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Einleitung und Motivation 1

Kapitel 1. Einleitung und Motivation

1.1. Klassische Analytik - moderne Sensorik

In den letzten Jahrzehnten hat sch die sensorgestiitzte Anaytik und -medechnik zu enem
zukunftarachtigen Zwelg der dlgemeinen Andytik entwickdt. Vor dlem in der Bicandytik
und Iim phamazeutischen Wirkgoffscreening werden  immer  grol3ere  Andrengungen
unternommen, um neue Techniken zu entwickdn. Wirkstoffe werden bespidswveise nicht

mehr anhand von Tierversuchen getestet, sondern mit einzelnen Zdlsensoren.

Sollen schnedlle Messungen vor Ort bal widrigen  Umgebungshedingungen  durchgefuinrt
werden, konnen grole satische Anaytikmethoden meist nicht eingesetzt werden. Fir diese
Methoden snd auch haufig zataufwendige Schritte wie  Probennehme  oder
Probenvorbereitung (Trennung, Reinigung, Anreicherung) notwendig. Die Probe muld zur
Anaytik gebracht werden.

Immer haufiger werden daher spezidl angepalde Anaysengerdte entwicket, die ohne grof3en
technischen und apparativen Aufwand direkt fur Vor-Ort-Messungen eingesetzt werden
konnen. Hier kommt die Analytik zur Probe.

Da die Messung rdevanter Paameter dlein in den meden Fdlen nicht auseicht, snd
Andytik und Mefdechnik auf diesem Sektor in der Regd eng mitenander verknlpft. Ohne
sezidle Andytik ig ene Erfassung und Umsstzung einer zu messenden Grofe mest
genauso wenig effektiv. wie eine hervorragende Andytik ohne die Mdglichkeit, diese Grole
auch empfindlich zu detektieren.

Die verschiedenen Medien, in denen Parameter mit Hilfe der sensorischen Andytik und
Mel¥echnik erfald werden, lassen sich wie folgt gliedern:

Wasser

Boden/Feststoffe

Luft

Nahrungs- und Genul3mittel

Organismen
Die Anzahl an Parametern, die in der Andytik bestimmt werden kénnen wéchst laufend.

Solche Parameter snd beispielsweise anorganische und organische Schadgtoffe, Insektizide
oder mikrobiologische Parameter. Aber auch physkdische Grofien wie Temperatur, Schdl,
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Licht, Feuchtigkeit, Druck, dektromagnetische Feder oder Radioaktivitde werden zur
Andyse genutzt. Zur Besimmung diesr Paameter lassen dch ene  Vidzahl  von
ingrumentellen Methoden und Verfahren einsetzen. Se gliedern Schin:

chromatographische Verfahren (GC, LC, HPLC)

elektrische Verfahren (Polarographie, Amperometrie, Voltammetrie)
spektroskopische Verfahren (IR, UV/VIS, NMR, MS)

Sensoren (physikalisch, chemisch, biologisch)

Aus diesen Vefahren wird fir spezidle Anadytikaufgaben die effektivde  Methode
auggewdhlt und angewandt. Dabel spiden vor dlem zatliche und wirtschaftliche Faktoren
gne groe Rdle En Mdyvefdren mul in viden Anwendungsgebieten schnel
Informationen liefern. So konnen zeitkritische Prozesse wie z.B. Produktionsschritte effektiv
Uberwacht werden; auf sich @éhdernde Bedingungen kann somit schndll reagiert werden.

Manche Melimethoden sind firr einfache Uberwachungsaufgaben in rauhen Umgebungen zu
empfindlich oder soranfdlig. Erhdhte Anforderungen beziglich des Einsaizgebietes snd en
Grund fir die Entwicklung von kogtengingigen physkaischen, chemischen oder
biologischen Sensoren. Diese kdnnen in miniaturiserter Form als Massenprodukt und  oft
auch ds Einwegsensor hergestellt werden. Der Einsatz in automatischen Mel3systemen
reduziert den Zeitaufwand und dadurch die Kosten einer Anayse. Kombinationen mehrerer
Sensorprinzipien kénnen in Online-Messungen  kontinuierlich  Prozel3blaufe  auf
Unregdmddgkeiten prifen und ba gedgneter Steuerung im  Bedafddl sdbststandig

Anderungen im Prozef3 vornehmen.

Solche Sensoren snd in den letzten Jehrzehnten kontinuierlich weiterentwickelt worden und
werden inshesondere in der Gasphese bel ener Vidzahl von Einsaizmdglichkeiten verwendd,
0 zum Begpid zur Kontrolle der Abgase in Kraftwerken oder ds Alamsensoren fur die
Uberschreitung  von  Kohlenmonoxid  in - geschlossenen Raumen.  In einem  neueren
Anwendungsgebiet werden chemische Sensoren zur Erkennung von Gerlichen eingesatzt. Auf
diesem weiten Gebiet kdnnen Se die Alterung von Lebenamitteln erkennen oder auch in der
Medizindiagnostik Anzeichen von Krankheiten ,,erschniiffein® (Elektronische Nase).

Ein klasssches Bagpid is auch die Lambdasonde, die im hef¥en Autoabgas kontinuierlich
den Sauerstoffgehat des Abgases bestimmt und damit den Verbrennungsprozesses steuert.
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Die Optimierung diesr Sensoren beinhdtet eine Vidzahl von Parametern, die im folgenden
Kapitel kurz beschrieben werden.

Das in dea vorliegenden Arbet verwendete Sensorsystem, das mit  unterschiedlichen
Schichten versshen werden kann, i die Basgs fir solche Spezidiserungen und
Optimierungen. Je nach Einsazgebiet werden an die Beschichtungen besonders hohe
Anforderungen gestdlt. Se missen dabil gegen Temperaurenflisse, Alterung  oder
Chemikdien san, sollen einfach herzugdlen sen und glechzatig grolmadgliche Sengtivitét
und Sdektivitdt aufweisen. Ebenso mul3 das gesamte System enfach zu bedienen und zu
warten sein und darf nur wenig Platz benttigen.

Im Rahmen dieser Dissartation werden Wege zur Herstdlung, Préparation und Verwendung
von neuen sendtiven Beschichtungen fir Sensoren in flissger Phase vorgestdlt. Die
Implementierung  zerbrechlicher Sensoren in mechanisch robuste Sensorchips sowie der Weg
fur en kommerzielles Mel3system werden hier aufgezeigt.

1.2. Chemische Sensoren

Chemische Sensoren snd (kleine) Mel3wertaufnehmer, die Konzentrationen chemischer
Komponenten in Flissgkeiten oder Gasen kontinuierlich erfassen. Sie bestehen aus einem
dofferkennenden Tell und einem Transducer, eénem Mel3wertumformer, der die Information
im zu andyderenden Medium in en Sgnd umwanddt, das mit der gangigen Technik der
Elektronik oder Optik weiter verarbeitet werden kann [1].

Die Andytik komplexer Syseme mit Hilfe von mehreren solchen Sensoren ist  den
Grundsitizen der menschlichen Sinneswahrnehmung  nachempfunden. In - Abbildung 1 i
schematisch die Abfolge ener solchen Erkemung aufgezeigt. Bel der Entwicklung von
Sensorsystemen muld jeder dieser einzelnen Schritte optima in das Gesamtsystemn eingepald

werden.
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() Vergleich mit Kalibrierdaten:

< Daten aus der analytischen Chemie
< menschliche Geruchspanels

4 biologische Funktionstests

4 Prozefiparameter

< interne Standards

= epezifische Molekiila
- brennbare Gase
- Luftqualitat
0 - Geruchs-/Geschmacks-
charakterisierung
= ProzeBiibarwachung
- toxische Daten

Abbildung1:  Chemisches Sensorsystem zur Erkennung von Stoffen in der Gas und Flissigphase. Die

Einteilung in zehn Teil prozesse entspricht dem Geruchsprozef3 der menschlichen Nase[2].

Die Funktionsweise enes chemischen Sensorsystems benhdtet die in Gas, Hisdg- oder
Fesiphase vorliegenden Analyten (©), die einer Probennahme (@) unterzogen werden. Durch
entsprechende Filter werden Verunreinigungen abgetrennt (®), die die weitere Andyse stéren
konnen. Eine Vorverarbdtung (@) benhdtet Verdinnungsschritte,  Aufkonzentrationen,
chemische Umsgtzungen (zB. Markierungen, Derivatiserungen) oder Trocknungen. Die
eigentliche Erkennung und Signderzeugung erfolgt mit Hilfe des Sensors (®), der mit ener
den Anforderungen entsprechenden sengtiven Schicht versehen i, Mit Hilfe des Transducers
konnen beispidsweise Anderungen von Leitfahigkeiten, Massen, Schichtdicken oder einer
Warmetonung innerhalb der Schicht erfal® werden. Diese Anderungen werden (ber eine
Elektronik (®) efd¥ Die dadurch gewonnenen Daen werden mit Hilfe gpezidler
computergestiitzter  Programme  verarbeitet. Diese  Veabetung benhdtet  ene
Merkmasextraktion (®), gefolgt von ener Mudererkennung (®), bel der nach spezifischen
Datenmustern gesucht wird. Der Vergleich der so erhdtenen Werte mit Kdibrierdaten (@)
fuhrt letztendlich zum Ergebnis (©).
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Kapitel 2: Theoretischer Tell

2.1. Massensensitive Transducer

Sensoren, die aufgrund der Anderung von physikaischen Parametern die auf der Oberflache
abgechiedene Masse erkennen konnen, heif3en massensendtive Transducer. Ein verbreitetes
System zur sogenannten Mikrowégung ist der Schwingquarz, der seit etwa 40 Jahren zur
Besimmung von abzuscheidenden Stoffen aus der Gasphase und sat etwa 15 Jahren zu
diesem Zweck auch in der Hiissigphase eingesetzt wird.

Solche massensendtiven Sensoren bestehen aus einem piezoeektrischen Materid, das sch
bel dektrischer Stimulation zur Aushildung stehender akudtischer Wdllen anregen 183%. Dieser
piezoelektrische Effekt (griech.. pizein = driicken) wurde 1880 von Pierre und Jacques Curie
entdeckt [3]. Er beruht darauf, dal3 es bei Ausibung ener Kraft F auf ein piezodekirisches
Materid zu ener Ladungsverschiebung und damit zur Ausbildung einer Polarisstion kommt
(Abbildung 2). Es entgeht ein Dipolmoment in Richtung der polaren Achse (x-Achse),
welches proportiond der durch die Kraft F erzeugten Deformation (entlang der y-Achse) it
Der umgekehrte piezodektrische Effekt tritt auf, wenn eine Spamung Uber zwe Elektroden
(entlang der x-Achse) an dieses Maerid angdegt wird. Der Krigdl deformiet sch in
Richtung der y-Achse. Diesr umgekehrte piezodekirische Effekt wird zur Anregung ener
Materiewelle im Quarzkristal ausgenutzt.

A
Y

3]
o
Q
[72]
jo]
c
=]
=
©
LL

symmetrisc

=0
[

R

ungymmetrische

Abbildung2:  Schematischer Aufbau des Quarzeinkristalls und Zustandekommen des direkten

piezoelektrischen Effektes durch Einwirkung einer Kraft F.

Um diesen Effekt zur Hersdlung fir piezodektrische Sensoren zu verwenden, werden auf
der Obeflache diesr Maeridien - im dlgemenen Krigdle mit polaren Achsen wie Quarz,
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Lithiumniobate oder Lithiumtantdate - Metdldektroden aufgebracht, die mes aus dinnen
Goldfilmen oder in enfacheen und hilligeren Vaianten aus Aluminium- oder auch
Titanschichten bestehen. Achsen im Krigdl nennt man polar, wenn be ener Drehung um
diese Achsen die Strukturzele nicht deckungsgleich ist (Sehe Abbildung 2: y-Achse).

Werden piezodektrische Materidien ds Sensoren verwendet, so lassen se sch anhand der
Charakterigtika der jewells erzeugten akustischen Wellen unterscheiden [4]:

Teilchenaudenkung rdativ zur Welenausbreitungsrichtung (longitudina oder transversa)
Telchenaudenkung relativ zur Sensoroberfléche (horizontal oder vertikal)

Weéllenlatungsmechanismus (Volumen oder Oberflache)

In Abbildung 3 snd die verschiedenen Typen von akugtischen Welen und deren
Audbreitungsgeschwindigkeiten in Quarz gezeigt:

Longitudinale Volumenwellen Transversale Volumenwellen
({\ NS
freie Oberfliche —
£ R —\
Oberflachenwellen " ! - ﬁj iy x“\
. -1 -~ g
Rayleigh-Wellen T *"l’ . 1 Lj
1 -
2500...6000 m/s 1 —
I T 1 i
o . ror j . !
Oberflachenwellen Oberflachenwellen
Lambwellen: antisymmetrisch Lambwellen: symmetrisch
5000...12000 m/s 100...5000 m/s

Abbildung 3:  Akustische Wellen und deren Ausbreitungsgeschwindigkeit in Quarz. Die Pfeile bezeichnen
die Ausbreitungsrichtung [5].
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Die Tealchenaudenkung von Transversawelen efolgt senkrecht zur Ausbretungsichtung.
Transversalwellen werden auch ds Scherwelen (TSM, Transverse Shear Mode) bezeichnet,
da gch senkrecht zur Ausbreitungsichtung der Wedle die Atome der Krigalebenen
gegenenander  verschieben. Be Longitudindwelen  snd  Ausbreitungsichtung  und
Teilchenaudenkung pardld.

Nimmt man die Sensorobefléiche ds Bezugsbene, 0 lassen dch Wdlen  mit
Telchenaudenkungen  senkrecht zur  Welenausbreitungsichtung  und  padld  zur
Sensoroberflache ds horizontale Scherwellen (SH, Shear Horizonta) bezeichnen.

Entgorechend snd  Wedlen  mit  Telchenaudenkungen,  die  transversd zZur
Wdlenaudoreitungsrichtung  und  senkrecht  zur  Sensoroberflache  erfolgen,  vertikale
Scherwellen (SV, Shear Verticd) [4, 6].

Betrachtet man den Mechanismus, der fur die Welenleitung verantwortlich is, so erkennt
men  grundsizliche  Unterschiede Volumenwelen  breiten Sch ungerichtet im
Festkorpervolumen aus, Oberfléchenwellen aber nur entlang der Bauteil oberfléche.

Wedche akudsische Wele erzeugt wird, hdngt von der Wahl des Materids dessen
Krigalorientierung, der Schichtdicke und der Geometrie der Elektroden ab.

Das Prinzip der Quarz-Mikrowaage wurde erssmals von Sauerbrey im Jahre 1959 beschrieben
[7] und fir TSM-Resonatoren hergdeitet. Erzeugt man demnach durch Rickkopplung mit
enem eektrischen Schdtkreis eine sehende Welle, 0 ist deren Resonanzfrequenz von der
gesamten schwingenden Masse abhdngig. Da Frequenzen sehr genau gemessen  werden
konnen, sellt dieses System einen hochempfindlichen Massensensor dar. Sauerbrey beschrieb
in seinem grundlegenden Artikd die Anderung der Resonanzfrequenz eines Resonators bel
Aufbringen eines Filmes auf dessen Oberflé&che.

Da be ener Dickenscherschwingung eine Fremdmassenbedegung forma zu ener grol¥eren
Dicke des Resonators fuhrt, songt aber die mechanischen Eigenschaften des Resonators nicht
beainflu@ werden, ergibt sch folgende Frequenzénderung Df infolge der sch andernden

Masse Dm
)

(fo: Grundfrequenz  des unbeschichteten Bautellss, d: Dicke des Quarzpléttchens,
A: Elektrodenflache, r o = 2651 kg/m?: Dichte von Quarz)
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Berlckgchtiggt man  zusdizlich noch die Bedingung fir die Resonanzfrequenz der
Grundschwingung fo = co/2d (co it die Welenausbreitungsgeschwindigkeit der eastischen

Transversdwelle im Quarz von ca. 3330 m/s), o erhdt man:

o= _2 fOZDn=-Cf02% @

chQA

Nach dieser Gleichung andet sch die Schwingungsfrequenz eines Quarzes in erster
Naherung proportiona zu Masse, die auf den Quarz aufgebracht oder von dessen Oberflache
entfernt wird (Sauerbrey-Glechung) [7].

Da die akustiische Welle sch auch Uber enen gewissen Bereich in das umgebende Medium
fortsetzt (Kap. 2.3) und diese Ausbreitung von Dichte und Viskosté abhéngt, konnen diese
Sensoren nicht nur zur Bestimmung von Massen engesetzt werden, sondern auch zur
Ermittlung von Dichte und Viskostd des umgebenden Mediums sowie von auf der
Obefléche aufgebrachten Polymeren. Durch die Empfindlichkeit der Freguenzbestimmung
lassen sich kleinste Anderungen dieser Eigenschaften detektieren.

Die theoretische Sengitivitét S eines Schwingquarzes nach Sauerbrey [8] ergibt Sch mit

Df :_Lfosz:-

2
Col oA /rr&)rQA
Df 2f¢

g= _.
Dm AJmr,

Die theoretische Sendtivitét der in dieser Arbeit verwendeten Schwingquarze berechnet sich
somit mit A = 19,6 mm?, r o = 2,648 g/ent, Ho = 2,947:10° N/en? und fo = 10 MHz zu

f2Dm=- Cf? D—:‘ (2a)

Zu

©)

S=1,15Hz/ng
Die auf die Flache der Elektroden bezogene Sengtivitét Sy ergibt Sch zu

Sa = 22,54 Hz/(ng mm?)



Theoretischer Teil 9

2.2. Dickenschwinger (BAW-TSM)

Hierbe handdt es dch mest um runde Quarzplétchen (QCM, quartz crystal microbaance)
mit kreisformigen Elekiroden, die @nen Durchmessr im Bereich von 5 bis 25 mm bestzen.
Legt man an die Elektroden en dekirisches Wechsdfdd an, so werden Volumenwellen
erzeugt, die sch senkrecht zur Sensoroberflache ausbreiten. Hierbel ergibt sich aus der Dicke
d des Quarzplétichens die Bedingung fir die Wedlenldnge der Grund- und Oberschwingung:
| =2d/n(n=1, 3,5...).

' L
T AN
D e
\\
\
i )
——5-25mm
Aufsicht Seitenansicht

Abbildung4:  Schema eines Dickenschwingers (weil’e Pfeile: Wellenausbreitungsrichtung, schwarze

Pfeile: Teilchenauslenkung) [4].
Da die Oberschwingungen meist nicht gentigend frequenzdtabil sind, wird in der Sensorik im
algemeinen nur die Grundfrequenz verwendet.

Die dektrischen Eigenschaften enes Schwinggquarzes konnen durch sein  Ersatzschdtbild
erldutert werden:

Co

R]_ Cl Ll
Abbildung 5: Ersatzschalthild eines Schwingquarzesin Luft (Butterworth-Van Dyke) [9, 10].

Ri, L1 und C; gdlen ene idede gedampfte Serienresonanz dar und werden dem blanken
Quarzkrigtdl zugeordnet. R hdngt mit dem durch Relbung hervorgerufenen Energieverlust des
mechanischen  Schwingungssystems  zusammen, L korrespondiet mit der  Massenbelegung
und C mit der mechanischen Eladizitét des Materids. Cp représentiert die geometrische
Kapazitét der aufgedampften Goldel ektroden [11].
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2.3. QCM als massensensitiver Sensor in fllissiger Phase

Bringt man nun enen Schwingquarz in Kontakt mit einer Hisdgket, so 8hdern dch sene
Resonanzeigenschaften  stark [12,13]. Hiebe kommt es zu dner  scheinbaren
Massenerhdhung und zu ener Verstéakung der Dampfung durch Energielibertragung auf die
umgebenden Hussgketsschichten. Die Reichweite d der dadurch in die Flssgkeit
Ubertragenen transversden Scherwelle betrégt [14, 15]:

pxr xf,

h. bezechnet hier die Viskostd und r die Dichte der Fissgket, fr ig de

Resonanzfrequenz des Schwingquarzes. Typische Werte von dliegen im Bereich von 1 um.

Die Dampfung wird auch in ener Veranderung des “qudity-factors’ Q des Quarzes deutlich.
Diesr Q-Fektor beschreibt das Verhdtnis der im Oszllator gespeicherten Energie Eg
gegentiber der innerhalb einer Schwingungsperiode abgegebenen Energie E4p, [16].

Der Q-Faktor dndert sch beispidswveise, wenn en Quarz aus dem Vakuum in Kontakt mit

einer Flissgkelt gerét, um den Betrag [17]:

DE, pf,dr
DQ=2px—%=2"2_2
[Eab r LhL
Da Q-Faktor kann anschaulich auch ds Vehdtnis der  Resonanzfrequenz  zur
Habwertsbreite der Resonanzkurve (Redltell der Admittanz) bezeichnet werden:

Q)

Q=—— (6)
Wird der Quarz einsatig in Kontakt mit einer idedlen Newtonschen Hissigkelt gebracht, so
erniedrigt sich saine Resonanzfrequenz nach Kanazawa et d. um den Betrag [18, 19]:

rL>t—]L
(SRRl

Ny bezeichnet den eadtischen Schermodulus, der en Mald fir die piezodektrische und

Df, =- f,%? (7

mechanische Steifigkeit des Quarzes darstdlt, rq die Dichte und fo die Resonanzfrequenz der
Grundschwingung des Quarzes. Die Dichte und Viskostét der Hissgkeit werden durch r
und h_ bezeichnet. Es mul3 beachtet werden, dal3 Cf. und DQ von der Wurzd des Viskogitét-
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Dichte-Produktes abhéngen, das durch Gl. (4) gegeben ist und fir z.B. dickere Materidien
wie Polymere oder Makromolekile sehr unterschiedlich ist. Die Masse der Hissgkeit hat
keinen Einflufd auf den Q-Faktor.

Bringt man beigpidsweise enen 10 MHz-Quarz in einsaitigen Kontakt mit Wasser, so andert
sich saine Resonanzfrequenz um etwa 1,7 kHz. Andert sich die Viskositd des umgebenden
Wassers um 1 % - dies entspricht einer Temperaturénderung von 0,3 °C - 0 ergibt Sch ene

Frequenzénderung von 4,3 Hz.

y A y A
Fliissigkeit zusatzliche Fliissigkeit
Schicht
_ i
T > |
Auslenkung Auslenkung
Quarz- Quarz-
kristall kristall
Luft X Luft X

Abbildung6:  Grenzfélle des Resonanzverhaltens eines Schwingquarzes mit zusitzlich aufgebrachter
Schicht (links: starre Schicht, rechts: viskoelastische Schicht) und einseitigem Kontakt zu
einer Flussigkeit [20].
Bdegt man den Quarz zusizlich mit einer Schicht, so ergeben dch die in Abbildung 6
dargestellten Grenzfdle fir das Resonanzverhdten. Be vollig sarrer Schicht ergeben sich
keine Enegieverluse die Amplitudenfunktion szt dch unverdndet in die zuséizliche
Schicht fort und koppelt somit optima an den schwingenden Quarz an. Verhdt dch die
zusiizliche Schicht aber viskodadtisch, so klingt die Wdlenfunktion bereits innerhadb der
Schicht ab. Die Resonanzfrequenzanderung ist hier abhdngig von Dichte und Viskositét der
aufgebrachten Schicht. Da die Amplitude der Wdle mit zunehmendem Abstand von der
Oberfléche exponentidl abfdlt, ist die Abhangigkeit der Frequenzénderung von der Dicke der
Schicht auch exponentidl; zusétzlich kdnnen Resonanzphanomene auftreten.

Fir enen solchen Quarz, der in Kontakt mit ener Flssigket seht und gleichzatig ene
abgeschiedene Mase auf der Obefléche bestzt wird en modifizietes Ersatzschdtbild
(Abhildung 7) angenommen [20]:
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Ly

Quarz an Luft C, — C,
Rl

Einfluld der L,

Flissigkeit
RZ

Einflul® der

Massenbeladung

Abbildung 7:  Ersatzschaltbild fur einen Quarz bei Kontakt mit einer Flissigkeit und gleichzeitiger

Massenbeladung [20].
Der Einflud von Massenzunehme erhoht die in diessm Moddl beschriebene zusizliche
Induktivitt Ls, die Benetzung von Huissgketen beanflud L, und R. Werden
Oberschwingungen zur Messung verwendet, so variiert Ry mit dem Quadrat der Frequenz, L,
und Ry nur mit der Wurze der Frequenz. Dies bedeutet, dald die Sendtivitd auf

Massendnderungen bel  hoheren  Frequenzen gSé&rker  zunimmt, ds der  Einfluld  von
Fliiss gkeitseigenschaften.

Fir kleine Bdadungen gdlen die Glechungen (2) und (7) Grenzfdle dieses dlgemeneren
Modells dar.

Komplexere Theorien berlickschtigen zusdtzliche eektrische Parameter, Viskodadtizitéten
(Reed & d., Behling e d. [21, 22, 23]), Mehrfachschichten (Grangaff e d. [24]),
Oberflachenrauhigketen (Dakhin e d. [25, 26]), den Einflud von Kompressonswellen
(Lucklum et d. [27]) und Streufdlder innerhdb latfahiger Losungen (Rodahl et d, Shana &
a. [16, 28]).

Neuere Arbeiten, die dch insbesondere mit dickeren viskoeastischen Schichten auf der
Oberfléche eines Quarzes befassen, behanden das Ensemble aus Quarz und dieser Schicht
wie en gekoppetes schwingendes System [29, 30, 31]. Das zu diesem Model gehtrende
Ersstzschdtbild  (Abbildung 8) beschreibt die viskodagtische Schicht ds egenes
schwingfahiges System, das dch durch enen padlden Wiedesand R,, ene padlde
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Kapazitét C, und ene padlde Induktivitét L, auszeichnet. Diese Elemente beschreiben die
mechanischen Eigenschaften der Schicht: R, beschrelbt die viskose Dampfung im FIm, C,
die Speicherung dagtischer Energie, L, die Speicherung kinetischer Energie.

Quarz an Luft 1

o
viskoelastische Eﬁ
Schicht

Abbildung 8: Ersatzschaltbild eines polymerbeschichteten Schwingquarzes (gekoppeltes Resonator system)

[29]. Der Einfluf3 durch eine kontaktierende Flussigkeit und zusitzliche Massenbeladung ist

nicht berlcksichtigt.

Solche Moddle lassen sch auch fir andere Beschichtungen und Hissgketen herleten, die
sch mit dem Quarz in Kontakt befinden [15].
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2.4. Dietheoretischen Modelleim Uberblick

In der Literaur finden dch sat der eden Vedffentlichung zur Vewendung von
Schwingquarzen ds Mikrowaage [7] bis in die heutige Zeit ene Vidzahl von Theorien. In
immer komplexeren Betrachtungsveisen werden immer mehr Parameter berlckschtigt, die
auf das Schwingverhdten des Quarzes und seine eektrischen und mechanischen Parameter
einen Einflu® ausiben. Solche Theorien fihren zu mahematischen Moddlen, mit denen dch
diese Parameter bel bestimmten Anwendungen des Quarzes a's Sensor berechnen lassen.

Im Folgenden ist eine kurze Ubersicht tiber die Entwicklung dieser Theorien gegeben.

Tabelle 1 (Sate 18) gdlt die wichtiggen mathematischen Formeln sowie die dabel benutzten
Naherungen der ausgesuchten Autoren gegentiber.

Der von Sauerbrey [7] im Jahre 1959 ersmas beschriebene Einsatz von Schwingquarzen zur
Mikrowégung ging im Gegensaiz zu heutigen Berachtungen von  Quarzplatten  mit
unendlicher Ausdehnung aus Diese Vereinfachung vermedet die Bertickschtigung von
Randbedingungen, die aufgrund des endlichen schwingenden Materids auftreten wirden. Die
Versuchsbedingungen zur  Herlegtung des Zusammenhangs der Frequenzénderung
proportional zur Massenanderung delten damads im Veakuum auf den Quarz aufgebrachte,
dsarr angekoppelte dunne Schichten dar. Schwingquarze mit zusitzlicher Massenbeegung

verhidten sch so wie Schwingquarze, die um gerade diese Masse dicker waren.
Dm
Df =- Cf02 T (8)

Dieses Verhdten fihrte zur Verwendung von Schwingquarzen a's Schichtdickenmonitore.

Kanazawa et al. [18, 19] erweterten dieses Moddl fir den Einsatz des Schwingquarzes in

flissgen Medien. Der ensdatige Kontakt von Hissgketen mit enem Dickenscherschwinger
fuhrt nach Kanazawa et d. zu einer Kopplung der Scherwelle im Quarz mit ener gedampften
Scherwelle in der benetzenden FHlissigkeit.

Die resultierende Schwingung wird durch Viskostéa und Dichte dieser Flissgkeit beanflufd.
Diesr Zusammenhang konnte durch verschieden konzentriete Ethanol- bzw. Glukose-
Ldsungen experimentdl gezeigt werden. Der Zusammenhang zwischen
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Frequenzverstimmung und Anderung der Eigenschaften des kontaktierenden Mediums wird
durch Gleichung (9) beschrieben.

r|_>h|_

Df - f03/2
PxIq 13

©)

Die Beladung mit einer zusétzlichen adsorbierten Masse wurde hier nicht berlicksichtigt.

Martin et al. [20] ergénzten das Modell des Kontaktes einer Newtonschen Flissgket mit
enem Scherschwinger mit der Berechnung ener Smultanen Bdadung mit ener dar

angebundenen Masse.

Als Ergebnis ihrer Untersuchungen wurde ein Moddl aufgestdlt, das die eektrischen
Parameter des reinen Schwingquarzes mit  zusitzlichen Parametern  verknlpft, die die
aufgebrachte Masse und die im Kontakt befindliche FHUssigkelt représentieren (Abbildung 7).

Durch Anpassen der  durch  Admittanz-Messungen  bestimmten Parameter an den
Kurvenverlauf konnte dieses Model| recht gut verifiziert werden.

Zur Aufgdlung dieses Models wurde die aufgebrachte, starr angebundene Schicht as diinn
im Verglech zur akugtischen Wdlenlénge angenommen.

A A2
2f2 € ,a&nhd u

N g g

Auch diesss Moddl geht von idediseten Bedingungen aus, wie inkompressble isotrope

Df »

c

(10)

Newtonsche Flussgketen, infinitesma dicke Elektroden und dinne dsar angebundene
Beschichtungen; fur rede Hissigketen und Schichten gtelt es nur eine Néherung dar. Durch
solche Admittanz-Messungen  konnten die unterschiedlichen Einflisse auf den Quarz durch
Anderungen der Dichte, Viskositat und Masse separiert werden.

Nachdem die grundiegenden Moddle aufgestdit waren, wurden sSe durch Vaiationen
verschiedenger experimentdler Parameter optimiert und den reden Sysemen immer mehr

angepald.

So wurde durch Shana et al. [28] gezeigt, dal3 auch die Geometrie der Elektroden einen
Enflud auf die Frequenzénderung eines Schwingquarzes hat. Die Besimmung der seridlen
und padlden Resonanzfrequenz zeigte, dad die seridle Frequenz durch  mechanische
Eigenschaftsanderungen des angrenzenden Mediums und die pardlde durch mechanische und
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elektrische Eigenschaftsdnderungen beanflu@ wird [32]. Durch Modifizierung der Geometrie
der in Hissgket befindlichen Elektrode konnte nachgewiesen werden, dal3 das eektrisches
Feld, das neben der Elektrode auftritt, mit der angrenzenden latféhigen Hissgkeit und auch
mit diinnen Schichten wechsdwirkt; dadurch entstehen diese starken Anderungen der
padlden Resonanzfrequenz.  Aufgrund diesr  Erkenntnisse  wurden  entsprechende
Ersatzschdtbilder des Quarzes aufgesteit.

Ll

C, C,—/— - G,
R,

L, C.—@R,

I:22

Abbildung 9: Elektrisches Ersatzschaltbild fiir einen Schwingquarz mit modifizierter Elektrodengeometrie

in einseitigem Kontakt mit einer Flissigkeit [28].

Die Modifikation des Ersaizschdtbildes beinhdtet die seriellen Kapazitdéien Cy und Ci,
padld zur Kapazitd Cp. Diese Kapazitdten kommen durch die modifizieten
Elektrodengeometrie (zB. Ringdektrode) zustande. Die zusdzliche Induktivitdt L, und der
Widerdand R, snd mit der mechanischen Beladung der Elektrode durch die Hissgkeit
verknipft. R it von der Leitfshigket der Hussgkeit und der Eindringtiefe des eektrischen
Feldesin die Fliissgkeit abhangig.

Die theoretische Berechnung von Systemen, die den Quaz enschliefdich angekoppelter
viskodagtischer Schicht und Flissigkeit behanddlt, wurde erst kirzlich vorgestelit.

Bandey et al. [15, 29] entwickdten ene theoretische Beschrebung des Sysems
Quarz/Bechichtung/Fliissgkeit in - Abhéngigkeit von verschiedenen  Oberflachenbe adungen
(idede Masse, semi-infinite Newtonsche Hussgkeat, semi-infinite Maxwelsche Hissigket,
semi-infinite viskod agtische Schicht, finite viskoe agtische Schicht und Schichtsysteme).




Theoretischer Teil 17

Mit Hilfe diesess Moddls lassen sich Anderungen der Materideigenschaften von Viskosité,
Dichte, Beschichtungsdicke und Quarzschermodulus auf  mechanische und  dektrische

Impedanzénderungen des Quarzes zurtickfihren und bestimmen.

Viskodadische Schichten mit Dicken im Bereich der  Abklingldnge (finite  Schichten)
reflektieren demnach die vom Quarz ausgehende akudtische Wele - es entgeht Interferenz.
Fur Olschichten ergibt sich beispidsweise ein idedes Vehdten des Blindwiderstandes
(= Imaginértell der Impedanz) nach Sauerbrey unterhalb einer Schichtdicke von 5 pm.

Dickere viskodadtische Schichten bzw. Schichten, bel denen die Abklinglange wesentlich
kleiner ig ds die Schichtdicke sdbst, verhdten sch semi-infinit. Die Wdle pflanzt sch nur
in ener Richtung fort und wird innerhdb der Schicht auf null gedampft. Anderungen
aullerhdb dieses Bereiches werden nicht wahrgenommen. Die mechanische Impedanz setzt
sch aus dar Summe der Impedanzen durch die Bdegung einer Oberflache mit einer Schicht

und durch den zusétzliche Kontakt mit einer Fissigkeit zusammen.

Fir eine nicht starr angebundene Schicht in Kontakt mit einer Newtonschen Flissgkeit ergibt
Sch enetotale Impedanz, die Sch nicht aus den Einzelsummen zusammensetzt (nichtlinesr).

Das vorgestdlte theoretische Model simmt fir vide Anforderungen mit den praktischen
Mef3werten Uberein.
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Tabelle 1:Ubersicht tber die verschiedenen in der Literatur beschriebenen theoretischen Modelle des

Schwingquarzes und dessen Verhalten auf Anderungen an der Oberflache.

M odell Df Transducer Medium
Sauerbrey [7] Df = Cf2 Dm Unendlicher Quarz, sarre| Vakuum
=-Clo— Schichten
Kanazawa Kopplung der Scherwelle| Flissgkeit
[18, 19] im Quaz mit Scherwdle
Df =- 22 [ in Fissigkeit, Dichte und
pXr, XM Viskostétsanfluf? der
Hissgkeit
Martin [20] 2f2 € g h 80 Sarr angebundene| Newtonsche
Df »+§r5+§%i U | Massenschicht in Kontakt| Flissigket
NVCer o &8 €%fs 0 B |mit Atssigkeit
Shana[28] 2[f rh AHO Mechanische und Fissgket
Df, = 0§ [ ——+—~ dektricche  Anderungen
S\ ProGs  2A im Umfdd des Quarzes
" . Anderungen  in  der
A, A; :Héche der verschiedenen :
Elektroden, H: beinhaltet Elektrodengeometrie
elektrische und mechanische
Parameter
Bandey [15, | Impedanzandyse und -rechnung Dinne, dicke, starre und| Newtonsche
29] viskodagtische Schichten | und
Maxwellsche

Flissgkeiten
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2.5. Polymer e (unspezifisch)

25.1. Polyketone

Sensoren mit Polymerbeschichtung snd ein gedignetes System zur Andyse von organischen
Verunreinigungen in gasformiger und wal¥iger Umgebung [33, 34, 35, 36, 37, 38]. Solch ene
Andyse efolgt durch Anreicheung des Andyten im Polymer und Detektion gesigneter
Paameter Uber enen Transgducer. Da Polymere dlerdings mangels  spezifischer
Erkennungszentren eher unspezifische  Wechsdwirkungen eingehen, missen Arrays aus
mehreren polymerbeschichteten Sensoren zu einer Mustererkennung  herangezogen  werden.
Verschiedene polymerbeschichtete  Sensoren  ergeben im  Idedfdl be  unterschiedlichen
Anayten charakterigische Muder, die Uber eine spezidlle Daenverarbeitung zur quditativen
und auch quantitativen Besimmung von enzenen Andyten auch in Gemischen verwendet

werden konnen.

In der vorliegenden Arbet werden Copolymere aus Olefinen und Kohlenmonoxid [39, 40,
41], die durch homogene und heterogene Katdyse hergestelt wurden, ads hochsengtive
Beschichtung von Schwingquarzen verwendet. Angelle von Kohlenmonoxid kdnnen auch
weitere polare, ungesdttigte Monomere wie z.B. SO,, Isonitrile, Isocyanate, Imine und
Stickgtoff-Sauerdtoffverbindungen  eingesetzt werden.  Beispide fir  wetere  prinzipidl
gecignete Transducer mit solchen Polymerbeschichtungen snd in der folgenden Tabele 2
aufgefuhrt:
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Tabelle 2: Ubersicht tiber MeRverfahren mit polymerbeschichteten Transoucern.

Transduktion einsetzbarer Transducer Beispiele fur mel3bare bzw.
abgeleitete Parameter
massensengitiv - Schwingquarz (BAW) Anreicherungskoeffizienten,
Oberflachenbauidlement (SAW) viskoe astische Parameter
mikromechanische Zungen
kaorimetrisch - Thermopiles Sorptions-,  Kondensations-,
mikromechanisch integrierter Verdarr_lpfungsen thalpien  und
: -entropien
Kaorimeter
mikromechanische Zungen
kepaxzitiv - Interdigitalkondensator Dielektrizitétskonstanten
mikromechanisch integrierter
| nterdigitakondensator
Letfahigkeit DC, - Vierpunktstrukturen ezifische Leatfahigkeit,
AC - Einzelbeitrége spezifischer
-+ Interdigitalstrukturen L adungstréger bei AC-Betrieb
optisch - Reflektrometrischer Aufbaul Brechungsindex,
: , Qudlleffekte,
kolorimetrischer Aufbau Volumenznderungen
Integriert optische Aufbauten
Fluoreszenz

Die pdladiumkadyserte, dternierende Copolymerisation von Alkenen mit Kohlenmonoxid
liefert Polyketone, die sehr interessante Materidien fir die Beschichtung von Transducern
and (vgl. Tabdle 2). Se lassen dch in organischen Lésungsmitteln wie Dichlormethan oder
Tetrahydrofuran auflésen und durch Aufsprihen auf vide Maeridien wie Glas Metal,
Papier und Kungdoff aufbringen. Man ehdt fet haftende Polymefilme mit definierter

Schichtdicke.
@) R
R Pd-Katalysator
CO + —= > . .
n

Waéhrend kurzkettige Olefin-Copolymerisate wie Ethen/CO-Copolymere nur in - exotischen
Lésungamitteln wie Hexafluorisopropanol  16dich sind und in Kohlenwasserstoffen praktisch
nicht quelen, nimmt die Ld&dichkeit der homologen Polyketone mit l&nger werdender
Alkylkette R immer mehr zu. Zum Bespid 62 dch en Tetradece/CO-Copolymer in
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n-Hexan. Der Schmdzpunkt dieses Polymers liegt dlerdings schon bal 40 °C, so dal3 es fur
Beschichtungen weniger gesignet ist. Die mechanische Stabilitét ist somit nicht ausreichend.

Gedgnet erscheinen Polyketone mit nicht zu langer Satenkette, die in Dichlormethan 16dich
snd, jedoch in anderen organischen Losungsmittedn nur quelen, enen hohen Schmezpunkt
und eine niedrige Glagemperatur bedtzen. Eine niedrige Glagtemperatur i fir schnelle
Trangportvorgange im  Polymer  winschenswert.  Verschiedene  funktiondle  Gruppen im
Polymer erhbhen die Sdektivitdt und geben die Mdoglichkeit, nachtraglich Erkennungszentren
enzubauen oder  Vernetzungsresktionen  durchzufihren.  Solche  Vernetzungsresktionen
beeinflussen die innere Struktur des Polymers und tragen zur Stebilitdé auf  der
Transduceroberfléche bal.

Da die verwendelen Pdladiumkadysatoren unempfindlich gegeniber ener Vidzahl von
funktiondigerten Monomeren dnd, lassen dch auch durch das AlkenMonomer auf enfache
Weise interessante Funktionen in das Polyketon einfihren. Dabel ist auch an den Einbau von
Wirtsverbindungen dler Art (zB. Cyclodextring, Cdixarene, Kronenether, Kryptanden,
Cyclophane, Cyclopeptide, DNA-Sequenzen, biologische Erkennungs-Strukturen, etc.) fur die

molekulare Erkennung zu denken .

Um Polymere mit den oben beschriebenen Eigenschaften zu erhdten, muld tellweise der
Katdysator verandert werden. Fir die Hergtelung von Styrol/CO-Copolymeren haben sich
bel spiel sweise zweizdhnige Stickstoffliganden a's besonders aktiv erwiesen.

Die Mateidegenschaften des Polymers konnen durch die  Resktionsbedingungen
(Temperatur, Druck, Losungsmittd oder Resktionszait) kontrolliert und optimiert werden.
Zum Bespid bewirkt die Erhchung der Polymerisationstemperaiur von 25° auf 60°C ene
Abnahmein der Glastemperatur des Propen/CO-Copolymersvon -1° auf —10°C.

Die erhdtenen Polyketone zeigen aul¥rdem Unterschiede in der Mikrostruktur. Je nach
Katdysator erhdt man en regioirregulares Polymer (66 % Kopf-Schwanz-Verknipfung),
oder ein regioregulares Polymer (100 % Kopf-Schwanz-Verknipfung). Solche Merkmae
kénnen be der Optimierung der sendtiven Schicht eines Transducers hilfreich sain.

2.5.2. Sol-Ge Schichten

Nachdem im vorhergehenden Kapitd Polymere beschrieben wurden, die erst synthetisert und
gereinigt wurden und dann auf enen Sensor aufgespriht wurden, sollen im  Folgenden
Polymere behandelt werden, die direkt auf der Sensoroberflache ,aufwachsen“. Der grofe
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Vortell diesser Polymere gegenlber den bereits beschriebenen Polyketonen ist, dald keine
aufwendige Synthese bal extremen Bedingungen notwendig ist.

Solche Polymerfilme werden durch einen Sol-Gel Prozel3 hergestellt [42, 43].

Bea diesam Proze3 werden Slanmonomere durch enen geeigneten Katalysator mit ener
funktiondidgerten Oberflache quervernetzt. Der Sol-Gel-Prékursor - in diesem Fdl das Slanr
Monomer — kann mit viden moglichen funktiondlen Gruppen und Kettenlangen verwendet
werden. Diese reiche Auswahl an Monomeren fuhrt zu einer ebenso reichen Variaion an
Polymereigenschaften (starr, viskod astisch, hydrophil oder hydrophob).

In Abbildung 10 ist schematisch ein idediserter Sol- Gel-Prozel3 dargestelIt.

homogene | EG_sSi(OR). + v SI(ORY) + R20OH + H,O
Mischung (OR)s 4 ( : :

l Hydrolyse

SOL FG—Si(OH); + y Si(OH),

¢ Kondensation

GEL
¢ Trocknung

Xerogel [FG—SiO3,2][SiO42ly

Abbildung 10: Idealisiertes Schema des Sol-Gel Prozesses. Cokondensation eines funktionalisierten

Trialkoxysilanes mit einem Tetraalkoxysilan (FG: funktionelle Gruppe) [42].

Der Sol-Gd Prozef3 wird durch Mischen der entsprechenden Alkoxyslane mit Wasser und
enem Alkohol gedatet. Be zu klener Resktionsgeschwindigkeit wird dem homogenen
Gemisch etwas Katdysator zugegeben [43]. Die s0 entstandenen Silanole (Sol) kondenseren
und ergeben Polysiloxane. Wird diese Resktion in Gegenwat einer mit  Silangruppen
funktionaliserten Oberflache durchgefihrt, so entseht eine kovdent mit diessr Oberflache
vernetzte Polymerschicht.

Mit fortschreitender Quervernetzung entsteht en Netzwerk aus Polymer, in welches das
Losungamittd eingdagert is (Gel). Eine nachfolgende Trocknung bewirkt anschlielfend en
Schrumpfen der Polymerschicht durch den Verlu an Losungamittd sowie Vernetzung nicht
abreagierter Silanolgruppen (Xerogd).
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Solche Polymere werden in Kadyseprozessen (z.B. Hydrierungen, Hydroformylierungen
oder -aminierungen) zum Anbinden des Katalysators benutzt 44, 45]. Fir diesen Prozeld ist es
wichtig, wie gut das vewendete Losungamittd in die Matrix des Polymers endiffundiert.
Diese Wechsdlwirkung kann sch entscheidend auf die Ausheute der Produkte auswirken.
Auch die Entfernung des Ldsemittels und der Resktionsedukte aus dem Polymer und somit
die Rickgewinnung des an den Trager gebundenen Katdysators wird durch diese
Wechsdwirkung beainflu@. Um Aussagen Uber solche Prozesse machen zu konnen, wurden
verschiedene Polymere auf  Sensoren  aufgebracht  und  ihr  Verhdten  gegenlber
unterschiedlichen Losungsmitteln untersucht.
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2.6. Cyclohexapeptide (quasispezifisch)

Cyclische Peptide kommen in der Natur in verschiedenen Formen und biologischen
Aktivitdten vor. Sie treten ads homodete ringférmige Peptide auf (zB. Lactame), die nur
Peptidbindungen enthalten, oder snd heterodet und weisen zusdtzlich noch Disulfidbriicken,
Suifid-, Ester-, oder Thioesterbindungen auf. Nachweidich erhdht die cyclische Struktur die
metabolische  Stabilitdt, Rezeptorsdektivitdten, die BioverfUgbarkeit und Wirkungsprofile
[46].

Vetreter natUrlich vorkommender cyclischer Peptide sind belspidsveise das Antibiotikum
Gramicidin S, das Octapeptid Amatoxin, das im Knollenbléterpilz vorkommt und die
Synthese der mRNA hemmt, sowie das Dodecadepsipeptid Vdinomycin, das selektiv
Kdiumionen durch biologische oder kingliche Membranen transportieren kann; weitere sind
in[47, 48] zu finden.

Sensoren, die mit  supramolekularen  Erkennungsstrukturen  beschichtet sind, konnen ds
schndle und enfache Tedsydeme verwendet werden, um Wechsdwirkungen zwischen
Rezeptoren und Gastmolekilen zu detektieren. Solche Informationen snd  fir  die
pharmazeutische Industrie zur Entwicklung, Erkennung und Sdektion von neuen Wirkstoffen
von grofter Bedeutung. Werden fir dieses Screening nicht Einzesubstanzen verwendet,
sondern ein Gemisch von viden potentidlen Wirkstoffen, sogenannte Bibliotheken, die nach
den Prinzipen der kombinatorische Chemie hergestellt werden konnen, so lassen sch die
gewlnschten Rezeptoren mit  erheblich  weniger  zatlichem und apparaiven  Aufwand
synthetiseren und selektieren [49].

Fir molekulare Erkennung mit supramolekularen Strukturen snd im wesentlichen mehrfache
intermolekulare  Bindungsstdlen verantwortlich. Soll en Molekil spezifisch von solch ener
Struktur erkannt werden, dirfen diese Wechsdwirkungen nicht oder nur in geringem Ma3e

durch Bindungen unerwiinschter Stoffe gestort oder blockiert werden.

Der Andyt s0ll ene spezifische Wechsdwirkung mit der auf der Oberfléche befindlichen
Rezeptorsruktur — eingehen  (Abbildung  11). Ein  eventudl unspezifisch  gebundenes
Lésungamitte- oder Puffermolekil darf diesen Vorgang nicht wesentlich behindern bzw. <oll
ihn sogar fordern. Eine Hinderung kann zB. dadurch entstehen, dad3 Bindungsstellen
irreversbel  blockiert werden oder da3 aus Andyt- und Puffe-Molekilen ein Komplex
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gebildet wird, der nicht mehr in der Lage ist, mit der Rezeptorstruktur auf der Oberfléche
spezifisch wechsd zuwirken.

Im Fdle dnes ionischen Mediums enes ionischen Andyten und ener ionischen
Oberflachengtruktur ist zu erwarten, dald die , Erkennung* des Anayten in hohem Mal%e von
der Art des ionischen Mediums, aso dessen Struktur, dessen pH-Wert und dessen
K onzentration abhéngt.

Oberflache

Abbildung 11:  Schematischer Wechselwirkungsprozeld der Analytmolekile mit Puffer-lonen und der
Sensoroberflache in ionischem Medium.

Anderersaits fihrt der Einsatz enes eektrischen Transducers in flissger, letfahiger Phase

aufgrund von Anderungen in der dektrischen Umgebung zu Storungen, die sich mit Signden

durch Andytwechsawirkung mit der Oberflache Uberlagern kdnnen [14, 16, 28].

Solche  Wechsdwirkungen lassen  dch  auch  theoretisch  durch  Kraftfdd-  und
Molekulardynamikrechungen nachprifen bzw. vorhersagen (sehe Abschnitt 4.2.6.4).
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2.7. Antigen - Antikorper — Immunologie (spezifisch)

Die durch Krankhetsaerreger ausgelosten Resktionen des korpereigenen  Abwehrsystems
(Immunsystem) sind fir das Uberleben von zentraer Bedeutung. Diese Abwehrmechanismen
verhindern den Eintritt von Mikroorganismen oder schranken deren Vermehrung im Korper
en. Im Korper engedrungene korperfremde Stoffe (Antigene) werden durch Antikorper
markiert, die ene hohe Affinitd zu diesem Antigen bestzen. Se snd somit fir die weitere
Immunresktion gekennzeichnet. Ein Tel dieses Immunsysems bilden die Immunglobuline
(lg). Se befinden sch in der Globulinfraktion des Blutserums und werden von sogenannten
B-Lymphozyten produziert, die im Knochenmark gebildet werden.

Die Antikorper bestehen aus zwe identischen schweren und zwe  identischen leichten
Proteinketten, die kovdent Uber Diaulfidoricken  mitenander  verbunden  sind
(Abbildung 12). Die Bindung des Antigens kommt Uber den variablen Tel des Antikorpers,
das Fgr-Fragment, durch nichtkovdente Wechsdwirkungen zustande. Das F-Fragment
enthdlt den jewells nicht variablen, carboxyterminaen Tell der schweren Ketten.

Im menschlichen Blutserum  kommen  funf  Immunoglobulin-Isotypen vor, die sch in der
Zusammenseizung der schweren Kette unterscheiden: 19gG, IgA, I1gM, IgD und IgE. Der
Antell an 1gG betragt hier ca 85 % am Gesamt-Immunoglobulin. 1gG, 1gD und IgE kommen
in Form von Monomeren vor, IgM liegt as Pentamer und IgA as Mono-, Di- oder Trimer

Vor.
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Abbildung 12: Schematischer Aufbau eines Antikoérpers vom I mmunoglobulin-Typ (19).

Die vaidbilen Fab-Regionen unterscheiden dch von Antikdrper zu  Antikorper in ihrer
Aminosiuresequenz und  folglich in ihrer  dreidimensonden  Struktur. Ein - bestimmter
Antikbrper kann so en komplementdr gebautes Antigen an dessen Bindungsstelle — der
Antigendeterminante bzw. dem Epitop — spezifisch binden. In der Rege snd Antikorper
aufgrund ihrer  beiden Fab-Regionen divdent. Die egentlichen Bindungsstelen des
Antikorpers befinden sich an den aueren Enden der Fab-Regionen. Es snd drei Teile der
Schlingen in den Polypeptidketten, die sch eng aneinanderlagern und so aufgrund der
Vetdlung de veschiedenen Aminosauren mit  unterschiedlichen  Eigenschaften  (z.B.
Ladungen) die Antigenstruktur bestimmen, die Sch dazu komplementér verhdt.

Zur Blutgruppenbestimmung wird normaderweise mit Hilfe der verschiedenen Antikorper
Anti-A und Anti-B be ene unbekannten Blutprobe ene Verklumpung (Hamagglutination)
herbeigefiihrt. Diese rihrt von einer Vernetzung der roten BlutkOrperchen her, die durch
gleichzetiges Binden der Antikorper an identische Antigene auf der Erythrozytenoberfléche
(A- bzw. B-Subganz) zustandekommit. Die Bestimmung erfolgt meist visuell.

Fur eine vollgandige Andyse der Blutgruppen mit Untergruppen und Antikdrpern werden im
Regdfdl enige Milliliter Blut bendtigt. Nach Trennung der feten und flissgen Bedtandtele
werden dazu ene Vidzahl an Tests mes zetaufwendig von Hand durchgefihrt. Fir jeden
Test werden teure Bestimmungsreagenzien verbraucht.
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Diese Problematik i€ en Ansazpunkt fir ene automaiderte Blutbetimmung durch mit
entsprechenden sengtiven Schichten belegte Sensoren [50, 51].

Um enen Blutgruppentest mit Hilfe von massensengtiven Sensoren durchzufiihren, muld der
Antikorper auf der Sensoroberfléche immobilisert werden, da das Antigen, dso der
Erythrozyt, in diesem Fal eine wesentlich grolere Massendnderung erwarten 1%, wenn es
Uber den Sensor gdeitet wird. Die Abnahme der Resonanzfrequenz infolge der Bindung von
Erythrozyten 18% auf die jewelige Blutgruppe schlielfen. Die Padleschdtung mehrerer
entgorechend  beschichteter Sensoren  erlaubt so die schnelle  automatische  Erkennung
verschiedener Blutparameter wie Hauptblutgruppe, Unterblutgruppe oder Antikorper.

2.8. Mustererkennung und Multikomponentenanalyse

Der Einsstz von mehreren Sensoren mit  unterschiedlichen Beschichtungen, die hauptséchlich
unspezifische  Wechsdwirkungen mit  Andyten engehen, efordet die Anwendung ener
multivariaten Daenandyse. Da en ungezifischer Sensor auf dle zu untersuchenden
Andyten reegieren kann, snd zur quditaiven Unterschedung und zur Quantifizierung
enesats mehrere Sensoren ndtig und andererseits eine entsprechende Datenauswertung der

durch Uberlagerung zustandekommenden Sensorsignale.

Solche Vefahren lassen dch in verschiedene Kategorien (moddlbasiert, moddlfre,
Uberwacht und unUberwecht) entelen und dgelen enen Zusammenhang zwischen den
Mel3werten der Sensoren und den Konzentrationen der Anayten her.
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Abbildung 13: Einteilung der verschiedenen Methoden zur Kilassifiziierung und Korellation von
Sensordaten [nach 52].

Modellbasierte  Verfahren bespidswvese begrinden diesen  Zusammenhang — mittels
Kdibriefunktionen, die durch enen exakt definieten Saiz von Parametern beschrieben
werden. Solch ein Parameter kann beispidsweise die partidle Empfindlichkeit ds Steigung

der Kdibriergeraden sain.

Mit Hilfe der Andysenfunktion, die aus der expliziten Bestimmung der Umkehrfunktion der
Kdibrierfunktion hervorgeht, lassen sch so Konzentrationen unbekannter Proben ermitteln.

Modellfreile Verfahren ddlen den gesuchten Zusammenhang ohne Definition  von
physkalisch bedeutsamen Parametern dar.

Die Eintelung in Uberwachte und uniberwachte Methoden basiert auf der Art und Weise, mit
der der Zusammenhang mit Kdibrierdaten hergestellt wird.

Uberwachte Verfahren verwenden zur Kalibrierung sowohl die Sensorsgnde ds auch die
Konzentrationen eines Kdibrierdatensatzes (Referenzdaten). Die Informationen, die zur
Kdibrierfunktion fihren, werden durch Verglech der Sensorsgnde und Konzentrationen
berechnet. Durch diese Kdibrierfunktion &% sSch auf Eigenschaften unbekannter Daten
(Testdaten) schlief3en.
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Uniberwachte Verfahren bendtigen zur Kdibrierung nur die Sensordgnde, die nach
Merkmaen geordnet werden, die eine Klassfizierung dieser Signde zulassen. Diese Methode
arbatet quditativ, sowie semiquantitetiv.

Tabelle 3: Ubersicht tiber Verfahren zur Mustererkennung und Multikomponentenanalyse.

Verfahren Uberwachung | Information Beispiel
modd |basiert untberwacht qualitativ PCA
modellbasiert Uberwacht quantitativ PCR, MLR, PLS
modellfre untberwacht qualitativ Clugerandyse,
selbstorganisierende Karten
modellfre Uberwacht quantitativ feed-forward-Netze

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur quditaiven Andyse eine Hauptkomponentert Anayse
(PCA, principa component andyss) und zur quantitativen Andyse eine Hauptkomponenten
Regression (PCR, principd component regresson) durchgefiirt. Es handdt sch enersats
um en modelbasertes unuberwachtes und anderersaits um ein modellbasertes Uberwachtes
Verfahren.

Eine ausfuihrliche Ubersicht zu diesen multivariaten Auswertemethoden it zB. in [52, 53, 54]
zu finden.

Im Folgenden sollen die eingesetzten Methoden und Begriffe ndher erlautert werden:
Hauptkomponentenanalyse, PCA:

Die Vewendung der quditativen Hauptkomponentenandyse basert auf der Notwendigkeit,
Ahnlichkeiten innerhab eines Datensatzes zu erkennen und Mekmae zu extrahieren. Da der
Datensstz im  dlgemeinen aus ene groen Menge an  Merkmasvektoren  bestent
(Merkmasvektoren représentieren jeweils ene gemessene Probe; Merkmade snd zB. die
Sgnalhdhen enes Sensors), it es kaum moglich, solche Zusammenhdnge ohne
rechnergedititzte  Hilfsmittel zu efassen. Enthdten Merkmalsvektoren beispidsveise n
Komponenten, so spannen de enen ndimensonden Raum auf. Da mogliche vide
Eigenschaften der untersuchten Proben efad werden, snd die Merkmasvektoren mest
hochdimensond. Eine anschauliche graphische Darstdlung wird somit unméglich. Da diese
nur in drel Dimensionen moglich ist, mul? dso ene Datenreduktion erfolgen.
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Die Hauptkomponentenandyse emoglicht in  solchen Falen die Proektion enes

n-dimensonden Raumes auf enen r-dimensonden Raum (n 3 r).

Hauptkomponenten dnd optimde Linearkombinationen, dh. gewichtete Summen der
urspriinglichen Komponenten. Sie sind orthogond. Bel der Hauptkomponentenanadyse wird
durch die Hauptkomponenten en neues Koordinatensysem aufgespannt; das dte
Koordinatensystem wird also transformiert (Orthogonal projektion).

Dieses Prinzip soll am folgenden Bild veranschaulicht werden.
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Abbildung 14:  Veranschaulichung der Hauptkomponentenanalyse [54].

Abbildung 14 zegt en zwedimensondes x-y-Diagranm. Versucht man, diese Daten in
enem endimensonden Raum zu berachten, s0 missen de auf ene Gerade projiziert
werden. Dies kann nur durch Weglassen einer der beiden Variablen efolgen. Das Resultat it
am unteren und rechten Rand zu sehen. Die paarweisen Absténde der Datenpunkte werden
nicht gut erhdten. Die Hauptkomponentenanadlyse versucht nun, eine neue Koordinate zu
finden, die diese Abstdnde am Besten wiedergibt. Diese Koordinate it im Diagramm mit PC1
bezeichnet. In ihr tritt die grof¥e Varianz bzw. Streuung auf. Die restliche Varianz wird Uber
eine zweite orthogona e Hauptkomponente erfaldt (PC2).
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Die Trandormation enes hoéherdimendonden Datensaizes fihrt zur Berechnung von

Eigenvektoren und Eigenwerten.

Das Ergebnis ene Hauptkomponentenandyse wird hauptsichlich  mit  Hilfe zweer
Diagrammen dargestdIt: Das Scores- und das L oadings- Diagramm.

Scores:

Die Scores beschreiben die Lage eines Objektes entlang der Hauptkomponenten. Sie sind ein
Mal3 fur die Klassfizierung unterschiedlicher Objekte. Werden Objekte innerhalb des durch
die Hauptkomponenten aufgespannten Raumes diskriminiert, S0 lassen sch auch die diesen
Daten zugrundeliegenden Proben diskriminieren.

Loadings:

Die Loadings beschreiben die Gewichtung der Ausgangsvaridblen. Mit ihrer Hilfe lassen sch
die Bedeutung enes Sensors fur die Kdibrierung und Diskriminierung der Proben
abschéizen.

Die Hauptkomponentenandyse bietet ds grgphisch orientiete Methode die Mdoglichkelt,
hochdimensonde Daen in ener verminderten Dimensonditét (zwe- oder dreidimensiona)
darzugtellen, wobe die rdumlichen Abstdnde der Daten moglichst erhdten bleiben.

Hauptkomponentenregression, PCR:

Be der Hauptkomponentenregresson wird ene multivariate lineare Regresson (MLR) auf
den Hauptkomponenten ener PCA durchgefiihrt. Diese Regresson gdlt enen linearen
Zusammenhang  zwischen mehreren unabhdngigen  Vaiablen  (Eingangsvarigblen)  und
mehreren  abhangigen Vaiablen (Auggangsvariablen) her. Dies efolgt Uber ene
Regressonsrechnung, be der versucht wird, die Reststandardabweichung zu minimieren,
welche durch die Abwechung de tasichlichen Werte von den  vorhergesagten
zudandekommt. Be diesr Regresson werden lediglich die sgnifikanten Hauptkomponenten
zur quantitativen Vorhersage verwendet, die aus einer Hauptkomponentenanadyse erhdten

werden.

Die HauptkomponententRegresson fihrt zur Dargtdlung enes Vorhersage-Diagranms,
Durch die Eingabe enes unabhdngigen Daensaizes kdnnen Vorhersagen Uber die Quantitét
der Daten gemacht werden. Beispidsweise konnen nach erfolgter Kdibrierung mit bekannten
Andytmischungen unbekannte Mischungen klassfiziert und quantifiziert werden.

Audfiihrlichere Informationen zur Multivariaten Datenanalyse findet Sch in [55].
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Kapitel 3: LiteraturUbersicht Gber Arbeiten anderer Autoren

In den letzten Jahren wurden Schwingquarze zunehmend as Transducer fir die Sensorik in
der wa¥igen Phase engesetzt. Dabe konnen verschiedene Arbetsgebiete unterschieden

werden.

Auf der enen Sate ig dies die Charakteriserung von biologischen Schichten und von
Molekilen bzw. deren Wechsdwirkungen untereinander (die sogenannte Biosensorik) und
af de andeen Sdte die Qudifizierung und Quantifizierung und somit Erkennung von
organischen Stoffen  mittedls mit  Erkennungssirukturen  beschichteten  Sensorarrays  (z.B.
Supramolekiile, Polymere...). Dieser Bereich wird meist ds Chemosensorik bezeichnet.

3.1. Biosensorik mit Schwingquar zen

Okahata et d. beschrieben thermodynamische und kinetische Parameter der Wechsawirkung
von DNA-Srdngen mit Komplementéar-Stiréngen und Proteinen unter Benutzung von 9 MHz
bzw. 27 MHz Schwingquarzen, die Uber ene Oszllatorschatung betrieben wurden. Der
Enflud  von Immobiliserungs-Strategie,  Kettenldnge,  lonenstérke, Temperatur  und
Fehlsequenzen auf die Hybridisation [56] von DNA-Srréngen und dekirogatischen Effekten
auf die Bindung von Proteinen [57, 58] bzw. Oligopeptiden [59] an solche DNA-Strange
konnte quantifiziert werden.

Die Arbeitsgruppe um Thompson untersuchte RNA-Protein-[60], DNA-DNA-[61, 62] und
RNA-RNA-Wechsdwirkungen [63, 64] mittds enes Netzwerkandysators, der kontinuierlich
die dektrischen Ersatzschdtbild-Parameter des Quarzes bestimmte. Hierdurch  konnten
vaschiedene Effekte wie zB. drukturdle Umlagerungen der Strange und  damit
einhergehende  Anderungen der viskodadtischen Eigenschaften und die Massendnderung bel
Anlagerung unterschieden werden [60, 61, 62].

Die Adsorption von Protein Mono- und Multischichten auf Gold- und Patinoberfléchen von
Schwingquarzen  wurde  in Abhdngigkeit von  verschiedenen  Paametern wie
Oberflachenrauhigkeit, Oberflachenenergie,  Elektrodenpotentiadl  und  Schicht- Eigenschaften
untersucht [65, 66, 67]. Matsumoto et d. beschrieb die Adsorption von Rinderserumalbumin
(bovine serum abumine, BSA) auf TiO,-Oberflachen und die Effekte der Vaiation von
lonenstdrke und pH-Wert. Er fand ein Adsorptionsmaximum be einem pH-Wert in der Nahe
des isodektrischen Punktes des Proteins be sehr niedriger lonenstérke. Die Adsorption
konnte durch Hydrophobisierung der Oberfl&che erhtht werden [68].
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Rodahl e d. untersuchten die Proteinadsorption mit Hilfe der dmultanen Messung der
Frequenz und des Energieverlustes. Die so erhdtene Moddstudie wurde mit der Adsorption
welterer biologischer Schichten wie Lipidvesken oder Zdlen verglichen. Der Energieverlus
pro Massendnderung stieg mit abnehmender Rigiditdt der Schicht an. Der Wassereinschiuld in
biologischen Schichten hatte den grofdten Einflufd auf diesen Effekt. [69].

Im Folgenden werden enige ausgewdhlte immunologische Anwendungen der Schwingquarz-
Sensorik zusammengefald:

Schwingquarze wurden verwendet, um das Bakterium chlamydia trachomatis nachzuweisen.
Dazu wurde der entsprechende BakterienAntikdrper auf enen Schwingquarz immobilisert
und die Bakterienkonzentration in Urinproben bestimmt [70].

Der Nachwels eines Proteins des Afrikanischen Schweinefiebers Uber einen immobiliserten
spezifischen Antikorper gelang Uttenthder et d. [71]. Der Sensor konnte Uber enen Zyklus
von 20 Regenerationen und 30 Tagen verwendet werden. Auch durch physisorptive
Anbindung des Virusproteins und den Nachwels des entsprechenden Antikorpers konnten
infizierte und virusfrele Proben unterschieden werden [72, 73].

Elektrische und viskodadische Eigenschaften von epithdiden und endothdiden Zdl-
Monolagen konnten durch die Kombination von Impedanz-Andyse und Schwinggquarzen von
Steinem e d. bestimmt werden [74]. Hierbe wurde die frequenzabhéngige Impedanz von
Goldelektroden untersucht, die mit Lipiddoppelschichten funktiondiset waren. Mit Hilfe
von angepaden Ersaizschdtbilder wurden die dektrischen Eigenschaften und mit Hilfe von
Schwingquarzmessungen  die  viskodadischen Eigenschaften bel der Bindung verschiedener

Toxine an die Membran bestimmt.

Tesse e d. untesuchten die Bindung von menschlichen Erythrozyten bzw. 1gG auf mit
Antikdrpern  funktiondisierten  Schwingquarzoberfléchen. Die Reektion des Quarzes auf die
Bindung von Zdlen berunte hauptsichlich auf viskodadtischen Effekten, wéahrend de bel
Bindung von 1gG Masseneffekten zugeschrieben wurde [50].

Geade be Zdlen, die mit Hilfe des Schwingquarzes andysert werden sollen, treten die
Schwierigkeiten auf, dal3 das Signal des Sensors nicht nur mit der Anderung der Masse auf
der Oberflache korrdiet werden daf, sondern insbesondere mit der Anderung der
viskod agtischen Eigenschaften im Bereich der Oberfléche [69, 75, 76].
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3.2. Chemosensorik mit Schwingquarzen in fllissiger Phase

Die Chemosensorik mit Schwingquarzen hat enen deutlich geringeren Antell an forschenden
Gruppen zu verzeichnen, ds veglechsvese die Biosensorik. Hier liegt die Erkennung von

Stoffen mittels organischer Ké&figstrukturen und Polymeren im Vordergrund.

Haupt et d. [77] berichteten Uber einen mit einem enantiosdektiven ,,imprinted-polymer” -
beschichteten 5-MHz Schwingquarz, der in der Lage war, die Enantiomere des b-Blockers
Propanolol zu unterscheiden. Die dafir verwendete sendtive Polymerschicht wurde aus
Monomeren der Form Methacrylsiure bzw. Methacrylat im Belsein des nachzuwe senden
enantiomerenreinen Andyten S-Propanolol  hergestellt. Nach UV-Quervernetzung wurde das

Templat herausgewaschen.

Der Sdektivitdaiskoeffizient fur die beiden Enantiomere, der sch aus dem Verhditnis der
Sdektivitéten des Templatmolekiils zu der des Enantiomeren ergibt, betrug SJSg = 5. Der
Sensor arbeitete reversibel; die Detektionsgrenze lag bei 50 pmol/dnr.

Chance et d. [78] zegten, da’d sch durch die Vewendung von Polymeren, die gute
Qudlegenschaften aufwelsen, ene enorme Sendtivitdissteigerung ereichen |d%.  Durch
solche Polymere lassen dch Frequenzanderungen bel Anadytzugabe im Bereich von enigen
kHz detektieren. Als Beschichtung vewendeten de Cholestyramin, en  Styren
Divinylbenzen-Copolymer, der Anadyt stelte das Antibiotikum Cefoperazon dar. Die Andyse
efolgte dikontinuierlich in ener Zdle mit ruhendem Probenvolumen innerhdb ewa ener
Stunde. Die Wiederverwendbarkeit des Sensors wurde durch mehrere  Waschprozeduren
gewdhrleigtet.

Hauptmann e d. [79, 80] untersuchten organische Verunreinigungen in Trink- und
Meerwasser. Als Beschichtungen verwendeten se unpolare Polymere wie Polybutadien oder
modifizete Polysloxane  (Polydimethylsloxan mit  25%  Cyanopropyl- und  25%
Phenylgruppen), sowie zum Vergleich verschiedene Cdixarene. Das Vorhandenssin  von
Sdzen im Mearwasser hatte auf die Sensoren keinen grof3en Einfluf3,

Die Detektionggrenzen fur chlorierte diphatische Kohlenwasserstoffe und Aromaten lagen im
oberen ppb- bis unteren ppm-Bereich.

Meg werden Schwingquarze mit Polymerbeschichtungen aber zur  Untersuchung  der
Eigenschaften des jewelligen Polymers verwendet [22]. Daraus ergeben sich neue Ansdtze fir
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die Entwicklung imme komplexerer Ersatzschdtbilder des schwingenden Systems aus
sengtiver Schicht und Transducer [15, 29].
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Kapitel 4: Experimentédler Tall

4.1. Materialien und Chemikalien

Sensoren

Die Quazenkrigdlrohlinge wurden von der Firma RSG Electronic Components,
Offenbach bezogen. Sie waren hochpoliert, flach, haten einen Durchmesser von
8,5 mm, eine Resonanzfrequenz von 10 MHz, und waren AT-gechnitten.

Das zum Aufdampfen der Elektroden verwendete Gold wurde freundlicherweise von
der Firma Degussa AG ds Spende zur Vefigung gesdlt. Titan ds Haftvermittler
stammte von der Firma Goodfellow, Bad Nauheim.

Kontaktfeder stifte

Zum Kontaktieren der Quarzelektroden wurde Kontektfederdtifte der Firma Feinmetal
GmbH, Herrenberg (Abmessungen: Lénges 11 mm, Dicke: 0,6 mm, Kopfform: rund)

verwendet.

Frequenzzahler

FIA

Die Resonanzfrequenzen der Sensoren wurden mittels eines Frequenzzéhlers der
Firma Hewlett-Packard (HP 53132A) bestimmt. Impedanzkurven wurden mit einem
Impedanzandysator der Firma Hewlett- Packard (4192) aufgenommen.

Die verwendeten Oszillatorschdtungen (sehe Kap. 8.1.2) snd Waeterentwicklungen
der Schatungen von Dr. G. Notzd (Arbeitskreis Prof. Gopd, Inditut fir Physikdische
und Theoretische Chemie, Universitét Tubingen).

Fir den Aufbau der Mellanlage wurden zwei HPLC-Ventile der Frma Vaco
Instruments, Schenko (CH) verwendet; von dort wurden auch die verschiedenen
Fittings und Ferrules und Hul¥eller bezogen. Das 3-Wege-Injektionsventil (Modell
C2-2006EH, chemiinert) war auf schnelles Umschdten optimiert, das 8-Wege-Verttil
(Moddl C5-2008EMT, chemiinet) wurde as automatisches Probengeberventil

verwendet.



38 Experimentdler Tel

Die Durchflu3pumpen, die den Hul3 durch die Anlage und das Aufziehen der
Probenldsungen gewdhrleisteten, sowie die Pumpschiduche (Tygon R3603) stammiten
von der Firmalsmatec, Wertheim-Mondfeld.

De Themostat (Moddl HD-4), der die gesamte Meljapparatur auf +0,01 K
temperierte, wurde von der Firma Julabo, Seelbach hergestellt.

Druckgas

Der Vordruck von 15 bar wurde durch Argon 4.8 der Firma Messer-Griesham,
Krefdd engestdlt. Waterhin wurde Argon 4.8 zur Renigung und Trocknung der

Sensoren verwendet.

Piranha
Mischung aus 3-4 Telen konzentrierter Schwefedlsdure und einem Tel 30 %iger
Wasserstoffperoxidldsung.

Polymere
Die vewendeten Polyketone wurden im Arbeitskres Prof. Lindner, Ingtitut for
Anorganische Chemie, Université Tubingen, hergestellt.

Cyclopeptide

Die verwendeten Cyclopeptide wurden im Arbeitskreis Prof. Jung, Inditut for
Organische Chemie, Universitét Tbingen, synthetisiert.

Pufferldsungen

Alle Pufferlésungen wurden aus den entsprechenden Grundchemikdien der hochsten
Reinheit mit dedtillieten Wassr hergestdlt: TRIS (Paesd-Lore-GmbH, Frankfurt);
HEPES (Sigma-Aldrich, Steinheim); Natriumhydrogenphosphate (Fluka, Neu-UIm).

Antikor per
Antikorper (BS 66, Maus-1gG3) fur die Blutgruppentest wurden freundlicherweise von
der Firma Biotest-AG, Dreieich zur Verfligung gestdlt.

Erythrozytenl6sung

Zur Bedimmung der Blutgruppen wurden gerenigte Erythrozytenlésungen in PBS
verwendet, die freundlicheweise von Prof. Northoff, Transfusonsmedizin der
Uniklinik Tubingen, zur Verfligung gestdlt wurden.
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Protein A und BSA
Protein A und BSA wurden von der Firma ICN, Eschwege bezogen.
LAsungsmittel

Alle Loésungamittd und organische Anadysensubstanzen wurden aus der Produktreihe
Uvasol der Firma Merck bezogen.

REM

Rasterelektronenmikroskopie- Aufnahmen wurden mit einem DSM 926 der Firma Zess,
Oberkochen angefertigt.

AFM

Die AFM-Bilder wurden mit einem Nanoscope [II A von Digitd Instruments, Darmstadt
aufgenommen
Mikroskop

Mikroskopische Aufnéhmen wurden mit enem BX 60 der Frma Olympus, Hamburg
angefertigt.

Kontaktwinkel

Die Kontaktwinke-Messungen erfolgten an einem CAM200 der Firma KSV Instruments,
Hesnki.
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4.2. Methoden und Einfllisse

4.2.1. Quarz

Die in diesr Arbeit verwendeten Quarzresonatoren werden indudridl aus Quarzeinkrigtalen
hergestdlt. Durch verschiedene Schnittwinkd (Abbildung 15) erhdt man aufgrund der
Krigdldruktur  Quarzplédttchen mit  unterschiedlichen  Eigenscheften  (Abbildung 16). So
zeichngt sch zB. der AT-Schnitt durch seine Temperaturdtabilitét aus, die einen solchen
Quaz zum Einsstz ds Frequenznormade pradedtiniert.  Schnitte, bel  denen  das
Schwingverhdten des Quarzplétchens stark von der Temperatur abhéangt (z.B. XT-Schnitt),
beféhigen den Schwingquarz zum Einsatz d's Temperatursensor.

g

Abbildung 15:  Ausschnitt aus einem Quarzeinkristall mit Lage einiger Quarzschnitte (AT: 1-250 MHz,
BT: 1-30 MHz, CT: 300-1000 kHz, DT: 180-400 kHZ).
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Abbildung 16: Temperaturgang der Frequenzfir verschiedene Quarzschnitte.
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4.2.2. Quarzhalter

Das Prinzip der Quarzmikrowasge auf Bass des Dickenscherschwingers stdlt  ene
horizontde Scherwelle auf der Fléche der auf dem Quarz befindlichen Goldeektroden dar. Da
diese Scherwelle sich aber auch Uber die Elektrodenflache fortsetzt, ist es erforderlich, den
Quarz in enem sogenannten Sensorchip so weit aulen wie mddich zu befestigen. Dadurch
wird eine Ubermdige Dampfung der Wellenbewegung am besten verhindert. In Abbildung 17
ig schematisch die Vertelung der  Schwingungsamplitude der  Scherschwingung  bel
verschiedenen Schwingquarzformen gezeigt [8, 81].

M\ J

S—

Flanquarz Plan, Facette Linsenquarz

Abbildung 17:  Verteilung der Schwingungsamplitude unterschiedlicher Schwingquarzformen.

Der Sensorchip spiet fur den spateren Gebrauch des Sensors eine wichtige Rolle Er <oll
enfach hezustedlen sein, mul3 robust und unkompliziert verwendbar sein und es sollen
moglichst keine chemisch ingtabilen Komponenten verwendet werden.

Im Rahmen diesr Arbat wurden unteschiediiche Formen und  Grélien  von
Sensorhalterungen untersucht und optimiert.

Der letiztendlich eingesstzte optimiete Quarzhdter ist in Abbildung 18 (unten rechts) und
Abbildung 19b dargestellt. Er besteht im Wesentlichen aus zwel Tellen: Dem Quarzhdter aus
Eddstahl, aff dem der eigentliche Sensor mit einem O-Ring aus Fluorkautschuk fixiert wird,
und einem Einsatz aus Plexiglas, der die zur Kontaktierung der beiden Elektroden nétigen
vergoldeten Federkontakt- Stifte voneinander isoliert und den Quarz gegen den O-Ring driickt.
Die fre schwingende Héche des Sensors hate enen Durchmesser von 7,5 mm. Dies
bedeutet, dal3 1,25 mm Patz zwischen der Elektrode und der Fixierung besteht. Dies bewirkt
kleingmdgliche Dampfung der exponentidll abfalenden akustischen Scherwelle.
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Abbildung 18: Quarzchip; links oben: frisch bedampfter Quarz mit Goldkontaktbéandchen; Mitte:
gekapselter Quarz mit Kontaktstiften; rechts: Melvolumen auf der Unterseite des Chips;
unten: optimierter Chip mit Federkontaktstiften und O-Ring-Klemmung.

a) b) c) d)

=y = =]

Abbildung 19:  Verschiedene Versionen von Schwingquarzhaltern: a) abgekapselter Chip mit aufgeklebtem

Quarz, b) abgekapselter Chip mit einfacher ORing-Pressung, c) abgekapselter Chip mit
doppelter O-Ring-Pressung, d) Quarzhalter fir die Gasphase.

Diese Optimierung |&& sich am Admittanzspektrum zeigen (Abbildung 20):



Experimenteller Tell 43

s Chip mit i:rngmlt Gasphasenhalter Chip 002
" [ 20-Ringen -Ring geklebt '
0,08 - - 0,01
0,07 _J J 1
L — 0,00
0,06 [ F 1
—-0,01
g 0,05 - -
Qo
o -
< 004 [ 0,02 3
~ =
| 3
X 0,03 - -0,03
0,02 I - -0,04
0oL 0,05
0'00 — _JL__.JL_ _L T
| 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | -0.06
9800 9820 9840 9860 9880 9900 9920 9940
f [kHz]

Abbildung 20:  Real- und Imaginarteil der Admittanzfir verschiedene Sensorchips.

In Abbildung 20 i der Redtel der Admittanz fir Quarze, die in unterschiedlichen
Sensorhdterungen befestigt Snd, an Luft gezeigt. Es zeigt sch deutlich, dal3 der Sensorchip,
in dem da Quarz mittds Epoxid-Kleber fixiet wurde, ene verbreterte Kurve und en
niedrigeres Maximum hat. Der Quarz is hier relaiv dar Uber den Kleber fixiert. Die beiden
Kurven, be denen der Quarz Uber O-Ringe fixiert wurde, unterscheiden sch nur noch wenig
von der Kurve, bel der der Quarz in einem Gasphasenhater fir Schwingquarze hangt (sehe
Abhbildung 19).

Betrachtet man zusiizlich die Q-Faktoren dieser Quarze, die ein Mal3 fir die Gite des
Quarzes dargdlen, s0 i auch hier ergchtlich, dal3 en geklebter, sarr fixierter Quarz deutlich
schlechter i, ds die durch GRinge flexibe gelagerten Sensoren (Tabelle 4). Durch die garre
Fixierung is auch der Ersazschdtbildparameter R der en Mald fur die Dampfung des
Quarzes bzw. der Schewdle im Quarz dargtelt, im Verglech zu den dadisch fixierten
Quarzpléttchen stark erhoht.
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Tabelle 4: Q-Faktoren und Ersatzschaltbildparameter R fur verschiedene untersuchte Quarzhalter.

Halter-Version Q-Faktor R (Mal3 fur Dampfung)
2-O-Ring-Hater 25677 36,2
1-O-Ring-Hdter 38832 24,8
Gasphasenhdter 38030 24,4

geklebter Chip 8129 115,2

Die Mel3werte wurden Uber Impedanzmessungen erhdten. Durch eine Fit-Routineg, die die
Impedanzkurve an die einzdnen Mel3werte anpalde, wurden die Ersatzschdtbildparameter R,
C, L, Co sowie der QFaktor berechnet. Da die erhatenen Parameter dlerdings von Quarz zu
Quarz etwas unterschiedlich waren, and diese Werte nur Richigrofen. Wird en Quarz in
ene dieser Haterungen in Kontakt mit Wasser gebracht, so sinkt der Q-Faktor durch die
Dampfung auf einen Wert von etwa 1900 (geklebter Quarz) bzw. 2500 (O-Ring Quarz).

4.2.3. Sensorkontaktierung

Be der Entwicklung der Sensorchips muf¥e notwendigerweise auch das Problem der
Kontaktierung der beidsaitigen Elektroden des Quarzplétchens gelést werden. Im Hinblick
af ene <spdtere indudridle Vewendung <olcher Chips wa es eaforderlich,
K ontaktierungsmethoden zu verwenden, die sich spéter maschinel ausfiihren lassen.

Anfanglich wurden Kontaktbénder aus Gold mit Hilfe von letfahigen Epoxidklebern
aufgeklebt. Diese hatten dlerdings den Nachtell, da3 se enersdts nicht geniigend hatbar
waren und andererseits eine zu grofe Héache des Quarzes verklebten. Auch war es schwierig,
die untere Elektrode zu kontektieren, ohne dal3 der metdlene Quarzhdter eektrisch mit der
Elektrode in Kontakt kam. Die weitere Entwicklung fihrte zur Kontaktierung mit durch
Ultraschal-Bonden aufgebrachte  Golddréhten bzw. Goldbéndern. Durch  diese Methode
wurde eine direkte Goldverbindung hergestelt, die die Elektroden spannungsfre  mit
Kontaktfahnen versah. Allerdings war diese Methode grofReren mechanischen Zugbelastungen
nicht gewachsen.

Als beste und enfachg¢e Methode wurde schligdich die Kontaktierung durch vergoldete
Federkontaktstifte verwendet. Diese Stifte wurden von einer Sate durch den Chipmantel auf
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die Kontaktflachen der oberen und unteren Elektrode gedriickt, wobel durch die Federung
eine zu sarke mechanische Belastung verhindert wurde.

Der dektrische Kontakt der unteren Elektrode zur Kontaktfléche auf der oberen Quarzsate
wurde Uber ene klene Letdlberschicht um die Quarzkante herum gewdhrleistet. Dieser
Schritt kann durch einen zusdtzlichen Schritt wéhrend der Goldbedampfung ersetzt werden,
indem der Quarz saitlich nochmals mit Gold bedampft wird.

4.2.4. Mefanlage

Um das fir ene Mudererkennung nétige Sensor-Array zu rediseren, wurden vier gleiche
Mel3zdlen kondruiet, die in enen Themodaiser-Mantd aus Messing eingebettet waren
(Abbildung 21 und Abbildung 22). Durch diesen Mattd flo3 Wasser ds
Tempeieflissgket. Innerhdb des Mantds befanden sch aulRer der Mefzdle noch die
Ogzllatorschdtung zur Schwingungsanregung der Quarze und en Temperaturregler fir den
Thermostaten.

Das  themodatisete  Volumen  wurde O minimiet; Schwankungen  der
Umgebungstemperatur kdnnen schneller ausgeglichen werden.

Thermomantel
Sensoren mit
) Durchj,l,giellg .

Datenerfassung ¢
Stromversorgung dep

Abbildung 21:  Photographie des verwendeten thermostatisierten Mef3aufbaus. Er besteht aus zwei Halften,

die nach Einbau der vier Sensoren zusammengeschoben werden.
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Zuivom Duchflul¥zelle —
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Thermostat|* 75 mm | Thermostat

Oszillatorschaltung Abkapselung

Abbildung 22: Schematische Ansicht einer thermostatisierten Mel3zelle. Vier solcher Zellen wurden zu
einem Array zusammengefaldt.

Die gesamte Melianlage i schematisch in Abbildung 23 dargestdlt. Die Angeuerung und
Daenefassung efolgte Uber enen Computer mit Hilfe eines egens fir diesen Aufbau
gechriebenen Meljprogramms unter HP-VEE. Hiermit lieflen sch automatisch die Ventile
und Pumpen zu jeder beliebigen Zeit schdten. Die Datenerfassung Uber den Abtaster, der die
vier Transducer angteuert, erfolgte in Zetabsténden von etwa sechs Sekunden. Die Daten und
das Mef3protokoll wurden als ASCII-Datel gespeichert.

Die in der linken Flasche befindliche Vorrasfliissigkeit wurde unter einen Argon-Uberdruck
von ewa 05 bar gestzt. Dieses solite die Bildung von Luftblasen in den Kapillaren
verhindern und gellte den fir den Durchflul® nétigen Flissgkeitsstrom zur Verfigung. Dieser
Srom wurde durch die hinter der Me¥dle liegende perigdtische Pumpe in der
Geschwindigkeit reguliert. Durch die Anordnung der Pumpe nach der Meizdle wurden
Veschleppungen vermieden, die durch Anreicheungen von Andyten in den flexiblen
Schléuchen auftreten kdnnen.

Uber ein Acht-Wege-Ventil konnten acht verschiedene Analyt-Mischungen mittls  einer
Probenschleife variablen Volumens tber die Sensoren gegeben werden.
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Durchfluizellen
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Abbildung 23:  Schematische Ansicht der gesamten FIA-Mef3anlage. Die Ansteuerung und Datenerfassung
erfolgt Gber einen Computer mit Hilfe eines eigens fir diesen Aufbau geschriebenen
Mefprogramms unter HP-VEE.

Der Durchmesser der zur Hul¥egulierung verwendeten Pumpschlauche hat enen Einfluld auf
die kurzfrisigen Schwankungen der Frequenz der Schwingquarze. In Abbildung 24 ist dieses
Rauschen fir drel verschiedene Pumpschlauche gezeigt. Das kleinste Rauschen trat hier bel

Schlauchdurchmessern von 250 um auf. Die Durchflul¥aten betrugen etwa 45-50 pl pro
Minute.
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Abbildung 24: Frequenzrauschen bei verschiedenen Pumpschlauchdurchmessern (250 pum, 380 pum und

440 pm, Durchflufrate: 45 pl/min, 46 pl/min und 50 pl/min
4.2.5. Mel3programm

Da die Frequenzerfassung von vier Me¥zelen Uber den verwendeten Frequenzzéhler (HP
53132A) nicht moglich war (es sanden nur 2 Eingange zur Verfligung), wurde ein Scanner
engestzt, der vier Kandle durchschdten kann. Zur Ansleuerung dieses Scanners samt
Mel2anlagensteuerung und Datenerfassung wurde ein entsprechendes Mef3programm in HP-
VEE programmiert. So wurde erreicht, dal3 dle vier Kandle innerhalb 6 Sekunden ausgelesen
werden  konnen.  Dies i wichtigp, wenn  schndle  Resktionskingtiken  oder
Einlagerungsresktionen untersucht werden sollen.

Die einfache Steuerung des Programms und der Melfanlage macht es so méglich, dal3 auch

unerfahrene Benutzer Messungen durchfiinren konnen.
4.2.6. Sensorherstellung

Fir den Einsatz ds Sensor in der Hissg-Phase missen Schwingquarze mit sengtiven
Beschichtungen belegt werden, die enersats leicht aufzubringen snd und anderersats
wasserdabil snd und nicht abgewaschen werden. Als Grundlage fir diese Beschichtungen
diente jewels ene Goldschicht, die Uber enen Haftvermitler (Titan) in  ener
Ultrahochvakuum-Apparatur  direkt auf die polieten  Schwingquarzrohlinge  aufgedampft

wurde.
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4.2.6.1.  Sensorbeschichtung

Der Quarz-Rohling wurde mindestens 4 Sunden in PFranha-Lésung engeegt. Danach
wurden je dre Quarze mindestens dremd im Ultraschalbad mit Reingtwasser gespiilt und im
Argongrom getrocknet. Die dre Quarze wurden in ene gpezielle Aufdampfhaterung
(Abbildung 25) geschraubt und in die UHV-Kammer eingeschleust.

Maske fir die Maske fiir die
untere Elektrode obere Elektrode

Aussparung
fur Quarzrohlinge

Zusammengebaute Maske
mit Quarzrohlingen

Abbildung 25: Maske zum Aufdampfen der Goldelektroden der verwendeten Schwingquarze.

Nach 12 gindigem Erhitzen auf etwa 450°C, wobe eventudl flichtige Adsorbate entfernt
werden <ollten, wurde eine ca 5 nm dicke Schicht aus Titan aufgedampft, das ds
Haftvermittler fir das Gold diente. Nach Aufdampfen ener ca 100-120 nm dicken
Goldschicht wurde der Probenhater umgedrent und die Prozedur wiederholt. Danach wurden
die frisch bedampften Schwingguarze ausgeschleust und im Bedarfdfdl mit Kontaktdrahten
aus Gold (Dicke: 50 pum) versehen.

Die Goldschichten wurden mit Atom-Kraft-Mikroskopie charakterisert. In Abbildung 26 igt
diese Oberflache abgebildet.
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Abbildung 26: AFM-Bild der auf einen Schwingquarz aufgedampften Goldelektrode. Die Aufnahme wurde

im Tapping-Modus mit einer Scan-Rate von 0,8 Hzmit 512 x 512 Pixeln aufgenommen.
DargegdIt i en 3x3 um groer Ausschnitt der Goldeektrode. Durch ene
Rauhigkeitsandyse wurde eine mittlere Rauhigkeit der aufgedampften Goldschichten von

2,4Anm ermittedt. Die Rauhigkeit errechnete sich aus der Standardabweichung vom Mittelwert
der Oberflache.

Je hoher die Rauhigkeit der Elektrode auf der Oberflache, desto mehr wird der Quarz durch
eingelagertes Wasser in diesen Mikrokavitéten gedampft. Dies verschlechtert die Quditét der
Ogzillation [13, 17, 25, 26].

In Abbildung 27 ist die Kante der Goldelektrode gezeigt. Mittels AFM wurde hier die Dicke
der Goldelektrode mit 96 nm ermittelt.
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Abbildung 27: AFM-Bild der aufgedampften Gold-Elektroden; links: Ubergang Quarz-Gold,

rechts: Hoéhenprofil.
Die Oberflachenbeschaffenheit der Goldschicht ist wichtig fir das Schwingverhdten des
gpateren Sensors [25, 26]. In Abbildung 28 ig der Vegleich enes indudridl hergestelten
Schwingquarzes (Firma KVG) mit einem nach dem im Abschnitt 4.2.6.1 beschriebenen
Verfahren hergestdlten Sensors gezeigt. Man erkennt deutlich das hohere Grundrauschen des
indudtriel hergestellten Quarzes.

—— Eigenbedampfung P
—4— KVG, industriell -

Df [HZ]

250 255 260 265

t [min]

Abbildung 28: Vergleich des Grundrauschens eines industriell hergestellte Quarzes (dreieckig: Firma
KVG) mit einem selbst bedampften Quarz (gepunktet, Rohling: Firma RSG).
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4.26.2. Polymere- Polyketone!

Die verwendeten Polymere wurden im Arbeitskreis Lindner typischerweise nach folgender
Vorgehensweise synthetisert:

200 mg (2,5840° mol) des Kadysators 1 wurden in 100 ml Dichlormethan und 2 ml
Methanol gddst. Die Losung wurde in enen 250 ml Stahlautoklaven mit mechanischem
Ruhrer eingebracht und in 20 min mit Propen geséttigt. Danach wurde Kohlenmonoxid auf
60 bar aufgepreld. Die Polymerisationszeit betrug 24 h ba 25 °C. Durch Verdampfen des
L6sungsmittels wurde 2,96 g Propen/CO-Copolymer erhaten.

Die Aktivitdt des Katalysstors betrug 45 g Polymer/(geqy h). Die Renigung des Polymers
efolgte durch Auflésen in 50 ml Dichlormethan, Filtration Uber eine kurze Kiesdlgdsaule
und anschliefender Auddiung in 300 ml Methanol. Nach Abdekantieren des Methanols

wurde das Polymer am Vakuum getrocknet.

Von den erhdtenen Polymeren wurden zur Reinhetskontrolle NMR-Spektren aufgenommen
und die Glastemperatur bestimmt. Im Fale des Propen CO-Copolymers lag beispidsweise die
Glagtemperatur bei 5°C.

In Abbildung 29 dnd zwe Katdysatoren gezeigt, die zur Polymerisation von Kohlenmonoxid

mit Olefinen verwendet wurden.

C

eH CH
|!- S CH, I! et
\Pd,NCCHa o \N,NCCH3
/ "NCCH, (BF 9. / SNCCH, (B,
[ N
CH | N
cﬁl-ls 5 CJ’“: 13
Katalysator 1 Katalysator 2

Abbildung 29:  Struktur der bei der Synthese verwendeten Palladiumkatal ysatoren.
Die Prgparation der Polymerschichten auf den Sensoren wurde wie folgt durchgefthrt:

Die unterschiedlichen Polymere wurden in Dichlormethan (im Fdle der hydrophileren
Polymere wurde Ethanol verwendet) gdés und mit Hilfe ener Airbrush-Pisole und
Stickstoff auf die Oberflache des Quarzes gespriht. Wahrend dieses Prozesses wurde die

! Die verwendeten Polymere wurden im Arbeitskreis Prof. Lindner von Dipl. Chem. Dr. Markus Schmid und
Dipl. Chem. Dr. Joachim Wald synthetisiert.
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Frequenzabnahme des Schwingquarzes verfolgt, um die Dicke der Beschichtungen zu
kontrollieren. Beigiidsveise ergab eine Frequenzverstimmung von 10kHz beim  Auftragen
von PCO (Propen-CO-Copolymer) eine Schichtdicke von etwa 1 um (Abbildung 30).

Polymerschicht

Quarz

Abbildung 30: Ansicht des Querschnittes anhand einer Bruchkante eines mit Propen-CO-Copolymer
beschichteten Schwingquarzes.

Im Folgenden werden die verwendeten Polymere mit den in Abbildung 31 beschriebenen

Abklrzungen bezeichnet. Einzigte Ausnahme der Copolymere ist PyCO; dieses Polymer

wurde aus drei Monomeren (Terpolymer) polymeridert. Zusétzlich zum Pyrenderivat wurde

Propen mit CO terpolymeridert.
— 7 R=CHj PCO (Propen-CO)
O |R R=(CH)3CHjz HCO (Hexen-CO)
& )\ R=(CHo)1.CHs TCO (Tetradecen-CO)
/\ C”\( R= (CHz):OH HolCO (Hexenol-CO)
g i R=(CH,)OH UolCO (Undecenol-CO)
R=(CH,),COOH PSCO (Pentensaure-CO)
- —n R=(CH,)eCOOH UsCO (Undecenséure-CO)
_COOCzHs
R = HeC3CH DiegerCO (2-Carboxyethylhepten
~COOC,Hs siureethylester-CO)
R = HgCyPy baw. CgHy7 PyCO (4-(1-Pyrenyl)buten-
decen-CO) [Terpolymer]

Abbildung 31:  Kurzbezeichnung der untersuchten Polymere vom Polyketon-Typ.
Eigenschaften

Die Obeflachenspannung ist ein wichtiger Parameter bel  Benetzungsvorgangen, Adhdsion
und Adsorption. Sie wird durch die chemische Zusammensetzung der Oberfléche bestimmt,
wobe dch diese von der Zusammensetzung im Inneren des Feststoffs deutlich unterscheiden
kann. Die  Festkorper-Oberflachenspannung 18  sich durch Kontakt-  oder
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Randwinkemessungen bestimmen. Fr Kunststoffoberflachen ET sch die

Obeflachenspannung  in unpolare und  polare  Antelle  auftelen, wenn  man
Randwinkel messungen mit verschiedenen Fissigkeiten durchfihrt.

Polydimethyl-

siloxan
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Abbildung 32: Kontaktwinkel bei Benetzung der verwendeten Polymere mit einem Wassertropfen.

Zur Klassfizierung Oer Polymere  hingchtlich ihrer Hydrophilie  wurden
Kontaktwinkemessungen an enem Wassartropfen durchgefthrt. Hierbei wird der Winkd des
Wassartropfens mit der Oberflache bestimmt, der auf der zu untersuchenden Oberflache liegt.
Je nach Grofe des Winkds unterscheidet man zwischen hydrophiler (Kontaktwinke im
Bereich << 50) und hydrophober (Kontaktwinkel >> 50) Oberfléche. In Abbildung 32 it
diesr Kontaktwinkd fir die untersuchten Polymere sowie fir zwe Vergleichgpolymere
(Polydimethylsiloxan und  Polycyanopropyl(10-12%)-dimethylsloxan) aufgetragen  Wie zu
erwarten ig, liegen die Kontaktwinkd fur die Polymere mit kurzen Ketten und funktiondlen
Gruppen (Pentensaure-, Hexenol-CO-Copolymer und Cyanopropylsloxan) im  unteren
hydrophilen Bereich. Die Kontaktwinkd fir Polymere mit mittleren  Kettenlangen und
hydrophoben  Seitenketten  (Propen, Hexen, Tetradecenr und  2-Carboxyethyl-
heptensaureethylester-CO-Copolymere) bewegen sch im Bereich um 80°, was auf eine médg
hydrophile Oberfliche schlielen 8% [82]. Fir die Polymere mit langen hydrophoben
Seiterketten ergeben dch ewartungsgemdd hohe Kontektwinkd. Dies entpricht  einer
hydrophoben Oberflache.
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Zur Chaekteriderung der  Aufnahmeféhigkeit von Wassr  wurden  zetaufgelOste
Kontaktwinkelaufnahmen angefertigt (Abbildung 33). Je besser sch en Polymer mit Wasser
vollsaugen kann, desto schneller nimmt es Wasser aus dem Tropfen auf. Der Kontaktwinke
verschiebt sich dabea zu kleineren Winkeln, da das Tropfenvolumen sinkt.

Es zeigte sch, dald die hydrophilen und mitte-hydrophilen Polymere (Hexenol-CO, Propen-
CO, HexenCO, Tetradecen-CO) en rasches Qudlverhdten bestzen; innerhdb von 6-12
Sekunden séttigte sich der Polymerfilm mit Wasser. Die lineare Abnahme des Kontaktwinkels
nach dieser Qudlphase ig hauptsichlich auf eine gleichmédge Verdunstung zurtickzufthren.
Die hydrophoben Polymere zeigen ein langsames Qudlverhdten. Es ddlte sch erst nach
mehr as einer Minute ene Séitigung ein (Abbildung 34).

Cyanopropyl(10-12%)-
dimethylsilxan

Kontaktwinkel [D°]
T

DiesterCO

10 P R T N S RS |

Zeit [s]

Abbildung 33:  Zeitaufgel 6ste Kontaktwinkelmessungen der verwendeten Polymere.
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Kontaktwinkel [D°]

0 20 40 60 80 100 120 140

Zeit [s]

Abbildung 34: Langzeitmessung der Abnahme des Kontaktwinkels bei den hydrophoben Polymeren.

426.3. Sol-Ge Schichten

Diese Polymerschichten wurden auf dem Sensor nach dem Sol-Ge-Verfahren hergestdlt. Um
ene Polymerisation der eingestzten Monomere auf der Golddektrode des Sensors zu
emoglichen, i ene mit entsorechenden funktionelen Gruppen modifizierte Oberfléche
notig. Als resktive Gruppe wird fir den Sol-Gel Prozel3 eine aktivierte Silangruppe bendtigt.

Die Praparatior? lief nach folgendem Schema ab:

Polymerschicht

(CH30)3Si
9:9.0:9.9:.9.9:.9.9.9.9.9,
BRHHRLRRKK
CH3O—OSiC—'-<|330H3 CH3O—OSF|:—'-(|33CH3 CH3o—§oiC—HSCH3 Si(OCH3); ‘Q‘O "“‘?‘
Katalysator
| i | i |
Goldelektrode Goldelektrode

Abbildung 35:  Schema des Sol-Gel Prozesses an der Sensoroberflache.
Die Préparation verlief direkt auf den in ihre Halterung eingebauten Sensoren.

Zuest wurde ene Monolage Mercaptopropyltrimethoxysilan in  aosolutierter  ethanolischer
Lésung (etwa 5 mM) ca 24 Swunden lang immobilisert. Dadurch wurde die kovaente

2 Die Prgparation der Schichten erfolgte in Kooperation mit Dipl.Chem. Elissbeth Holder im Arbeitskreis Prof.
Lindner
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Anbindung der gpder aufpolymeriserten Schicht an die Golddektrode erreicht. Diese
Monolage stelt den Ausgangspunkt fir den weiteren Sol-Gel Prozef3 dar.

Nach mehrmdiger Renigung der Golddektrode wurde der Sensor in die Sol-Gd
Prozefl§6sung getaucht. Aus ener Stammldsung von 4 ml Ethanol, ca 30 mg Slanmonomer
und 10 pl Kataysator (n-Butyl)2Sn(OAc)2) wurden 50 pl Prozelddsung entnommen. Diese
Losung wurde auf die zu beschichtende Flache gegeben. Zum Starten der Reektion wurde
eine Spur Wasser hinzugegeben. Der Prozef3 wurde nach etwa 16 Stunden abgebrochen und
die Obafliche mit Ethanol mehrmds gerenigt. Um ene vollgandige Quervernetzung
innerhalb der Schicht zu ereichen, wurde der Sensor fir 20 Stunden bel ca 40-50°C
getempert.

Im Fdle der auf Slizium synthetiserten Polymere wurde die Oberflache mehrere Stunden in
frischer Aranha-Losung aktiviert und dann direkt der Sol-Ge-Prozef3 durchgefthrt. Eine
Funktionaiserung der Oberflache war hier nicht notwendig.

4.2.6.4. Cyclopeptide®

Die Synthese der entsprechenden Cyclohexapeptide wurde nach dem in Abbildung 36
aufgefihrten Schema durchgefiihrt. Nach der automatischen Synthese der  entsprechenden
satenkettengeschitzten linearen Peptidsequenz auf dem Tritylchlorid-Harz wird dieses durch
Hexafluorisopropanol vom Haz abgespdten und mittels dem Kupplungsreagenz TBTU
cydidert. Nach Abspatung der Setenkettenschutzgruppen mittels Trifluoressgsaure liegt das
cydische Peptid in Lésung vor, wird mit Diethylether gefdlt und mit Standardmethoden
aufgearbaitet [83].

3 Die Synthesen der Cyclopeptide wurden im Arbeitskreis Prof. Jung von Dipl.Chem. Dr. Dietmar Leipert
durchgefihrt.
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o 2-Chilortritylchlorid-
a. R Harz

Harzbeladung

Multiple automatische
Peptidsynthese

H,N-Peptid (Seitenketten geschiitzt)-CI-Trt(Cl)-Harz

l Abspaltungvom Harz

*H,N-Peptid {Seitenketten geschiitzt)}-COO~
l Cyclisierung
¢Ahoreng,

Seitenietien

pexchiltzf

Seitenkettenabspaltung

Seitenletten
entschiitsy

Abbildung 36: Schema der Synthese der verwendeten cyclischen Peptide.

Die in dieser Arbeit untersuchten cyclischen Peptide wurden nach dieser klassschen Methode
hergestdIt. Se wurden mittels Massenspektrometrie, XPS-Messungen, STM-Messungen und
K ontaktwinkelmessungen charakterisert [83, 84].

In Abbildung 37 snd die chemischen Strukturen der untersuchten Cyclohexapeptide
aufgefuihrt.
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G

Gly Gly

Gly

[Phe-NO,|  [Phe-NO,] Phe-NO,|  [Phe-NO,|

Lys

Abbildung 37: Chemische Strukturen der untersuchten Cyclopeptide. Die verwendeten Abklrzungen

entsprechen der internationalen 3-Buchstaben-Konvention.

Zur Préparation der sendtiven Schichten wurden die Cycdlopeptide in ener Mischung aus
Reinstwasser und Acetonitril in Losung gebracht. Danach wurde das Cyclopeptid gerade so
zum Auddlen gebracht, um das thermodynamische Gleichgewicht in  der Richtung
Adsorption auf die Goldoberflache zu verschieben. Die frisch aufgedampften Sensoren
wurden fir zwei Stunden bel 50°C aufrecht in diese Lésung gedtellt. Die aufrechte Lage <oll
verhindern, dal3 ungddste Bestandtelle sich nicht auf den Elektroden ablagern. Danach wurde
mehrmals mit Dichlormethan und Acetonitril gespllt und mit Argon getrocknet.

Mit  diesen  Cyclopeptiden  wurden  Kraftfedd- und  Molekulardynamikrechnungen
durchgefiihrt*. Um den Mechanismus der Einlagerung der mit Schwingguarzen untersuchten
Anayten besser zu versehen, wurde deren Wechsdwirkungsenergie mit den auf der
Oberfléche befindlichen Cyclopeptiden mit den  Programmen Cerius2 und Discover
berechnet. Die Cyclopeptide waren in diesen Rechnungen zundchst auf Graphitoberflachen

4 Die Kraftfed- und Molekulardynamikrechnungen wurden von Frau Dipl.Chem. Dr. Chrigiane Stingd
durchgefhrt und freundlicherweise zur Verfligung gestellt.
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gebunden. Dafir wurde das implementierte Kraftfedld CFF91 verwendet, das spezidl fir
Peptide entwickelt wurde. Die Strukturen der Cyclopeptide wurden durch Variation der
Anbindungsabstdnde am Grgphit bestimmt. Mit dem Progranmtell Discover wurde die
Cyclohexapeptide mittels Molekulardynamik auf 293 K erwamt und danach die Struktur im
Energieminimum (0 K) neu berechnet. Blieb die Energie nach mehreren Dynamik- und
Minimierungsrechnungen  kongtant, wurde diese  Struktur  zur  Besimmung  der
Bindungsenergien mit den entsprechenden Andyten verwendet.

Kritisch angemerkt werden mul3 dlerdings, dald be solchen Rechungen verschiedene
Parameter nicht mit der Redlitét Ubereingtimmen:

- Die wd¥ige Umgebung wurde nur Uber die Struktur und Ladung der berechneten
Molekiile berlicksichtigt; Wasser salbst wurde nicht in die Rechnungen einbezogen.

- Die Oberfléche war Graphit, im Gegensatz zur Goldoberfléche der Messungen.
- Die Rechnungen wurden bel O K durchgeftihrt.

Fir ene grobe Abschdzung der Wechsdwirkungen konnen diese Fehler aber in Kauf

genommen werden.

In Abbildung 38 it die Struktur eines mit solchen Methoden berechneten Cyclopeptids auf
Graphit gezeigt. Man ekennt, dald in dieser energetisch minimieten Form die Phenylringe
der Phenyldanine senkrecht zum Peptidring stehen und sch anndhernd senkrecht zu den
Ubrigen Phenylringen gelen.
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Abbildung 38: Darstellung des Cyclohexapeptid c[ Cys-Phe]s auf Graphit (aus Kraftfeldrechnungen).

4265 Antikérper

Zur  Blutgruppenbestimmung  wurden  Schwingquarze  mit  Antikorperbeschichtungen
hergestdit. Hierbe wurde auf der frisch aufgedampften Goldeektrode eine Schicht aus
Proten A physsorbiert. Protein A hat die Eigenschaft, spezifisch Immunoglobuline binden zu
konnen: 50 ul einer Lésung von Protein A in PBS (2 mg/ml) wurden auf die Quarzoberflache
gegeben. Nach 2 Stunden wurde die Oberflache mit Reinstwasser gewaschen und 50 pl der
Antikorperlésung auf den Quarz gegeben. Nach mindestens 30 Minuten wurde der Quarz mit
Reinstwasser gesplilt.

Die Bdegung mit Antikorper kann entweder direkt durch Aufgeben von Anti-A-Ldsung auf
die Sensoroberflache oder durch Belegung in ener FIA-Anlage erfolgen, wobe die Belegung
as Anderung der Schwingungsfrequenz des Sensors direkt mitverfolgt werden kann.

® Die Messungen mit Antikérpern wurde in K ooperation mit Dipl.Chem. Reiner Krapf durchgefiihrt.
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4.2.7. Datenauswertung

Die Auswertung der jewelligen Sensorsgnde wurde in den Uberwiegenden Fdlen manudl
vorgenommen, da so Sorenflisse durch zB. Sgnaschwankungen aufgrund  von
Druckschwankungen, eektrischen Impulsen oder mechanischen Erschitterungen am  besten
ausgeglichen werden konnten. Das Vorgehen soll hier kurz beschrieben werden:

Mit Hilfe ener Basdinien-Korrektur wurde der Sensordrift vom Sensorrohsigna subtrahiert
(Abbildung 39ath). Gleichzeitig wurden so Springe in der Baddinie besatigt. Die
Sensordgnde wurden dann ds Differenz des Minimums des Signds zur Bagdinie erhdten
(Abhildung 39c).

Sensor-Rohsignal
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Kapitel 5: Ergebnisse und Diskussion

5.1. Polyketone

5.1.1. Schichtdicke

Die Dicke der sengtiven Schicht auf der Transduceroberfléche beanfluld in grol?em Mae die
Leisungstahigket ener Stoffbetimmung mit ener Schwingquarzmessung. Je  dicker die
Schicht i€, um s0 melr Andyt kann in ihr aufgenommen werden und um S0 sendtiver wird
der beschichtete Sensor. Mit zunehmender Schichtdicke verlangern dsch dlerdings auch die
Andysenzeiten, da der Andyt langere Zet bendtigt, um in die Schicht hinein- und wieder
herausdiffundieren zu konnen. Auch wird die Resonanzschwingung des Schwingquarzes
durch hthere Massenbeladung Stérker gedampft. Bel starren dicken Schichten kann es zum
Verlust der Scherschwingung kommen.

Zur Untersuchung des Einflusses der Schichtdicke der Polymerschichten auf die Grole und
Form des Sensorsgnds bel Zugabe enes in Wasser gedésten Andyten (hier Toluol) wurden
Sensoren mit PCO (PropenCO-Copolymer) beschichtet. Die Beschichtungsdicke wurde Uber
die Anderung der Resonanzfrequenz wéhrend des Beschichtens mit 7 kHz und 13 kHz
eingestellt. Dies entspricht etwa einer Dicke von 0,7 pum und 1,3 pm.

—A— 7 kHz-Beschichtung
2000 - --B-- 13 kHz-Beschichtung I

1800
1600 [~
1400
1200 -

1000 [~

-Df [HZ]

800 -

600

400 [~

200

| s | s | s |
0 50 100 150 200 250 300 350 400

CToluol [ppm]

Abbildung 40: Kalibrierkurven zweier mit PCO beschichteten Sensoren bei Zugabe von geringen Mengen
an Toluol in Wasser (Die Freguenzanderung von 7 kHz beim Beschichten entspricht etwa

einer Schichtdicke von 700 nm).
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Mit ener solchen Kadibriermessung 183 dch die Sendtivitéd des Sensors ds Steigung der
Augyleichsgeraden ermitteln.

Aus de Kadibrierkurve geht deutlich hervor, dald trotz groferer Schichtdicke keine
wesentliche Erhdhung der Sengtivité erhdten wurde. Bel hohen Toluolkonzentrationen ist
eine Uberproportionde Zunahme des Sensorsgnds zu erkennen. Diese Zunahme it auf
Anderungen der Sorptionssigenschaften des Polymers durch den Anayten zuriickzufiihren.
Die Struktur des Polymers quillt und kann so mehr Analyt und Wasser aufnehmen.

In Abbildung 41 ist der Sgnaverlauf von Sensoren mit unterschiedlicher Beschichtungsdicke
gezeigt. Die Sgndform |83 erkennen, dal3 durch die dickere Polymerschicht (12 kHz, ca
1,2 um) die Andysenzat nicht ausrecht, um en Sditigungssgnd zu erreichen. Die Diffuson
in das Polymerinnere verlauft dazu nicht schndl genug. Bel geringerer Schichtdicke wird das
maximde Sensordgnd nech rediv kurzer Zet eracht; es herscht en  Glechgewicht
zwischen ein- und ausdiffundierendem Tolual.

T
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-500 [~

| . | . | . | . | . | . | . | . | . |
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600
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Abbildung 41: Vergleich der Signalform von Sensoren mit unterschiedlich dicker Beschichtung bei
Exposition von 200 ppm Toluol (8 kHz Frequenzverstimung bei der Beschichtung entspricht
einer Schichtdicke von ca. 800 nm).

Ein weterer Nachtell grofer Schichtdicken zeigt sch im Kurvenverlauf  wéahrend des

Auspllens des Andyten: Die Audagerung von Toluol verlauft deutlich schlechter, je grofer

die Beschichtungsdicke ist.

Um ene optimae Dicke der senstiven Polymerschicht zu bestimmen, wurden mehrere
Sensoren mit  unterschiedlich  dicken Polymerschichten hingchtlich Signdgrole auf  den
Andyten Toluol (CF) und den zeitlichen Verlauf des Sgnds (k) untersucht.



Ergebnisse und Diskussion 65

n

Durch Anfitten der Andytkurve mit der Naherungsfunktion f(x):-looﬁ, die den
Verlauf ene solchen Kurve recht gut wiedergibt, erhdt man den Zeitfaktor k sowie den
Exponenten n. Diese Faktoren gellen ein Ma3 fur die Schndligket dar, mit der der Andyt in
das Polymer endiffundiert (Abbildung 42). Der Exponent n andert sch be unterschiedlichen
Schichtdicken kaum. Seine Grole héngt von der Diffuson in die Me¥dle und zur sengtiven
Schicht ab. Der Faktor k besimmt die Diffuson in die Polymerschicht. Kleines k und grof3es
n bedeuten, dad der Andyt dch <shndl in dar  Sensorbeschichtung zur
Glechgewichtskonzentration séttigt; groles k und klenes n, dad im Polymer in der
Anadysenzeit keine Gleichgewichtskonzentration erreicht wurde.

f(x)

f(x)

n

X
k" + x"

Abbildung 42: Verlauf der Naherungsfunktion f(x)=-100 fir verschiedene Werte

von k und n.
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In Abbildung 43 ig dieser Sgndverlauf ba Zugabe von jewels 200 ppm Toluol in Wasser
gezeigt. Die Signdhohe nimmt bis zu ener Beschichtungsdicke von 8 kHz linear mit ener
Seigung von ca -53 Hz pro kHz Beschichtungsdicke zu. Die Ausgleichsgerade wurde
aufgrund des Andgiegs des Zeitfaktors k ab 10 kHz Beschichtungsdicke nur bis zu diesem
Wert angepald. Man erkennt, dal3 k ab der Beschichtungsdicke 10 kHz deutlich zunimmt.
Dies i darauf zurlckzufUhren, dal3 sch der Andyt in der vorgegebenen Mel¥zet nicht
vollgdndig in der gesamten Polymerschicht <itigen kann und somit das Andytdgna auch
kein Sdtigungssgnd dargdlt. Fir n wurden jewells nahezu konstante Werte zwischen 2,8
und 3,5 erhdten. Dieser Faktor ist von der Polymerdicke nahezu unabhédngig.

® K
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Abbildung 43: Zusammenhang zwischen Schichtdicke, Signalzeitfaktor k und Signalhéhe bei Exposition
von 200 ppm Toluol; Sensorbeschichtung: PCO.

5.1.2. Stabilitét der Polymer schichten

Die Stabilitét der Polymerschichten auf dem Transducer ist der wichtigste Geschtspunkt fir
ene langfristige Nutzung des Sensors in wa¥iger Phase. Hierba spidt enersats die Haftung
bzw. Anbindung auf der Oberflache und andererseits die Anderung der Volumenstruktur des
Polymerfilms eine wichtige Rolle. Werden Telle der Beschichtung im Verlauf einer Messung
oder mehrerer Melizyklen abgddst, kbnnen Signdgrélen so verfdscht werden, dal3
aufelnanderfol gende Messungen untereinander nicht vergleichbar sind.
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Zur Bestimmung der Langzeitverwerdbarkeit der untersuchten Polyketone wurden einerseits
Langzeitmessungen im Abstand von enigen Wochen durchgefiihrt, andererseits wurden von
den Polymerschichten lichtmikroskopischen Aufnahmen angefertigt. Diese geben Aufschiu
Uber die Veranderung der Schicht im Verlauf von mehreren Messungen.

Beigpide von lichtmikroskopischen Aufnehmen diessr Schichten snd in Abbildung 44
gezeigt:

C)

d)

Abbildung 44: Lichtmikroskopische Aufnahme von Polyketon-Schichten: a) frisch beschichteter Sensor
(PCO) b) PCO-Schicht nach 6 Wochen unter Mef3bedingungen ¢) HolCO-Beschichtung
nach 9 Wochen d) PyCO-Beschichtung nach 12 Wochen Mef3betrieb.

Abbildung 44a zdgt enen frich mit PCO beschichteten Sensor. Man erkennt die kleinen
Polymertrdpfchen, die sch bem Aufsorihen auf die Oberfldche aufeinanderlagern. Die
Struktur it kontrastreich, die Tropfchen snd klar zu erkennen. Vergleicht man diese
Oberflache mit einer PCO-Schicht, die 6 Wochen lang ds sendtive Schicht im Einsaiz war
(Abbildung 44b), so sind die Polymertrpfchen nicht mehr so deutlich abgegrenzt. Es treten
grolRere Polymerbereiche auf, die sch aus kleneren Tropfchen zusammengeschlossen haben.
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Ein dmnliches Bild zeigen die Beschichtungen mit HolCO (Abbildung 44c) und PyCO
(Abbildung 44d) nach 9 bzw. 12 Wochen unter Wassarfluld und Analytzugabe.
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Abbildung 45: Freguenzverschiebung eines mit PCO beschichteten Quarzes nach Zugabe von 50 ppm
Toluol in Wasser. Die Messungen wurden im Abstand von 21 Tagen durchgefiihrt. Der
Sensor befand sich im Dauerbetrieb. Fiir das Signalminimum ist jeweils der Mittelwert mit

Standartabweichung fir drei Messungen hinzugefigt.

In Abbildung 45 i zum Vergleich das Sensorggnd enes mit PCO beschichteten Sensors
nach Zugabe von Toluol in Wasser (50 ppm) gezeigt. Nach ener kontinuierlichen Melzeit
von ewa 3 Wochen veranderte sch das Signd wenig. Die Sgndhohe nahm sogar etwas zu.
Dies kann auf die drukiurdle Veranderungen im Polymer zurlckzufUhren sein; ene
Aufweitung des Polymernetzwerkes und Verdnderung der Viskostéa im Meizatraum fuhrt
zu ener veranderten Ankopplung der viskodastischen Schicht an den Transducer und somit
zu unteschiedlichen Sgnden. Zusitzlich kan  dadurch die  Enlagerung  von
Andytmolekilen verdndet werden. Eine Auftrennung diesr  Effekte i mit  ener
Frequenzbestimmung dlene nicht mdglich [85].
5.1.3. Mustererkennung und Multikomponentenanalyse

Um die Eignung diesr Polymere zur gezidten Bestimmung der Menge von organischen
Stoffen neben anderen Verunreinigungen bzw. anderen Anayten zu untersuchen, wurden vier

unterschiedliche Polymere (PCO, HolCO, DiesterCO, PyCO) ener Mustererkennung

unterzogen.

Als Andyten wurden Toluol und 4-Cl-3-Methylphenol in unterschiedlichen Konzentrationen
zur Kdibrierung verwendet. Wetere Messungen mit unabhangigen  Datensdizen
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(»unbekannten“ Konzentrationen) wurden zur Vdidierung dieser Kadibrierung durchgefiirt.
Die Auswvetung diessr Messungen wurde mit dem Programm ,The Unscrambler 7.0
durchgefuihrt.

In Abbildung 46 ist der PCA-Fot einer Kaibriermessung fir verschiedene Mischungen von
Toud mit 4-Cl-3-Methylphenol gezeigt. Die Mischungen mit hoher Toluol-Konzentration
zeigen ene deutlich hohere Streuung, ds Mischungen, be denen Toluol nur in geringen
Mengen zugemischt war. Dies liegt vor dlem an dem Verlus von Toluol durch Ausgasen im
Verlauf der Messungen. Die geringe Streuung des Mischungsverhdtnisses 0/50 resultiert aus
der internen Standardisierung auf diesen Wert.
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Abbildung 46: PCA-Plot der Kalibrierung mit unterschiedlichen Konzentrationen an Toluol und 4-Cl-3-
Methylphenol. Konzentrationsangabe: ppm (Toluol) / ppm (Phenal).

Um Sensordrifts und —dterungen zu berticksichtigen, wurde das Signa fir 50 ppm 4-CI-3-
Methylphenol ds interner Standard gewahit. Da Phenol einen geringen Dampfdruck besitzt
und sch daher auch kaum im Velauf der Messung verflichtigt, kann davon ausgegangen
werden, dal3 dessen Konzentration in der Anadytlésung anndhernd kongant bleibt. Die Signde
der jeweligen Senmsoren wurden durch das Signa diesess Wertes getellt. Dadurch wird die
Sgndverdnderung durch Alterung der Polymerschichten ausgeglichen. Dieser Effekt tritt vor
dlem ba Langzatmessungen im Bereich von Wochen auf; die sendtive Schicht verandert
sch und kann so weniger Analyt adsorbieren.
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In Abbildung 47 i en Vegdch zwee PCA-Flots mit und ohne die interne
Standardiserung gezeigt. Ohne interne Standardiserung 1&% sch keine eindeutige Clusterung
der Mef3werte erkennen. Der Verlauf der Werte mit zunehmender Konzentration der Anayten
blelbt alerdings erhdten.
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Abbildung 47: Vergleich zweier PCA-Plots; a) mit und b) ohne interne Standardisierung auf 50 ppm 4-Cl-
3-Methylphenol. Die Messungen erfolgten im Abstand von 4 Wochen.

Die ,Sabilitd*® der Polymerschichten im Wasser zeigt  dch  deutlich  be

Veglechamessungen, die im Absand von 4 Wochen mit mehreren  Andytmischungen

durchgefiihrt wurden (Abbildung 47 &@). Der quditative PCA-Plot zegt die unterschiedlichen
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Mischungsverhditnisse eindeutig getrennt  voneinander. Man erkennt, dald be den hohen
Toluol-Konzentrationen immer ein Augrel3er auftaucht. Diesser Datenpunkt kommt jedesma
durch die jewdls dritte Wiederholungsmessung der gleichen Andyten zudande, die im
Abgtand von etwa 25 h zur ersten Messung erfolgte. Er ist darauf zurlckzufUhren, dal3 trotz
esgekihlter Ldsungen die Toluolkonzentration durch Abdampfen abnahm und somit nicht
mehr dem engestdlten Wert entsorach. Nach vier Wochen wurde frisch engesdlte
Anadytmischungen mit densdben Sensoren vermessen; diese Werte lagen im sdben Bereich,

wie die Lasungen, die vier Wochen zuvor gemessen wurden.

Dies zeigt, dal3 die benutzten Sensorbeschichtungen Uber diese vier Wochen, wahrend der se
im Kontakt mit Wasser waren, nicht an Sdektivitdt verloren. Neue Proben wurden richtig
eingeordnet. Ein Verlugt an Sengtivitét wurde durch die Standardisierung kompensiert.

Betrachtet man zusdizlich zur qudlitativen PCA die quantitative PCR, die nach Kdibration
Uber ene multilineare Regresson in der Lage id, unbekannte Mischungen zu quantifizieren,
S0 werden die ,, unbekannten® Proben relativ gut den richtigen Konzentrationen zugeordnet.

In Abbildung 48 snd die mit Hilfe ener PCR vorhergesagten Konzentrationen des Andyten
Toluol gegen die eingestellten Mengen aufgetragen.
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Abbildung 48: Vorhersage der Toluol-Konzentrationen gegeniiber den vorgegebenen Werten einer
Mischung aus Toluol und 4CI-3-Methylphenol. Die Werte wurden mit Hilfe einer PCR

berechnet.
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Das Regressonsmodel fir die PCR wurde durch ene Kdibrierungsmessung berechnet.
Nachfolgende Messungen wurden dem  Auswerteprogramm  ads  unbekannte  Mischungen
vorgegeben. Durch das berechnete Moddl konnten die entsprechenden  Toluol-
Konzentrationen innerhdb der Mischung mit  4-Cl-3-Methylphenol  quantifiziert  werden.
Auch  hier wird das Abdampfverhdten von Toluol anhand der  groferen
Standardabweichungen (maximaler Fehler bei 50 ppm: 7,3 ppm) und etwas schlechter
vorhergesagten K onzentrationen deutlich.

Die Vorhersage fir den Andyten 4-Cl-3-Methylphenol im Beisein von Toluol (Abbildung 49)
zeigt, dald3 hier durch fehlende Verfllchtigung dessen Konzentrationen weltaus genauer und
vor dlem reproduziertbar bestimmt werden kann. Die Standardabweichungen fir dle
unbekannten Konzentrationen sind sehr gering (maximaler Fehler bal 0 ppm: 1,1 ppm).
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Abbildung 49: Vorhersage der Konzentrationen an 4-Cl-Methyl-Phenol in einer Mischung mit Toluol. Die

Werte wurden mit Hilfe einer PCR berechnet.

Die Gewichtung der vier verschieden beschichteten Schwingquarze 18% sch anhand des
Loadings-Plots  zeigen  (Abbildung 50). Im Loadings-Plot wird der Einflud der
unterschiedlichen Sensoren auf die HauptkomponentenrAndyse dargestdit. Die Werte
entlang der Hauptkomponenten PC1 und PC2 ergeben den Antell der Sensoren an dieser
Hauptkomponente.
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Loadings-Plot
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Abbildung 50: LoadingsPlot der PCR mit Mischungen an Toluol und 4-ClI-3-Methylphenol.

Der Sensor mit der PyCO-Beschichtung liegt beispielsveise bei hohen PCl- und PC2-
Werten, was bedeutet, das sdne Sgnde mit enem hohen Prozentsstz zur
Multikomponentenanalyse  beitragen. Die  HolCO-Beschichtung  trégt  weniger  zur
1. Hauptkomponente, dafir aber mehr zur 2. Hauptkomponente bei. Haben Sensoren mit
unterschiedlichen Beschichtungen &hnliche Loadings oder sehr klene Werte auf  ener
Hauptkomponente, so trégt ihr Signd wenig zur Unterscheidung bei; se snd fir ein gutes
Regressonsmodd| nicht unbedingt erforderlich.
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5.2. Sol-Gel-Polymere

Die nach der in Kepitd 4.2.6.3 beschricbenen Prozedur auf Silizium-Oberfléchen
aufgebrachten Polymere wurden mittels  Lichtmikroskopie charakterisert. Diese  Aufnahmen
sindin Abbildung 51 und Abbildung 53 gezeigt.

g =
SR 2l s

&

Abbildung 51:  Lichtmikroskopische Aufnahmen des SG1-Polymers auf einer Si-Wafer-Oberfléche;
Monomer: Bis(trimethoxysilyl)hexan. Die Polymerisation wurde nach a) 13h b) 14h c) 16h
unterbrochen. VergréRerung: 100fach, Hellfeldaufnahmen; d) Dunkelfeldaufnahme nach
13 h, 1000fach vergrofert.

Der Einflud der Quervernetzungszeit auf die Struktur des SG1-Polymers ig in der Bildfolge
(Abbildung 51a-c) dargestellt. Die dunklen Bereiche stdlen dicke Polymerdtrénge dar, in den
helen Bereichen liegt ene geingere Polymerdichte vor. Dies wird durch
Streulichtaufnéhmen  weltaus deutlicher  (Abbildung 51d). In dieser Aufnahme gdlen die
hellen, stark streuenden Bereiche Polymersubstanz dar.
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Mit zunehmender Dauer der Reektion an der Oberflache verfeinet sch die Struktur des
Polymers. Die anfangs vorhandenen dunklen fadenartigen Polymergebilde verschwinden im
Verlauf der Zet. Dunkle und hele Bereiche snd gleichmdig Uber die gesamte Oberfléche
vetalt (Abbildung 51c). Wird die Resktion vor ener Einwirkzeit von 10 Sunden
abgebrochen, s0 werden keine dabil haftenden Schichten erhdten; se werden bem
nachfolgendem Spuilen mit Ethanol abgewaschen.

Die unteschiedliche Obaflachensruktur wurde mit  Hilfe von Rader-Elektronen
Mikroskopie Aufnahmen genauer untersucht. Solche Aufnaéhmen snd in Abbildung 52
gezegt.

Abbildung 52: REM-Aufnahmen der SG1-Schichten: a), c), d) 13h , b) 16 h Reaktionszeit. In Bild d) wurde
die Oberflache mit einer Metallspitze abgetragen.

In diesen Aufnehmen wird der Unterschied der Struktur nach 13 bzw. 16 Stunden
Resktionszeit deutlicher. Die schon mit  Lichtmikroskopie beobachteten  Polymerstrange
betehen aus Zusammenlagerungen vider klener Polymerkigechen. Die raumliche
Separation diesr Zusammenlagerungen nach 13 Stunden (Abbildung 52a) geht nach 16
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Sunden in en verzwegtes Netzwerk Uber (Abbildung 52b). In Telbild ¢) ig ene
Vergrolerung enes Polymerhaufens gezeigt. Man ekennt deutlich die viden kleinen
Polymerkiigelchen sowie die hohe Porostéa der aufgewachsenen Schicht. Tellbild d) sdlt die
Obefléche zwischen diesen Polymeransammlungen dar. In der linken Bildhdfte ig en
Kratzer zu sehen, der bis auf die Silizium-Oberfléche reicht. Man erkennt, dal3 die scheinbar
frde Oberfléche zwischen den Ansammlungen mit einer glechmdidgen dinnen Schicht aus
Polymerkugeln belegt is. Die Polymeranhdufungen konnen auf verschiedene Arten entstehen:
Einersaits sedimentieren grof3ere in Losung gebildete Polymerstrange auf der Oberflache und
vernetzten mit der dort bereits vorhandenen Polymerschicht, andererseits kann auch an

einzelnen Stellen bevorzugt ein Polymerwachstum erfolgen.

In Abbildung 53 dnd lichtmikroskopische Aufnahmen des SG2-Polymers dargestelt. Die

e in
e

Polymerisationszeit betrug 16 Stunden.

Abbildung 53:  Lichtmikroskopische Aufnahme des SG2-Polymers auf einer Si-Wafer-Oberflache:
a) 500fache VergroRerung b) 1000fache Vergréferung; Monomer: Phenyltrimethoxysilan,
Dunkelfeld.

Im Gegensaiz zum SGI1-Polymer beobachtet man bei dem SG2-Polymer vide glechméig
vertellte Polymercluster in  unterschiedlichen Grof¥enordungen.  Zwischen grofien  Clugtern
befinden dch vide kleine Polymeransammlungen. Im rechten Bildausschnitt ist die unbeegte
Si-Oberflache des Subdrates zu erkennen. Moglicherwelse hat an diessr Stdle en
Staubpartikel die Polymerisation verhindert.

Auch hier werden die Oberflachengrukturen durch REM-Aufnahmen deutlicher (Abbildung
54). Die Polymerkigelchen snd etwa funfma grof3er ads bem SG1-Polymer. Es bildet sich
keine geschlossene Schicht. Die regdmddg  vertelten Polymerhaufen  entstehen  durch
Verklumpung von wenigen Polymerkugen.
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a)

Abbildung 54: REM-Aufnahmen der SG2-Oberflache.

Beide Polymere bilden Uber einer Belegungszeit von 10 Stunden fest haftende Schichten. Das
Polymewachsum efolgt nicht gleéichm&dg, sonden beginnt insdartig. Mit  zunehmender
Polymerisationszeit wachsen diese Insgln mehr und mehr zusammen.

In Abbildung 55 ist das Oberfléchenprofil einer solchen SG1-Schicht nach etwa 20 Stunden
Resktionszeit gezeigt.

3pm

X 1.000 pm/div
Z B800.000 nm/div

Abbildung 55:  AFM-Bild einer 2,5 um dicken Sol-Gel-Schicht (Tapping-Mode).

Die Oberflache zeigt eine rdativ hohe Rauhigkeit von etwa 60 nm (rms). Man erkennt auch
hier einzelne Bereiche, die deutlich hther snd.
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Mit Hilfe der Sensorik lassen sch diese Polymere nach ihrem Verhdten gegeniiber gewissen
Losungamitted  entellen. Diessr  Klassfizierungschritt  hilft be  der  Optimierung  des
Herstellungsprozesses und der Suche nach Einsatzgebieten der Polymere,

Die beiden Sol-Gd-Polymere SG1 und SG2 wurden nach der in Kap 4.2.6.3 beschriebenen
Prozedur auf die Golddektrode von Schwingquarzen aufgebracht und verschiedenen
Losungamitteln  in Wassr ausgesstzt. Es ergab dch die in Abbildung 56 dargestellte

L ésungamittel abhangigkeit.

Toluol THF DCM Chloroform
¥
1
E 60 l (CH3O)3Si(CHZ)BSi(OCH3)3-Monomer (SG1)
LE‘ i | \ —=—C_HSi(OCH,) sMonomer (SG2)
wl 4]
4
a
-100 |-
w
W
-120 ‘ L 1 L 1 L 1 L 1
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Abbildung 56: Fregquenzverschiebung zweier Sol-Gel-beschichteter Sensoren bei Zugabe von jeweils

50 ppm unterschiedlicher Lésungsmittel in Wasser.

Einerssits wurde ein Polymer untersucht, dessen Monomer aus einer Hexylkette mit zwe
abschlielfenden  Trimethoxyslangruppen  bestand (SG1). Als Vegleich dazu kam en
polymerisertes Phenyltrimethoxyslan-Monomer zum Einsatz (SG2). Beide Polymere wurden
nech dem in Abschnitt 4.2.6.3 beschriebenen Vefahren auf die Obefléche zweer
Schwingquarze aufgebracht. Die Frequenzverschiebung der Quarze vor und nach Beschichten
betrug 8,0 kHz (SG1) und 11,6 kHz (SG2). Die SG2- Schicht war aso etwas dicker.

Statische  Kontaktwinkelmessungen mit enem  Wassartropfen  ergaben enen
Benetzungswinke von 158,2° + 7,5° fur das SG1-Polymer und 115,9° + 1,1° fir das SG2-
Polymer. Das SG1-Polymer mit Hexylgruppen ist aso deutlich hydrophober, ds das SG2-
Polymer, das an sich schon hydrophob i<t
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Trotz des Beschichtungsunterschiedes erkennt man, dald der SG2-beschichtete Sensor auf
Toluol en deutlich hoheres Signd zeigt. Durch grofRere Wechsdwirkung mit dem Polymer
ergibt 9ch ene langsame Adsorptions- und Desorptionskinetik. Dies i sehr wahrschenlich
auf die Wechsdwirkungen der Phenylgruppen untereinander zurlckzufihren. Der SG1
beschichtete Sensor zeigt ein nur halb so grolies Signd mit schndller Kinetik.

Beém Ubergang zum Andyten THF dndert sich die Grole der Wechsawirkung. Hier erhdt
man ein hoheres Signd fr das SG1-Polymer.

Da THF polarer ig ds Toluol, hat es eine geringere Neigung, aus der wa¥igen Phase in das
Polymer hineinzudiffundieren. Daher ergibt sch inggesamt en kleneres Signd. Die beiden
hdogenieten Methane DCM  und  Chloroform  egeben im  Rahmen  der
Beschichtungsdickengenauigkeit  dnliches  Verhdten. Fir  Chloroform  ds  unpolareres
L ésungsmittel wird dem entsprechend ein gréf3eres Sgnd erhdten ds DCM.



80 Ergebnisse und Diskussion

5.3. Cyclopeptide

Die in den vorigen Abschnitten beschriebenen Schichten aus cydischen Hexapeptiden
wurden hingchtlich ihrer Wechsdwirkung mit unterschiedlichen Andyten in flissger Phase
unter Verwendung von verschiedenen gepufferten und ungepufferten Lésungen  untersucht.
Die Mesungen in  ungepuffeter Losung benhdteen die  Andyten  Tolual,
Methylcyclohexan, Butyrddehyd und n-Butanol; in gepufferter Lésung wurden zusdtzlich

verschiedene L- Aminosauren untersucht.

Um die Mechaniamen der Wechsdwirkungen der beteligten Molekile besser verstehen zu
kodnnen, wurden Kraftfeld- und Mol ekulardynamikrechnungen durchgefiihrt.

5.3.1. Cyclopeptidein gepufferter waldriger Phase

Die Wechsdwirkung der verwendeten Pufferlosungen mit der Cyclopeptidoberflache und
dem Andyten kan zu Sorungen der  Wechsdwirkung der  Andyten mit  der
Erkennungssiruktur  fihren. Um  diesen Einflu® zu untersuchen, wurden dre  verschiedene
Puffersysteme ausgewdhit. Diese Systeme bestanden aus Phosphatpuffer (pKa = 7,1), der
durch die hochgeladenen Hydrogenphosphationen hohe ionische Wechsadwirkungen erwarten
&}, HEPES-Puffer (pKa = 7,5 und TRISPuffer (pKa = 8,1), die geringere ionische
Wechsalwirkungen zeigen sollen.

O CH,OH o]
/ N\ [l 2 o,
HO—CH,—CH,—N N—CHZ—CHz—ﬁ—OH HOCHZ—CI:—NHZ HO— IID—O Na
N/ ] CH,0H O Na"
HEPES TRIS Dinatrium-
hydrogenphosphat

Abbildung 57:  Struktur der untersuchten Pufferionen.

Das HEPES-Puffeemolekil liegt in wda¥iger Umgebung unterhalb seines pK-Wertes
Uberwiegend in Form seiner Sulfonséure vor, trégt aso keine Patidladung; oberhalb des pK-
Wertes liegt es ds negativ geladenes Sulfonsdure-Anion vor. In diessm Bereich sand hohere
ionische Wechsawirkungen mit ener geladenen Oberfl&che sowie den Andyten zu erwarten.

Ba TRIS liegen die Verhdtnise gerade umgekehrt. TRIS liegt unterhalb des pK-Wertes in
positiver ionischer Form vor und oberhab as neutraes Teilchen.



Ergebnisse und Diskussion 81

Der Phosphatpuffer, der sch aus Natriumdi hydrogenphosphat und
Dinatriumhydrogenphosphat  zusammenseizt, liegt von Sch aus bel den gemessenen pH-
Werten schon in stark ionischen Formen vor. Hier snd hohe Wechsdwirkungen zu erwarten.

5.3.2. EinfluR der unter suchten Puffer

Fir das Zugtandekommen einer Wechsdwirkung der Analyten mit dem Cyclopeptid auf der
Sensoroberflache and verschiedene Gleichgewichte der verwendeten Pufferionen mit  der
sendtiven Schicht und den Andyten von Bedeutung:

Cyclopeptid +  Puffer =——  [Cyclopeptid- Puffer] (1)

Cyclopeptid +  Analyt ———  [Cyclopeptid-Analyt] (2)

Puffer + Andlyt [Puffer-Analyt] €)

I die Wechsdwirkung der Pufferionen mit der Beschichtung und den Andytionen grof3
gegentber der gewlnschten Wechsdwirkung der Andyten mit der  Erkennungsstruktur
(Gleichung (1) und (3) weit auf der rechten Sdte), so ist ein geringes bzw. gar kein Signa bel
Zugabe dieser Andyten zu ewaten. Dies ist bem verwendeten Phosphatpuffer zu
beobachten (Abbildung 58).

In Abbildung 58 ist die Resktion eines mit c[Cys-Asp]s beschichteten Schwingquarzes auf
Zugabe von unterschiedlichen Aminosdureésungen der Konzentrationen 1 mM  dargedtelt.
Als Puffer wurde Phosphatpuffer mit Konzentrationen von 10 mM und 100 mM verwendet.

Deutlich ig die Abnahme des Sensordgnas bel Steigerung der Phosphationenkonzentration
zu sehen, dies i darauf zurlickzufUhren, dald hier das Wechsawirkungsgleichgewicht mit der
Oberflache stark auf die Seite der Pufferionen verschoben wird (vgl. Abbildung 11).

Interessanterweise  ergeben sch fir  die  beiden sauren  Aminosduren  positive
Frequenzanderungen. Messungen des pH-Wertes ergaben, dal3 fur die beiden sauren
Aminosiuren und fir Arginin die pH-Wete bem 10 mM Phosphatpuffer nicht genau
engehdten wurden. Die Pufferkgpazité war nicht ausreichend. Bei Arginin wurde en zu
hoher und be Agpaagin- und Glutaminsgure en zu niedriger Wert erhdten.  Somit
unterschied dch die Pufferionenkonzentration der zugegebenen Andytlésung von der des
durchlaufenden Hul3puffers, welches der Sensor detektierte. Bel Erhthung der Pufferkapaztét
wurden wieder normde Frequenzerniedrigungen erhdten. Durch die Anlagerung der
Aminosduren efolgte ene Massenzunehme an  der  Obeflache und  damit  ene

Freguenzerniedrigung des Schwingquarzes.
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Abbildung 58: Sensorsignale eines mit ¢[Cys-Asp]sz beschichteten Quarzes bei Zugabe von Aminosaure-

Losungen in 10 mM und 100 mM Phosphatpuffer.

Da die Aminosiuren mit hydrophoben und aromatischen Seitenketten nur sehr geringe
Signde zeigten, werden sein der folgenden Diskussion nicht welter berlicks chtigt.

Ba Vewendung des HEPES-Puffers konnte die Abnahme der Sensorsignde be ErhGhung
der Pufferkonzentration ebenfals beobachtet werden (Abbildung 59). Der Wechse der
Pufferionenkonzentration von 10 fachem Uberschul gegeniiber dem Andyten (10 mM) auf
25-fachen UberschuR? filhrte zu einer Verringerung des Sensorsignals auf den Faktor 1/3, was
grofdentells auf enen Konzentrationseffekt des Puffers zurlickzufihren ist. Betrachtet man
die Wechsalwirkungsgleichgewichte, so verschiebt sch be zunehmender Pufferkonzentration
Gleichung (2) zuungunsten der Cyclopeptid- Anaytwechsawirkung.

Weiterhin fadlt ene starke Erhohung der Sensorsgnae auf. Gegenlber dem Phosphatpuffer
wurden bel den badschen Aminosduren Arginin und Lysn um das zehnfache hohere
Sensorggnde  erhdten, wenn HEPES-Puffer verwendet wurde. Die sauren Aminosiuren
Asparaginséure und Glutaminsaure ergaben nur geringe Signae.
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Abbildung59: Abnahme der Sensorsignale mit steigender Pufferkonzentration beim HEPES-Puffer
(Beschichtung: c[Cys-Asp]3).

Im vorangegangenen Abschnitt wurde postuliert, dal3 der HEPES-Puffer (pKa 7,35) geringere
ionische Wechsdwirkungen eingeht, ds der Phosphatpuffer, da er unterhdb des pK-Wertes
neutral vorliegt. Um diese These zu bestétigen, wurden Mel¥eihen mit verschiedenem pH-
Wert durchgefiihrt. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 60 dargestdIt. Mit zunehmendem pH-
Wet nahmen die Sgnde der Aminosiuren sak a. Im glechen Mae nahm die
Wechsdwirkung des HEPES-Puffers mit den Andyten und der Obeflache zu, da er
Uberwiegend in sainer ionischen Form (negativ gel adene Sulfoxygruppe) vorkommt.

N

L - CIpH7
B V) pH 7,5
B pH 8

-20

Abbildung 60:  EinfluR der pH-Wert Anderung auf die Sensorsignale bei Zugabe von vier verschiedenen
Aminosauren (1 mM, Puffer: HEPES 25 mM, Beschichtung: c[Cys-Asp]s).

Untersucht man die gleche Abhdngigket der Signde vom pH-Wert des TRIS Puffers
(pKa81), so zegt dch, dald be sauren bis neutrden Werten kaum Freguenzanderungen
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mefdar snd. Liegt der pH-Wert dlerdings Uber dem pK-Wert des Puffers, so wurden auch
hier groRere Signde detektiert (Abbildung 61). Dies 18 sich ebenfals durch die Anderung
der lonizitdd mit geigendem pH-Wert erklaen. TRIS bestzt eine Amino-Gruppe, die be
niedrigem pH-Wert protoniert vorliegt und somit podtiv gdaden ist; es efolgt ene sake
Wechsdwirkung mit dem Andyten und der Oberfléche. Mit zunehmendem pH-Wert sinkt die
Protonierung des Pufferions und somit die unerwiinschte Wechsawirkung — der Anayt kann
wieder dérker mit der Oberfliche wechsdwirken. Be hoherem pH-Wert zeigte sch ene
erhohte Sdlektivitét zwischen den beiden basischen Analyten Lysin und Arginin.
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Abbildung 61:  EinfluR der pH-Wert Anderung auf die Sensorsignale von vier verschiedenen Aminosiuren
(1 mM, Puffer: TRIS 25 mM, Beschichtung: ¢[Cys-Asp]s).
Die mit Schwingquarzen untersuchten Wechsdwirkungen der Aminosiuren in verschiedenen
Puffern héngen dark vom verwendeten Puffer ab. Dies |d% dch durch Kraftfeld- und
Molekulardynamikrechungen bedtétigen. In Abbildung 62 d9nd die S0 berechneten
Wechsdwirkungsenergien  der  untersuchten Puffer und Andyten mit dem Cyclopeptid
Cys-Asp]s dagestdlt. Das Peptid wurde in sener ionischen Form (dreifach negativ
geladen) fir diese Rechnungen verwendet. Die untersuchten Andyten und Puffermolekile
wurden in saurer Umgebung (je nach pK-Wert) protoniert und in basischer deprotoniert

gerechnet.

Lysn zeigte die hochsen Wechsdwirkungsenergien, gefolgt von Arginin. Die beiden sauren
Aminosauren zeigten aufgrund der Abstolung der  negativen  Carboxy-Gruppen keine
Wechsgwirkung. Der Verlauf der Energien der Andyten dndt den berets durch

Sensormessungen erhatenen Signden.
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Betrachtet man die Puffer, so geht der Phosphatpuffer aufgrund seiner Abstofung ebenfdls
keine Wechsdwirkung mit der Oberflache ein. Fir HEPES wurden sowohl in saurer, as auch
in basscher Umgebung sehr geringe  Wechsdwirkungsenergien erhdten. TRIS zeigte in
saurer Umgebung (als protoniertes Molekil gerechnet) deutlich hdhere Energien, ds in

basischer (deprotoniert). Dieses Verhdten simmt mit den durch Schwingquarzmessungen
erhaltenen Ergebnissen Uberein.
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Abbildung 62: Mit Kraftfeldrechnungen berechnete Wechselwirkungsenergien der untersuchten
Puffermolekiile und Analyten mit einem auf einer Oberflache angebundenem Cyclopeptid
c[Cys-Asps.

Da die sauren Aminosduren und der Phosphapuffer keine Wechsdwirkung mit dem
Cyclopeptid eingenen, wurde zusitzlich das Verhdten der Anadyt- und Puffermolekiile
untereinander berechnet (Abbildung 63).
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Wechselwirkung zwischen Analyt und Puffer
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Abbildung 63: Wechselwirkungsenergien der untersuchten Analyten mit den verwendeten Puffern
(berechnet mit Kraftfeldrechnungen).

De Phosphatpuffer zeigte analog den Mel¥ergebnissen hohe Wechsdwirkungen mit  den
Andyten Lysn und Argnin und wie berdts mit der negativ geladenen Cydopeptid-
Oberflache keine Wechsdwirkung mit den negativ geladenen sauren Aminosauren. Dies kann
ein Grund fUr die geringen Signde bel Verwendung dieses Puffers sein (Abbildung 58).

TRIS und HEPES zeigten beide geringere Wechsdwirkungen, wobe TRIS in saner
deprotonierten Form (basisch) sehr vid geringere Energien aufwies, ds in seiner protonierten
Form. Auch dieses Verhaten wurde anhand von Sensormessungen gefunden (Abbildung 61).

5.3.3. Einflu von Variationen in der Analytstruktur

Um Aufschiuld Uber die Art der Wechsdwirkung zu erlangen, wurde zum Vergleich zu den
Ublicherweise verwendeten Aminosauren Lysn und Arginin die um eine CHy-Gruppe kirzere

Aminosiure Ornithin zugegeben. Der Verglech von Hididin mit Higamin soll den Einflu
der Carboxygruppe am a-Kohlengtoff- Atom zeigen.

H H
I I

HoN— (CH2)4— (ll— COOH NH— (CH2)3— CI:_ COOH
NH» NH»

Lysin Ornithin



Ergebnisse und Diskussion 87
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In Abbildung 64 dnd die Resktionen des Sensors be Zugabe diesr Stoffe gezeigt. Das
Sensorsgnd bei Ornithin entsprach  demjenigen von Lysin. Eine zusiizliche Methylengruppe
wirkt sich also wenig oder Uberhaupt nicht aus.

Histamin Histamin

Arginin  Ornithin Histidin

Df [Hz]

0 15 30 45 60 75

t [min]

Abbildung 64: Sensorsignale bei Zugabe von 1 mM Lysin, Arginin, Ornithin, Histidin und zweimal
Histamin. Puffer: HEPES pH 75 25 mM (durchgezogen: c[Cys-Asp]s;
gepunktet: c[Cys-Phg]s).

Im Gegensatiz dazu ergab der Ersaiz einer Carboxyl-Gruppe am a-Kohlenstoff durch ein H-
Atom bea den unteschiedlichen Beschichtungen en vdllig andersatiges Sgnd. Die
Uberlagerung  einer  schndlen  Freguenzzunahme mit  @nem  langsameren  Abnehmen 18}
darauf schlielen, dal3 durch die fehlende Carboxygruppe und somit durch das neutrde
Molekil ene schndle Verdrangung dHaitfindet, gefolgt von ener langsameren Adsorption.
Beim Ausspiilen des Andyten ergab sich genau der umgekehrte Effekt.

Diesr Effekt ig auschliedich auf den [Cys-Aspls-Sensor beschrankt. Der pardld
betricbene Sensor mit [Cys-Phg]s-Beschichtung zeigte datt dessen en rdativ  groles
normaes Signd.
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Den Einflul der Andytdruktur wird auch deutlich, wenn man die Sensorantworten auf
Zugabe zweier Enantiomere betrachtet. Mit dem Cyclopeptid ¢[Cys-Lys-Cys-Lys-Cys-Trp]
gdang insbesondere die Unterscheidung der Enantiomere von Arginin. Da dch das
Sensordgna der beiden Enantiomere nur wenig vonenander unterschied, wurde diese
Messung zehnma wiederholt, um Melfartefakte auszuschlief?en. Ein Fehler in der Einwaage
der Aminosdure, der zu enem unterschiedlichen Signd flhren konnte, wurde mittels UV-
Spektroskopie und Circulardichroismus ausgeschlossen. Es ergab sich eine Abweichung der
Anaytkonzentrationen von 2 %.

o
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Abbildung 65: Frequenzanderung des mit Cyclopeptid c[Cys-Lys-Cys-Lys-Cys-Trp] beschichteten
Schwingquarzes bei Zugabe der Enantiomere des Arginins (1 mM Arginin in 10 mM
Phosphatpuffer pH 7,4) [siehe auch 83, 84].

In Abbildung 65 i diese Resktion eines mit diesem Cyclopeptid beschichteten Sensors

gezeigt. Man erkennt, dal3 die Wechsedlwirkung des L-Enatiomeren grof3er ist, ds die des D

Enantiomeren. Eine datigische Auswertung ergibt einen mittleren chirden Trennfaktor von

a = 1,12 mit einer Standardabweichung von s= 0,02.
5.3.4. Abhangigkeit von der Analytkonzentration
Um ene Aussge Uber die eventudl vorhandenen Adsorptionspldze auf  der

cyclopeptidbeschichteten Oberflache machen zu  kdnnen, wurden  konzentrationsabhangige
Messungen mit  Lysn durchgefihrt. Da mit dem HEPES-Puffer die hochgen
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Frequenzverschiebungen erhdten wurden, wurde diessr ds Medium verwendet. In Abbildung
66 und Abbildung 67 is die konzentrationsabhéngige Messung in 10 mM HEPES-Puffer mit
Lysn dargestdlt. Die Messung wurde sechs Md wiederholt. Man erkennt, dal3 die Mel3werte
sch sehr gut reproduzieren lassen.
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Abbildung 66: Melkurve eines mit ¢[Cys-Lys-Cys-Lys-Cys-Trp] beschichteten Schwingquarzes. Es wurden
sechs Durchlaufe mit den Konzentrationen 0,01 bis 10 mM Lysin in HEPES 10 mM
(pH 7,4) durchgefuhrt.
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Abbildung 67: Abhéangigkeit des Sensorsignals eines mit Cyclopeptid c[Cys-Lys-Cys-Lys-Cys-Trp]
beschichteten Schwingquarzes bei Zugabe verschiedener Konzentrationen an Lysin in

HEPES-Puffer (10 mM, pH 7,4).
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Nach enem lineren Angorechverhdten im unteren Konzentrationsbereich des Andyten
ergibt dch fur hohere Lysnkonzentrationen ene Sditigung. Dies 18% dch mit ener
Absitigung der  Adsorptionsplétizen auf der  Cyclopeptidschicht  erkldren.  Als  untere
Detektionsgrenze ergibt sch eine Lysinkonzentration von 50 M.

5.3.5. EinfluR der Goldoberflache

Der Einsatz enes dektrischen Transducers in wal¥iger Phase kan zur Vermutung fihren,
dal} die Signde der Anayten bzw. die Reaktion des Sensors auf pH-Wertdnderungen
unabhangig von der Oberfléchenbeschichtung auch durch die blanke Goldoberflache
zustandekommen konnen. Um den Effekt des Puffers bzw. der Transduceroberfléche
auschlie?en zu konnen, wurden Losungen mit unterschiedlichen pH-Werten Uber enen
Sensor mit c[Asp-Cys|s-Beschichtung und pardld dazu Uber enen Schwingquarz ohne
Beschichtung (blanke Goldelektrode) gdetet (Flufpufferlosung pH 8,1; Abbildung 68).

10

9 -_ c[Cys-Asp],
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Abbildung 68: Reaktion 2zweier Sensoren auf Zugabe von Pufferlésungen (TRIS, 25 mM) mit
unterschiedlichen pH-Wert zu einer FluRRpufferlésung mit pH 8,1 (durchgezogen: Sensor
mit Cyclopeptidbeschichtung; gepunktet: blanke Goldelektrode).

Man erkennt deutlich, dal3 ein Signd fast ausschligdich auf die Beschichtung zuriickzufihren
ist. Wahrend der Sensor ohne Beschichtung kaum auf die pH-Wert-Anderung reagierte, ergab
sch be der Cyclopeptidbeschichtung ein um das zehnfache hoheres Sgnd.
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5.3.6. Cyclopeptidein ungepufferter Losung

Wie im vorigen Kapitd beschrieben, wirkt sSch der Einsatz von Puffermolekilen stark auf die
Wechsdwirkungen der beteligten Molekile aus. Fir nichtionische Andytmoleklle ist die
Verwendung von Puffern nicht notwendig. Dadurch kann der Effekt diessr Andyten auf die
cyclopeptidbeschichtete Oberflache genauer untersucht werden.

Andyte waen Toluol, Methylcycdohexan, Butanol und Butyrddehyd. Die untersuchten
Peptide waren einersaits das reine cyclische Grundgerist ohne Setengruppen (c[Cys-Gly]s)
und anderersaits en Cydopeptid mit Nitrophenyl-Seitengruppen (c[Cys-Phe(NO)]s) bzw.
eines, be dem ene Nitrophenylsatengruppe durch Lysn ersatzt war (c[Cys-Phe(NO,)-Cys-
Phe(NO)-Cys-Lys]).

In Abbildung 69 ist die Resktion von mit den Cyclopeptiden c[Cys-Gly]z und c[(Cys-
Phe(NO»))»-Cys-Lys beschichteten Sensoren im Vergleich mit  enem  unbeschichteten
Schwingquarz auf Zugabe von wa¥igen Toluol- und Methylcyclohexanl 6sungen gezeigt.

[ cl(Cys-Phe(NO,),-Cys-Lys]
c[Cys-Glyl,
B blank

70

Df [Hz]

TOLUOL

Abbildung 69: Vergleich der Sensorsignale zweier cyclopeptidbeschichteter Schwingquarze mit einem
unbeschichteten Quarz bei Exposition verschiedener Konzentrationen an Toluol in Wasser.

Aufgrund der hohen Signale des unbeschichteten Sensorsist die Ordinate geteilt.

Man erkennt, dal3 en Sensor ohne jegliche Beschichtung ein vdllig anderes Sgnd zeigte As
ein beschichteter Sensor. Durch Anderungen an der Elektrodengrenzflache bel Zugabe der
Andytlésungen ergibt sch ene podtive Frequenzénderung. Die beiden Sensoren miit
Cyclopeptidbeschichtung ergaben eine negative Frequenzénderung. Dies 8% auf ene
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Wechsdwirkung der Andyten mit den Cydopeptiden schlief?en. Toluol zeigte mit dem

Cyclopeptid ¢[(Cys-Phe(NOy))2-Cys-Lys] mehr as doppelt so grofle Signde as der Sensor
ohne Satengruppen. Dies i vermutlich auf erhdhte Wechsdwirkungen des aromatischen

Sysems zurtickzufiihren. Im Vergleich dazu reegierte der Andyt Methylcyclohexan weitaus
stérker mit dem Sensor, der mit dem Cyclopeptid c[Cys-Gly]s beschichtet war (Abbildung
70).

[ cl(Cys-Phe(NO,)),-Cys-Lys]
(] clCys-Glyl, 80 ppm

Df [HZ]

Methylcyclohexan

Abbildung 70:  Vergleich der Sensorsignale zweier cyclopeptidbeschichteter Schwingquarze mit einem
unbeschichteten Quarz bei Exposition verschiedener Konzentrationen an Methylcyclohexan
in Wasser. Aufgrund der hohen Signale des unbeschichteten Sensorsist die Ordinate geteilt.

Die podtive Frequenzdnderung des unbeschichteten Quarzes be  Zugabe von
Methylcydohexan fid be diesem Andyten deutlich geringer aus.
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Abbildung 71: Frequenzanderung eines unbeschichteten Quarzes bei Zugabe von verschiedenen
Konzentrationen an Toluol und Methylcyclohexan.
Da be den unbeschichteten Sensoren eine FrequenzerhGhung auftrat, mul® darauf geschlossen

werden, dal3 Sch die viskodastischen Eigenschaften der Hissigkeit und deren Ankopplung an
die Goldschicht bal Analytzugabe verandert haben.

Die Sgndform zegt zusizich ene deutliche Unterscheidung zwischen Toluol  und
Methylcyclohexan (Abbildung 71). Wéahrend bei Toluol der Gleichgewichtszustand zwischen
Obeflache und wél¥iger Andytldsung schnel und reversbe  erecht wurde, zeigte
Methylcyclohexan ene langsame Wechsdwirkungskinetik. Das Signd  erreichte nur langsam
en Maximum ohne Sdtigungsbereich. Nach einer Andytaufgabezeit von 5 Minuten wurde
mit Wasser gesplilt; das Sgnd fid nur langsam auf die Basidinie zuriick.
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Abbildung 72: Sensorantwort eines mit c[Cys-Glyls beschichteten Sensors auf Zugabe von
verschiedenen Konzentrationen von Toluol und Methylcyclohexan.

Verglecht man die Signde der beiden Sensoren miteinander, so erkennt man, dal3 beim
Ubergang von einem reinem Cyclopeptidring (Abbildung 72) zu dnem mit Phenyl- und
Aminobutylgruppen subgtituieten Ring (Abbildung 73) die Sgndintengtd und —sdektivité
zunahm. Durch die zusdizlichen Gruppen wurde zwischen dem Aromaen Toluol und dem
cyclischen  Kohlenwasserstoff ~ Methylcyclohexan  unterschieden.  Die  Signderhdhung
gegenlber dem reinen Peptidring ist nach Kraftfeldrechnungen auf die Wechsdwirkung des
aromatischen Toluol- Systems mit der Lysin- Satengruppe zurlickzufGhren.

Der enorme Sgndzuwachs von Mehylcycohexan b 80 ppm ig vermutlich auf
Ladichkeitseffekte zuriickzufUhren. Methylcyclohexan ist nur bis zu einer Konzentration von
ca 100 ppm in Wasser [6dich.
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Abbildung 73:  Sensorantwort eines mit ¢[Cys-Phe(NO,)-Cys-Phe(NO,)-Cys-Lys] beschichteten Sensors auf
Zugabe von verschiedenen Konzentrationen von Toluol und Methylcyclohexan.
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Abbildung 74:  Sensorantwort eines mit c[(Cys-Phe(NO,),-Cys-Lys] beschichteten Sensors auf Zugabe von
verschiedenen Konzentrationen von Butanol und Butyraldehyd in Wasser.

Die beiden polaren Andyten Butanol und Butyrddehyd zeigten mit dem Cyclopeptid ¢[(Cys-
Phe(NO»))-Cys-Lyy ebenfdls ene unterschiedliche Wechsdwirkung (Abbildung  74).
Wédhrend Butanol Uber dle Konzentrationen ein geringes Signd ergab, zeigte der Aldehyd
sogar noch groféere Wechsawirkung mit der Beschichtung ds Tolual.
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In Abbildung 75 snd die Mel¥rgebnisse fur dle Cyclopeptide und ene ausgewdhlte
Konzentration der untersuchten Anayten gegentibergestelIt.

V] cicys-Glyl,
B cl(cys-Phe(NO,)),-Cys-Lys]
47 j-E E= clcys-Phe(NO,),]

I:l blanke Goldoberflache

u Z{é

" Toluol Methylcyclo- Butanol Butyraldehyd
hexan

jeweils 60 ppm

Abbildung 75: Gegenilberstellung der verschiedenen Cyclopeptide und einer unbeschichteten

Sensoroberflache: Sensorsignal bei Zugabe von jeweils 60 ppm Analyt.

Die pogtiven Freguenzanderungen des mit ¢[Cys-Phe(NOy)]s beschichteten Schwingquarzes
lassen - verglichen mit einem unbeschichteten Quarz - auf eine unvollsténdige Beschichtung
schlief?en. Sowohl Toluol ds auch Butyrddehyd ergaben mit dem Aminobutyl-subgtituierten
Cyclopeptid die besten Wechsdwirkungen, da dieses Cyclopeptid ads enzigstes ionische
Wechsdwirkungen eingehen  kann. Durch  Kraftfeldrechnungen lassen  dch  p-Kation
Wechsdwirkungen des Toluols mit der postiv geladenen NHs*-Gruppe der Lysinseitenkette
zeigen. Auch Butyraddehyd geht mit dieser Gruppe Wechsdwirkungen en. Es bilden dch
H-Briicken zwischen der NHs*-Gruppe der Lysinseitenkette und der Aldehydgruppe.

Die geringen Wechsdwirkungen von Butanol begriinden sich darin, dal3 Alkohole in Wasser
shr gut lédich snd und ene Anlagerung an Obefldchen energetisch und entropisch
ungingtig ist. So zeigen Alkohole dlgemein in Wasser sehr geringe Signde.

Die berechneten Wechsdwirkungsenergien der Andyte mit den Cyclopeptiden snd in
Abbildung 76 zusammengefdd. Auch hier ergaben dgch fir das Cycdopeptid cf(Cys-
Phe(NOy))2-Cys-Lys| die htchsten Wechsadwirkungen.
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Toluol Methylcyclohexan Butyraldehyd

0.00

-20.00 Zc[CysiPhe(NO),),-Cys-Lys
@c[Cys-Phe(NO)z]3
I"Ic[CysiGly],

-25.00

Abbildung 76: Mit Kraftfeldrechnungen ermittelte Wechselwirkungsenergien der Analyte mit drei
verschiedenen Cyclopeptiden.
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5.4. Blutgruppenbestimmung®

Um de fir de Blutgruppenbestimmung wichtige Veklumpung (Agglutingion) von
Antikdrpern und Erythrozyten mit enem Schwingquarz zu verfolgen, wurde Protein A direkt
auf dessen Goldoberflache immobilisert. Der Quarz wurde dann in die FHA engebaut und
aquilibriert. Nach Erreichen einer dabilen Basdinie wurde der Antikorper Anti-A injiziert.
Dieser sollte nun irreversbe an Protein A binden. Dies kann deutlich verfolgt werden, da die
Frequenz bel Zugabe des Antikorpers irreversbel abnimmt, was einer Massenzunahme an der
Oberflache entspricht. Nach einer Spllphase mit PBS kann man erkennen, dal3 nur locker
angelagerter Antikorper in geringem Male ausgespult wird.

Um unspezifische Bindungsselen auf der Obefléche zu blockieren, wurde nun BSA
zugegeben. Der Frequenzverlauf zu hoheren Frequenzen wéahrend der Zugabe 183 auf ene
Reaktion des Quarzes auf die unterschiedliche Dichte der BSA-Losung schliel¥en. Da nach
ener kurzen Spilzet die ursporingliche Baddinie wieder ereicht wurde, kann davon

ausgegangen werden, dald kaum BSA gebunden hat, dso wenig unspezifische Bindungsstellen
vorhanden waren.

Anti-A

PBS
PBS BSA PBS BlutA-1:5
E ll l ’ PBS
NaOH
9871000 PBS l

9870500 Blut 0

9870000

Frequenz f [HZz]

9869500 —

9869000

9868500 T T T T T T T T T
18000 20000 22000 24000 26000 28000

Zeit [s]

Abbildung 77:  Blutgruppenbestimmung mit einem mit Protein A beschichteten Schwingquarz.

® Die Blutgruppenbestimmungen wurden in K ooperation mit Dipl.Chem. Reiner Krapf durchgefiihrt.
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Um dcher zu gehen, dad der gebundene AntikOorper Anti-A nur auf Erythrozyten der
Blutgruppe A reagert, wurde eine Negativprobe mit Erythrozyten der Blutgruppe O injiziert
(ca. 200000 Zdlen/pl).

Der Sensor zeigte hier wie erwartet kaum eine Reektion. Nach Ausspilen des Andyten und
ene kurzen Wartezeit wurde die Pogtiv-Probe (Erythrozyten der Blutgruppe A, ca. 200000
Zdlen/ul) zugegeben.

De Sensor zegte hier ene deutliche Resktion. Die abnehmende Frequenz weis auf
zunehmende Mase an der Oberflache des Quarzes hin und somit auf die Agglutination der
Erythrozyten mit den auf der Oberfléche angebundenen Anti-A Antikorpern.

Diese Resaktion lauft auch nach Umschdten auf PBS-Puffer noch weiter, solange sch noch
Erythrozyten im Melvolumen befinden. Nach Erréichen einer anndhernden Séitigung wurde
die Obefldche mit Hilfe von 10 mM NaOH-Ldsung regeneriert, um den Sensor erneut
verwenden zu konnen. Hierbe wurde der AntikOrper samt gebundenem Erythrozyten vom
Protein A heruntergel6t. Man erkennt, dald diese Prozedur erfolgreich funktioniert hat, da die
Schwingungsfrequenz nach der Regeneration in ewa der Frequenz entspricht, bevor
Antikorper zugegeben wurde. Eine Blutgruppenbestimmung mit  Hilfe von  beschichteten
Schwingquarzen kann somit auch mehrfach erfolgen.

Weitere Messungen werden zur Zeit im Rahmen ener weterfihrenden Dissertation
durchgeftihrt [86].
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Kapitel 6: Zusammenfassung und Ausblick

6.1. Sensorsystem

Fur die kommerzidle Nutzung von Sensorsystemen ist ein einfacher und robuster Aufbau der
integrierten Sensoren und des Mef3systems von grol3er Wichtigkeit. Die eigentlichen Sensoren
missen kostenglingig herzugtdlen und von e@nem ungelibten Benutzer einfach auszuwechsen
sn. Dabae dirfen sSe be ewagen mechanischen Beasungen nicht funktionsuntlichtig

werden.

Durch den Einbau der mechanisch labilen Schwingguarze in fese Sensorchips mit
beastungsarmer Kontaktierung wurde der technologische Weg zur Massenfertigung geebnet.
Das Sensorsysem sdbst wurde thermisch und  eektromagnetisch von  der  Umgebung
entkoppet. Durch den Aufbau kdnnen bis zu vier Sensoren gleichzeitig verwendet werden.
Durch ene Software-Steuerung und Datenerfassung kann das gesamte System automatisch
und kontinuierlich Mef3wverte erfassen.

Ein potentidler Nutzer enes auf Schwingquarzen basierenden Sensorsystems muld lediglich
die fetig zusammengebauten und mit entgprechenden Beschichtungen  versehenen
Sensorchips austauschen.

6.2. Schwingquar ze mit Polyketonbeschichtung

Sensoren mit  Polymerbeschichtung werden in der Gasphase zur  Mustererkennung  und
Multikomponentenanalyse  in verschiedensten  Einsaizgebieten  verwendet. So  kdnnen
beispielsweise verdorbene Lebensmittel erkannt oder die Alterung von Olen verfolgt werden.
Sollen solche Sensoren in der Flissgphase eingesetzt werden, so missen an  die
Beschichtungen erhthte Anspriiche gestellt werden. Mit der Klasse der Polyketone wurden
Polymere untersucht, die diesen Anspriichen gentigen. Sie haften fest auf der Oberfléche und
verdndern auch nach mehrwochiger Mel&zeit in Wasser ihre Struktur und Eigenschaften kaum.

Dies ermdglicht reproduzierbare Messungen Uber lange Zeitraume.

Durch ihre Synthese lassen se sch in verschiedensten chemischen Strukturen herstellen. Der
Einbau von funktiondlen Gruppen und charakterigischen Molekllen wie beispidsvese
Fluorophore oder Erkennungsstrukturen bietet die Moglichket, gezidt Polymere mit
bestimmten Eigenschaften zu synthetiseren.
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Durch datische Kontaktwinkelmessungen konnten die verschiedenen Polyketone hingchtlich
ihres Verhdtens in Wasser klassfiziet werden. Mit Hilfe mikroskopischer Messungen konnte
der Erhdt der Oberfl&chenmorphologie der Polymerschichten auch noch nach mehr ds
2 Monaten Nutzung nachgewiesen werden.

Am Begid ena Mengenbetimmung von Soffen in enem Soffgemisch wurde die
Funktion eines Sensorarrays auf Bass von polyketonbeschichteten Schwingquarzen gezeigt.
Um eventudl adftretlende  Anderungen der  Beschichtungen im  Velauf  von
Langzeitmessungen wirkungsvoll zu diminieren, wurde die interne Standardiserung auf eine
Referenzsubstanz durchgefihrt. Diese  Methode verbessat  die  Genauigkeit  der
Mengenbestimmung deutlich besonders, wenn es sch bel den zu anayserenden Substanzen
um fltichtige Verbindungen handelt und M ehrfachmessungen durchgefihrt werden.

6.3. Schwingquar ze mit Polysiloxanbeschichtung

Kommerzidl  ehdtliche  Polysloxane snd  fir  Beschichtungsanwendungen  auf
Schwingquarzen wenig geeignet. Fir eine feste Ankopplung an die Sensoroberflache snd
funktiondle Gruppen ndtig. Mit Hilfe von Thiolgruppen lassen se sch zwar kovdent an
Goldoberflachen anbinden, dlerdings snd solche angekoppdten Polymerfilme mes weng
wasserstabil, da ohne nachfolgende Quervernetizung en  fesder Zusammenhdt der
Polymerdrange nicht moglich ist. Solche Filme werden im Laufe der Zeit abgeldst und eignen
sch nicht fur reproduzierbare Messungen.

Ein Ausveg snd Polymerschichten, die Uber enen Sol-Ge-Prozef3 direkt auf der
Sensoroberfléche synthetisert werden. Solche Schichten kdnnen wiederum durch den Einsaiz
ener Vidzahl von funktiondigerten Slanmonomeren mit seéhr geringem  Syntheseaufwand
hergest |t werden.

Am Begpid zwee Slanmonomere wurde dieser Beschichtungsweg untersucht. Solche
Schichten snd (Uber ene direkte Querverneizung von monomeren  Silanen  mit
dlanfunktiondiderten Goldoberflachen maglich. Die dedurch erhdtenen
Polysloxanschichten zeigen eine hohe Sabilitdt und snd im Gegensatiz zu den viskosen
kéuflichen Siloxanen deutlich hther vernetzt.

Mit Hilfe solcher beschichteter Sensoren lassen sch die enzelnen Polymere charakteriseren
Dies ig fur die Weterentwicklung des Sol-Ge-Prozesses hinschtlich der  herrschenden
Resaktionsbedingungen von grof3er Wichtigkeit.
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6.4. Schwingquarze mit Cyclopeptidbeschichtung

Das in diesr Arbeit entwickdte und optimierte Sensoraray wurde fur die Eignung von
Cyclopeptiden ds molekulare  Erkennungsstrukturen  auf  Schwingquarzoberfléchen  in
wa¥iger Phase eingesetzt. Aufgrund der Eigenschaft des eekirischen Transducers selbst und
saner Sengtivitdt auf Anderungen der dektrischen Eigenschaften der umgebenden Lésung ist
diese Meldmethode weniger gut geeignet, um in dektrisch leitenden Ldsungen zu messen.
Monolagen aus  Cyclopeptiden  wurden  hingchtlich  ihrer  Wechsdwirkung — mit
unterschiedlichen  Andyten in wa¥iger gepuffeter Loésung und ungepufferter  Lésung
untersucht. Es konnte ein daker Einflul der unterschiedlichen verwendeten Puffer sowie
deren Konzentration auf die Wechsdwirkung der Andyte mit der Obeflache ermittet
werden. Mit Hilfe von Kraftfeldrechnungen wurde dies bedtétigt. Weiterhin wurde der Einfluf3
der Andytsruktur, der molekularen Erkennungsstruktur, des umgebenden Mediums und der
Andytkonzentration untersucht. Die Struktur des Andyten und der auf der Sensoroberflache
befindlichen Erkennungsstruktur ermdglicht ene Klassfiziierung und Unterscheldung  sogar
von Enantiomeren.

Da die ewinschte Wechsdwirkung des Andyten mit der Erkennungsstruktur alerdings von
0 viden Paameteen mes negativ beanfluld wird, snd die Grenzen ener snnvollen
Erkennung mit Hilfe von Cydopeptidmonolagen in wa¥iger Phase auf Schwingquarzen

erreicht.

6.5. Schwingquar ze mit Antikor per beschichtung

Die gezifiche Wechsdwirkung von Antigenen mit Antikbrpen gdlt en Sysem zur
Erkennung und Identifizierung mittddls Sensoren dar. Werden Sensoren mit  den
entsprechenden Antikorpern beschichtet, so kann die spezifische Resktion des Antigens zum
Antikorper- Antigent Komplex detektiert werden.

Das im Rahmen diesr Dissertation entwickdte Sensorsysem wurde zur Erkennung von
Blutzdlen mit Hilfe wvon antikdrperbeschichteten  Schwingguarzen  eingesstzt.  Eine
Unterscheidung der Blutgruppen A und O war so moglich. Mit Antikdrpern der Erythrozyten
A beschichtete Sensoren erkannten die Blutgruppe A, wéhrend die Blutgruppe O kein Signd
ergab.

Das vewendete Beschichtungsverfahren mit Proten A elaubt die Regeneration der
sendtiven  Schichten und  somit  die  Mehrfachverwendung  der Sensoren.  Die
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Antikorperbeschichtung wird nach efolgter Reektion mit angebundener Antigenschicht vom
mit Protein-A beschichteten Sensor abgel0st; dieser steht damit fir eine erneute Beschichtung
mit Antikorper zur Verfligung.

6.6. Ausblick

Eine wetere VegroRerung des Sensorarays auf acht Sensoren i mit  geringem
dektronischem und materidlem Aufwand ohne Probleme moglich. Dadurch wird die
Mdoglichkeit ener genaueren, schndleren und umfassenderen Andyse von  Stoffen  in
wa¥iger Phase moglich. So konnen bespidsvese Gemische mit ener Vidzahl von
Komponenten qualitativ und quantitativ unterschieden werden.

Fior enen kommezdlen Aufbau muld das gesamte Sysem zusammengefdd  und
beispidsveise in en tragbares Gehduse eingebaut werden. Eine entsprechende Kalibrierung,
Datenerfassung und Datenvorverarbeitung mul3 bereitsim Gerét erfolgen.

Ein solches Gerd kann as Detektor gekoppdt mit verschiedensten Anaysemethoden wie
bespidswveise HPLC, LC, eektrochemischen oder optischen Transducer eingesetzt werden.

Die wetere Entwicklung konnte in Anlehnung an die in der Bioandytik verwendeten
Standards in Richtung Sensor-bedtlickte Platten fir den Einsatz in Pipettierrobotern im
Massenscreening erfolgen [87]. Auch Handgerdte in Form von Eintauchsensoren, die in die

zu analysierende Ldsung e ngetaucht werden, sind fir solche Sensoren denkbar.

Die im Rahmen diesr Arbeit untersuchten Polymere eignen sch sehr gut, um spezidl
angepa¥e Beschichtungen fir zukinftige Anwendungen herzustelen, die den jewelligen
Anforderungen geniigen. So lassen dch lecht Sdtengruppen  enfigen, Erkennungszentren
enbauen oder Vernezungsgrade eingdlen. Im Fdle der direkt aufpolymeriserten Sol-Gel-
Polymere wird es eforderlich san, genaue Bedingungen fUr reproduzierbare Schichtdicken
zu  emitteln. Eine Methode der direkten  Schichtdickenkontrolle  Uber  die

Frequenzverschiebung des Quarzes wére an dieser Stelle ein Ansatz.

Der Einsatz von antikdrperbeschichteten Schwingquarzen in der Blutanadytik erdffnet die
Mdglichkeit, verschiedengte Blutparameter online in enem  Schritt zu  bestimmen.  Eine
Komplettbesimmung der Haupt- und Unterblutgruppen mit  Rhesusfektoren sowie ene
Antikorperbestimmung kann mit einem entsprechen beschichteten Sensoraray erfolgen Die
weltere Entwicklung in Richtung eines miniaturiserten Handgerdtes ist denkbar.
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Mit Monolagen aus Erkennungsstrukturen snd fir Schwingquarze in wél¥iger Phase nur
geinge Signde zu ewaten. Die Massendnderung an der Obeflache it be  kleinen
Molekilen sehr geing. Um die Sgndintengtden zu ehdhen, kann enasats de
entsprechende  Erkennungsstruktur an dickere Schichten angebunden werden. Dies erhdht die
Zahl der moglichen Bindungsstdlen. Anderersaits kann die Sengtivitdt des Sensors sebst
erhdht werden. Wird die Schwingungsfrequenz des Quarzes erhoht, so konnen immer kleinere
Massenanderungen  detektiert werden. Die Erhéhung der Frequenz kann einerseits durch
Anregung von Oberschwingungen efolgen. Dies [d% dch dektronisch  bewerkseligen.
Anderersaits konnen Quarze mit hoherer Resonanzfrequenz verwendet werden. Diese snd
dlerdings dinner und damit mechanisch indabiler. Erhoht man beisiidsweise die Frequenz
des Sensors von 10 MHz auf 30 MHz, so sinkt seine Dicke von 167 pm auf ca 56 pm. Die
theoretische Sensitivité wirde sch um das neunfache erhGhen.

In der Literatur snd schon Schwingquarze mit bis zu 75 MHz Resonanzfrequenz beschrieben
[88]. Zusizlich zur mechanischen Ingabilitdt ergibt sch durch die Frequenzerhéhung en
erhdhtes Rauschen, niedrige Frequenzstabilitét und einen schlechteren Q-Faktor.
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Kapitel 8.  Anhang

8.1. Technischer Anhang

8.1.1. Technische Zeichnung des Sensor chips

In den folgenden Abbildungen snd technische Zeichnungen der verwendeten Sensor-
Haterungen gezeigt. Diese bestanden aus ener Ededahlabkapsdung, die dem Chip Stabilitét
verlaeht und glechzetig ds Abschirmung gegen dekiromagnetische Storungen fungiet. In
diese Kagpsdlung wurde ein O-Ring (1,5 x 1 mm) eingelegt.
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Abbildung 78:  Seitenansicht der Sensorabkapselung aus Edelstahl.

Der Sensor wurde auf den Einsaiz gelegt und gegen den in der Abkapsdung liegenden O-
Ring geprefld. Der Einsatz wurde mit dreé Stahldtiften in seiner Postion gehdten. Die beiden
Elektroden des Quarzes wurden mit Federkontakidtiften durch den Plexiglas-Einsaiz hindurch

kontaktiert.
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Abbildung 79:  Aufsicht und Seitenansicht des Einsatzes. Das Quarzplattchen wird mit diesem Einsatz
gegen einen O-Ring geprefdt, der in der Abkapselung liegt. Material: Plexiglas.



116 Anhang

Abbildung 80: Aufsicht und Seitenansicht des komplett zusammengebauten Sensorchips mit
Federkontaktstiften.

8.1.2. Ogzillatorschaltung

In den folgenden Abbildungen ist die verwendete Miniatur-Oszillatorschdtung gezeigt. Mit

Hilfe diesr Schdtung wurden die Schwingquarze mit einer Resonanzfrequenz von 10 MHz
zum Schwingen angeregt.

Abbildung 81: Oberseite der verwendeten Mini-Oszillatorschaltung (Abmessung: 15 x 45 mm).

Abbildung 82:  Unterseite der verwendeten Mini-Oszllatorschaltung (Abmessung: 15 x 45 mm).

Die genauen Spezifiketionen der enzdnen Bautele snd im Bedafddl be der Frma
Motech, Reutlingen erhdtlich [89].
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