that
the IR power density is independent from wavelength in this bandwidth. Figure 3.2.6 shows
the decrease of the power density as function of the coordinate z for different liquids. Obvi-
ously the decrease of the power density in water occurs only within a thin absorption zone
directly behind the window, whereas in the case of hydrocarbons the entire depth of the cav-
ity contributes to absorption. The power density profiles in Figure 3.2.6 were used to numeri-
cally calculate the temperature distribution after 50 ms in Figure 3.2.7. Due to the thin ab-
sorption zone in water the maximum temperature appears directly behind the window result-
ing in heat conducting losses through the window. For hydrocarbons, however, the maximum
temperature is shifted deeper into the cavity causing smaller heat losses through the window.
Based on the temperature profiles in Figure 3.2.7 the mean temperature increase AT ean iS
calculated in Table 3.2.2. Here the advantage of using hydrocarbons instead of water is also

obvious.
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Figure 3.2.6 IR power density as function of the cavity axis for different liquids. Suprasil® 300 was
used as material for the window with an absorption coefficient of 0.16 1/cm (Heraeus Quarzglas).

1,5
Window [ tid ]

1,0

n-Pentane

0,5
Toluene

0,0 — T T T T T T T — T T T T 1T T
-0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Cavity Axis Z [mm)]

Temperature Difference after 50 ms [mK]

Figure 3.2.7 Temperature distribution along the cavity axis 50 ms after the onset of irradiation for dif-
ferent liquids with an IR power density at the outer window surface of 10 W/m’, see Figure 3.2.6

The silicon membrane (E = 166 GPa, v = 0.28 (Beadle et al. 1985)) has a diameter of 0.5
mm and a thickness of 1 um, resulting in a factor Q of 1000 to 6000 for the different liquids in
Table 3.2.2. Regarding Figure 3.2.4 this is the isobaric case, and due to the high factor Q a
softer membrane will not result in a larger deflection of the membrane. With the data of the
membrane the deflection can be calculated by using Equation 5, see Table 3.2.2. A value of
only about 1 nm results for the hydrocarbons. The increase of the deflection in case of the
hydrocarbons by a factor 10 compared to water as liquid can be explained with an increase

of the mean temperature of about 4 — 5 and an increase of the expansion coefficient by the
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factor 5 — 7. It can be assumed as a first approximation, that the deflection is proportional to

the IR power density and the irradiation time.

Table 3.2.2 Comparison of the mean temperature increase AT ., , the factor QQ, and the maximum de-
flection of yy,.x of the membrane due to different liquids after an IR power density of 10 W/m? for 50
ms

ATmean Q Ymax

[mK] [-] [nm]

water 0.14 6245 0.04
n-pentane 0.53 1126 1.26
toluene 0.64 3093 1.03

If a pure liquid is used the thermal and optical properties are coupled, that means a liquid
with an optimal product of density and heat capacity may have a low IR absorption, which
makes this fluid disadvantageous for the application. A decoupling of thermal and optical
properties can be achieved with a matrix of a good absorber, e.g. a meshwork of plastic or
tiny plastic beads, immersed in the fluid. The plastic matrix absorbs most of the radiation and
transfers the absorbed energy to the fluid, which provides optimal thermal properties and a
large thermal expansion. The choice of the plastic matrix has to ensure a large surface-to-
volume ratio and a low product of density and heat capacity. The decoupling of the thermal
and optical properties permits to determine an optimal absorption coefficient approximately
for each cavity depth to absorb the IR energy completely in the cavity without any unused

fluid volume.

Gas

Using gas instead of water in the cavity as in the well-known pneumatic Golay sensors yields
different results due to the changed material properties, in particular density p, heat capacity
cp and the coefficients B, k, o in Equation 7. For a better comparison with the water-filled
cavity it is assumed that also a thin zone due to a thin absorbing film on the inner glass sur-
face exist where all radiation is absorbed and this energy heats up the gas by heat conduc-
tion. The resulting temperature profile for water and gas is shown in Figure 3.2.8 based on
the same IR power density 10 W/m?. Mainly due to the lower product of density and heat ca-
pacity the temperature in the gas is higher; the mean temperature increase AT ean iS in the
case of water 1.2 mK respectively 4.8 mK in the case of gas. Using the Equation 4 this
causes e.g. for a Q = 1 a pressure difference AP of 350 Pa in the case of water but only 0.8
Pa in the case of gas, see Figure 3.2.9. However the maximal deflection of the membrane in

the case of gas is 12 nm compared to 0.2 nm in the case of water. This surprising fact can be
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explained by the higher mean temperature increase and especially by the higher thermal ex-

pansion coefficient in the case of gas compared to water.

Using different ideal gases will not change the result notable because only the individual gas
constant and the heat capacity are variable. However, using a gas with low heat conductivity

will reduce the radial heat losses into the cavity wall and yield a higher temperature.

Temperature T-T at t = 0.5 s [mK]

0,0 0,1 02 03 0,4 0,5
Cavity Axis Z [mm]

Figure 3.2.8 Temperature distribution along the cavity axis 0.5 s after the onset of irradiation for a wa-
ter-filled and a CO,-filled cavity with an IR power density at the outer window surface of 10 W/m?’. In
the case of gas a thin IR absorber film is assumed on the inner glass surface where all the IR energy is
absorbed.
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Figure 3.2.9 Pressure difference AP of a circular membrane as function of factor Q2 for a water-filled
and CO,-filled cavity. IR power density 10 W/m’, diameter and height of the cavity: 0.5 mm.
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3.2.2.5 Read-out of the membrane deflection

The calculated deformation of the membrane in the case of water as liquid and the deforma-
tion of the tip of the dendrite in the sensillum have the same magnitude. In mechanorecep-
tors like the sensillum deformations of the tip of the dendrite of only 0.1 nm — corresponding
to an energy of 10™'° J — yield a receptor potential (Dettner and Peters 1999).

As a consequence of the tiny deformation of the membrane the technical sensor needs a
read-out system that is able to detect deformations in the nm-range, such as interferometry,
tunneling contacts (Kenny 1996), or a capacitive position sensor with nanometer resolution
(MicroSense LLC).

E, 10 Gas CO, 3
. 3
£

> 1 4
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L
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=

[}

a ]
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Figure 3.2.10 Maximum central deflection y,,,x of a circular membrane as function of factor Q for a
water-filled and CO,-filled cavity. IR power density 10 W/m®, diameter and height of the cavity: 0.5
mm.

3.2.2.6 Compensation leak

In the Melanophila IR receptor the inner sphere is enclosed by a thin layer of liquid in an
outer compartment. Therefore the nanocanals in the shell of the sphere allow the exchange
of liquid in and out of the microfluidic core in the sphere. Thus any internal pressure change,
which may be caused by the slowly changing ambient temperature, can be compensated.
Golay sensors also use such compensation leaks for compensating changes of ambient
temperatures (Golay 1947). Figure 3.2.11 shows a simplified model of the sensillum with the
core connected by nanocanals with the outer compartment and the geometric design of such

a compensation leak. For the design of a compensation leak a formula will be derived.
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Liquid-filled Outer
Compartment (Reservoir)

Nanocanals
Pressure Core Inside
The Sensillum (Cavity)

Figure 3.2.11 Left: Model of the pressure core in the sensillum connected by nanocanals with the outer
compartment, right: Calculation model for pressure compensation between the core (cavity, Volume

V¢, Pressure Pc) connected by a canal (length L, radius R;) with a reservoir (Volume Vg, Pressure Pg)
and P¢ > Px.

For a liquid a mass balance between the two volumes of the cavity and of the reservoir yields
a system of two partial differential equations, if we assume a Hagen-Poiseuille flow in the ca-
nal (Bousack et al. 2008; Spurk and Aksel 2008).

4
dv, 7Z'~RL
&=&n3@ﬁ*%m)®

dVv,
with dtL : volumetric flow rate, R.: Radius of canal, L: Length of canal, Pc(t ), Pg(t ): time-

dependant pressure in the cavity and the reservoir, n: dynamic viscosity

The solution of the differential equations results in

P.(t) = ! -PR(t:0)+VC-PC(t:0)+AP(t:O)-ef:l

l-l-& L R
VR
L \A ot
P (t) = | P (t=0)+—C-| P.(t=0)-AP(t =0)-¢ °
1+& Vi
Ve (10)
M=0)=R (=0 -R(t=0) y = T
r-R{

1 :
o '[8\/] /LS
V (0P ); 1+E

VR

with t: time, P¢(t = 0), Pr(t = 0): initial pressure in the cavity and the reservoir att =0
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With N similar canals between the cavity and the reservoir, the time constant in Equitation 10
is reduced by this number
Ve K
()
N-[l+cj
V,

R

T=

By assuming only little changes of the liquid density, Ap/p = 0, Equation 10 and Equation 11
can be used with k = 1/P for gas. This assumption is justified when Pc(t = 0) is similar to Pg(
t= 0). With V¢ << Vg, i.e. an infinite reservoir, and with gas as liquid the time constant t in
Equation 10 is equal to the time constant in (Chevrier et al. 1995) derived with an electrical
circuit analogy. Three examples of the pressure release between a cavity V¢ (& 0.5 mm,
depth 0.5 mm) connected by two compensation leaks to reservoirs Vg with different size and
water as liquid are shown in Figure 3.2.12. The initial pressure difference AP of 100 Pa is
e.g. generated by a ATean in the cavity of about 1 mK. The time necessary for pressure
compensation is about 0.15 s, when the cavity volume and the reservoir volume are equal,
and is increased up to 0.3 s when the reservoir volume is 10 times larger than the cavity vol-
ume.

The time constant of the compensation leak must be considerably larger than the time con-
stant of the temperature change in the cavity due to an IR-signal in order to minimize the ef-
fect of the compensation leak on the measurement. It is obvious that the time constant of the
compensation leak can be tuned by the geometry and the number of the canals and the ratio
of the cavity volume and the reservoir volume. Figure 3.2.13 shows the time constants of a

compensation leak as function of the radius
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Figure 3.2.12 Pressures in the cavity, Pc, and in the reservoir, Pg, as function of time for a cavity with
a volume V= 0.1 mm® connected by 2 compensation leaks to a reservoir volume Vi for different val-
ues of Vr/V¢, Po: ambient pressure
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Figure 3.2.13 Comparison of time constants for a compensation leak of a cavity filled with water re-
spectively with CO, gas as function of the radius of the canal.

of the canal and the fluid in the cavity, water or CO, gas. Especially due to the higher com-
pressibility of the gas the time constant is in this case up to tree orders of magnitude greater
than in the case of water. When a time constant of 1 s is assumed, then in the case of water
the compensation canal needs a canal of some mm length with a very radius smaller than 1
pm. Using gas instead of water will require an simpler manufacturing due to larger radius of

the canal.

3.2.3 Conclusion

Like in the photomechanic insect IR receptors, our technical model features very small dis-
placements of the membrane in the sensing device in the range of 1 nm and less. The in-
sects, however, have the advantage of possessing a very sensitive mechanoreceptor, the
mechanosensitive neuron, which can detect very minute deflections of its membrane. It
seems that this sensitivity of the beetle is difficult to achieve for a technical sensor.

For our miniaturized technical sensor, an appropriate technical read-out mechanism with a
high resolution of 1 nm may be necessary. So far a sensor with a capacitor as read-out is
near to completion in the Center of Advanced European Studies and Research (Caesar),
Bonn. As an alternative read-out for displacements in the nm-range tunneling displacement
transducers are under investigation. Several read-out methods will be evaluated, but it has to
be stressed that it must yield a rugged and cost-effective design in order to be able to com-
pete with existing IR sensors.

An obvious method to enhance the displacement of the membrane is to choose liquids with

optimal thermal properties, e.g. high thermal expansion factor and low heat capacity. Here
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several liquids permit an improvement. Methanol is a good candidate compared to n-pentane
and toluene because of better handling during the filling process of the cavity.

Additionally care has to be taken in selecting appropriate wall materials with the same low
thermal conduction necessary to preserve the thermal energy inside the cell. Until now sili-
con is used due to its well known manufacturing technology for micro systems. As an alterna-
tive micro injection molding of plastic materials with low heat conductivity are under investi-

gation.

3.2.4 Experimental

Morphological methods used all are based on well established light and electron microscopi-
cal procedures.

Mechanical tests were conducted in a nanomechanical test system capable of normal load-
ing as well as in situ SPM (TriboScope; Hysitron, Minneapolis, USA). Indentation tests were
performed by using a three-sided Berkovich diamond tip with a total included angle of 142.3°.
A proper area function was established by indenting in a PMMA test specimen with known
hardness and modulus. Contact depths range from 250 t01100 nm. The maximum load dur-
ing indentation was 1,000 uN with loading and unloading rates of 100 uN/s, and a 10 s hold
time at peak load to compensate for material creeping and to make sure that most of the
plastic deformation was completed. It was repeatedly checked that longer holding times did
not result in differing values. Hardness (H) and reduced Young’s modulus (E,) both were cal-
culated from the unloading portions of the load-displacement curves following well estab-

lished procedures.
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Uberleitung

Die mechanischen Eigenschaften von Insektenkutikula werden vermutlich vor allem durch
den Grad ihrer Sklerotisierung und dem hierdurch beeinflussten Wassergehalt gepragt (1.4).
Nach der Bestimmung der Materialeigenschaften an getrockneten Proben von M. acuminata
(3.2.2.1) wurde daher die Prifung der mechanischen Eigenschaften der verschiedenen Kuti-
kulatypen in den IR-Rezeptoren von M. acuminata und A. albicornis in einem quasi-nativen
Zustand (mit mdglichst natlrlichem Wassergehalt) angestrebt. Die hierzu notwendige Me-

thodik galt es zu entwickeln.

In der folgenden Arbeit "Water as a major modulator for the mechanical properties of insect
cuticle" wird eine neue Methode vorgestellt mit der die Materialeigenschaften verschiedener
Kutikulatypen innerhalb einer quasi-nativen Kutikulaprobe systematisch bestimmt werden
kénnen. Aufgrund ihrer Verflgbarkeit und dem relativ einfachen Aufbau ihres Exoskeletts

wurde als Versuchstier die Wanderheuschrecke (Locusta migratoria) gewahlt.
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3.3 Water as a major modulator for the mechanical properties of insect

cuticle

David Klocke, Helmut Schmitz

Published in: Acta Biomaterialia 2011, 7, pp. 2935-2942

Abstract

The mechanical properties of the sternal cuticle of the locust were investigated by nanoin-
dentation. Modulus and hardness of the exo-, meso-, and endocuticular layers were locally
measured under dry and fully wetted conditions in the normal (i.e. perpendicular to the outer
surface) as well as in the Transverse direction (i.e. parallel to the alignment of the respective
layers). The results show that water has a major impact on the mechanical properties of all
layers. After drying the endocuticle, in particular, became harder by a factor of up to 9 and
stiffer by a factor of up to 7.4. Additionally the gradual decrease in hardness and Young’s
modulus from the outer exo- to the inner endocuticle, characteristic of native cuticle, was
eliminated or even reversed in dried cuticle. A pronounced anisotropy was revealed in all
layers when comparing data obtained by probing in the normal (lower values) vs. probing in
the transverse direction (higher values). Cyclic drying and rewetting of the endocuticle
showed that the mechanical properties can be reproducibly changed by altering the water
content. Based on our results we propose a new role of the epicuticle: fine-tuning of the me-
chanical properties of the different cuticular layers can be accomplished by setting the local

cuticular transpiration.

3.3.1 Introduction

One of the main reasons for the great evolutionary success of insects is their lightweight and
efficient exoskeleton made of cuticle. Showing an almost uniform density of about 1.2 kg dm”
® the elastic modulus of insect cuticle covers a range of more than 8 orders of magnitude
(Vincent and Wegst 2004). This tremendous bandwidth in stiffness is unmatched by other
biological and almost all man-made materials. Although developed in ancestral arthropods
already 400 million years ago, insect cuticle can be compared to present composite materials
like fibre reinforced polymers (Vincent 2002). During millions of years of evolution, the me-
chanical properties of cuticle have been adapted a great variety of mechanical demands: the

outer envelope of the body of an insect like the stiff tibia of a jumping leg of a locust or the
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rugged mandible of a wood-boring beetle larva as well as the tender and flexible tubular hull

of a maggot is made of this highly versatile biomaterial.

The impressive range of mechanical properties of the cuticle is achieved on the one hand by
adjusting the grade of cross-linking between the proteins of the matrix (i. e. the grade of tan-
ning) and on the other hand by modifying the quantity and spatial orientation of the crystalline
chitin fibres embedded in the matrix (Neville 1975; Hepburn and Chandler 1976; Banerjee
1988). However, another very important factor also strongly influences the mechanical prop-
erties: the water content (Andersen 1996; Vincent and Wegst 2004; Vincent 2009). In gen-
eral, it is well known that an increase in water content decreases hardness and modulus in
many biological materials including insect cuticle (Cusack and Miller 1979; Vincent 1990;
Thompson and Czernuszka 1995; Schdoberl and Jager 2006; Vincent 2009). Taking entire
pieces of soft, untanned cuticle from a maggot, Vincent could show that a decrease in water
content of only a few percent caused a 10-fold increase in stiffness (Vincent 2004). If the soft
cuticle of a maggot is artificially tanned or chemically fixed, the shear stiffness also de-
creases significantly with increasing water content (Vincent 2004). In the abdominal cuticle of
the bug Rhodnius an increase of cuticular water from about 26 to 31% decreased the stiff-
ness from 250 to 10 MPa (Reynolds 1975). Local testing of of insect cuticle in the micro- or
nanorange also has revealed marked differences in mechanical properties between fresh
(hydrated) and dry material (see Table 3.3.1). Especially the local mechanical properties of
the head part of the head-to-neck articulation system (the so-called gula plate) of the beetle
Pachnoda marginata have been measured in detail by probing from outside by nanoindenta-
tion. After drying, the cuticle became harder and stiffer by a factor of about 5 (Enders et al.
2004; Barbakadze et al. 2006).

However, as revealed byTable 3.3.1, a systematic study showing how the mechanical prop-
erties of each identifiable microdomaine (i.e. single cuticular layer) of a given piece of cuticle
changes if water is removed or added is still missing. For this purpose we made horizontal as
well as cross sections through the cuticle of a sternal plate of the locust exposing the exo-,
meso-, and endocuticle to the tip of a nanoindenter in normal and transverse direction. Our
measurements show that the water content has a huge impact on mechanical properties like
hardness and modulus in all layers. Results also revealed that the gradual decrease in hard-
ness and modulus from the outer exo- to the inner endocuticle characteristic for native cuticle

was eliminated or even reversed in dried cuticle.
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Table 3.3.1 Local testing of material properties in insect cuticle

Specimen | Test Comments |Data Data Reference
method DRY WET
(GPa) (GPa)
Locust cuti- | Miniload Various re- |H: 0.23 — H: 0.07 - Hillerton et al. 1982
cle hardness gions of cu- |0.32 0.12 On the indentation
tester ticle were (metathoracic | hardness of insect
probed. After leg) cuticle. J. exp. Biol.
v drying mate- 96:45-52.
rial became
harder by a
factor of 4.5
Dragonfly Nano- H:0.2 - Kreuz et al. 1999
wing hardness 0.33 Mechanische Eigen-
tester E:1.5 schaften biologischer
Materialien am Bei-
¥ spiel Insektenflugel.
BIONA Rep.14:201-
202.
Hard exo- Nanoindent. | Foreleg tibia, | H: 0.27 — Sun et al. 2008
skeletal clypeus, 1.98 Nanomechanical be-
parts of bee- v elytra, and E:22-16 haviours of cuticle of
tles prothorax three kinds of beetle.
were probed J. Bionic Eng. 5:152-
157.
Elytra of Nanoindent. H:0.15 - Dai and Yang 2010
beetles 0.51 Macro-/micro-

T E:4.3-8.8 structures of elytra,
mechanical proper-
ties of the biomaterial
and the coupling
strength between
elytra in beetles. J.
Bionic Eng. 7:6-12.

IR sensillum | Nanoindent. Exocuticle Muller et al. 2008
of Melano- H: 0.53 Micromechanical
phila beetle | I« E: 8.0 properties of con-
< Mesocuticle secutive layers in
H: 0.29 specialized insect
E: 4.8 cuticle: the gula of
Pachnoda marginata
(Coleoptera, Scara-
baeidae) and the in-
frared sensilla of
Melanophila acumi-
nata (Coleoptera,
Buprestidae). J. exp.
Biol. 211:2576-2583.
Head neck | Nanoindent. | After drying |H: 0.45 H: 0.09 Enders et al. 2004
articulation material be- |E: 8.0 E: 1.6 Exploring biological
(gula) of v came harder surfaces by nanoin-
Pachnoda and stiffer by dentation. J. Mater.
beetle a factor of 5 Res.19:880-887.
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Head neck | Nanoindent. | After drying |H: 0.49 H: 0.1 Barbakadze et al.
articulation material be- |E: 7.5 E:1.5 2006
(gula) of v came harder Local mechanical
Pachnoda and stiffer by properties of the
beetle a factor of head articulation cuti-
about 5 cle in the beetle
Pachnoda marginata
(Coleoptera, Scara-
baeidae). J. exp. Biol.
209(4):722-730.
Head neck | Nanoindent. | Probing in Exocuticle Muller et al. 2008
articulation normal direc- |H: 0.4 - see above -
(qula) of —— tion from E: 8.4
Pachnoda : outside Mesocuticle
beetle yielded: H: 0.3 -
H: 0.21 GPa |0.43
E:6.2 GPa |[E:55-9.9
(dry materi- | Endocuticle
al) H: 0.3
E:5.8
Drosophila Nanoindent. | Live larvae, larva: Kohane et al. 2003
pupae, and E: 0,39 MPa |Nanoscale in vivo
v adults were puparium: evaluation of the
probed E: 15.4 MPa | stiffness of Droso-
adult: phila melanogaster
E: 4.4 MPa |integument during
development.
J. Biomed. Mater.
Res. Pt A 66A:633-
642.
Grasshopper | Nanoindent. | After drying | Harder re- |Harder re- Schaéberl and Jager
mandible material be- |gion: gion: 2006
1 came harder |H: 0.54 H: 0.27 Wet or dry - hard-
‘ and stiffer by | E: 10 E:5 ness, stiffness and
a factor of 2 wear resistance of
biological materials
on the micron scale.
Adv. Eng. Mat.
8(11):1164 - 1169.
Mandibles of | Nanoindent. | Dry material |H: 0.33 - |n.s. Cribb et al. 2008
6 termites 5-10% 1.1 Insect mandibles-
- harderand |E:6.3 - comparative me-
stiffer. 10.8 chanical properties
No signifi- and links with metal
cant differ- incorporation. Natur-
ences be- wissenschaften
tween dry 95(1):17-23.
and wet
specimens.
Jewel beetle | Nanoindent. | Differences |Larva: Larva: Cribb et al. 2010
mandible between dry |H: 1.63 H: 1.5 Hardness in arthro-
! and wet lar- |E: 14.1 E: 13 pod exoskeletons in
val mandi- Adult: the absence of transi-
bles were H: 1.09 tion metals. Acta
insignificant | E: 10.74 Biomat 6(8):3152-56.
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Sternal cuti- | Nanoindent. | After drying | See Figure |See Figure |This paper

cle of Lo- material be- |3.3.3 3.3.3
custa * came harder
p by a factor of

9 and stiffer
by a factor of
7.4

Cuticle probed in normal direction from outside

<«
: 1-3 layers probed in transversal direction

3.3.2 Material and Methods

3.3.21 Specimen Preparation and Characterization

Sternal plates were excised from anesthetized adult locusts and dried in air. Locusts had
completed the final moult a few days before the experiments. After embedment in Epoxy
Resin L (Toolcraft) in a standard embedding form (Agar Aids LTD) semithin cross and hori-
zontal sections were cut from the resin blocks containing the sternal plates with a Reichert
Ultracut microtome using a diamond knife (Diatome). Semithin sections (0.5 — 2 ym) were
stained with a 0.05% toluidine-blue/borax solution and examined with a Leitz DM RBE light
microscope. When an appropriate cut of the specimen was identified the surface of the resin
block was polished by cutting 1 - 3 ultrathin sections and glued to a sample mounting disc for
subsequent probing with a nanoindenter (Figure 3.3.1 a, see 3.3.2.2). To demonstrate the
different types of cuticle, the embedding epoxy resin was removed in some sections (2 ym
thick) by immersion in an alcoholic KOH solution (i.e. a solution of absolute ethanol saturated
with potassium hydroxide (Weyda 1982)). After washing in 96% ethanol, sections were
stained with a Mallory trichrome solution for 5 min. Non-melanized exocuticle, which does not
really stain, appears in a faint yellow or amber, mesocuticle appears red and endocuticle

blue (Weyda 1982). Digital images of the sections were taken with a Nikon Coolpix 5000.

To compare values obtained from rewetted samples with specimens that are as close as
possible to the native stage, freshly excised pieces of cuticle were painted with PU-lacquer
(Farben Wolf, Vienna, Austria). This lacquer hardens by air moisture thus conserving the wet
cuticle inside. Furthermore, contact between the wet cuticle and the embedding Epoxy Resin
was prevented. After polishing the surface and storage in a moist chamber at nearly 100%
relative humidity, samples were submerged in water and probed in transverse direction as

described below.
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3.3.2.2 Mechanical testing

Mechanical tests were conducted in ambient air and in A. dest. in a nanomechanical test sys-
tem capable of normal loading as well as in situ SPM (TriboScope; Hysitron, Minneapolis,
USA). Indentation tests were performed by using a three-sided Berkovich diamond tip with a
total included angle of 142.3° also suitable for measurement in fluid. A proper area function
was established by indenting in a PMMA test specimen with known hardness and modulus.
Contact depths ranged from 250 t01,100 nm. The maximum load during indentation was
1,000 pN with loading and unloading rates of 100 uN s™', and a 10 s hold time at peak load to
compensate for material creeping and to make sure that most of the plastic deformation was
completed. It was repeatedly checked that longer holding times did not produce differing re-
sults. To avoid interference between consecutive measurements the space between adja-
cent impressions was always greater than 5 ym. Hardness (H) and reduced Young's
modulus (E,, for reasons of conciseness in the following also termed “modulus”) both were
calculated from the unloading portions of the load-displacement curves following established
procedures (Oliver and Pharr 1992; Bhushan and Li 2003; Mdiller et al. 2008).

Probing was done in normal (i. e. perpendicular to the surface, see Figure 3.3.2) and in
transverse direction (i.e. parallel to the surface of the cuticle). In samples prepared for inden-
tation in transverse direction a small cleft between the outer surface and the embedding resin
occurred. It turned out that the values measured close to the outer edge of the exocuticle
were influenced by the cleft. So hardness and modulus already decreased before the im-
pression of the tip became incomplete due to partly indenting into the cleft. Therefore, we did

not probe the exocuticle systematically in transverse direction.

To obtain data from rewetted cuticle, we first scanned a dry sample until a region of interest
was identified. Afterwards the tip was lifted about 20 ym above the surface without changing
its horizontal position. With a syringe distilled water was filled into the groove of the fluid cell
(c.f. Figure 3.3.1 a) until the sample and the tip were fully submerged. After 30 minutes the
tip was lowered onto the sample and the surface was scanned. Subsequent mechanical test-

ing and SPM imaging in water was carried out for up to 150 minutes.

To test the reproducibility of rewetting and subsequent drying we added and removed water
three times during a period of 6 hours. During this experimental trial, modulus and hardness

of the endocuticle and of the embedding resin was measured every 10 minutes.
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Figure 3.3.1 Nanoindentation in distinct cuticle layers in air and under water. a, Fixture for cuticle
samples. Embedded and polished samples are glued on holder plate, fixed by a grub screw. The plate
is located in a depression with a depth of 5 mm (black asterisk), connected with a groove for filling
with water. b, Cross section of embedded cuticle, stained with Mallory trichrome stain (Light micro-
scope, thickness 1 um). Exocuticle (Ex) is stained yellow, mesocuticle (M) red and endocuticle (En)
blue. The area marked by a square is enlarged in c. ¢, Cross-section of embedded cuticle (Nano-
indenter scan). Meso- and endocuticle can be identified by the thickness of lamellae. d-f, Scans of in-
dents with pyramidal Berkovich-tip, approximately 10 min after indentation. d, Indent in dry
mesocuticle. e, Indent in dry endocuticle. f, Indent in endocuticle under water (depression hardly visi-
ble).

3.3.2.3 Statistics

Data obtained from the different cuticular layers were grouped into material classes. Means
and corresponding standard deviations of H and E, of each class were calculated. The data
from indentation experiments in normal direction were analysed using the Kruskal-Wallis test
(Kruskal and Wallis 1952). Data resulting from indentation in transverse direction were ana-
lysed with an independent two-sample t-test. Data were regarded as significantly different if P

was smaller than 0.01.
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4

Figure 3.3.2 Nanoindenter scan of horizontally cut cuticle. Distinct cuticle layers can be recognized
due to the different thickness of lamellae and surface structure: Exocuticle (Ex), mesocuticle (M) and
endocuticle (En) (only upper part is shown). Depressions resulting from indents in mesocuticle are
labelled by arrowheads. Marked areas around the bases of hair-mechanoreceptors (H) were not indent-
ed.

3.3.3 Resuults

3.3.3.1 Composition of the sternal cuticle

The semithin sections stained with Mallory trichrome stain revealed that the sternal cuticle of
the locust consists of three layers: the exo-, the meso- and the endocuticle (Figure 3.3.1 b).
Total thickness in the examined region was between 35 and 50 ym. The innermost endocuti-
cle which appears in a distinct blue is characterized by relatively large distances between the
repetitive layers of the helicoidally arranged chitin fibres (distance between layers between
0.5 to 1 um, Figure 3.3.1 c,e,f). In the overlying layer of red coloured mesocuticle distances
between the layers are between 100 to 350 nm (Figure 3.3.1 d). The thinnest layer is the
outer exocuticle with a thickness of 3 to 5 um. Here, the distances between the chitin layers
again are slightly denser than in the mesocuticle. However, a sharp transition could not be
found. In some of our Mallory stained sections an exocuticular layer could not clearly be dis-
tinguished from the mesocuticle. In most sections, however, it appeared in faint amber
(cf.Figure 3.3.1 b) which means that this thin outer layer did not take up the dye readily. An
outermost epicuticle could not be identified with the light microscope. Because of the pres-
ence of a small cleft between the outer surface and the embedding resin (see 3.3.2.2) a high
resolution topographical scan of the epi-/exocuticle with the tip of the nanoindenter was not
possible. Therefore we used TEM micrographs to depict these two outer layers. In the TEM
images (not shown) we could identify an outermost layer of about 1.5 pm thickness where no
inclusions of chitin fibres could be detected. Thus we conclude that this layer represents the

outermost epicuticle.
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3.3.3.2 Mechanical properties

Modulus - Probing the dry cuticle of the sternal plate in normal direction yielded a uniform
modulus of about 5.2 GPa for all three layers; no significant differences could be detected
(Figure 3.3.3 a). However, when probing in transverse direction, a distinct difference between
meso- and endocuticle became evident: it turned out that the endocuticle is significantly
stiffer than the mesocuticle and also two times stiffer than when probed in normal direction.
The mesocuticle showed a similar increase in modulus compared to the probing in normal

direction: a 50% increase was measured (Figure 3.3.3 b, Figure 3.3.5).

The relationships markedly changed when the cuticle was measured in water. In the re-
wetted cuticle probing generally yielded much lower moduli in all layers. However, in contrast
to the situation in the dry stage, a noticeable decrease in modulus from the exo- to the en-
docuticle became obvious (Figure 3.3.3 a,b). When probing in normal direction the modulus
of the exocuticle decreased by a factor of 2.4 compared to the dry state. Accordingly, the de-
crease in modulus in the meso- and endocuticle was considerably larger: in the mesocuticle
the modulus decreased by a factor of 5.7, and in the endocuticle by a factor of 7.4 (Figure
3.3.3 a). The same tendency was observed when probing in transverse direction. Here, the
modulus of the mesocuticle decreased by a factor of 2.2; in the endocuticle by a factor of 4.1.
In contrast to the dry state the modulus of the mesocuticle now was significantly larger than
that of the endocuticle (Figure 3.3.3 b). The values found in the PU-lacquer treated
endocuticle (E;: 2.23 + 0.19 GPa versus 2.65 + 0.44 GPa in the rewetted cuticle) and in the
PU-lacquer treated mesocuticle (E,: 3.22 +0.408 versus 3.55 + 0.309 GPa in the rewetted
stage) were significantly lower (t-test; P < 0.01) than values obtained in the rewetted cuticle

(see arrowheads with dotted lines in the columns of the rewetted cuticle inFigure 3.3.3 b).

Comparing the modulus of meso- and endocuticle of the rewetted cuticle as a function of the
direction of indentation (i. e. normal versus transverse direction) the same tendency as in the
dry cuticle was observed. Moduli were significantly higher when the cuticle was probed in
transverse direction: in the mesocuticle by a factor of 4, in the endocuticle by a factor of 3.7
(Figure 3.3.5).

Hardness — Probing of the dry cuticle in normal direction revealed significant differences in
hardness between the mesocuticle on the one hand and the endo- and exocuticle on the
other hand. However, no statistically significant differences could be found between the exo-
and the endocuticle (Figure 3.3.3 c). Results showed that the dry exocuticle had the lowest
hardness of 0.25 £ 0.013 GPa whereas hardness of the dry meso- and endocuticle was 0.3 +
0.019 GPa and 0.27 + 0.035 GPa respectively. The tendency that hardness of the dry
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mesocuticle is somewhat higher than hardness of the dry endocuticle was also observed
when probing in transverse direction. However, in transverse direction, this difference was
statistically insignificant (Figure 3.3.3 d). When probing in transverse direction an increase in
hardness of 10 % could be measured in the meso- as well as in the endocuticle compared to
probing in normal direction (Figure 3.3.3 d, Figure 3.3.5).

Normal I Endocuticle
Cc

a Modulus Hardness B Wesocuticle

6 - 0.35 1

ede—kokok— Exocuticle

| 03

0.25 1

0.2 1
F—%%x——

baoxr

Modulus [GPa]
Hardness [GPa]

Dry Rewetted - Dry Rewetted

T4
Transverse <

[ Endocuticle
b Modulus d Hardness B Mesocuticle

k=3 045 -
04

b ke B RS
(S T T
o2

0.35 A

0.3 4

0.25 A1

0.2 4

Modulus [GPa]
Hardness [GPa]

O B N WA U N W
e B _—5- it 23 b 8 2= o

ok k—]

0:15

boxhk—|

9.1 4

0.05 A

Dry Rewetted Dry Rewetted

Figure 3.3.3 Modulus and hardness of the exo-, meso-, and endocuticle under dry and rewetted condi-
tions probed in the normal (a, c¢) and transverse (b, d) directions. Numbers of indentations (n) used for
calculation of means and standard deviations (indicated by vertical lines) are given at the bottom of the
bars. Asterisks indicate levels of statistically significant differences at P < 0.01 (**) and P < 0.001
(***). Mean values of samples treated with PU lacquer are marked by arrowheads and dotted lines in
the bars of the rewetted samples in (b) and (d) (n = 39, standard deviation not shown).
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Like in the modulus, the situation significantly changed when the cuticle was rewetted. Inden-
tation in normal direction revealed a significant and continuous decrease in hardness from
the exo- to the endocuticle (Figure 3.3.3 c). While hardness of the exocuticle decreased by a
factor of 1.6 in comparison to the dry stage, decreases were considerably larger in the
mesocuticle (by a factor of 6) and the endocuticle (by a factor of 9). The same behaviour was
measured when probing in transverse direction. In comparison with the dry cuticle hardness
of the meso- and endocuticle decreased by a factor of 3.3 and 7.5 respectively. The values
found in the PU-lacquer treated endocuticle (hardness: 0.03 + 0.005 GPa versus 0.04 +
0.006 GPa in the rewetted stage) were significantly lower than in the rewetted cuticle (t-test;
P < 0.01). No differences in hardness could be found in the PU-lacquer treated mesocuticle
in comparison with the rewetted stage (see dotted line and arrowheads in the column of the

rewetted cuticle in Figure 3.3.3 d).

When considering the influence of the direction of indentation in the rewetted cuticle it turned
out that hardness of the mesocuticle was increased by a factor of 2 when probing in trans-

verse direction; the hardness of the endocuticle was increased by a factor of 1.3.

Cyclic drying and rewetting - Finally we tested the impact of water on the mechanical proper-
ties of endocuticle over a period of 6 hrs (Figure 3.3.4). The three wetting and drying cycles
demonstrate that the pronounced changes in modulus and hardness can be controlled by
adding and removing of water in a quite reproducible way. In contrast, the material properties

of the embedding resin changed only slightly (Figure 3.3.4).

3.3.4 Discussion

As pointed out in the Introduction, the mechanical properties of insect cuticle can span a very
large range. Sclerotised cuticle exhibits a hardness between 0.07 GPa (Hillerton et al. 1982)
and nearly 2 GPa (Sun et al. 2008). The modulus can be between 1 and 20 GPa (Wainwright
et al. 1976; Vincent and Wegst 2004). Considerably lower moduli have been reported in the
study of Kohane et al. 2003 (see Table 3.3.1). However, these data should be considered
with some care because entire animals (i.e. larvae, pupae, and adults) of Drosophila were
fixed to a plate with double-sided tape. The tape as well as the haemocoel, containing air-
filled tracheae and air sacs, could have introduced additional compliance during probing.
Thus moduli of the integument measured by nanoindentation may be underestimated. Thus
our data obtained at the exocuticle are well within the range already described by other

workers.

Modulus of soft cuticles has been specified from 1 kPa to 60 MPa (Reynolds 1975; Vincent
and Wegst 2004). The lowest value which has been measured in our study was 700 MPa in

the rewetted endocuticle. However it has to be taken into consideration that the moduli
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measured so far for soft cuticle have been measured at highly hydrated extensible interseg-
mental membranes, at the rubbery protein resilin, or at the ductile abdominal cuticle of a
larva of a blood-sucking bug (60 MPa) (Reynolds 1975). The abdominal cuticle of the bug
shows pronounced viscoelastic behaviour and can be plasticized to allow for extensive swell-
ing of the abdomen after a blood meal. In our study, however, we measured the modulus of a
hydrated endocuticular layer reinforced with many layers of chitin fibres which may account
for the higher modulus. In contrast, the mechanical properties of the abdominal cuticle of the
bug larva are determined largely by the matrix material. The chitin microfibrils may mainly act
as a kind of reinforcing filler for short-term, rapid stresses (Reynolds 1975). Data about the
hardness of unsclerotised cuticle are sparse. Miller et al. 2008 [18] have measured a hard-
ness of 0.3 GPa in the dry endocuticle of the gula of the beetle Pachnoda (cf. Table 3.3.1).
However, it can be assumed that this value does not reflect in vivo conditions because of the
dehydrated state. This is corroborated by our data because we measured a six- to tenfold

lower hardness in the meso- and endocuticle.

It is a well known fact that the mechanical properties of insect cuticle are strongly affected by
water (Hillerton et al. 1982; Enders et al. 2004; Vincent and Wegst 2004; Schoberl and Jager
2006). In previous studies where the local mechanical properties have already been meas-
ured under dry and wet conditions in the micro- or in the nanorange, cuticle became harder
and stiffer at most by a factor of 5 after drying (Table 3.3.1).). When indenting in normal di-
rection we found an even larger effect: after drying the hardness of the endocuticle increased
by a factor of 9; the modulus by a factor of 7.4. Results also show that the susceptibility for
modifications of the mechanical properties by changes in water content is different in the re-
spective cuticular layers. The modulus of the exocuticle only increased by a factor of 2.4 after
drying; hardness increased by a factor of 1.6. Effects were significantly larger in the underly-
ing mesocuticle and — as mentioned above - in the endocuticle. In addition, the important im-
pact of water became also obvious when looking at the gradation of modulus and hardness
from the outside to the inside. In the rewetted cuticle a clear decrease in modulus and hard-
ness could be seen from the outer exo- to the inner endocuticle. This characteristic gradation
was completely lost when the cuticle was dried. After drying the modulus of all layers in-
creased to similar high values. Hardness became highest in the mesocuticle and reached

about the same high values in exo- and endocuticle (Figure 3.3.3 c).

In principle, the same tendencies could be observed when probing the cuticle in transverse
direction (Figure 3.3.3 b,d). However, values were generally higher than values obtained in
normal direction which reveals anisotropy in the mechanical properties. Furthermore, the
measurements with the PU-lacquer treated cuticle indicated that a hydrogen-bonded material

like hydrated insect cuticle, once dried, will not fully rehydrate to the same level. Therefore
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hardness and modulus of the rewetted cuticle were somewhat higher than those of the
freshly excised material embedded in the PU-lacquer (cf. Figure 3.3.3 b,d). However, com-

pared to the mechanical properties of the dry cuticle differences are minor.
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Figure 3.3.4 Change of E-Modulus(a) and hardness (b) of endocuticle (black line) and embedding

resin (grey line) over time. Dotted lines indicate moments, when the specimen was submerged in wa-
ter (+) or when the water was removed (-).

3.3.4.1 Anisotropic behaviour
Figure 3.3.5 shows the observed anisotropy revealed by probing in two directions displaced

by 90°. Anisotropy is a characteristic feature of arthropod cuticle (Vincent and Wegst 2004;
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Romano et al. 2007; Sachs et al. 2008; Lin et al. 2009). It is caused by the laminated inclu-
sion of the crystalline chitin fibres in the protein matrix parallel to the outer surface. The
modulus of chitin fibres is about 150 GPa (Vincent 2002). When probing perpendicular (i. e.
in normal direction) to the fibre, results are mainly determined by the mechanical properties
of the embedding protein matrix. When probing in parallel to the fibre bundles, material prop-
erties are governed by the mechanical properties of the high modulus chitin fibres (Vincent
and Wegst 2004). A single indent generally affected an area revealing several layers of heli-
coidally arranged chitin fibres (cf. Figure 3.3.1 d,e). Thus the resulting data represent an av-
erage of the mechanical properties of the protein matrix and especially the chitin fibres ori-
ented in angles between 0° (i.e. parallel) and 90° (perpendicular) to the load. Our results
show (Figure 3.3.5) that the influence of the chitin fibres is obvious in the dry as well as in the
rewetted cuticle. However, anisotropy was especially predominant in the rewetted cuticle. If
water was added, the protein matrix became softer and more compliant. Consequently, the
contribution of the fibres increased when comparing normal versus transverse direction of
probing in the rewetted cuticle: in the mesocuticle the modulus increased by a factor of 4 and
hardness by a factor of 2; in the endocuticle modulus increased by a factor of 3.7 and hard-
ness by a factor of 1.3. The larger differences measured in the mesocuticle may be explain-
able by the denser packaging of chitin fibres within this layer (cf. Figure 3.3.1 c-e).

Modulus

Dry Rewetted

Normal

v Meso 1.5x 4.0x
Endo 2.0x 3.7x
Meso
<« Transverse Hardness
Endo Dry Rewetted
Meso 1.1x 2.0x
Endo 1.1x 1.3x

Figure 3.3.5 Anisotropy in the meso- and endocuticular layers revealed by probing in normal versus
transverse direction. Factors by which modulus and hardness were increased when probing in trans-
verse direction are given in the table.

3.3.4.2 Interaction of water with the cuticle

Repeated adding and removal of water revealed that the impact of water on the mechanical
properties of cuticle can be measured within a few minutes in the microdomains as shown in
Figure 3.3.4 for the endocuticle which showed the largest differences between the dry and
the wet condition. Furthermore, results demonstrate that changes in modulus and hardness

are reversible to a large extend. This indicates that the effect of water uptake by the cuticle is
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based on a fast fundamental physical effect. Interaction of water with the cuticle most proba-
bly is associated with the protein matrix, because the chitin is highly crystalline and chitin fi-
bres are enveloped by a layer of protein (Minke and Blackwell 1978; Vincent and Wegst
2004). Most probably water molecules interact with polar groups of proteins by secondary
non-covalent links. Additional "free” water can easily be added by the formation of hydrogen
bonds to the absorbed “bound” water molecules of the monolayer. Thereby a layer of free
bulk water is generated which can easily be manipulated. It can be concluded that stiffness
increases as the bulk water disappears (Nissan 1976). Consequently, a change of a rela-

tively small amount of water will induce a large change in stiffness (Vincent 2009).

According to the decreasing grade of tanning from outer exo- to the inner endocuticle, in-
creasing amounts of water can be absorbed in the respective layers. Tanning or sclerotiza-
tion is always accompanied by the loss of water. Based on this phenomenon, Vincent and
coworkers have established a well-founded concept of sclerotization as a process of con-
trolled dehydration (Hillerton and Vincent 1979; Vincent and Hillerton 1979; Vincent 1980;
Vincent and Ablett 1987). In brief, tanning by phenols increases the hydrophobicity of the
proteins which in turn expels the water during the process of sclerotisation. Thus the capacity
for maximal uptake of bulk water is limited depending on the amount of tanning agents em-
bedded in the respective layer. Accordingly, heavily sclerotised hard exocuticle contains only
about 12 % of water (Vincent and Ablett 1987); in contrast, unsclerotized soft cuticle can con-
tain up to 75 % of water (Vincent and Wegst 2004). Because of the low amount of water in
heavily sclerotized cuticle no or only insignificant changes in the mechanical properties in
mandibles of termites or jewel beetle larvae were found after the removal of water (Cribb et
al. 2008; Cribb et al. 2010) as listed in Table 3.3.1. In this way the capacity for water uptake

and, by means of that, the mechanical properties of the layers are adjusted.

3.3.4.3 Adjustment of mechanical properties by regulating the water content

In our study we measured the two extrema in hardness and modulus by probing the cuticle in
air as well as fully submerged in water. However it can be speculated that the real in vivo
stage lies in between. The precise water content of a native cuticle is largely unknown be-
cause it is difficult to measure (Schéberl and Jager 2006). This is especially true for the water
content of a single layer. Our study again shows that water is a major modulator for the me-
chanical properties of insect cuticle and that hardness and modulus of each layer is strongly

affected by its water content.

When looking at a specific cuticular region of a given insect species, it can be stated that the
local mechanical properties are decisively adjusted by the water content in each of the cu-
ticular layers. Based on our results, we propose a two-stage adjustment process: First of all

the grade of tanning defines the maximal possible uptake of water in each layer. However, as
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already pointed out by other workers, it is unlikely that the cuticular water content is always
maximal in a living insect (Vincent and Ablett 1987). Thus a further fine tuning may be
achieved by regulating cuticular water loss by transpiration. The most important component
to regulate cuticular transpiration is the waxy epicuticle (Locke 1965; Hadley 1982; Gibbs
1998). Therefore we speculate that the role of the epicuticle is not only the saving of water in
general. As a new additional function we propose that the development of the epicuticle in a
specific functional area of the cuticle may set a specific rate of water loss which in turn ac-
counts for a site-specific percentage of water in the underlying cuticular layers. The me-
chanical properties are simultaneously adjusted. Further experiments have to show if this

assumption is correct.

3.3.4.4 Conclusions

From a technical point of view chitin-fibre reinforced arthropod cuticle can be regarded as a
fibore composite material consisting of up to three functional sublayers. Because the me-
chanical properties of each sublayer can be adjusted individually, the resulting overall prop-
erties of the cuticle as a whole are superior to a single-layer composite material of the same
thickness and weight. With respect to various kinds of mechanical strengths, fracture and
fatigue properties, and the capability to store energy multilayered materials have many ad-
vantages. Thus insect cuticle can be an interesting source of inspiration for the development
of new technical materials. As already emphasized by Vincent and co-workers, a very
promising feature of insect cuticle is that water not only is used for the synthesis of cuticle but
also for the maintenance of its structural and functional properties (Vincent and Wegst 2004;
Vincent 2009). Transferring the principles and mechanisms of insect cuticle to man-made
advanced materials in which, for example, the mechanical properties can be elegantly ad-
justed by controlling the water content of one or more layers would be a highly promising

biomimetic attempt.
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Uberleitung

Nach der Entwicklung einer Methode zur systematischen Prufung verschiedener Schichten
vollstandig gewésserter Kutikula an Heuschrecken (3.3) erfolgte die Ubertragung der Metho-
dik auf die IR-Rezeptoren von M. acuminata und A. albicornis. Im folgenden Manuskript "Ma-
terial properties of photomechanic infrared receptors in pyrophilous Melanophila beetles and
Aradus bugs" werden die Materialeigenschaften verschiedener Kutikulatypen innerhalb der
IR-Rezeptoren sowie in bestimmten Referenzregionen prasentiert. Hierbei werden jeweils
die Ergebnisse von quasi-nativen und von getrockneten Proben gegenuibergestellt. Durch
topographische Untersuchungen wird zusatzlich das Quellungsverhalten der Exo- und Me-

sokutikula der photomechanischen IR-Rezeptoren charakterisiert.
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3.4 Material properties of photomechanic infrared receptors in pyrophi-

lous Melanophila beetles and Aradus bugs

David Klocke, Helmut Schmitz

Abstract

Jewel beetles of the genus Melanophila and some pyrophilous species of the flat bugs genus
Aradus show a pyrophilous behaviour and have developed so-called photomechanic infrared
(IR) receptors. In a spherical photomechanic IR sensillum incoming IR radiation is converted
into micromechanical action finally stimulating the dendritic tip of a mechanosensitive sen-
sory cell. The tip is located inside a tiny cuticular sphere with a diameter of about 12 um. The
material properties of the different cuticular components of this sphere are of great impor-
tance for stimulus generation. We measured modulus and hardness of the outer exocuticular
shell of the sphere and of the mesocuticle inside the core. Measurements were made by
nanoindentation at sensilla which were partly cut open under dry as well as under rewetted
(i.e. quasi-natural) conditions. Important results are that in rewetted sensilla the outer exocu-
ticular shell of the sphere in the Melanophila sensillum is about 50% harder and 20% stiffer
than reference exocuticle and that in both species especially the rewetted mesocuticle of the
inner core of the IR sensilla is significantly softer (about 80% in Melanophila) and more com-
pliant (about 90% also in Melanophila) than the reference mesocuticle. Findings can be in-
terpreted as special adaptations of the cuticular microdomains of photomechanic infrared

sensilla to enhance thermo-mechanical performance and, thereby, sensitivity.

3.4.1 Introduction

Jewel beetles of the genus Melanophila belonging to the acuminata or “flattened type” like M.
consputa, M. notata, M. opaca, M. atropurpurea, or M. acuminata are well-known to ap-
proach forest fires (Ricksecker 1885). The same so-called pyrophilous behaviour has been

observed in a few flat bug species of the genus Aradus (Heteroptera, Aradidae).

In both groups so called photomechanic IR receptors have been found (Vondran et al. 1995;
Schmitz et al. 2008). This unique type of sensillum is innervated by a mechanosensitive cell
and is strikingly similar in beetles and bugs (see Figure 3.4.1 a,b). In brief, a photomechanic
IR sensillum shows the following functional components: a spherical IR absorbing cuticular
apparatus built by a minute sphere with a diameter about 12 to 15 ym. The sphere consists

of an outer shell made of hard exocuticle which is reinforced by many layers of chitin fibres.
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Inside the sphere a core of softer mesocuticle is situated. In contrast to the massive shell the
mesocuticle has a spongy texture caused by a three-dimensional system of fluid-filled mi-
crolacunae and nanocanals (Figure 3.4.1 c,d). From below the tip of the mechanoreceptor
enters the sphere through a pore in the shell and terminates inside the mesocuticular core
(cf. Figure 3.4.1 c,d) (Schmitz et al. 2007; Schmitz et al. 2010).

Figure 3.4.1 a SEM image of dome-shaped IR receptors and associated wax glands (arrowhead) lo-
cated at the bottom of the pit organ of M. acuminata. b IR receptors and hair mechanoreceptors (aster-
isk) of the propleural region of the prothorax of 4. albicornis. Below: Schematic drawings of single IR
receptors of Melanophila (c¢) and Aradus (d) composed of different types of cuticle. The microfluidic
core is penetrated by the tip of mechanosensory dendrite (D). Inset: Schematic drawing of a contact
mechanoreceptor of Aradus. Mes Mes in the marked region (*) was tested.

According to the photomechanic model IR radiation is absorbed by the organic molecules
(i.e. proteins and chitin) as well as by the water inside the mesocuticular lacunae of the
sphere. The corresponding increase in temperature mainly results in a thermal expansion of
the microfluidic core consisting of mesocuticle and the fluid enclosed by the shell of the

sphere. However, an omnidirectional expansion is restrained by the outer shell. Thus the
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dendritic tip of the mechanoreceptor as the only compliant element is compressed which
represents the adequate stimulus for a mechanosensitive neuron. Electrophysiological ex-
periments have shown that at least the IR receptors of Melanophila beetles are fast trans-
formers of IR radiation into a micromechanical event. Latencies were in the range of a few
milliseconds (Schmitz and Bleckmann 1998; Schmitz et al. 2000). Although the real sensitiv-
ity of the photomechanic receptors is still unknown, there is evidence that at least the IR re-
ceptors in Melanophila beetles have an outstanding sensitivity. If one postulates that
Melanophila beetles and Aradus bugs use their IR sensilla for fire detection, a high sensitivity
is substantiated by older reports in the entomological literature that Melanophila beetles have
approached fires over great distances and in large numbers (Ryle 1923; VanDyke 1928;
Linsley 1943). Untold numbers of Melanophila consputa were observed at a large burning oil
storage tank close to Coalinga in California (VanDyke 1926). Because Coalinga is situated in
the arid San Joaquin Valley, the next coniferous forests which most probably were the
source for the beetles were 50 to 100 miles away. Great numbers of beetles have been at-
tracted by a large smelter plant where the next coniferous forest also was about 50 miles
away (Linsley 1933). Melanophila consputa and M. occidentalis swarmed in numbers of
several thousand individuals about two cement plants in southern California where the bee-
tles congregated near the kilns at high ambient temperatures. Beetles were especially nu-
merous in the vicinity of the burning zone of the kilns. It's also of importance to note that at
the first plant the next coniferous forest was 20 miles away, at the second facility the distance

to the next forest was 40 miles (Linsley and Hurd 1957).

Consequentially the cuticular sphere has to efficiently transform the IR radiation energy into
mechanical displacement. Therefore, the thermo-mechanical properties of the spherical cu-
ticular apparatus have to be optimized for this purpose. In a preceding paper Muller and al.
already have locally measured modulus and hardness of the different cuticular components
of the Melanophila IR sensillum. However, only dry material was investigated. Because the
fluid is crucial for the function we measured the mechanical properties as well as water up-
take behaviour (swelling properties) in dry and also fully hydrated (i.e. rewetted) sensilla of
pyrophilous Melanophila acuminata and Aradus albicornis. Results were discussed with re-

spect to stimulus translation.

3.4.2 Material and Methods

3.4.21 Animals
In summer 2010, adult M. acuminata hatched from burnt logs which were stored in the ani-
mal house of the Zoological Institute of Bonn University. The wood originated from forest

fires in Catalonia, Spain, happening in summer 2009 during the reproduction period of
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Melanophila. Animals were kept for several weeks in plastic boxes and fed with raisins, pea-

nuts and walnuts. Water was given ad libitum.

Adult A. albicornis were caught after fires on burnt areas in Eucalypt forests in February
2011 in Western Australia. Bugs were kept alive for several months in plastic boxes on burnt

logs infested with post-fire fungi.

3.4.2.2 Scanning electron microscopy

Beetles and bugs fixed in 70% ethanol were cleaned by sonication in a mixture of chloroform
and ethanol (2:1) for 2 min. After drying in air, specimens were glued onto holders with car-
bon glue (Leit-C, Fa. Neubauer), sputtered with gold, and examined in a LEO 440i (Leica,

Bensheim, Germany) scanning electron microscope (SEM).

3.4.2.3 Specimen preparation

Sensory IR pit organs together with about 0.5 mm of surrounding cuticle were excised from
the metathorax of anesthetized M. acuminata. Also, pieces of cuticle containing IR receptors
were excised from the propleural regions of the prothorax of anesthetized A. albicornis. After
drying in air specimens were embedded in Epoxy Resin L (Toolcraft) in a standard embed-
ding form (Agar Aids LTD). Semithin cross sections were cut from the embedded specimens
with a Reichert Ultracut microtome using a diamond knife. The sections (1 um) were stained
with a 0.05% toluidine-blue/borax solution and examined with a Leitz DM RBE light micro-
scope When an appropriate cross-sectional profile was identified the surface was polished by

cutting a few ultrathin sections.

In the inner sphere of the IR receptors of M. acuminata, the intermediate layer consisting of
mesocuticle (“IR Mes”) as well as the lamellated exocuticular shell (IR Exo”) were probed
(cf. Figure 3.4.1 c). As a reference, exocuticle and mesocuticle from the cuticle surrounding
the IR pit organ were tested (called “Ref Exo” and “Ref Mes”, respectively). Hair mechanore-
ceptors were not tested in M. acuminata as the cuticular structures of the basal region turned

out to be too small for systematic probing.

In the inner sphere of the IR receptors of A. albicornis, the mesocuticle inside the central flu-
idic core (here called “IR Mes”) as well as the exocuticle of the shell (“IR Exo”) was probed
(cf. Figure 3.4.1 d). As a reference, standard exocuticle and mesocuticle of the propleural
region was tested (called “Ref Exo” and “Ref Mes”, respectively). Inside the bollard-shaped
hair mechanoreceptors of A. albicornis, we probed the mesocuticle in the distal region (called
“Mec Mes”), corresponding to the position of the inner sphere in the IR receptors (see inset in
Figure 3.4.1 d).

69



Ergebnisse

3.4.2.4 SPM/Nanoindentation

High resolution SPM-imaging was carried out in contact mode using an Atomic Force Micro-
scope (Dimension 3100; Digital Instruments). The scanner head was equipped with a tip
holder appropriate for scanning in fluid, allowing the scanning of specimens in air and in
A. dest.. Mechanical tests were conducted in ambient air and in A. dest. in a nanomechanical
test system capable of normal loading as well as in situ SPM (TriboScope; Hysitron, Minnea-
polis, USA). Indentation tests were performed by using a three-sided Berkovich diamond tip
with a total included angle of 142.3° which is suitable for measurements in fluid. A proper
area function was established by indenting in a PMMA test specimen with known hardness
and modulus. Contact depths ranged from 130 to 400 nm. The maximum load during inden-
tation was 200 pN with loading and unloading rates of 20 uN/s, and a 10 s holding time at
peak load to compensate for material creeping and to make sure that most of the plastic de-
formation was completed. To avoid interference the space between adjacent impressions
were always greater than 2 ym. Hardness (H) and reduced Young's modulus (E;) both were
calculated from the unloading portions of the load-displacement curves following established
procedures (Oliver and Pharr 1992; Bhushan and Li 2003; Muiller et al. 2008). To obtain data
from cuticle that is fully saturated with water, we carried out mechanical testing in water for
up to 150 minutes (Klocke and Schmitz 2011).

3.4.2.5 Statistics

Data obtained from the different kinds of cuticle were grouped into material classes. Means
and corresponding standard deviations of H and E, of each class were calculated. The data
were analysed using the Mann-Whitney-test (Mann and Whitney 1947). Mean values were

regarded as significantly different at P < 0.05.

3.4.3 Results

3.4.3.1 Mechanical properties of IR sensilla and adjoining reference cuticle

As depicted in Figure 3.4.1 ¢ and d, two cuticular components which build up the internal
sphere are supposed to be crucial for the thermo-/mechanical action of a photomechanic IR
sensillum: the outer exocuticular shell of the sphere (IR Exo) and the mesocuticle inside the
microfluidic core of the sensillum (IR Mes). Thus moduli were measured in these layers
within cross sections through IR sensilla. For reasons of comparison we also measured
modulus and hardness of exo- and mesocuticle of adjoining “normal” cuticle and of the
mesoculticle inside bollard-shaped mechanoreceptors on the propleural region in Aradus al-

bicornis (Figure 3.4.1 c,d).
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3.4.3.2 Modulus
Data measured under dry and rewetted conditions in Melanophila and Aradus are given in
Figure 3.4.2 a. For reasons of clarity, the results of statistical testing for significant differ-

ences between the different cuticular layers are provided in Table 3.4.1.

At a first glance, it became obvious that moduli of all types of cuticle always are significantly
lower in Aradus than in Melanophila whereas the relative differences between the different

cuticular layers within one species are comparable.

Under dry conditions means of the moduli of IR Exo and Ref Exo in Melanophila were about
10.5 GPa; no significant difference was detectable. With a mean of 14.5 GPa the modulus of
the reference mesocuticle (Ref Mes) was significantly higher whereas the modulus of IR Mes
showed by far the lowest value (mean 5.8 GPa). Under rewetted conditions, all moduli de-
creased significantly. A moderate decrease by factors between 2.2 to 2.7 was measured in
IR Exo, Ref Exo and Ref Mes, whereas the modulus of IR Mes decreased by a factor of 11.6
(i.e. more than a 90% reduction in modulus was caused by the water). In addition, under re-
wetted conditions, the modulus of IR Exo (mean 4.8 GPa) was slightly but significantly higher
than the modulus of Ref Exo (mean 3.9 GPa).

In Aradus, IR Exo, Ref Exo, and Mec Mes all showed a mean modulus around 6.7 GPa un-
der dry conditions; no significant differences could be detected. Like in Melanophila, Ref Mes
had a significantly higher mean of 8.9 GPa and the lowest mean of 4.3 GPa was measured
in IR Mes which was significant different from all other layers. Rewetting resulted in signifi-
cant lower moduli in all layers. Now the moduli of IR Exo, Ref Exo, and — in contrast to the
dry condition — Ref Mes had a mean modulus between 2.8 to 3.0 GPa (no significant differ-
ence detectable). This corresponded to a decrease by factors between 2.2 to 3 compared to
the dry condition. In comparison to the means of the other layers the mean of Mec Mes re-
mained significantly higher at 4.2 GPa (corresponding to a decrease by a factor of only 1.6).
As in Melanophila the lowest modulus was measured in IR Mes (mean of 1.3 GPa) corre-
sponding to a loss in modulus by a factor of 3.3 compared to the dry condition (thus a 70%

decrease was caused by adding water).
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Modulus [GPa]

Figure 3.4.2 Modulus (a) and hardness (b) of different types of cuticle in M. acuminata and
A. albicornis under dry and rewetted conditions (for details see “Material and Methods” section).
Numbers of indentations (n) used for calculation of means and standard deviations (indicated by verti-
cal lines) are given at the bottom of the bars. Data marked with asterisks have been published in
Klocke et al. (2011).
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Table 3.4.1 Mann-Whitney-test for hardness and modulus of the different types of cuticles showing
significant differences (+) or not (-). Significance level was set at P<0.05. Upper right corner for sig-
nificance testing of hardness, lower left corner for modulus.

M. acuminata A. albicornis
Dry Rewetted Dry Rewetted
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3.4.3.3 Hardness
Data for hardness are provided in Figure 3.4.2 b. As for the moduli results of statistical test-
ing are provided in Table 3.4.1. Considering the relative differences between respective cu-

ticular layers in both species, the same ratios as observed for the moduli have been found.

Under dry conditions hardness of IR Exo and Ref Exo in Melanophila are only insignificantly
different from each other (means 0.48 and 0.49 GPa, respectively). Ref Meso showed the
highest hardness which is significantly different from the hardness of all other layers (mean
0.61 GPa) and IR Meso had the lowest hardness (mean 0.32 GPa; also significantly different

from all other layers). Under rewetted conditions hardness significantly decreased in all lay-
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ers. The smallest decrease was measured in IR Exo; here, hardness decreased by a factor
of 1.8 to a mean of 0.26 GPa. Hardness of Ref Exo and Ref Meso both decreased by a fac-
tor of about 3.6 to 0.13 and 0.17 GPa respectively (mean values). The largest loss was
measured in IR Mes. In IR Mes hardness decreased by a factor of 10.6 to a mean of 0.03
GPa which means that addition of water caused a 90% decrease in hardness in this layer. In

the rewetted stage, hardness of IR Exo is twice as high as hardness of Ref Exo.

In Aradus, under dry conditions, mean hardness of IR Exo, Ref Exo, and Ref Mes were in the
range between 0.33 to 0.35 GPa without significant differences. Hardness of Mec Mes was
slightly but significantly lower (mean of 0.3 GPa) and the lowest hardness was measured in
IR Mes (mean 0.17 GPa) which was significantly lower compared to the other layers. Rewet-
ting significantly decreased the hardness in all layers. The lowest loss in hardness was
measured in Mec Mes where hardness decreased by a factor of 1.8 to a mean of 0.17 GPa
(significantly different from hardness of all other rewetted layers). Hardness of IR Exo and
Ref Exo both decreased by a factor of about 2.3 to a mean of 0.14 GPa. Hardness of Ref
Mes decreased by a factor of 3.2 to a mean 0.11 GPa. However, this is not significantly dif-
ferent from IR Exo and Ref Exo. The lowest hardness was measured in IR Mes (mean 0.08)
which corresponds to a decrease in hardness by a factor of 2.1 which is significantly different

from all other layers.

3.4.3.4 Influence of water on the cuticle of the IR sensilla

Addition of water changes the surface profile of IR sensilla which were cut open in the mid-
dle. If water was added to dried specimens of IR sensilla of Melanophila and Aradus, espe-
cially the region consisting of mesocuticle showed a pronounced swelling behaviour (Figure
3.4.3).
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M. acuminata A. albicornis

wet

Figure 3.4.3 Topography SPM-Scans of IR receptors of M. acuminata (a,b) and A. albicornis (¢,d)
depicted in 3D surface plots. The upper images originate from scans of dried samples, the lower from
samples that were scanned in water. Coloured curves below each image show the topography along a
section (white line) through the receptor. Within each section, the inner mesocuticle is framed in both
the white line (black crosses) and the corresponding topography curve (vertical black lines).

3.4.4 Discussion

3.4.4.1 Characteristics of the cuticle inside photomechanic IR sensilla

In dried sensilla of both pyrophilous species the mechanical properties of the exocuticle of
the outer shell of the sphere (IR Exo) are not significantly different from the respective refer-
ence exocuticle. However, modulus and hardness are significantly lower in Aradus. In the
Melanophila sensillum modulus and hardness are comparable to results also obtained by
nanoindentation by Miller et al. 2008. In a comparable approach a modulus of 8 GPa and a
hardness of 0.51 GPa was measured in the dried exocuticular shell of a Melanophila sensil-

lum (Mdiller et al. 2008). Because in that study standard deviations were considerably larger
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than in our study, results are comparable. Much lower moduli of only 3 GPa were measured
in an older study where moduli were measured by SPM (Hazel et al. 2001). However, inden-
tation depths of only 10 - 20 nm were achieved. Therefore we assume that moduli were con-

siderably underestimated.

In our present study we measured the mechanical properties of the cuticular apparatus of
photomechanic IR sensilla for the first time also in fluid which is much closer to the natural
situation. Results clearly show that water has a major impact on modulus and hardness as it
had been shown for the sternal cuticle in locusts (Klocke and Schmitz 2011). Nearly all
measured values were at least halved in both species. While in Aradus modulus and hard-
ness of the rewetted exocuticular shell of an IR sensillum and of the reference exocuticle are
still only insignificantly different from each other, the exocuticle of the outer shell of the
Melanophila sensillum turned out to be 20 % stiffer and 50% harder than the reference
exocuticle. This can be interpreted as a specialization of the exocuticular shell of a Melano-

phila sensillum.

A strikingly higher level of specialization was found in the mesocuticle. Under dry conditions,
the mesocuticle inside the core of the IR sensilla in Melanophila and Aradus already showed
a much lower modulus and hardness than the reference mesocuticle, the exocuticle and — as
measured in Aradus — the mesocuticle inside a mechanoreceptor. In the preceding paper of
Mdiller et al. even a lower modulus of 4.5 GPa has been measured for IR Mes in the Melano-
phila sensillum. In this respect it has to be stressed that under dry conditions moduli and
hardness of the reference mesocuticle are higher in both species than modulus and hard-
ness of the exocuticle. However, values for the mesocuticle inside the IR sensilla are also

significantly lower than the values for IR Exo and Ref Exo.

The relative differences again dramatically changed when water was added. Under rewetted
conditions modulus and hardness of the mesocuticle inside the IR sensilla strongly de-
creased: the modulus by 90% in Melanophila and by 70% in Aradus; the hardness also by
90% in Melanophila and by 50% in Aradus. Now modulus and hardness of IR Mes exhibited
by far the lowest values of all types of cuticle investigated. Because the standard deviations
are not larger than in the other types of cuticle, it can be excluded that measurements were
distorted because some indentations were made (at least partly) into microcavities which can

be found in the mesocuticular core of an IR sensillum (cf. Figure 3.4.1 c,d).

Under rewetted and, therefore, quasi-natural conditions it became clear that the mechanical
properties of the exocuticular shell of an IR sensillum of Melanophila and especially of the

mesocuticular core (IR Mes) in both species differ from the “normal” surrounding cuticle. Ad-
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ditionally, the pronounced swelling capability of IR Mes can also be interpreted as special

feature indicating an increased water uptake capacity (cf. Figure 3.4.3).

3.4.4.2 Functional significance of the mechanical properties for sensillum perform-
ance

The photomechanic model of the function of the IR receptors in Melanophila beetles and
Aradus bugs implies that IR radiation initially is absorbed by the entire cuticular apparatus
(i. e. the small sphere). Absorption by the cuticle and most probably also by the fluid inside
the mesocuticular core of the sensillum causes thermal expansion. However, expansion is
quite different in the different components. It has been suggested that the outer exocuticular
shell of the sphere shows by far the lowest coefficient of thermal expansion. This has been
postulated because the shell consists of sclerotized (i.e. hard and stiff) exocuticle which is
reinforced by many layers of chitin fibres which show a very high modulus of about 150 GPa
(Vincent and Wegst 2004). On the other hand the softer mesocuticle inside the core should
reveal a higher coefficient of thermal expansion. Finally, the fluid inside the microcavities of
the core has the highest coefficient. The only compliant structure inside the sphere is the
outermost tip of the mechanosensitive dendrite (cf. Figure 3.4.1 c,d). The dendrite is located
in an inner pressure chamber and, thus, a decrease in internal pressure can be achieved by
a slight cross-compression of the dendritic membrane (Schmitz et al. 2007; Mdller et al.
2008; Schmitz et al. 2008).

The results of our study strongly support this model. Under rewetted conditions in the
Melanophila sensillum the outer shell of the sphere is significantly stiffer and harder than the
reference exocuticle. This is in consistence with a role of the outer shell as a quasi isochoric
“pressure chamber” focussing thermal expansion to the tip of the dendrite. In contrast, in the
rewetted Aradus sensillum modulus and hardness are not higher than those of the reference
cuticle. Because there is some evidence that the Melanophila sensillum has a higher sensi-
tivity than the Aradus sensillum (Evans 1966; Schmitz and Bleckmann 1998) results are in
accordance with the expectations that the Melanophila sensillum should show a higher grade
of specialization. A look at the mechanical properties of the mesocuticle inside the core of the
IR sensilla conclusively reveals that modulus and hardness are obviously adapted to provide
a high coefficient of thermal expansion. A correlation between modulus and the coefficient of
thermal expansion has been found in a variety of solid materials and a linear log-log inverse
relation has been described between these material properties in many materials (Barker
1963; Arenz 2005). Thus, we propose that especially the relatively low modulus of IR Mes in
the water saturated sensilla accounts for a considerable increase of the coefficient of thermal

expansion.
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On the other hand, modulus and hardness of the mesocuticle inside the rewetted bollard-like
hair mechanoreceptors (Mec Mes) of Aradus remain on a significantly higher level compared
to the reference mesocuticle and especially to IR Mes. This is in accordance with the function
of the contact mechanoreceptor where the base should provide a rigid fixture for the move-

able bristle.

3.4.5 Conclusions

Photomechanic IR sensilla have been discovered in jewel beetles of the genus Melanophila
(Vondran et al. 1995; Schmitz and Bleckmann 1998) and in some pyrophilous species of the
flat bug (Aradidae) genus Aradus (Schmitz et al. 2008; Schmitz et al. 2010). When IR radia-
tion is absorbed by these spherical sensilla a micromechanical action inside a tiny cuticular
spherule is induced which causes a cross-compression of the dendrite tip of a ciliary mech-
anoreceptor (Vondran et al. 1995; Schmitz et al. 1997). The results of our study show that
the mechanical properties of the different cuticular components of photomechanic IR sensilla
are adapted on the one hand to minimize the coefficient of thermal expansion of the outer
exocuticular shell of the sphere (as shown for IR Exo in the Melanophila sensillum) and on
the other hand to enhance thermal expansion of the fluidic core of the sensillum. By both
mechanisms the mechanical impact on the dendritic tip of the mechanoreceptor is increased.
Most probably, the crucial parameter which determines the mechanical properties of the dif-
ferent cuticular layers in all kinds of cuticle examined is the water content as shown recently

in the sternal cuticle of the locust (Klocke and Schmitz 2011).
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4 Diskussion

Nachfolgend werden die Morphologie und die mechanischen Eigenschaften der IR-
Rezeptoren von M. acuminata und A. albicornis hinsichtlich ihrer Bedeutung fur den
Translationsprozess bei der IR-Detektion diskutiert. Darauf basierend werden Empfehlungen

zur zukunftigen Entwicklung ungekuhlter technischer IR-Sensoren gegeben.

4.1 Funktionsmorphologie photomechanischer IR-Rezeptoren

4.1.1 Methodik: TEM-basierte 3D-Rekonstruktion

In dieser Arbeit wurde eine mal3stabsgetreue dreidimensionale Rekonstruktion der inneren
Kugel des IR-Rezeptors von M. acuminata hergestellt. Wahrend 3D-Rekonstruktionen an-
hand von Schnittserien normalerweise mit lichtmikroskopischen Aufnahmen von Semidinn-
schnitten hergestellt werden, handelt es sich hierbei um die erste Rekonstruktion eines IR-
Rezeptors von M. acuminata, die auf TEM-Aufnahmen von Ultradlinnschnitten basiert. Der
entscheidende Vorteil hierbei ist, dass in der Richtung senkrecht zur Schnittebene (Bildebe-
ne) eine Auflésung von ca. 100 nm erreicht wird, was der Dicke eines Ultradinnschnittes
entspricht. In den beiden anderen Raumrichtungen ist die Auflésung deutlich hoher (hier ca.
15 nm). Eine hohe Auflésung ist bei der Rekonstruktion des Melanophila-Rezeptors unab-
dingbar, zum einen aufgrund seiner Miniaturisierung, zum anderen um auch die sehr kleinen
(<<1 um) fluidgefillten Mikrokanale innerhalb des mikrofluidischen Zentrums erfassen zu
koénnen.

Ein Teil der fluidgefullten Kavitaten der Rekonstruktion des IR-Rezeptors von M. acuminata
liegen nicht als durchgangige Kanale, sondern, insbesondere im distalen Bereich, fragmen-
tiert vor. Eine mogliche methodische Ursache ist die unterschiedliche Ausdehnung, die die
Ultradiinnschnitte durch Bestrahlung im TEM zeigen. Eine weitere mogliche Ursache sind
Scherkrafte, die beim Schneiden auf die Probe wirken und diese Stauchen. Hierdurch kann
es zu Verzerrungen der abzubildenden Strukturen kommen. Méglicherweise kann dadurch
die Kontinuitat der Kavitaten nicht von Schnitt zu Schnitt nachverfolgt werden, was zur teil-

weise fragmentierten Darstellung der Fluidkanale fuhren konnte.

4.1.2 Miniaturisierung des IR-Rezeptors als Anpassung an den Stimulus

Eine auf den ersten Blick nicht direkt interpretierbare Eigenschaft der IR-Rezeptoren, sowohl
von M. acuminata als auch A. albicornis, ist ihre geringe GrofRe (1.3). Jedoch ist darin mogli-

cherweise eine wichtige Anpassung an den adaquaten Reiz zu sehen.
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Durch Bestrahlung eines gereinigten und getrockneten Infrarotorgans von M. acuminata mit
einem Infrarotlaser bestimmten Vondran et al. die Transmission durch das IR-Organ
(Vondran et al. 1995). Uber die Dicke der Kutikula im Bereich des IR-Organs lasst sich der
Absorptionskoeffizient a fur den relevanten Wellenlangenbereich (3-5 ym, atmospharisches
Fenster nahe dem Emissionsmaximum eines Walbrandes (Evans 1966)) als a=0,065 um"™
abschatzen (Berechnung im Anhang 8.4). Hieraus ergibt sich bei einer Eindringtiefe von ca.
15 um, das entspricht in etwa der Distanz zwischen der Kutikulaoberflache und der Basis der
inneren Kugel, eine Abschwachung auf etwa 37% des Ausgangswertes. Demnach absorbie-
ren die dinne Kutikula-Kuppel, die diinne Schicht aus Hullzellen und die innere Kugel des
Melanophila-Rezeptors bereits den grdfdten Teil der Strahlungsenergie. Zu bedenken ist,
dass bei der zugrundeliegenden Transmissionsmessung getrocknete Praparate verwendet
wurden. Da Wasser einen relativ hohen Absorptionskoeffizienten besitzt (a=0,114 ym™)
(Table 3.2.1), ist die Absorption im nativen System vermutlich héher und damit die Eindring-

tiefe fur IR-Strahlung noch geringer.

Zwar bestehen strukturelle Unterschiede zwischen den IR-Rezeptoren bei M. acuminata und
A. albicornis (1.3), jedoch sind sie ahnlich dimensioniert. Daher sollten in A. albicornis die
gleichen physikalischen Effekte auftreten, wie sie hier fir M. acuminata diskutiert wurden.

Die Miniaturisierung der IR-Rezeptoren ermdglicht demnach in beiden Arten eine relativ ho-
he Strahlungsintensitat in der Kutikula der inneren Kugel. In der ahnlichen Dimensionierung
der unabhangig voneinander entwickelten IR-Rezeptoren der beiden Arten kann demnach
eine Anpassung an den adaquaten Reiz (elektromagnetische Strahlung mit geringen Ein-

dringtiefen in Kutikula) gesehen werden.

4.1.3 Anordnung und Funktion der Fluidkanale

Das auffalligste Merkmal der Geometrie des IR-Rezeptors bei M. acuminata stellt die kelch-
formige Anordnung der Fluidkanale dar. Distal der Druckkammer bilden die feinen Mikroka-
nale ein dichtes Geflecht im seitlich-peripheren Bereich der Mesokutikula der inneren Kugel.
Die Intensitat der Strahlung nimmt mit zunehmender Schichtdicke des absorbierenden Mate-
rials naherungsweise exponentiell ab (Demtrdéder 2008). Die Intensitat der einfallenden IR-
Strahlung ist daher im distalen Bereich und in der seitlichen Peripherie des mikrofluidischen
Zentrums vermutlich deutlich hoher als im Zentrum der Kugel oder an seiner Basis. Folglich
wird in der seitlichen Peripherie und im distalen Bereich durch Absorption mehr Energie in
Form von Warme frei. Zudem wird vermutlich auch Warme aus der umgebenden und eben-
falls absorbierenden Exokutikula an den peripheren Bereich des mikrofluidischen Zentrums
abgegeben. Dies alles flhrt bei Absorption von IR-Strahlung vermutlich zur schnellen Er-

warmung des peripheren Bereichs des mesokutikularen Kerns und des Fluids.
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Die Verbindung der Druckkammer mit der Peripherie des mesokutikularen Kerns Uber Fluid-
kanéle deutet stark darauf hin, dass das Fluid als Hydraulikflissigkeit wirkt. Der durch die
Ausdehnung der Mesokutikula und des Fluids selbst erzeugte Druck wird hochstwahrschein-
lich hydraulisch auf die nachgiebige Dendritenmembran Ubertragen (Schmitz et al. 2007).
Gegenuber einer Drucklbertragung durch reine Verformung massiver Mesokutikula wird die
auftretende Reibung wahrend der Translation stark vermindert. Hierdurch wird die Ubertra-
gung des Druckes vermutlich schneller und effizienter. Somit steigert diese auf minimalen
Fluidmengen basierende Hydraulik des mikrofluidischen Zentrums die Reaktionsgeschwin-
digkeit und Empfindlichkeit des Rezeptors.

In 4.1.1 wurde eine mdgliche methodische Ursache fiur das Auftreten fragmentierter fluidge-
fullter Kavitaten diskutiert. Es ist jedoch auch denkbar, dass es sich hierbei nicht um ein Arte-
fakt handelt, sondern im distalen Bereich der inneren Kugel tatsachlich kleine Fluidkavitaten
isoliert voneinander vorliegen. Die Mesokutikula weist im lebenden Tier vermutlich einen ho-
hen Wassergehalt auf (4.5). Da Wasser praktisch inkompressibel ist (Kittel 2005), ergibt sich
hierdurch flr die Mesokutikula héchstwahrscheinlich ebenfalls eine nur geringe Kompressibi-
litat. Somit fungiert das mikrofluidische Zentrum aufgrund der umgebenden, harten Exokuti-
kula als ein geschlossener Druckkérper mit nahezu gleichbleibendem Volumen. Der in iso-
lierten Fluidkavitéaten erzeugte Druck wirde demnach sowohl uber die Verformung der Me-
sokutikula (bei konstantem Volumen) als auch hydraulisch Uber zusammenhangende Fluid-
kanale auf die nachgiebige Plasmamembran der Dendritenspitze wirken.

Die fluidgefullten Kavitaten (inklusive der Druckkammer) haben bei M. acuminata insgesamt
ein Volumen von 36 pm® und machen somit nur ca. 2% des Gesamtvolumens der inneren
Kugel aus. Die fluidgefillten Kavitaten erreichen durch ihre Verzweigungen distal der Druck-
kammer eine Grenzflache zur umgebenden Mesokutikula von 972 um?. Nimmt man eine Ku-
gel mit demselben Volumen von 36 pm?® an, so hat diese eine Oberflache von nur 52 ym?.
Dieser Vergleich verdeutlicht, dass durch die feine Verastelung der Mikrokanale eine extrem
grolie Grenzflache zwischen Fluid und Mesokutikula erreicht wird.

Eine relativ groRe Grenzflache sollte die Warmeleitung von Mesokutikula in das Fluid erleich-
tern, was vermutlich in einer schnelleren Erwarmung des Fluids resultiert. Setzt man voraus,
dass das Fluid einen hoheren thermischen Ausdehnungskoeffizienten besitzt als die umge-
bende Mesokutikula (4.2), geht damit ein schneller Druckanstieg innerhalb des mikrofluidi-

schen Zentrums einher.

4.2 Zusammensetzung und Eigenschaften des Fluids

Das Fluid des mikrofluidischen Zentrums lasst sich zu einem groRen Anteil durch einfache
Lufttrocknung der IR-Rezeptoren entfernen (Figure 3.4.3). Es ist anzunehmen, dass ein

Grundbestandteil des Fluids Wasser ist. Wasser mag sich gut als hydraulische Flissigkeit
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eignen (siehe 4.1.3). Allerdings sollte man fir eine effiziente Umsetzung absorbierter IR-
Strahlung in einen Druckanstieg, einen hohen thermischen Ausdehnungskoeffizienten, nicht
nur der umgebenden Kutikula, sondern auch des Fluids selbst erwarten. Der rdumliche Aus-
dehnungskoeffizient von Wasser liegt mit einem Wert von 0,21 10°K" um ein Vielfaches
niedriger als der von organischen Flissigkeiten (Lyde 2004). Eine grofliere thermische Aus-
dehnung des Fluids kann demnach nur durch Einlagerung weiterer Substanzen in die fluid-
geflllten Kavitaten erreicht werden. Tatsachlich wurde bei Topographieaufnahmen ange-
schnittener IR-Rezeptoren von M. acuminata unter Wasser eine gallertige Substanz nach-
gewiesen, die aus den angeschnittenen Kavitaten des mikrofluidischen Zentrums heraus-
quoll (Figure 3.4.3). Diese Substanz war zuvor bei Aufnahmen derselben Rezeptoren im ge-
trockneten Zustand nicht abgebildet worden. Damit ist erstmals nachgewiesen, dass die Ka-
vitaten der IR-Rezeptoren von M. acuminata eine quellfahige Substanz enthalten. Die ele-
mentare Zusammensetzung dieser Substanz wurde daraufhin per energiedispersiver Ront-
genspektroskopie (EDX) an getrockneten Proben untersucht. Es zeigten sich keinerlei Auffal-
ligkeiten der elementaren Zusammensetzung gegenuber der umgebenden Mesokutikula des
mikrofluidischen Zentrums (Anhang 8.5). Somit ist gezeigt, dass das Fluid, zumindest bei
M. acuminata, nur organische Verbindungen enthalt. Vermutlich wird die thermische Aus-
dehnung des Fluids durch Einlagerung dieser Substanz gesteigert. Das Fluid wirde sich
hierdurch bei Erwarmung relativ stark ausdehnen. Bei Absorption von IR-Strahlung wirde
somit ein Druckanstieg im mikrofluidischen Zentrum schnell und effektiv generiert.

Méglicherweise beeinflussen die eingelagerten organischen Verbindungen auch das Absorp-
tionsverhalten des Fluids gegeniiber IR-Strahlung. Letztere regt bestimmte Ubergénge zwi-
schen Schwingungs- und Rotationszusténden innerhalb von Molekiilen an. Diese Ubergénge
kénnen wiederum entsprechenden Bereichen des IR-Spektrums zugeordnet werden
(Silverstein and Bassler 1963). Durch EDX konnten sowohl in der getrockneten quellfahigen
Substanz als auch in der Mesokutikula des mikrofluidischen Zentrums die Elemente Kohlen-
stoff, Sauerstoff und Stickstoff nachgewiesen werden (Anhang 8.5). Es ist stark anzuneh-
men, dass auch Wasserstoff in beiden Proben vorhanden ist. Wasserstoff kann jedoch
grundsatzlich nicht durch EDX nachgewiesen werden. Die Bindungen zwischen diesen Ele-
menten liegen mit ihren Absorptions-Peaks im Wellenlangenbereich elekiromagnetischer
Strahlung zwischen 2,8 und 6 um (Silverstein and Bassler 1963), wahrend Wasser relativ
schmalbandig um 3 um absorbiert. Somit verstarken organische Verbindungen im Fluid des
IR-Rezeptors moglicherweise nicht nur die raumliche Ausdehnung des Fluids bei Tempera-
turzunahme, sondern erweitern auch das Absorptionsspektrum des Fluids gegenlber Infra-
rotstrahlung auf den relevanten Bereich des atmospharischen Fensters (3-5 ym) und dartber

hinaus. Eine starke Absorption des Fluids im relevanten Wellenlangenbereich fuhrt zu
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schneller Erwarmung und Ausdehnung desselben und somit zu einem schnellen Druckan-

stieg im mikrofluidischen Zentrum.

4.3 Methodik: Mechanische Charakterisierung rehydrierter Kutikula

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass der Wassergehalt die mechanischen Eigen-
schaften von Insektenkutikula beeinflusst (Reynolds 1975; Vincent 1990; Andersen 1996;
Vincent 2004; Vincent 2009). In allen bisherigen Studien wurden die Kutikulapraparate in Luft
untersucht. Es wurden entweder frisch praparierte Kutikulaproben getestet (Enders et al.
2004; Barbakadze et al. 2006), oder die Proben wurden getrocknet, danach rehydriert und
nach dem Entfernen des Wassers in Luft untersucht (Schéberl and Jager 2006; Cribb et al.
2010). Da bei mechanischen Tests stets eine gewisse Anzahl von Messwerten nétig ist, wird
die Probenoberflache Uber mehrere Minuten der Raumluft ausgesetzt. Dabei kann perma-
nent Wasser aus der Probenoberflache verdunsten. Hierdurch werden die Messergebnisse
innerhalb weniger Minuten massiv modifiziert, was in dieser Arbeit durch zyklisches Trock-
nen und Rehydrieren von Endokutikula von L. migratoria demonstriert wurde (Figure 3.3.4).
Folglich kdnnen sich aufgrund der zunehmenden Austrocknung der Probenoberflache die
Materialeigenschaften wahrend einer Messreihe in kirzester Zeit stark andern (Schoberl and
Jager 2006). Zudem werden die Materialeigenschaften tendenziell falsch eingeschatzt (z.B.
Harte und E-Modul Uberschatzt). Beide Effekte treten insbesondere bei Nanoindentationsex-
perimenten auf, da hier haufig Indentationstiefen von nur einigen hundert Nanometern vor-

kommen und Probenmaterialien bis zu dieser Tiefe entsprechend schnell austrocknen.

In dieser Arbeit wurden alle Proben sowohl getrocknet in Luft als auch rehydriert in Wasser
getestet. Hierbei wird, den Wassergehalt betreffend, in zwei extremen Situationen gemes-
sen. Es ist anzunehmen, dass die Materialeigenschaften im lebenden Tier zwischen den hier
fur beide Situationen ermittelten Werten liegen. Da im lebenden Tier die Kutikula auch hy-
driert vorkommt, ist anzunehmen, dass die Materialeigenschaften im lebenden Tier den in
rehydrierter Kutikula ermittelten Werten sehr nahe kommen. Eine Veranderung der Wasser-
aufnahmekapazitat der Kutikulaproben durch die vorherige Trocknung und eine damit ver-
bundene Anderung der Materialeigenschaften in rehydrierten gegeniiber frischen Proben
konnte durch Kontrollversuche mit frisch eingebetteten Proben weitgehend ausgeschlossen
werden (3.3.4, Figure 3.3.3 b,d). Durch die Messung in destilliertem Wasser kénnen tber
mehrere Stunden unter gleichbleibenden und definierten Bedingungen die Proben systema-

tisch getestet werden. So kénnen Eindricke mithilfe von Topographieaufnahmen exakt plat-
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ziert werden, was die mechanische Charakterisierung von Kutikulaldomé&nen mit einem

Durchmesser von nur wenigen Mikrometern erlaubt.

4.4 Einfluss der Rehydrierung auf die Materialeigenschaften von Kutikula

4.41 Anderung der Materialeigenschaften einzelner Kutikulaschichten

Es konnte in dieser Arbeit bestatigt werden, dass der Wassergehalt einen entscheidenden
Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften von Insektenkutikula hat. Die Werte fur Harte
und E-Modul wurden unter dem Einfluss von Wasser zum Teil um ein Vielfaches vermindert
(Figure 3.3.3, Figure 3.4.2). Auch wurde der Einfluss von Wasser auf die Materialeigenschaf-
ten einzelner kutikularer Schichten untersucht. In Nanoindentationsexperimenten an Kutikula
der Sternalplatte von L. migratoria wurden bei getrockneten Proben relativ ahnliche Werte fur
E-Modul und Harte in den untersuchten Schichten gemessen. Im Gegensatz dazu war in den
qguasi-nativen Proben eine graduelle Zunahme des E-Moduls und der Harte von der innen
gelegenen Endokutikula Uber die Mesokutikula zur aufsen gelegenen Exokutikula festzustel-
len, sowohl bei der Indentation senkrecht ("Normal-Indentation") als auch parallel zur
Kutikulaoberflache ("Transverse-Indentation") (Figure 3.3.3). Bei entsprechenden Experi-
menten an Referenz-Kutikula bei M. acuminata und A. albicornis anderten sich die Material-
eigenschaften der einzelnen Schichten zwar stark unter dem Einfluss von Wasser; die fur
L. migratoria beschriebene graduelle Zunahme der Harte und des E-Moduls von der Meso-
zur Exokutikula bei quasi-nativen Proben war aber nicht zu beobachten. Innerhalb der IR-
Rezeptoren beider pyrophiler Arten jedoch zeigte jeweils die IR-Mesokutikula durch den Ein-
fluss von Wasser eine deutlich starkere Abnahme von Harte und E-Modul als die IR-
Exokutikula (Figure 3.4.2). Insgesamt wurde damit auch gezeigt, dass sich die mechani-
schen Eigenschaften einzelner kutikularer Schichten unter dem Einfluss von Wasser unter-
schiedlich stark andern. Unter anderem definiert also der Wassergehalt die mechanischen

Eigenschaften dieser Schichten.

4.4.2 Rolle der Proteinmatrix

Dass der Wassergehalt insbesondere die mechanischen Eigenschaften der Proteinmatrix
beeinflusst, wurde in dieser Arbeit unter anderem durch Anisotropie-Effekte demonstriert. So
war die relative Anderung von Harte und E-Modul der Endo- und Mesokutikula bei
L. migratoria unter dem Einfluss von Wasser bei der Normal-Indentation wesentlich gréRer
als bei der Transverse-Indentation (Figure 3.3.5). Die Proteinmatrix wird durch die Wasser-
aufnahme weicher und elastischer. Harte und E-Modul werden dann starker von den einge-
lagerten Chitinfasern dominiert, was am Einfluss der Indentationsrichtung relativ zur Faser-

ausrichtung zu erkennen ist (Figure 3.3.5).
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Sowohl beim Exoskelett von L. migratoria als auch innerhalb der untersuchten IR-
Rezeptoren zeigt die starker sklerotisierte Exokutikula eine relativ geringe Anderung ihrer
mechanischen Eigenschaften unter dem Einfluss von Wasser (Figure 3.3.3, Figure 3.4.2). Im
Vergleich nahmen E-Modul und Harte der schwacher sklerotisierten Meso- und Endokutikula
durch die Rehydrierung wesentlich starker ab. Auch wurde bei L. migratoria die weniger stark
sklerotisierte Endokutikula in Wasser signifikant weicher und elastischer als die Mesokutiku-
la. Eine Ausnahme ist hier der E-Modul bei Normal-Indentation, wo kein signifikanter Unter-
schied zwischen Meso- und Endokutikula festgestellt werden konnte. Trotzdem liegt auch
hier der Mittelwert der Mesokutikula héher. Die Ergebnisse legen nahe, dass mit zunehmen-
dem Grad der Sklerotisierung in den verschiedenen Schichten der Einfluss des Wassers auf
die mechanischen Eigenschaften geringer wird. Dieser Effekt konnte auch von Muller aus
vorangegangenen Studien abgeleitet werden (Muller 2008): Die Erhéhung der Werte fur E-
Modul und Harte durch Dehydrierung bei stark sklerotisierter Kutikula (Exokutikula) ist relativ
klein gegenliber schwach sklerotisierter Kutikula (Endokutikula) (Hillerton et al. 1982;
Barbakadze et al. 2006; Song et al. 2007). Hochstwahrscheinlich wirkt sich also der Grad der
Sklerotisierung auf den Wassergehalt der Kutikula, und somit auf ihre mechanischen Eigen-

schaften im quasi-nativen bzw. im natirlichen Zustand aus.

In einigen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass der Wassergehalt mit zunehmendem
Grad der Sklerotisierung abnimmt (Fraenkel and Rudall 1940; Vincent and Ablett 1987). So
liegt bei stark sklerotisierter und damit harter und unelastischer Kutikula wie Exokutikula der
Wassergehalt bei bis zu 12%, wahrend er bei schwach sklerotisierter Kutikula (Endokutikula)
40-70% betragen kann (Vincent and Wegst 2004). Direkt Iasst sich der Wassergehalt von
Insektenkutikula, insbesondere fur einzelne Kutikulaschichten, nur schwer bestimmen. Durch
Topographieaufnahmen rehydrierter Proben wurde in dieser Arbeit jedoch gezeigt, dass die
IR-Mesokutikula der IR-Rezeptoren von M. acuminata und A. albicornis gegeniber der um-
gebenden IR-Exokutikula starker anschwillt (Figure 3.4.3 b,d). Dies deutet auf eine groRRere
Wasseraufnahmekapazitat der mesokutikularen gegeniber der exokutikularen Schicht hin.
Somit ist anzunehmen, dass die IR-Mesokutikula auch im lebenden Tier deutlich mehr Was-

ser enthalt als die umgebende IR-Exokutikula.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzen das Konzept der kontrollierten Dehydrierung
(Hillerton and Vincent 1979; Vincent and Ablett 1987). Demnach werden die mechanischen
Eigenschaften nicht direkt durch die Sklerotisierung bestimmt, sondern hauptsachlich indirekt
durch die Anderung des Wassergehaltes aufgrund der chemischen Modifikation der Kutiku-

laproteine (1.4).

85



Diskussion

4.5 Spezialisierte Kutikulatypen photomechanischer IR-Rezeptoren

Sowohl im getrockneten als auch im quasi-nativen Zustand ist die IR-Exokutikula der IR-
Rezeptoren beider Arten deutlich harter und steifer als die IR-Mesokutikula. Bei quasi-
nativen Proben von M. acuminata ist die IR-Exokutikula sogar steifer und harter als die Refe-
renz-Exokutikula. Dies legt eine Funktion des exokutikularen Mantels als eine Art Druckge-
faly nahe, das bei Druckzunahme innerhalb des mikrofluidischen Zentrums nur eine aulRerst
geringe Volumenzunahme erlaubt (1.3). Somit ist in den relativ hohen Werten fir Harte und

E-Modul eine Spezialisierung der IR-Exokutikula zu sehen.

Die IR-Mesokutikula der IR-Rezeptoren von A. albicornis und M. acuminata ist bereits im ge-
trockneten Zustand weicher und elastischer als die sie ummantelnde IR-Exokutikula. Durch
Rehydrierung nahmen Harte und E-Modul der IR-Mesokutikula in beiden Arten Uberproporti-
onal ab (Figure 3.4.2). Dabei verringerten sich bei M. acuminata Harte und E-Modul der IR-
Mesokutikula um 90%, wahrend die Werte fir die IR-Exokutikula lediglich auf die Halfte der
Werte im getrockneten Zustand zurlickgingen. Der gleiche Effekt der Rehydrierung konnte
auch bei A. albicornis gefunden werden, wenn auch weniger stark ausgepragt. Zudem konn-
ten bei Topographieaufnahmen angeschnittener IR-Rezeptoren unter Wasser nachgewiesen
werden, dass die IR-Mesokutikula, unter dem Einfluss von Wasser, in beiden Arten starker
anschwillt als die IR-Exokutikula (Figure 3.4.3 b,d), was auf eine groflere Wasseraufnahme-
kapazitat zuriickzuflhren ist. Es ist daher anzunehmen, dass die IR-Mesokutikula auch im

lebenden Tier einen héheren Wassergehalt aufweist als die IR-Exokutikula.

Aufgrund der ermittelten Werte fir den E-Modul lasst sich eine Abschatzung des thermi-
schen Ausdehnungskoeffizienten flr die einzelnen Kutikulatypen vornehmen (3.4.4.2, Tabel-
le 4.5.1) (Barker 1963; Arenz 2005). Es zeigt sich hier, dass die IR-Mesokutikula beider Ar-
ten bereits im getrockneten Zustand einen héheren thermischen Ausdehnungskoeffizienten
besitzt als die anderen getesteten Kutikulatypen. Im quasi-nativen Zustand ist dieser Effekt
noch deutlicher zu finden. Bei M. acuminata ist der thermische Ausdehnungskoeffizient der
IR-Mesokutikula im quasi-nativen Zustand daher wahrscheinlich sogar um ein Vielfaches ho-
her als in den anderen Schichten. In beiden Arten fuhrt ein hoher thermischer Ausdehnungs-
koeffizient der IR-Mesokutikula bei Erwarmung zu einem schnellen Druckanstieg innerhalb
des mikrofluidischen Zentrums. Durch den relativ geringen thermischen Ausdehnungskoeffi-
zienten der IR-Exokutikula dehnt sich diese in nur geringem Male aus. Hierdurch bildet der
exokutikulare Mantel des Rezeptors eine Art Druckgefald, das das Volumen im Inneren na-
hezu konstant halt. Somit sind die verschiedenen thermomechanischen Eigenschaften der
beiden Kutikulatypen als Spezialisierung zur Optimierung des Translationsprozesses inner-
halb des IR-Rezeptors anzusehen. Hierbei scheint der Grad der Spezialisierung bei

M. acuminata hoher zu sein als bei A. albicornis.
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Tabelle 4.5.1 Abschitzung des thermischen Ausdehnungskoeffizienten (o) aufgrund des E-Moduls
(Er) fiir verschiedene Kutikulatypen in getrockneten und quasi-nativen Proben von A. albicornis und
M. acuminata.

A. albicornis M. acuminata
E, [GPa] a [1/K*10°] E, [GPa] a [1/K*10°]
. | IRExo 6.7 38 10,4 31
% IR Meso 43 46 5,8 40
% Ref Exo 6.6 38 10,6 31
* [ Ref Meso 8.9 33 14,5 27
. | RExo 2,8 55 4,8 44
E IR Meso 1,3 77 0,5 117
§ Ref Exo 3,0 54 3,9 48
| Ref Meso 3,0 54 6,7 38

4.6 Konzept fiir den technischen IR-Sensor

In dieser Arbeit wurden in photomechanischen IR-Rezeptoren die flr den Translationspro-
zess notwendigen Kutikulastrukturen durch Bestimmung ihrer mechanischen Eigenschaften
und ihrer dreidimensionalen Geometrie untersucht. Im Folgenden werden Empfehlungen zur
Verbesserung des aktuellen Prototyps des technischen IR-Sensors gegeben und dessen
geometrische Eigenschaften sowie darin eingesetzte Materialien diskutiert. Hierbei liegt der

Schwerpunkt auf dem Infrarotabsorber des Sensors.

4.6.1 Funktionsweise des technischen IR-Sensors

Vereinfacht ausgedrickt setzen sich die untersuchten biologischen Rezeptoren aus einer
aueren Druckkammer, bestehend aus IR-Exokutikula, und dem mikrofluidischen Zentrum
zusammen, in dem bei Erwarmung durch Druckgenerierung eine mechanosensitive Nerven-
zelle stimuliert wird. Im technischen Sensor wird dieser prinzipielle Aufbau abstrahiert Gber-
nommen. Auch hier wird eine steife dulere Druckkammer mit einer FlUssigkeit geflllt, die
den durch Temperaturerhdhung erzeugten Druck hydraulisch auf eine flexible Membran
Ubertragt. Die Auslenkung dieser Membran wird dann kapazitiv oder optisch gemessen.
Wahrend der Anfertigung dieser Arbeit wurde in der Arbeitsgruppe um Prof. H. Schmitz ein
Prototyp (Anhang 8.6) entwickelt, der nach dem photomechanischen Prinzip funktioniert und
bereits erfolgreich getestet wurde. Die nachfolgende Diskussion bezieht sich iberwiegend

auf diesen makroskopischen Prototyp.
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4.6.2 Geometrie der Absorberflache und der Zwischenwéande

Beim aktuellen Prototyp besteht die Sensoroberflache Richtung IR-Quelle aus Polyoxyme-
thylen und fungiert selbst als Absorber. Die erzeugte Warme wird an das darunterliegende

Fluidvolumen abgegeben.

Im Melanophila-Rezeptor betragt die Eindringtiefe der IR-Strahlung ca. 15 um. Der Rezeptor
ist vermutlich durch seine Miniaturisierung an den Stimulus angepasst (4.1.2). Wenn man
annimmt, dass die Eindringtiefe von IR-Strahlung der Wellenlange 3-5 um in Polyoxymethy-
len annahernd ahnlich grol} ist wie in Insektenkutikula, findet in der Absorberflache eine na-
hezu vollstandige Absorption der IR-Strahlung innerhalb einer Tiefe im zweistelligen Mikro-
meterbereich statt. Die Absorberflache im aktuellen Prototyp hat eine Dicke von ca. 300 ym
(Anhang 8.6). Entsprechend grof} ist ihre absolute Warmekapazitat; entsprechend langsam
ist die Warmeleitung durch die Absorberflache an das Fluid. Damit die in der Absorberflache
freigewordene Warme schnell und effizient an das Fluid weitergeleitet werden kann, bzw.
eine moglichst hohe Strahlungsintensitat das Fluid erreicht, sollte die Absorberflache, wie im
biologischen Vorbild, eine geringe Dicke haben. Um sie fir einen signifikanten Teil der IR-
Strahlung passierbar zu machen, misste ihr Durchmesser mindestens um den Faktor 10
verringert werden. Solch geringe Schichtdicken bergen u.U. den Nachteil, dass sie bei
Druckzunahme im Inneren des Sensors zum Durchbiegen nach auf3en neigen, was der Aus-
lenkung der Membran an der Auslesetffnung entgegenwirkt. Daher sollte die Absorberflache
keine grof’en ungestitzten Flachen aufweisen. Beim aktuellen Prototyp ist eine Zwischen-
wand (ebenfalls Polyoxymethylen) spiralférmig unter der Absorberflache angeordnet (An-
hang 8.6). Der Abstand zweier gegeniberliegender Wande betragt 200 um. Eine Auslenkung
der Absorberflache wird hierdurch vermutlich weitgehend verhindert. Bei der, hier vorge-
schlagenen, geringen Dicke der Absorberflache sollte auch entsprechend der Abstand zwi-

schen abstitzenden Zwischenwanden herabgesetzt werden.

4.6.3 Fenster versus Absorberflache

Erdacht wurde zwischenzeitlich ein IR-durchlassiges Fenster (Suprasil®) (3.2.2.3). Hierdurch
wlrde einfallende IR-Strahlung erst durch das Fluid absorbiert. Berechnungen haben ge-
zeigt, dass im Fall von flissigen Kohlenwasserstoffen als Fullung die IR-Strahlung innerhalb
der

ersten 500 ym des Fluids, im Fall von Wasser innerhalb von 50 ym nahezu vollstéandig ab-
sorbiert wird (Figure 3.2.6). Damit wird viel Warme sehr nah am Fenster frei, wodurch ein
grofder Teil der Warme konduktiv an das Fenster abgegeben wird (Figure 3.2.7), was sehr
ungunstig ist. Im Fall von Wasser als Fillung wird so ca. die Halfte der im Wasser freigewor-

denen Warme auf das Fenstermaterial Ubertragen (Soltner et al. 2009).
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Falls es gelange ein extrem dinnes IR-transparentes Fenster mit den oben beschriebenen
eng stehenden Stitzwanden (z.B. aus Polyoxymethylen) zu verbinden, wirde die Strahlung
direkt vom Fluid bzw. den im Fluid liegenden Stlitzwanden absorbiert. Durch seine geringe
Dicke wlrde auch die absolute Warmekapazitat des Fensters klein, was den Warmefluss
vom Fluid ans Fenster begrenzen wirde. Allerdings durfte hierzu die Dicke des Suprasil-
Fensters nur wenige Mikrometer betragen (Figure 3.2.7), was technisch schwer umzusetzen

sein durfte. Es wird daher die Verwendung einer dinnen Absorberflache empfohlen.

4.6.4 Material der Absorberflache und der Zwischenwande

Beim IR-Rezeptor von M. acuminata wurde eine auffallend groRe Grenzflache zwischen
Fluid und der umgebenden Kutikula festgestellt (3.1), was mdglicherweise der verbesserten
Warmeleitung von Kutikula an das Fluid dient (4.1.3). Eine Vergrdlierung der Grenzflache
zwischen dem absorbierenden Feststoff und dem Fluid ist beim aktuellen Prototyp teilweise
bereits durch die Einheit aus Absorberflache und Zwischenwanden umgesetzt. Wie be-
schrieben ist zu erwarten, dass die meiste Warme im aulReren Bereich der Absorberflache
frei wird. Damit die Warmeleitung schnell und effektiv an das Fluid abgegeben werden kann,
sollte das Material der Absorberflache und der Zwischenwande eine hohe Warmeleitfahigkeit
aufweisen. Hierdurch kdnnte die Warmeleitung sowohl direkt von der Absorberflache auf das
Fluid als auch Uber die Zwischenwande geschehen, die dann als "Heizlamellen" fungieren.
Das im Prototyp verwendete Polyoxymethylen besitzt mit 0,31 Wm™'K™ eine im Vergleich zu
anderen Feststoffen relativ hohe, als Kunststoff jedoch eine moderate thermische Leitfahig-
keit. Denkbar ware auch eine Fertigung der Absorberstruktur aus einem Carbonfaserstab
(Schmitz, personliche Mitteilung). Hierbei sollte die Faserausrichtung senkrecht zur
Absorberoberflache liegen. Durch die hohe thermische Leitfahigkeit in Faserrichtung wirde

die durch IR-Absorption entstandene Warme effizient und schnell zum Fluid geleitet.

4.6.5 Fluid und Fluidvolumen

Die mikrofluidischen Zentren der untersuchten IR-Rezeptoren setzen sich aus einem Fluid
und der IR-Mesokutikula zusammen, die wahrscheinlich einen hohen thermischen Ausdeh-
nungskoeffizienten besitzt (4.5). Das Fluid besteht héchstwahrscheinlich aus Wasser und
darin geldsten organischen Substanzen, durch die vermutlich die thermische Ausdehnung
des Fluids gesteigert wird (4.2). Das mikrofluidische Zentrum wird im technischen Sensor in
stark abstrahierter Form umgesetzt und beschrankt sich auf die Fullung des Sensors mit ei-
ner geeigneten Flissigkeit. Berechnungen sagen voraus, dass flissige Kohlenwasserstoffe
einen 4-6 mal gréleren thermischen Ausdehnungskoeffizienten und zudem eine deutlich ge-
ringere Warmekapazitat und Dichte besitzen als Wasser (Table 3.2.1). Auch in Testreihen

bei denen ein friiherer Prototyp mit verschiedenen Flissigkeiten geflllt wurde, konnte mit
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Ethanol die hochste Sensitivitat erreicht werden (Kahl 2011). Nicht zuletzt aufgrund seiner

relativ einfachen Handhabbarkeit wird hier Ethanol als Fullung empfohlen.

Die Tiefe des Fluidvolumens senkrecht zur Absorberflache betragt im aktuellen Prototyp ca.
2,7 mm. Ein solch tiefes Fluidvolumen ist fir die Funktion des Sensors nicht nétig. Zwar sind
Flissigkeiten praktisch inkompressibel (Kittel 2005), jedoch wirkt der entstehende Druck
auch auf die Seitenwande und die Riuckwand des Sensors. GroRe Wandflachen werden
durch den im Inneren entstehenden Druck leichter nach auften durchgebogen, was vermut-
lich der Auslenkung der Auslesemembran entgegenwirkt. Empfohlen wird daher eine starke

Verringerung der Tiefe des Fluidvolumens, je nach Machbarkeit, bis auf wenige Mikrometer.

4.6.6 Ausgleichskanale

Eine wichtige strukturelle Besonderheit der IR-Rezeptoren von M. acuminata sind die Nano-
kanale, die sich durch den exokutikularen Mantel der inneren Kugel ziehen (1.3). Auch im
technischen Sensor sollten eine oder mehrere Ausgleichskapillaren das Fluidvolumen mit
einem Ausgleichsbehalter verbinden (Figure 3.2.11). Der Ausgleichsbehalter sollte ein ver-
anderbares Volumen haben (also z.B. eine sehr nachgiebige Membran besitzen). Der Stro-
mungswiderstand der Ausgleichskapillaren kann Gber ihre Anzahl, ihre Lange und ihren
Durchmesser so eingestellt werden, dass sie, wie beim IR-Rezeptor von M. acuminata, als
Hochpassfilter wirken. Niederfrequente Temperaturanderungen bewirken dann idealerweise
keine Auslenkung der Membran an der Auslesedffnung und somit kein Detektionssignal
(3.2.2.6). Der Sensor reagiert so ausschlieRlich auf Anderungen der Intensitdt der IR-
Strahlung und kann durch Druckausgleich an langfristige Erhohung der Strahlungsintensitat

adaptieren (1.3).

4.7 Fazit

In dieser Arbeit wurde eine mafstabsgetreue Rekonstruktion der inneren Kugel des IR-
Rezeptors von M. acuminata angefertigt. Hierdurch wurden die genaue dreidimensionale
Geometrie und relevante Volumina und Grenzflachen einzelner Rezeptorbestandteile ermit-
telt. Zudem wurde eine Methode zur Bestimmung der mechanischen Eigenschaften quasi-
nativer Insektenkutikula entwickelt. Es konnte hierdurch gezeigt werden, dass sich die Mate-
rialeigenschaften einzelner kutikularer Schichten unter dem Einfluss von Wasser unter-
schiedlich stark andern. Vermutlich ist dies bedingt durch unterschiedliche Wasseraufnah-
mekapazitaten durch unterschiedliche Grade der Sklerotisierung. Bei den Kutikulatypen in-
nerhalb der IR-Rezeptoren von M. acuminata und A. albicornis kann aufgrund ihrer mechani-
schen Eigenschaften bei verschiedenen Wassergehalten und aufgrund ihres Quellverhalten

auf eine Spezialisierung dieser Schichten geschlossen werden. Es wurde hier gezeigt, dass
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der Wassergehalt zu einem grof3en Malde die thermomechanischen Eigenschaften von Kuti-

kula definiert.

Aufgrund der neu erlangten Kenntnisse Uber die Geometrie und die Materialeigenschaften
spezialisierter Rezeptorbestandteile wurden Empfehlungen zur Entwicklung neuer ungekihl-

ter IR-Sensoren gegeben.
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8 Anhang

8.1 Getestete Einbettmedien fiir Nanoindentation und Rasterkraftmikro-

skopie in Wasser

Materialtyp Produktname Eignung
Epoxidharz "L"®, Toolcraft | Gut geeignet
Epon 812°
Epoxidharze EP Fix®, Deitermann Ekillgen in Wasser schleimige Oberfla-
Araldite®
Schnellfest® UHU Rauhe Oberflache nach Schneiden
PEG 10000, Merck
Polyethylenglycol Sprdédes Verhalten, Material bricht
(PEG) PEG 20000, Merck beim Schneiden
PEG 35000, Merck
Prinzipiell geeignet, Einbettung schwie-
Polymethylmetacrylat Paladur®, Heraus rig aufgrund hoher Zahigkeit und sehr
(PMMA) .
schnellen Aushartens
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8.2 Textdatei zur 3D-Rekonstruktion des IR-Rezeptors bei M. acuminata

Schnitt1,A1,b.jpg 0
Schnitt3,E1,b.jpg 13,52
Schnitt4,G1,b.jpg 20,28
Schnitt5,11,b.jpg 27,04
Schnitt6,B2,b.jpg 33,8
Schnitt7,D2,b.jpg 40,56
Schnitt8,F2,b.jpg 47,32
Schnitt9,H2,b.jpg 54,08
Schnitt10,J2,b.jpg 60,84
Schnitt11,A3,b.jpg 67,6
Schnitt12,C3,b.jpg 74,36
Schnitt13,E3,b.jpg 81,12
Schnitt14,G3,b.jpg 87,88
Schnitt15,13,b.jpg 94,64
Schnitt16,B4,b.jpg 101,4
Schnitt17,D4,b.jpg 108,16
Schnitt18,F4,b.jpg 114,92
Schnitt19,H4,b.jpg 121,68
Schnitt20,J4,b.jpg 128,44
Schnitt21,A5,b.jpg 135,2
Schnitt22,E5,b.jpg 141,96
Schnitt23,G5,b.jpg 148,72
Schnitt24,15,b.jpg 155,48
Schnitt25,B6,b.jpg 162,24
Schnitt26,D6,b.jpg 169
Schnitt27,F6,b.jpg 175,76
Schnitt28,H6,b.jpg 182,52
Schnitt30,J6,b.jpg 196,04
Schnitt32,C7,b.jpg 209,56
Schnitt33,E7,b.jpg 216,32
Schnitt35,17,b.jpg 229,84
Schnitt36,B8,b.jpg 236,6
Schnitt37,D8,b.jpg 243,36
Schnitt38,F8,b.jpg 250,12
Schnitt39,H8,b.jpg 256,88
Schnitt41,A9,b.jpg 270,4
Schnitt42,C9,b.jpg 277,16
Schnitt43,E9,b.jpg 283,92
Schnitt44,G9,b.jpg 290,68
Schnitt45,19,b.jpg 297,44
Schnitt46,B10,b.jpg 304,2
Schnitt47,D010,b.jpg 310,96
Schnitt49,H10,b.jpg 324,48
Schnitt50,J10,b.jpg 331,24
Schnitt51,L1,b.jpg 338
Schnitt52,N1,b.jpg 344,76
Schnitt53,N1,b.jpg 351,52

Schnitt54,P1,b.jpg 358,28
Schnitt55,R1,b.jpg 365,04
Schnitt57,K2,b.jpg 378,56
Schnitt58,M2,b.jpg 385,32
Schnitt59,02,b.jpg 392,08
Schnitt60,Q2,b.jpg 398,84
Schnitt61,S2,b.jpg 405,6
Schnitt63,L3,b.jpg 419,12
Schnitt64,N3,b.jpg 425,88
Schnitt65,P3,b.jpg 432,64
Schnitt66,R3,b.jpg 439,4
Schnitt67,T3,b.jpg 446,16
Schnitt68,K4,b.jpg 452,92
Schnitt70,04,b.jpg 466,44
Schnitt71,R4,b.jpg 473,2
Schnitt72,S4,b.jpg 479,96
Schnitt74,N5,b.jpg 493,48
Schnitt75,P5,b.jpg 500,24
Schnitt76,R5,b.jpg 507
Schnitt77,T5,b.jpg 513,76
Schnitt78,K6,b.jpg 520,52
Schnitt79,M6,b.jpg 527,28
Schnitt80,06,b.jpg 534,04
Schnitt82,S6,b.jpg 547,56
Schnitt83,L7,b.jpg 554,32
Schnitt84,N7,b.jpg 561,08
Schnitt85,P7,b.jpg 567,84
Schnitt86,R7,b.jpg 574,6
Schnitt87,T7,b.jpg 581,36
Schnitt88,K8,b.jpg 588,12
Schnitt90,08,b.jpg 601,64
Schnitt92,S8,b.jpg 615,16
Schnitt94,N9,b.jpg 628,68
Schnitt95,P9,b.jpg 635,44
Schnitt96,R9,b.jpg 642,2
Schnitt97,T9,b.jpg 648,96
Schnitt98,K10,b.jpg 655,72
Schnitt99,M10,b.jpg 662,48

Schnitt100,010,b.jpg 669,24

Schnitt101,Q10,b.jpg 676

Schnitt102,510,b.jpg 682,76

Schnitt103,A1,b.jpg 689,52
Schnitt104,C1,b.jpg 696,28
Schnitt105,E1,b.jpg 703,04
Schnitt106,G1,b.jpg 709,8
Schnitt107,11,b.jpg 716,56
Schnitt109,D2,b.jpg 730,08
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Schnitt111,F2,b.jpg 743,6
Schnitt112,H2,b.jpg 750,36
Schnitt113,J2,b.jpg 757,12
Schnitt114,A3,b.jpg 763,88
Schnitt115,C3,b.jpg 770,64
Schnitt116,E3,b.jpg 777,4
Schnitt117,G3,b.jpg 784,16
Schnitt119,B4,b.jpg 797,68
Schnitt120,D4,b.jpg 804,44
Schnitt122,F4,b.jpg 817,96
Schnitt124,H4,b.jpg 831,48
Schnitt125,J4,b.jpg 838,24
Schnitt126,A5,b.jpg 845
Schnitt127,C5,b.jpg 851,76
Schnitt128,E5,b.jpg 858,52
Schnitt129,G5,b.jpg 865,28
Schnitt130,15,b.jpg 872,04
Schnitt131,B6,b.jpg 878,8
Schnitt132,D6,b.jpg 885,56
Schnitt133,F6,b.jpg 892,32
Schnitt134,H6,b.jpg 899,08
Schnitt135,J6,b.jpg 905,84
Schnitt136,A7,b.jpg 912,6
Schnitt137,C7,b.jpg 919,36
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8.3 Berechnung der Volumina und Oberflachen von Materialtypen der

3D- Rekonstruktion des IR-Rezeptors von M. acuminata

Oberflachendreiecke, Oberflache und Volumen der einzelnen Materialien der Rekonstruktion
werden von AVIZO ausgegeben:

Material Anzahl der Dreiecke Flache [pix] Volumen [vox]
Exokutikula 2155414 6278099 455934944
Mesokutikula 1902626 5198094 104593136
Fluid 1638092 4459536 11087343
Dendrit 64386 170264 2325102

In der vorliegenden Rekonstruktion entspricht eine Pixellange 3,222 nm .

Umrechnung von Voxel auf Kubikmikrometer (um?) am Beispiel Exokutikula:

3,222 nm3 % 455.934.944 = 1.469.387.137.523nm> = 1.469um3

Entsprechend geschieht auch die Umrechnung von Pixel auf Quadratmikrometer (um?).

8.4 Berechnung des Absorptionskoeffizienten von Buprestiden-Kutikula

Grundlagen:

e Messung der Transmission durch IR-Organ von M acuminata (Vondran et al. 1995),
IR-Organ ohne Wachsfasern, Wellenlangenbereich 3-5 um. Integrierte Flache unter
der Transmissionskurve (innerhalb des atmosphéarischen Fensters von 3-5 um): 7,5%

Transmission

e Dicke der Kutikula im Bereich des Infrarotorgans (ca. 40 um)

Aus der ursprunglichen Intensitat I, und der Intensitdt nach dem Durchdringen der Probe I

Iasst sich die Absorption A berechnen:

A=1n(ly/D)
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A:ln( )22,60

0,075

Aus A und der Schichtdicke x ergibt sich der Absorptionskoeffizient a:

A_ 2,60 — 0065 1
x 40pum Hm

Der Kehrwert des Absorptionskoeffizienten ergibt die Eindringtiefe (hier betragt die Intensitat

ca. 37% der ursprunglichen Intensitat):

a_ 0,065 pum=1 = 1538 um

8.5 EDX-Analyse der getrockneten Substanz in Kavitaten des IR-

Rezeptor von M. acuminata

Getrocknete Substanz in Kavitat des IR-Rezeptors

Skalierung = 15 Impulse/s

Zum Vergleich: IR-Mesokutikula

e |
c Skalierung = 23 Impulse/s

Aufgrund der Bedampfung der Proben mit Silber wird dieses hier nachgewiesen.
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8.6 Absorberelement des aktuellen Prototyps des makroskopischen IR-

Sensors
a b C
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11 Windungen / Steigung 0,4

Absorberelement, gezeigt ohne Riickwand. a Aufsicht auf Absorberelement. b Zentraler Querschnitt.

¢ Dreidimensionale Darstellung.

8.7 Publizierte Fachartikel

Auf den folgenden Seiten befinden sich die publizierten Fachartikel, die Teil dieser Arbeit
sind, in ihrer Erscheinungsform in den jeweiligen Fachzeitschriften.
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