Lniversitat
wien

DISSERTATION

Titel der Dissertation

~Polymerbasierte, kiinstliche Rezeptorschichten flr die
Sensorik von Bakterienspezies unter realen
Bedingungen®

Verfasserin

Mag. rer. nat. Renata Samardzic

angestrebter akademischer Grad

Doktorin der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

Wien, Februar 2013

Studienkennzahl It. Studienblatt: A 791419
Dissertationsgebiet It. Studienblatt: Chemie

Betreuerin / Betreuer: Univ.-Prof. Mag. Dr. Peter Lieberzeit






Vorwort

Die vorliegende Arbeit entstand unter der Betrewmg Univ.-Prof. Mag. Dr.
Peter Lieberzeit in der Abteilung fur Sensorik udchnellanalytik am Institut
fur Analytische Chemie der Universitat Wien, Walgen StralRe 38, 1090 Wien,

Osterreich.

Mein Dank geht an

Herrn Univ.-Prof. Mag. Dr. Peter Lieberzeit fur Wermragende und kompetente
Leitung und Unterstitzung wahrend meiner praktischumd theoretischen
Arbeit.

alle meine Kolleginnen und Kollegen der Abteilundie mir mit ihren
Erfahrungen immer tatkraftig zur Seite gestandemd sund fur hilfreiche

Diskussionsbereitschaft und Anregungen aller Arhanbereit waren.

meinen Ehemann Tomislav, meine S6hne SebastiarBaenghmin und meine
ganze Familie, die mich wahrend meiner Dissertatiatkraftig unterstitzt

haben.






Inhalt

1.Einleitung und theoretischer HINtergrund ..ccceee....ocooeeiiiiiieiiicecen e eere e 7
O RO =T 0 R{=T 0 Ko | OO PPPPPPPI 8
1.1.1 Definition und AUTDAU ..........cuuiiiiiiiieii e 8
1.1.2 Anwendungsgebiete und AnfOrderungen ... ..ccc..ooeeeeeeiiiiiiieen e, 9
1.1.3 Kommerzielle SENSOrSYSIEME. .........coummmmeerieeeeeeeeeeeeeeeieerrinrnnn s 10
1.1.4 Piezoelektrizitat und EleKtroStriKtion .............eeveviiiiiiiiieeeeee e 12
1.1.5 Piezoelektrizitat eines QUAarzKriStallSmmm ...cuvveiieeiiiiiiiiieciiee e, 14
1.1.6 Quartz Crystal Microbalance (QCM) .......cccoiviiiiieiiiiiiiiiiee e e eeeeeeeeeee 15
1.1.7 Sauerbrey-GIeIChUNG ..........ooo ot e e eee e 18
Y o] () (U F= T TS o = T 1T o OSSP 21
1.2.1 Die Rezeptor-Schicht-WechselWirkuNg .. cocacee..oooiiiiiiiiii s 21
1.2.2 Strategien des molekularen Pragens . ooocccccooooviiiiiiiiiiiiiiie e 22
1.3.Rasterkraftmikroskopie (Atomic FOrce MiCrOSCRRY......cccveeeeeeeriiiieereiiiiiineeeeeenns 24
1.AESCNEIICHIA COliuueviiiiiiiiiiiiie e e e e 26
1.5 Schnellanalytik deE. COli.........ccooiviiiieei e 29
2. Experimenteller AUTDAU ........ccoiiii i e e e e e e e e e e ea e 31
2.1. Elektrodendesign der QCM .............. oo errrnmnaaaeaeeaeeeaeeeeeeesessnnne e 31
2.1.1 BauteilnerstelluNg ...........ueeiiiiceeeee e e a e 32
2.1.2 BauteilcharakteriSIErUNG ........ooo i et 33
2.2 DI8 MESSZEIIEN ..o 34
2.3 Die OSZIllatOrMESSUNG .....ceevverirueeiimmmmmmseeeeeeeeeeeeeeesaataanaaaeeeaeaaeaaaaeaaaaaeeeeeeeeesnnnnes 36
2.4E. colrZucht und FluoreszenzmikroSKOPIE..........coecceeeevrvvuuuniiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeennannn 37.
2.5 Herstellung und Optimierung der MIP ... 41
2.5.1 POIyUretNan-MIP .........eueiiei s e e e e e e e e e eeeeeneeees 41
2.5.2 Auftragung der SChICht..........ooviiiii e 43
2.5.3 Polymeroptimierung und Generieren von Ka@at.............cccooeeeeeeeiiiieiieeinnns a4.
2.6 Messung in flUSSIger PRASE........... oo eereeiiiiiiiae et 48
3. QCM-SENSOI-MESSUNGEN ....ovtiniieiiiiiiiieaeee e e et ettt e e e e eet e e e e eeetna e e eaaaeeeeesann e eeeeennes 51
3.1 SeNSOrCNArakIErISTIK. .........ceeeee it et e e e e e e e 51
3.2 Reproduzierbarkeit der b- und W-MIP ..o e 55
3.3 Selektivitat der b- und W-MIP ... 57
RESUIMIBE. ..ottt e e et et e e e e e e e e e e e e nm e e e e e e e enne 60
4.1 angzeitStabilital .........ccooei i ——————— 61
4.1 Zeitlicher Verlauf der SENSOrantWOIEN .. «eeveverreueiiieaeee e e eeeeeeeeeeeeiiieeeeneeeeeeees 61
4.2 Langzeitmessung: Lagerbarkeit......... i 68



(TS U | (S 73

5. Messungen unter RealbedinQUNQEN .......oeeeeiiiiiiiiiee e e 75
5.1 Die Zichtung VOE. COliim Bioreaktor ............oooiiiiiiiiiiiiiiee e 78
5.2 Selektivitatsstudien im BIOr€aKLOr ......cccaaeuuriuuuiiiiaeeiee e 85
5.3 Monitoring vOn MISChKUIUIEN ... e 90
(ST U 1 1T PP 95

6.Sensorarrays M. COIFMIP .......ccoii i mmmmm s 97.
6.1 Dreielektrodenmessungen in stopped-flow MOdUS..............uuueiiiiiiiiniieeeeiieiieees 99
6.2 Dreielektrodenmessungen unter Realbedingungen............cccooeiivvieiiiiniiiiieeinnees 103

6.2.1Inhibierung der Ziichtung mit N-Hydroxyharn$tof...............cccooeiiiiiiiiiiinnnnns 103
6.2.2 Inhibierung der ZiUchtung mMit LYSOZYM .....coeiiiiiiiiiiiiiiiiiiineeee e eeeeeeeeeeeee 110
LY ST ] U | 1 TS PP 114

7. Deutsche ZusammenfaSSUNQ ........ccoii cccccccccreeeeeeeeices s e e e e e e e e e ee e e e e eeeeeeeeeeeaennnne 115
7.1 SUMIMATY ..ottt e e ettt e e e e et e tba e e e e e e eebba e e e eeenmmmmss e eeeeensnnnaaeaaenes 117

ST 0= T T USSP 119
S T I €T - TP UPPPPPTRR 119
8.2, ADKUIZUNGEN ..ttt e e e e a e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeees 120

9. LEDENSIAUT ... a e 121

10. LItEraturverZeIiChNIS ... .....oiiiiee o sttt et e e e e e e e e e e sesss e e e e e e e e e e e aaeeeeeas 123



1.Einleitung und theoretischer Hintergrund

Die Analytische Chemie beschéftigt sich sowohl mdér qualitativen als auch mit der
guantitativen Analyse der unterschiedlichen Sulzstassen und Molekile. Neben der
Weiterentwicklung etablierter instrumenteller Teikien, ist die Analytische Chemie bemiiht,
die Entwicklung neuer Messmethoden voranzutreib@m.zunehmend wichtiger Aspekt der
Analytik sind Sensoren, chemischer und biologisékrer

Als Sensoren werden miniaturisierte Messfuhler lobzet, die potentiell breite, universelle
Verwendung in der Chemie, der Biologie und der Tdchaben kdnnen.

Beispielsweise werden in der Umweltanaltikit schnellen, zuverlassigen und kleinen
Handgeréaten organische Kontaminationen in Bodefft, wud Wasser bestimmt. Ebenso ist
auch moglich den C&Gehalt in der Luft zu bestimmen. In der Lebensgitéthnologie, der
Umweltanalytik und fir Kontrollen von biologischdProzessenist das Detektieren von
Mikroorganismen und Zellen in unterschiedlichen Matrizes von zunehder Bedeutung.
Chemische Sensoren werden auch immer mehr im Rerscmutz, Umweltschutz und der
Betriebsmesstechriiknachgefragt und fordern daher die Entwicklung sederer und
zuverlassigerer Methoden.

Es gibt auch einige Sensorsysteme, die mehrere dal@msensoren in eine Einheit
zusammenfassen. Solche anspruchsvollere Gerategkechei die Detektion mehrerer
Parameter gleichzeitig, aber zeichnen sich auclethdaohe Kosten aus. Die mehrmalige
Verwendbarkeit, geringe Anschaffungskosten, Erfagston Substanzen und Molekilen vor
Ort und leicht bedienbare Geréte sind die Erkenspiradile eines Sensors.

In dieser Arbeit wurden massensensitive Bauteilea(@ Crystal Microbalance) eingesetzt,
die auf den Phanomenen der Analyt-Absorption undsefption beruhen und sich durch
Massenbeladung und Frequenzanderung manifestiererthemische Zusammensetzung der
sensitiven Schicht wirkt sich auf diese physikdlet Prozesse auf der Sensoroberflache aus
und beeinflu3t die Messergebnisse. Diese sensBigkicht wird mittels Spin-Coating-
Verfahren direkt auf die Sensoroberflache geneued eignet sich fur die Erfassung der

biologischen und chemischen Proben.



1.1 Chemosensor

1.1.1 Definition und Aufbau

Nach IUPAC - (International Union of Pure and AppliChemistry) Definition

ist ein ChemosensofA device that transforms chemical information,nggng from the
concentration of a specific sample component talt@omposition analysis, into an
analytically useful signal. The chemical informationentioned above, may originate from a
chemical reaction of the analyte or from a physjwalperty of the system investigatéd”

Ein derartiger kleiner Messfuhler ist also in deage, die Ab- oder Anwesenheit eines
Analyten nachzuweisen, aber auch eine Anderundldeeentration in einer Flussigkeit oder
in einem Gas zu erfassen

Das Design eines chemischen Sensors muss fir gesstimmte Applikation und den
konkreten Anayten optimiert werden. Ein Chemosebsgsteht prinzipiell aus vier wichtigen
Teilen, namlich einer sensitiven Erkennungsschigtgzeptor), einem Umwandlungssystem
(Transducer), der Messelektronik und der EDV, de laformationsverarbeitungssystem

agierer. Abbildung 1 fasst dieses Grundprinzip noch einzmesammen.
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Abbildung 1: Darstellung eines Chemosensors und seine Funktéina

Die Erkennungsschicht interagiert mit einem Analyts einer Matrix und lagert ihn mit

maoglichst hoher Empfindlichkeit und SelektivitdneiEine Aussage Uber die Qualitat des
Chemosensors hangt von diesen beiden Paramern tiegsesb. Die Einlagerung und

Anreicherung eines Analyten fiihrt zur Anderung pkgléscher oder chemischer

Eigenschaften wie Leitfahigkeit, Temperatur, KapitziAbsorptiofi, Massé und Potential

der sensitiven Schicht.



Diese Anderungen entsprechen dem Sensorsignal endew durch den Transducer in ein
elektrisches Signal umgewandelt und der Messelekiraveitergeleitet. Die so erhaltenen
Rohdaten werden weiter Uber ein Informationsveitirbgssystem bearbeitet.

1.1.2 Anwendungsgebiete und Anforderungen

Sensoren sind wichtige Instrumente fir eine Vidizabn Anwendungsgebietéh wie

beispielsweise Verfahrenstechnik chemischer undebimologischer Prozesse, Kraftwerk-
und Sicherheitstechnik, Fertigungstechnik (Kfz-flgemg, Maschinenbau, Priftechnik,
Elektronikfertigung), Medizintechnik (im Labor urah unterschiedlichen Krankenbildern)
und Luft- und Raumfahrt, Umwelt und Prifprozesse Onterschiedlichen Anforderungen,
die an einen Sensor gestellt werden, hangen vgam#inen Qualitatskriterien an bestimmte

Analysemethoden und spezielle Anforderungerl.diese sind in der

Tabellel prasentiert und sie unterscheiden sich im Hinkdiek*:

% statische Eigenschaften:
Genauigkeit, Empfindlichkeit, Querempfindlichkevigssbereich und
Einfluss von Stérgrol3en

< dynamische Ubertragungseigenschaften:
messgréfRenabhangige (Kriechen), messgréfienunabbdtigeare

Systeme) und belastungsabhangige Eigenschaftesr@Al)

% Systemfahigkeiten
durch normierte Ausgangssignale, Bedienelement®vound
Wartbarkeit

% Lebensdauer und Zuverlassigkeit

Ausfallrate

% Kosten
Einzelstliickkosten und Degression bei Mehrstiickkgste

Wartungskosten und gesamte Lebensdauerkosten

% Miniaturisierbarkeit und Kompatibilitéur Betriebsbedingunger
Temperatur, Radioaktivitat und Druék

Tabelle 1 Spezielle Anforderungen und Qualitatskriterien si@demosensors



Ebenso kénnen Sensoren nach ihren Funktionsprémzipiterteift* werden, namlich ob sie
beispielsweise auf optischen, elektrischen odestaéahen Effekten beruhen.
Tabelle 2 fasst verschiedene Sensorprinzipien zomssam

Funktionsprinzip Sensortyp
Potentialanderung ISE, Feldeffekttransistoren,Kéeper-Gassensoren
Leitfahigkeitsdnderung Organische Halbleiter, Metad-Halbleiter
Resonanzfrequenzanderung Piezoelektrische Waad¥'; Serflachenakustische Welle
Stroméanderung CLARK- und Enzymelektroden, Immunses
Anderung optischer GréRen Transmission/Absorpfloiibung, Remission, Fluoreszenz
Optothermische Wechselwirkung  Fotoakustischer Senso
Warmeeffekt Pellistoren, thermische/kalorimetrische Sensoren

Tabelle 2: Funktionsprinzipien und Sensortypen

1.1.3 Kommerzielle Sensorsysteme

Die meisten kommerziellen Chemosensoren sind elefkémischer Natdt. Einer der
bekanntesten und weitverbreitesten Sensoren ist ldimbda-Sond8. Sie ist ein
potentiometrischer Sensor, der das optimale Verisalvon Sauerstoff zu Treibstoff in
Ottomotoren regelt. Ihre sensitive Schicht besw@it Zirkoniumdioxid, das mit Yttrium
dotiert ist’. Das Messprinzip basiert auf der potentiometrischMessung des
Verbrennungsabgases gegen Luft. Weicht die Poldiftemenz zwischen zwei
sauerstoffspezifischen Elektroden vom Sollwert iab,kein Sauerstoff im Abgas und die
Sonde reguliert die Luftzufuhr zum Vergaser.

lonenselektiven Elektrod&hsind eine andere Gruppe von potentiometrischesd@en, die
etwa zur Schwermetallbestimmung in Gewéssern heraggn werden. Ihr bekanntester
Vertreter ist die Glaselektrode zur pH-Bestimmubge Glaselektrode setzt sich aus einer
Messelektrode und einer Referenzelektrode, die sickiner Einstabmesskette befinden,
zusammen. Die Referenzelektrode besteht aus Siiberd Silberchlorid und einer
Elektrolytldsung. Die Messelektrode besteht ausbesidraht, Silberchlorid, einer

Elektrolytldsung und zusatzlich einer Pufferlésung.
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Jede Glaselektrode muss vor der pH-Bestimmung @éuhgen des bekannten pH-Wertes
kalibriert werden. An der Glaselektrode bildet siein Potential aus, der von den
Wasserstoffaktivitdten abhéangig ist und der demiieGleichung gehorcht.

Im Gegensatz dazu beruht der kommerziell ebentdls bedeutende Taguchi-Sensor auf
konduktometrischen Messungen. Er besteht aus, Sf& mit Platin oder Palladium dotiert
ist. Bei Betriebstemperaturen zwischen 350°C-508t@r aufgrund der Sauerstofffehlstellen
ein n-Halbleiter. Das SnCadsorbiert an der Luft Sauerstoff und der wird dam der
Oberflache reduziert. Durch die Reduktind die Elektronenkonzentration herabgesetzt und
auch die Leitfahigkeit im Halbleiter erniedrigt. thesem Temperaturbereich reagieren die
reduzierten Gase mit dem an der Oberflache adstebi&auerstoff und fuhren wiederrum
zur Leitfahigkeitserhéhung.

Auf der Amperometrie beruht die sogenannte ClagkiEbde®, mit deren Hilfe der
Sauerstoffgehalt in Losung gemessen wird, z.B.Hogiymreaktionen oder Blutgasanalysen.
Sie besteht aus zwei Elektroden, namlich eineKathode eingesetzten Platinelektrode und
einer als Anode eingesetzten Silberelektrode. Dhe$@den sich in einer, mit Elektrolyt z.B.
KOH-LAsung geflillten Messzelle, die mittels saudfdurchlassiger Membran verschlossen
ist. Die Spannung wird angelegt und konstant gehalivobei an der Kathode der Sauerstoff
in der Losung durch die Elektronenaufnahme reduziend. Die an der Anode erzeugten
Elektronen wandern nun zur elektronenreduziertethée. Das Elektronendefizit wird so
ausgeglichen und dadurch wird messbarer Strom#ussugt und gemessen. Ebenfalls auf
amperometrischen Messungen beruht der weitestvitgre Biosensor, mit dem der
Glukosegehalt im Blut bestimmt wird. Er besteht a@ukoseoxidase auf einer
Arbeitselektrode. Die Oxidase katalysiert die Oxima von Glukose mit Sauerstoff.
Elektrochemisch erfolgt die Riickoxidation des Westsdfperoxids, wobei wieder Sauerstoff
entsteht und sein Riickgang im Blut direkt propodiczum Glukosegehéftist. Im Jahr 1987
wurde erstes Blutzuckermessgerat von Medisense Selivstgebrauch angeboten. Wahrend
der Umsetzung des Monosaccharids verbraucht Glokatzse Sauerstoff und produziert

Wasserstoffperoxid.
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1.1.4 Piezoelektrizitat und Elektrostriktion

Massensensitive Sensoren haben den grofen Voreiss sie direkt auf einem
gravimetrischen Messprinzip beruhen. Der am watesverbreitete massensensitive
Transducer ist die Quarzmikrowaage (Quartz Cryskdicrobalance, QCM) auch
Schwingquarz genannt. Sie besteht aus einem duQuemzplattchen, welches schwingt
wenn eine Wechselspannung angelegt wird. Auf derargpléttchen befinden sich an den
gegeniberliegenden Flachen Elektroden. Wenn eiaktrBtle eine sensitive Schicht tragt,
entsteht ein Sensor, der auf die Einlagerung edmadyten in die sensitive Schicht reagiert.
Die damit verbundene Anderung der Masse der seesitSchicht manifestiert sich als
Frequenzanderung. Die Grundlage massensensitivandiicer ist der piezoelektrische
Effekt?* bzw. der reziproke piezoelektrische Effekt, namlite Elektrostriktion.

Die Piezoelektrizitadt wurde im Jahr 1880 von Jaqueas Pierre Curie an Turmalinkristallen
und die Elektrostriktion im Jahr 1881 von Pierreri€uwnd J.L.Lippmann entdeckt. Die
Piezoelektrizitdt beschreibt die Wechselwirkung sohien elektrischen GroéRen wie
Oberflachenladung und Polarisation mit mechanischi@rofRen wie Dehnung oder
mechanische Spannung in einem FestkéfpBei mechanischer Deformation eines Kristalls
kommt es zur Ladungsausbildung an der OberflaameKiistallgitter werden die Atome
verschoben und Schwerpunkte der Ladung getrenmthDiie Ladungsverschiebung entsteht
ein  Dipolmoment. Das Kiristallgitter darf polare Admn besitzen, aber kein
Inversionszentrufi. Das Resultat der Ladungstrennung ist in dieser &laktrische
Spannung. Abhangig von der Kompressionsrichtung@rasich entweder die Flachen, an
denen Druck ausgetbt wird (longitudinaler piezoeisgher Effekt) oder die zwei senkrecht
dazu stehenden Flachen (transversaler piezoelghtriEffekt) auf. In der Abbildung 2 sind
diese Piezoeffekte dargestellt.

Bei der Elektrostriktion tritt eine mechanische @efation auf, wenn ein elektrisches Feld
entlang der polaren Achse angelegt wird. Das Htigtad abhangig von der Kristallpolung

gedehnt oder komprimiert.
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. Saucrstoffatom
. Silizlumatom

Abbildung 2: Der Piezoeffekt eines Quarzkristalls: die Sauefstofe und Siliziumatome
verschieben sich entlang einer Achse

Durch die angelegte Wechselspannung kommt es zumdmmanischen Schwingungen des

Kristalls, wie in Formel beschrieben:

E = 6% bzw. U = 8Ax

E........ elektrische Feldstarke

U......... elektrische Spannung

AX, X....Auslenkung, Lange in Deformationsrichtung
L T piezoelektrischer Koeffizient

Formel 1: Inverser Piezoelektrischer Effekt
Der Piezoeffekt tritt in nichtleitenden Materialiesuf. Der bekannteste Vertreter eines

Piezomaterials ist Quarz (SiQ weitere sind Lithiumniobiat, Bariumtitanat, Beit,

Galliumorthophosphat und Minerale der Termilingrepp
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1.1.5 Piezoelektrizitat eines Quarzkristalls

Siliziumdioxid (Quarz) ist eines der haufigsten khale der Erdkruste. Die-Modifikation
behalt ihre stabilste Form bis 573°C und wird dandie f-Modifikation umgewandelt. Die
Kristallstruktur gehort zur Kristallklasse %2 Die Struktur besteht aus einem Netzwerk aus
Tetraedern [Si@Q*, die Uiber ihren Ecken verkniipft sind. In AbbilduBgst der hexagonale
Quarzkristall mit drei Achsen im Querschnitt geteiDie elektrische Achse schliel3t unter
einem Winkel von 90° mit der optischen Achse eie 8erlauft durch die Ecke des
Quarzkristalls. Durch die Deformationen entlang élektrischen Achse entstehen elektrische
Ladungen und diese Phadnomene beschreiben einektedird’iezoeffekt. Entlang der
optischen Achse wird die Doppelbrechung beobachtiet, sie durch die Spitze des
Quarzkristalls verlauft. Die mechanische Achsetssehkrecht zur optischen und elektrischen
Achse. Wenn entlang der elektrischen Achse einenf@pwy anliegt, wird mechanische
Elongation (indirekter Piezoeffekt oder Elektrdsion) beobachtet.

aptisehe Achse

Z

AT BT

4 ¥ merhanische Achse
:',/ z

x ST
¥
rlekarische «N____._._--—-""""'

Abbildung 3: Quarzkristall mit kristallographischen Achsenekektrische Achse), y (mechanische

Achse) und z (optische Achse) und Schnittwinkel Quarzbauteilen innerhalb des Quarzkristalls
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1.1.6 Quartz Crystal Microbalance (QCM)

Beim Schwingquarz wird Resonanz erzeugt, da die hdddspannung als ein Erreger der
Deformation agiert und das System mit einer Freguamregt, die dessen Eigenfrequenz
entspricht. Die Resonanzfrequenz hangt vom AbstirdElektroden ab, welche mit der

Formel 2 dargestellt wird und lautet:

c N
Jo=24~a
foeeen Eigenfrequenz des Schwingquarzes
e Quarzplattchendicke (Elektrodenabstand)
Cuverennn, Schallgeschwindigkeit im Quarz(g~3340 ms)

N....... Frequenzkonstante (Ak,=1670 Hz m)

Der doppelte Elektrodenabstand muss ein ungeradgeahVNielfaches der Wellenlange

ausmachen und wird mit der Formel 3 beschrieben:

2d =(2n+ 1)1 n=0,1,2...

Formel 3:; Elektrodenabstand

Die Resonanzfrequenz ist auch von anderen Eigeftenhavie der Temperatur, dem
kristallographischen Schnitt, der Elektrodengeote®tder bewegten Masse, der Elastizitat
der Materialien, der umgebenden Viskositat und d#gektronik abh&ngig.Je nach
Schnittwinkel des Quarzkristalls zu den kristallggnischen Achsen x, y und z, wird neben
der Resonanzfrequenz auch das TemperaturverhaitenQdarzes beeinflusst. Bei jedem
Schnitt  tritt eine bestimmte Schwingungsform auf, ie w beispielsweise die
Dickenscherschwingung beim AT-Schnitt (Abbildung &)jer die Flachenscherschwingung
beim CT-Schnitt. Kommerziell erhéltliche Quarzedsin der Mehrzahl AT-Schnitt-Quarze,
da sie die beste Frequenzstabilitdt, minimale Teatpebhangig (linearer
Temperaturkoeffizient ist null) der Resonanzfreqeen und sehr gute elektrische
Anregbarkeit aufweisen. Die Temperaturabhangigistitiurch den Schnittwinkel im Quarz
definiert und kann entsprechend kleingehalten werde
15



Ist der Schwingquarz nicht beladen, lassen sichkle@ner Dampfung sein Verhalten und
seine elektrischen Eigenschaften anhand des MoudetisButterworth und varDyke®®?’

beschreiben. In Abbildung 4 ist dieses Modell atsalEzschaltbild schematisch dargestellt.

L R

Abbildung 4: Butterworth und van Dyke-Modell als Ersatzschattlgines Schwingquarzes

Die dynamische Kapazitat C bezeichnet eine eldstid€igenschaft des Quarzes und die
Induktivitat L seine schwingende Masse. Die sth#scKapazitat ¢ entsteht durch
Goldelektroden und elektrische Anschlisse, der Y8tdad R beschreibt die Dampfung.
Wegen der statischen Kapazitgs @hd ohne Beriicksichtigung des Widerstandes Rizbesi
ein Schwingquarz zwei Eigenfrequenzen, namlich s#igelle und die parallele Resonanz.

Diese Resonanzfrequenzen werden mit der Formesehbeben:

. 1
Serielle Resonanzf ;=
s 2nVLC
Parallele Resonafiz= ! 1+-—
$~ 2nvic Co

Formel 4: Resonanzfrequenzen eines Schwingquarzes

Mittels eines Netzwerkanalysators ist es mogliclagehspekiren und Dampfungsspektren
von Schwingquarzen im Bereich von 10 MHz aufzunahni@iese Spektren werden in der
Abbildung 5 vorgestellt.
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Neben der seriellen Resonanz, bei der die Dampfeggn die Null geht und der parallelen
Resonanz, bei der die Dampfung ins Unendliche gedtden auch bei h6heren Frequenzen
die Nebenresonanzen wie antisymmetrische- und 3e¥istingungen vorgestefit

-10 _ 20
20

=30

-40-

-50

Démpfung [dB]

-60

-70 N * =

| syiminetrisch twist antisymmetrisch | -50

50a 996 995 1000 1002 10,04 1006 10,08 10.10 1012 1014 10.16

Frequenz [MHZz]
Abbildung 5: Dampfungs- und Phasenspektrum eines 10 MHz Sclowarge$’
Die Nebenresonanzen kdnnen unterdriickt werdenmnaen Durchmesser und Geometrie
der Elektroden optimiert. Die Dampfungsskala istiei der Elektronik und Akustik tbliches
Mald zur Erfassung eines Signals mit der Einheititi@ZdB] und wird in der Formel 5

vorgestellt:

dB==20 *log [Uin/ U oui
Eingangsspannung

Ausgangsspannung

Formel 5: Eingangs- und Ausgangsspannung eines Dampfungssmekt
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1.1.7 Sauerbrey-Gleichung

Im Jahr 1959 erkannte G. Sauerbrey, dass eine Aunaer Masse auch eine Zunahme der
Schichtdicke bedeutet, die gleichzeitig auch zerefkbnahme der Frequenz fuhrt und fasste

diese Erkenntnisse in der Sauerbrey-GleicAUfgprmel 6) zusammen:

Af  Ad Am
fo d pAd

Durch Umformung mit der Formel 2 gilt

Af = -2f s o

Formel 6 :Die Sauerbrey- Gleichung

Wobei fur die Parameter aus der Formagilt:

Af...... Frequenzanderung [Hz]

fo oen o Eigenfrequenz [Hz]

Am...... Massenanderung [kg]

d...... Dicke des QuarzesAd + d, ), [m]
Ad ... ... Dicke der angelagerten Schicht [m]
P Dichte der Schicht [kg/fh

A.... Flache der Elektroden|[fh

Die Frequenzanderung ist direkt proportional zurstémbeladung und steigt quadratisch mit
der Grundresonanzfrequenz an. Da das Rauschemmear it der Grundfrequenz ansteigt,
hangt die Nachweisgrenze linear von der Grundfreguab. Die Nachweisgrenze eines 10
MHz Schwingquarzes liegt im Bereich von etwa®1@/cnf. Die Amplitude der
Scherschwingung und ihre Massenempfindlichkeit siletit gleichmallig Gber den gesamten
Bereich der Elektroden verteilt, sondern gaul3férmrmgt dem Maximum in der
Elektrodenmitt&". Die Amplitude hangt von der Position ab.

Fur die beschichtete Elektrodenoberflache ist @ieefbrey-Gleichung nur dann gultig, wenn
glatte, starre und an der Oberflache fest hafterfsigmchten vorhanden sind. Sowohl die
Erh6éhung der Dampfung als auch die VerringerungREsonanzfrequenz werden durch das

Abklingen der Scherwelle in der flissigen Phasenlesst.
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Dieses Verhalten von QCM in der Flussigphase ist ger Dichte und der Viskositat der
Lésung abhangig und wurde im Jahr 1985 von GoradwhKanazaw# beschrieben
(Formel 7):

Ipl
Af = — 32 | M
f fO nqpqr

Meer oen oo Viskositat der Lésung [g cfh

pl.. ... ... Dichte der Losung [ghs?]

pg... ... .Dichte von Quarz [2,2658 g ¢In

ug... ... Schermodul von Quarz [2,947 g ¢rs?]

Formel 7: Gordon- Kanazawa Gleichung

Bei den Messungen in der flissigen Phase muss neanTemperaturabhdngigkeit der
Viskositat der Fliissigketl, in der sich der Analyt befindet und auch ionisétféekte, die
durch Zugabe von Puffersalzen entstehen, beridigéch Mit einem Temperaturanstieg
wird die Viskositat sinken und damit die Frequengtaigen.

Der Sauerbrey-Gleichung wurde deswegen ein Korrekiu, auf den auch die Dichte und

Viskositat der Flussigkeit Einfluss haben, eingefmrmel 8).

Af = -2,226 107 (fOZAm+f03/2\/Anlpl)

Af......... Frequenzanderung
foueeennn Resonanzfrequenz
Am......... Massenanderung
Meeerennen Viskositat der Flussigkeit
Plececennen Dichte der Flussigkeit

Formel 8 :Sauerbrey- Gleichung fur flissige Phase

Wegen ihrer Massenempfindlichkeit und ihrer Nackgenze unter 1 ng, werden die
Schwingquarze in der Sensorik eingesetzt.
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Die technischen Daten, der in dieser Arbeit eing#se Schwingquarze, sind in

Tabelle 3 zusammengefasst.

Physikalische Eigenschaften

Eigenfrequenz 10 Hz
Dicke des Resonators 0,168 mm
Durchmesser 15,5 mm
Elektrodenoberflache 0,24 cni
Massensensitivitat 951 Hz g
Frequenzauflésung -/+ 0,1 Hz
Nachweisgrenze 0,6 ng
Schichtdickeneffekt 40 nm kHZ'

Tabelle 3:Die technischen Daten der eingesetzten Schwingguarz
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1.2.Molekulares Pragen

Molekulares Pragen ist ein Verfahren fir die Hékstg chemisch sensitiver Schichten auf
Polymerbasis, die sich fur die Messungen in fliessighd auch gasformiger Phase eignet. Die
ersten Schritte auf diesem Gebiet wurde im Jah0 @8 Polyakov erzielt, der die selektive
Bindung von Analyten in einer Silikatmatrix untechte’®. Der Durchbruch gelang den
Forschern K. Mosbaéh®® und G. Wulff” die sich Konzepten der Host-Guest-Chemie
bedienten. Sie verwendeten hochvernetzte organRalyenere fur die Herstellung selektiver
Hohlraume fiir einen bestimmten Analyten, die auicidie Sensorik nutzbar sind.

Dafur wird der spatere Analyt als Templat zur Momomischung dazugegeben und
auspolymerisiert. Die Polymermatrix wachst um degriplatmolekile herum. Nach Entfernen
des Analyten aus der Schicht, bleiben reversibsetatbare Kavitdten bzw. Hohlraume im

Polymer zuriick

1.2.1 Die Rezeptor-Schicht-Wechselwirkung

Die Wechselwirkungen zwischen dem Analyt und dezdptorschicht reichen von Ad- und
Absorption Uber Chemosorption bis zur Physiosorptidei der Ad- und Absorption treten
schwache Wechselwirkungen wie z.B. Van der WaaldtKy deren Bindungsstarke etwa 2
kJ/mol pro Methylgruppe betragt, auf. Diese schwacMWechselwirkungen ermdéglichen
Reversibilitat® bei der Einlagerung des Analyten in die Rezeptocst und sind genauso wie
Wasserstoffbriickenbindungen erwiinscht. Bei der @wption sind die Wechselwirkungen
stark und kovalenter Natur. Dies fuhrt zu hoherei@litat, aber oft auch zu Irreversibilitat.
Fur die Entwicklung von Sensoren werden daher schevdVechselwirkungen bevorzugt.
Die Diversitat der Wechselwirkungen nach ihrer ARgichweite und Bindungsenergie ist in

Tabelle 4 zusammengefasst.
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Wechselwirkung Bindungsenergie [kJ/mol] Abstandsaigigkeit
Kovalente Bindung ~300 komplex
lonenlonen 20- 50 1/r
lon-Dipol <20 1/f
Dipol-Dipol <20 /¢
Wasserstoffbriicke <30 i
lon—induzierter Dipol <20 1
Dipol-induzierter Dipol <20 19r

Tabelle 4: Bindungsenergien und Abstandsabhangigk&lteerschiedener
Wechselwirkungen

1.2.2 Strategien des molekularen Pragens

Es bestehen grundséatzlich zwei Mdoglichkeiten, dielekulare Pragung durchzufiihren,
namlich Bulk Imprinting (Volumenpragung) und Susabmprinting (Oberflachenpragung).
Diese Strategien sind ibbildung 6 vorgestellt.

Small molecules: Monomers Large (bio)species:

Bulk Imprinting \. .}‘ . Surface Imprinting
I * Cross linker Template

=

Stamp

)

Vi

»

Abbildung 6: Die Strategien des molekularen Pragens in Abhaegigler Grol3e des Analyten
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Fur kleine Molekile wird die Methode des Bulk Imminng angewendet, bei der der Analyt
direkt in die Monomerl6sung zugefugt wird. Nach déomsharten der Polymerschicht, wird
dieser Analyt quantitativ entfernt, wobei sich H@lime bzw. Kavitaten bilden, in die sich
wieder der bestimmte Analyt einlagern kann.

Bei den groRRen Analyten wie Viren und Bakteriendadie Methode des Surface Imprintifig
verwendet. Das Prapolymer kann prinzipiell auf z&sen, namlich mittels Spin- oder Drop-
Coating-Verfahren auf die beiden Goldelektrodergalfacht werden

Beim Spin-Coating-Verfahren wird das Prapolymer dié Substratoberflache mit einer
Gilsonpipette aufgetragen und mit einem Spinner amégr bestimmten Umdrehungszahl
aufgespinnt. Das L6sungsmittel verdampft rasch,Udur bleibt eine glatte, dinne
Polymeroberflache. In das noch nicht ausgehartetyger, welches richtig verdiinnt werden
muss um eine bestimmte Schichtdicke zu erhalterg ®in Analytstempét gepresst. Eine
andere Maoglichkeit bietet das Uberschichten des gabliergemisches mit einer
Analytsuspension, die wiederrum auch aufgespinmtd.wNach 24 Stunden ist vollstandige
Auspolymerisation gewahrleistet, so dass der Sterap#ernt und der Analyt durch das
Verwenden von verschiedenen Detergenzienldsungegeawaschen werden kann. Beim
Drop-Coating-Verfahren wird das Prapolymerisat kiir@uf die Elektroden aufgetropft. Auf
die gleiche Weise wird eine bestimmte Menge (ulreiBdn) von dem Analyten auf die
Polymeroberflache der einen Elektrode aufgetrageineinem Stempel aus Silikon Uberdeckt
und stehen gelassen Nach einer bestimmten Zeit KannStempel und der Analyt mit
Detergentien entfernt werden, wobei wieder die Halthe bzw. die Kavitaten als Abdriicke

der Analyten auf der Polymeroberflache bleiben.
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1.3.Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscppy

Die Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy+M) wurde im Jahre 1986 von G.
Binning, C. Gerber und C. Quite entwickelt. Sie #@ereingesetzt um mechanische
Abtastungen von Oberflachen aller Art und Analysémwer atomaren Kréafte im
Nanometerbereich durchzufihren. Diese Methode iste eWeiterentwicklung des
Rastertunnelmikroskops (Scanning Tunneling MicrpegdSTM), das 1981 von H. Rohrer
und G. Binning vorgestellt wurde. Alle diese Rastedenmikroskope (Scanning Probe
Microscopes, SPM) beruhen auf dem Prinzip der pueiken Abtastung der Oberflache mit
einer Spitze, die sich auf einem freitragenden égest (Cantilever) befindet und daraus
folgenden Berechnungen der Oberflachenstrukturmitteln.

Bei der Rasterkraftmikroskopie kdnnen Probenoben#a alle Art vermessen werden.
Besonders vorteilhaft ist STM bei biologiscienind physikalischen Untersuchungen. Sie
wird in drei verschiedenen Modi betrieben und zwen Kontaktmodus, dem
Nichtkontaktmodus und dem intermittierenden Modugbei ein gemeinsames Prinzip
grundliegend ist. Sie beruhen alle auf einem fig#enden Ausleger aus Silizium odesNgi
der zwischen 100 pm und 500 pm lang und zwischepf, und 5 um dick ist und der an der
Unterseite eine Spitze (Apertur 10-15 nm) enthédiche die Probenoberflache kontaktiert.
Ein Photodiodenlaser wird auf die Rlckseite degréigenden Auslegers fokussiert. Die
Auslenkung des freitragenden Auslegers und die meg des Lichtes werden mit einer
Viersegmentphotodiode erfasst. Die Auslenkung dedrdgenden Auslegers, die durch die
Rauhigkeit der Probenoberflache verursacht wirdidwnit einer Ruckkopplungsschleife
(Feedback Loop) konstant gehalten, wobei ein X¥yezoscanner die Morphologie der
Probenoberflache abbildet. Die einzelnen Kompomertees Rasterkraftmikroskops werden
in der Abbildung 7 gezeigt. Der Abstand zwischenSigitze und Probenoberflache sowie die
Art der Bewegung des freitragenden Auslegers orddiet Methode in die schon
obenerwahnten Modi ein.

Beim Kontaktmodus (Contact Mode AFf#)wird der freitragende Ausleger an die
Probenoberflache so angenahert dass repulsiveeKeafischen den Elektrodenhillen der
Atome an der Probenoberflache und der Spitze émtsteDie Kraft, die zwischen der
Probenoberflache und der Spitze wirkt, wird konsggehalten indem die z- Auslenkung des
Scanners standig der Oberflache angepasst wird. Sbasersignal des Piezo spiegelt das
Aussehen der Probenoberflache wieder. Dieser Mistlunscht fur weiche Probenoberflachen

geeignet, da laterale Scherkrafte die Oberflachehar@sch deformieren kénnen.
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I Loop Elektronik
Detektor -
Elektronik

ceteilter
Photodioden-
Detektor

[a]
' B ¥
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Cantilever &
Spitze

Probe

Scanner

Abbildung 7: Komponenten eines RasterkraftmikrosKdps

Die Nichtkontaktmethode (Noncontact Mode AFM) bearuauf einem dynamischen
Anregungsmodus. Der freitragende Ausleger wird z@ohwingen oberhalb seiner
Resonanzfrequenz angeregt. Die Spitze rastert albeder Probenoberflache und berihrt sie
nicht. Die Anregungsfrequenz wird von der Rickkopgisschleife im Datenpunkt (X,y)
konstant gehalten bis die Sollwert-Frequenz oderplode erreicht wird. In jedem
Datenpunkt (x,y) wird der Abstand zwischen der 8piind der Probenoberflache gespeichert
und topographisch wiedergegeben. Dieser Modustisthfydrophobe und weiche Proben
geeignet.

Beim intermittierenden Modus (Tapping Mode AFM) (¢ Spitze Oszillationen Uber die
Probenoberflache mit einer bestimmten Amplitude§80nm) aus. Die Spitze tippt wahrend
der maximaler Auslenkung und ausgewahlter Amplitieiteht auf die Probenoberflache. Der
Vorteil bei dieser Methode sind niedrige lateraleafie, die entstehen und mechanische
Deformation nicht verursachen, wodurch es dann ldgst, die weichen Probenoberflachen

ZU scannen.
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1.4 Escherichia coli

Escherichia coff® ist ein Bakterium, das einzellig und ohne echtelikérn ist. Es gehért zu
den Prokaryoten, bei denen die DNA im Cytosol fseweglich vorliegt. Die Zellteilung
erfolgt asexuell durch Teilung oder Bildung von Bgpo Ihr Stoffwechsel ist aerober oder
anaerober Natur.E. coli ist gramnegatives, stdbchenférmiges Bakterium, das
Bakterienfamilie Enterobacteriaceae gehort undtnoehi begeilRelt ist. Es baut Zucker wie
Maltose, Laktose, Saccharose und Mannitol ab utittbSauren und auch Gase. Da es ein
fakultativ anaerober Organismus ist, kann es sowaltdr aeroben als auch unter anaeroben
Bedingungen Uberleben und sich vermehren. Die &dleiftg dauert etwa 20-30 Minuten und
findet bei einer Temperatur von 37°C statt. In Bakteriologie werden nicht pathogene

E. coliStamme als Modellorganismen fir gramnegative Badde eingesetzt. Die
Forschungsergebnisse lassen sich auch auf path&@énene, aber auch andere Bakterien,
Ubertragen und tragen sehr viele Erkenntnisse zadidh bei. Zu den gramnegativen
Bakterien gehoren unter anderem auch Neisserielan@dien, Spirochaten, Salmonellen
und Cyanobakterien. Abbildung 8 zeigt eine rastdtirikroskopische Aufnahme vda coli

auf einem Glasstempel.

WE A 1 2 3 4 5 pm
8 pm 5 pm
4 F!
a a
2 z
1 1
1 2 3 d | 5pm

Abbildung 8: AFM- Aufnahme dekE. coli, die sich auf einem Glasstempel befinden
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Bakterien konnen durch unterschiedliche Gram-FagBunmittels mikroskopischer
Untersuchungen in grampositive und gramnegativezi8pedifferenziert werden. Diese
Methode wurde vom dénischen Bakteriologen H. C.nG(a884) entwickelt. Die Bakterien
werden mit einem basischen Farbstoff Gentianavifkaistallviolett) angefarbt und mit lod-
Kaliumiodid-Komplex nachbehandelt. Mit dem Farb&toildet lod ein Komplex, welcher
nicht im Wasser l6slich ist, dagegen in Ethanolidts Durch die Behandlung mit Ethanol
werden die gramnegativen Bakterien, die eine didekwand aufweisen, entfarbt. Zur
Darstellung der entfarbten negativen Bakterien eersie mit Safraninlosung gegengefarbt,
wobei sie dann rot erscheinen. Die grampositivekt&an, die dickere Zellwand besitzen,
bleiben blau-violett.

Die Zellwand (Abbildung 9) der gramnegativen Baiderist folgend aufgebaut:
Zytoplasmamembran, ca. 15%

- Lipopolysaccharid (LPS), ca. 15%, Kernzone, Ozdfsehe Seitenkette und Lipid A

- aulRere Membran (8nm): Phospholipide ca. 10% wmih P

- Peptidoglykan (Mureinschicht), ca. 20%

- periplasmatischer Raum

- Lipoproteine, ca. 25%

-innere Membran (8 nm); Phospholipid

D-spezifische
Lipopolysaccharid Aeitentette

Eemzone

Forin

Lipid &

dulfiere Mlembrat (8 fm) 4

Phospholipid

Lipoprotein

Mlureinschicht (2 — 3 fum)

petiplasmatischer Raum . it (_;l) A ] Protein
TT1T Phospholipid
innere Membran (2 nm) Phospholipid
Phospholipid

Abbildung 9: Schematische Darstellutigler Zellwand bei gramnegativen Bakterien
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Die Zellwand der gramnegativen Bakterien bestehes ainer etwa 2 nm dinnen
Mureinschicht (Peptidoglykan, 20 %), die in einipxsmatisches Gel eingebettet ist. Murein
ist aus vielen Glykanketten, die mit Hilfe von Qlmgeptiden kovalent quervernetzt sind,
aufgebaut. Bei gramnegativen Bakterien wird daspRema durch eine aufere Membran
begrenzt. Diese aul3ere Membran enthalt in ihreeregm Schicht ca. 10 % Phospholipide und
in der aulReren Schicht ca. 15 % Lipopolysacchafike Lipopolysaccharide setzen sich aus
einem apolaren Fettanteil und einem polarem Zuckeilazusammen. Der apolare Fettanteil
ist in der Lipidschicht der Doppelmembran vertretea dass die Hydroxygruppen in die
Umgebung herausragen. Dadurch ist die Oberflacker.fdiese Eigenschaft der Oberflache
macht das Einsetzen der coli als Templat sehr interessant. Die Zuckeranteitgy@d an den
Lipid A und werden noch in eine Kernzone und in g@zfische Seitenkette, die
stammspezifisch ist, unterteilt.

Der Lebensraum vok. coli ist der Darm von Menschen und Tieren, daher gedtenals
Indikatorkeime fur fakale Verunreinigungen von Lebmitteln, Trinkwasser und
Badewasser. Pathogerte coli kbnnen eine Reihe von Krankheiten wie Gastrodrderi
Infektionen der Harnwege, des Blut und des zentrillervensystems verursachen, von denen
Millionen von Menschen jahrlich betroffen sind. Esxd mehrereE. coliPathovare gut
charakterisiert, von denen jeder viele Krankhelisfeen nutzt, um seine Virulenz zu

potenziereff.

Tabelle 5° stellt mehrere Subtypen véh coliund ihre pathogenen Effekte vor:

Subtyp der E.coli Pathogene Effekte
enteroinvasiv (EIEC) Fiber, Entziindungen
enteropathogen (EPEC): Sauglingsdiarrhoe, Storubgieler Nahrungsaufnahme
enterotoxisch (ETEC) Reisediarrhoe, Durchfallerktargen
enteroaggregativ (EAEC): Chronische Durchfallerkrargen
enterohamorrhagisch (EHEC): hamorrhagische Kolitgpmbozytopenie und Anédmie
diffus adharente (DEAC) Harnwegsinfektionen

Tabelle 5Subtypen deE. coli
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Die Ursachen der pathogenen Effekte sind durchPdithogenese des einzelnen Subtypen
bedingt und werden im Folgenden néher erlautert.

Enterionvasive E. colhaben sowohl biochemische als auch pathogene &tkditen mit
Schigella-Bakterien. Wahrend des Infektionsprozesgied die Bildung von Enterotoxin
nachgewiesefl und es findet eine Darmepithelieninvasion statt.

Entheropathogene E. colibilden L&sionen in der Darmschleimhaut, aber kein
Shigatoxint* und kénnen sich an die Epithelzellen des Diinndarmmnéeften.
Enterotoxische E. cokxprimierenhitzelabile und hitzestabile Toxine, wobei hitzelab
dem Pertussistoxin und hitzestabiles dem Cholenato&hnelt, und sind von
Kolonisationsfaktoren abhangfgy

Entheroaggregative E. cokind mit ihrer Pathogenese an die Plasmide gebumnaen
exprimieren Zyto- und Enterotoxine.

Enterohdmorrhagisch&. coli gehdéren zu Humanpathovaren, bilden Shigatoxinehauc
als Verotoxin bezeichnet) aus, die interzellularken und Absterben der Epithelzellen
bewirken.Die Infektioonen fihren zu schweren Kragikksymptomen ( Tabelle 5).

Diffus adharente E. colieichnen sich durch ihre Adharenz an den Epithidaedus. Ihre

Isolate sind bei enteralen Krankheiten zu finrden

1.5 Schnellanalytik de. coli

Die Untersuchungsmethoden fH: coli sind gut etabliert und dokumentiert, aber werden
weiter entwickelt um Ubertragbare Erkenntnisse zhaleen und auszubreiten. Neuere
Forschungsergebnisse erlauben das Einsetzen vorlytissteen Methoden, wie
Flussigkeitschromatographie/Elektrospray-Masserispeletrie (LC/ESI-MS) und Matrix-
unterstitzte Laser-Desorption/lonisation mit Maspektrometrie mit Flugzeitanalysator
(MALDI-TOF-MS), wodurch dann die Moglichkeit zur @rakterisierung der hitzelabilen
Enterotoxin von enterotoxigené&h coli, deren Molekulargewicht und Struktfibesteht.

Mit den quantitativen Echtzeit- PCR (Polymeraseti&mteaktion)-Assays wird die selektive
Detektion von lebensfahigda. coli 0157 durchgefuhrt, indem die Mengen an genomischer
DNA von E. coli 0157 detektieren werden. Darlber hinaus wird eieaae Propidium-
Monoazid (PMA)-Echtzeit PCR, welche die klare Diffezierung lebensfahiger von

abgestorbenen Zellen erméglicht, entwicKelt
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Fir den schnellen Nachweis voB. coli 0157 wurde ein Biosensor, basierend auf
Oberflachenplasmonenresonanz (SPR) entwickelt. iDalmden BIACORE 3000 SPR
Instrument und ein mit Dextran modifizierter Sembip (CM5) verwendet. Nach der
Aktivierung mit EDC/NHS, der AntkE. coli O157:H7-Antikérper wird auf die
Goldoberflache des SPR-Sensor immobilisiert, datgehd ist die Injektion mit Ethanolamin
und der Chip ist fUiE. coli O157: H7 bereit. Die Regenerierung erfolgt mit MgQum
mehrere Proben zu ermitteln. Die Detektionszeitedab bis 7 min bis das Ergebnis der
Regeneration vorliegt, sodass es dem Sensor erféulobehr als 50 Proben wiederverwendet
zu werden. Diese Methode ist bequem und stabil,aengt Potenziale fir Anwendungen im
Lebensmittelbereict.

Es wurden auch verschiedene klinische Testsystemwickelt, die fir den qualitativen
Nachweis vork. coliaus verschiedenen Lebensmittel- und Umweltproloegesehen sind.
Ein Vertreter dieser Systeme ist Singlepathi® coliO157 von der Fa. Merck. Dabei handelt
es sich um einen immunologischen Schnelltest, deur zGruppe der
immunchromatographischen Lateral-flow-Tests zabler Nachweis desE. colrO157-
Antigens erfolgt Uber gold-markierte Antikorper. IRall vom vorhandenei. col-O157-
Antigen in der Probe bilden sich Antigen-Antikorgéomplexe, die im Testsimplet auf der
Nitrozellulose zur Testzone flieRen. In der Tes&zdrefindet dich noch ein zusatzlicher
Antikdrper, der gegen den goldmarkiertén colrO157-Antigen-Antikbrper gerichtet ist.
Bindet dieser Anti-Antikdrper an dem goldmarkiert&ntigen-Antikorper-Komlex, so wird
die Testzone rot gefarbt und bestatigt das Vorhasela von E. coli-O157-Antigen in der
Probe. Die Farbung, die den kolloidalen Goldpahikeurickzufiihren ist, basiert auf der
LSPR (localized surface plasmon resonance).
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2. Experimenteller Aufbau

2.1. Elektrodendesign der QCM

Fur die Messungen in der flissigen Phase werdeRahmen dieser Arbeit sowohl Zwei- als
auch Dreielektrodendesigns verwendet Die verwend@tearzplatichen besitzen eine
Eigenfrequenz von 10 MHz, eine Dicke von 0,15 mmd emen Durchmesser von 15,5 mm.
Die Quarzplattchen sind ohne Elektroden kommere#igltlich. Mindestens werden jeweils
Zweielektrodenanordnungen eingesetzt z. B. um Temypdluktuationen kompensiert zu
konnen. Die Elektroden werden mittels Siebdruclaledn auf ein Quarzplattchen
aufgetragen. Bei dem Zweielektrodendesign dierg &lektrode als Messelektrode und die
andere Elektrode als Referenzelektrode und ihr idnesser betragt 5 mm. Auf der Rickseite
des Quarzplattchens befindet sich noch ein Elekspdar, deren Durchmesser 3 mmBst.
Dreielektrodendesign ist der Durchmesser auf 4,5reutnziert, wobei die Distanz zwischen
den drei Elektroden jeweils 2 mm t.Eine Elektrode wird als Referenzelektrode und die
anderen zwei als Messelektoden eingesetzt. Derimesser der Elektroden, die sich auf der
Ruckseite befinden, betragt 3 mAbbildung 10zeigt die Elektrodendesigns der Zwei- bzw.

Dreielektrodensysteme.

- -‘ @
a b®

Abbildung 10: Elektrodendesign bei a) Zwei- und b) Dreielektro@¥dM flr Messungen in

flissiger Phase

Nach Differenzbildung zwischen dem selektiven Kamad dem unselektiven Referenzkanal,
werden Signale, die durch physikalische Phanomesrersacht werden ermittelt. Diese
Frequenzanderungen kénnen beispielsweise durch  dratapschwankungen,

Feldlinieneffekte oder die unselektiven Adsorptiorentstehen. Bei Messungen in flussiger
Phase entstehen durch die Temperaturfluktuatiodendie Viskositat der Losung andert,

unspezifische Effekte.
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Bei den Chemosensoren, die fir die Detektion inFdéssigphase eingesetzt werden sollen,
sind die Elektroden auf der Analytseite grol3erdas Elektroden auf der Rickseite. In der
wassrigen Phase ist nur eine Seite, namlich didyfsgate des Quarzes mit der Probelésung
im Kontakt. Die unterschiedlich grofen Elektrodenerden verwendet, um die
Frequenzanderung, die durch geanderte lonenstakeé daung und der unterschiedlichen
Feldlinienauslenkungen entsteht, klein zu halte@MQsind prinzipiell analog zu einem
Kondensator aufgebaut. Zwischen den breiten siddlifien aus. Am Rand werden diese
Feldlinien in die Flussigkeiten abgelenkt, was dinequenzanderung verursacht.

Bei Mehrelektrodensystemen muss die Resonanz zensden einzelnen Elektroden in
Betracht gezogen werden, da Ubereinsprechen dewiSgingsfrequenzen auftreten kann,

wenn die Oszillatorfrequenzen zu nahe beieinaneget.

2.1.1 Bauteilherstellung

Die Goldelektroden werden mittels Siebdruck Ube&eebchablone auf das Quarzplattchen
aufgebracht. Das Siebdruckverfahren wird in der iloing 11 dargestellt. Um die
Goldelektroden auf das Quarzplattchen aufzutragerd es auf eine Ansaugvorrichtung
platziert, mit Vakuum auf einem Teflonblock fixiauhd die Schablone mit dem gewahlten
Elektrodendesign dartber positioniert. Fur die kieeng der Schablone wird die geeignete
Elektrodengeometrie wird auf eine durchsichtigeid=gledruckt und diese auf einem UV-
Leuchttisch fir die Belichtung aufgeklebt.

Sieb

— Quarzplittchen

Teflonblock

Vakuum

Abbildung 11: Das Siebdruckverfahren fur die Aufbringung detdgtektroden auf das

Quarzplattchen
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Das Sieb mit einer Maschenweite von 30 um, wirdeanén Metallrahmen aufgespannt, mit
einem positivem UV-Photolack (Azocol Poly-Plus $sbhichtet und im Dunkeln fur zwei
Stunden getrocknet. Danach wird die ElektrodenstrukKir 20 Sek. belichtet und der nicht
ausgehartete Lack mit warmem Wasser aus dem autgfehd Photolack ausgewaschen. Die
fertige Schablone kann fur den Siebdruck verwemagtien. Abbildung 12 zeigt die fertigen

Siebschablonen fir Zwei- und Dreielektrodenschwuzgge.

Abbildung 12: Siebschablone zur Beschichtung der Zwei- Dneielektrodenschwingquarze

Die mit Goldglanzpaste GGP 2093, 12% der Firma elesagedruckten Goldelektroden
werden im Ofen 4 Stunden bei 400°C aufgedrucktrigiewerden die Leinélfirnisse, die in
der kolloidalen Goldglanzpaste enthaltenen sindiolmfert. Beim Bedarf konnen die
Elektrodenstrukturen durch Waschen mit Konigwasestfernt und das Quarzsubstrat

wiederverwendet werden

2.1.2 Bauteilcharakterisierung

Die fertigen QCM werden vor Verwendung mittels Netrkanalysators HP Agilent
Technologies E5062A, der den Frequenzbereich vénkBx bis 3 MHz erfassen kann, auf
ihre Dampfung und Resonanzfrequenz kontrollierts plassiver Modus ermittelt er die
Resonanzfrequenzanderungen bei  Massenbeladung dklktroBen durch die

Dampfungsmessung des Signals. Der Netzwerkanatyagtert wie ein Wobbler Uber einen

Frequenzbereich von 0,5 MHz und ermittelt so dassBh- und Dampfungsspektrum.
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2.2 Die Messzellen

Das Gehéause der Messzelle fur die Messungen irlitkgigen Phase ist aus PMMA, die
eigentliche Zelle aus Polydimethylsiloxan (PDMSylgard 184 Silicon ElastomerDie
Silikonmesszelle wird mit dem Gussverfahren hegjisivobei das Messvolumen, je nach
Form, in einem Bereich zwischen 150 pl und 40uliean kann. Dem 9 g Silikonbasis
Silicone Elastomere wird 1#atalysator Silicone Elastomere Curing Agent zugege in
eine Gussform gegossen und im Exsikkator eine Stundg éartgast .Die Gussformen aus

Messing sind aus der Abbildung 13 ersichtlich.

Abbildung 13: Die Gussformen aus Messing fur Vorlagen der Silikesszellen

Danach wird 24 Stunden ausgehartet. Die Zu- unceiAlsigsanschliisse kdnnen angebracht
werden, indem zwei kleine Locher zur Druckkompensagestanzt werden. Das Silikon
weist eine geringe Warmeleitfahigkeit auf, wesweden Zelle nicht extern thermostatisiert
werden muss und vermindert auch einen Gbermafiganz@erschleild durch das Brechen des
Substrats. Je nach Elektrodengeometrie sind uhietiiche Kontaktierungen notwendig,

wie in Abbildung 14 zu sehen ist.
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Abbildung 14: Die Messzelle mit gegossenem Silikonstempel und Polietdeckel geeignet fur

a) Zwei- und b) Dreielektrodenschwingquarze

Der Schwingquarz wird zwischen den beiden Teilen $iékonzelle eingelegt und dann
durch Verschrauben des PMMA-Deckels zusammengekteDi®s stellt sowohl elektrische
Kontaktierung als auch Dichtheit sicher. Die Prahgithrung erfolgt (ber eine
Peristaltikpumpe. Frequenzzéahler, Netzteil und Qaerpmit geeignetem Programm fur die
Erfassung und Bearbeitung der Daten, sind weitegstahdteile der Messordnung. Alle
elektronischen Gerate sind mit koaxialen Verbindiadpeln im Kontakt und werden in der

Abbildung 15 gezeigt.
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Netzgerat Frequenzzahler  Magnetrihrer

Datenverarbeitung Messzelle Bioreaktor
Thermostat

Peristaltikpumpe

Abbildung 15: Die Messanordnung fir die Beobachtung der ZiichtumtgMessung der
E. coli

2.3 Die Oszillatormessung

Fur den Betrieb der Sensoren werden zweistufigestéideer mit einer Oszillatorstufe und
einer Ausgangsstufe mit Operationsverstarkern dengrequenz 600-900 MHz verwendet.
Die gesamte Platine wird in ein, vor auf3eren meskhen Einflissen beschiitzendes
Aluminiumgehause eingebettetabpildung 19. Das externe Netzgerdt versorgt die
Oszillatorschaltung mit Gleichspannung von -/+5D&s Auslesen der Frequenz erfolgt im
Gegensatz zum Netzwerkanalysator, aktiv, die Ergepienz des Quarzes wird nach

Ruckkopplung und anschlieBender Verstarkung innekrequenzzahler deponiert.
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Verstarker

Phase

Ausgang Eingang

Abbildung 16: Die Oszillatorschaltung in einer Aluminiumummantejwnd seine Bestandteile

2.4E. coli+Zucht und Fluoreszenzmikroskopie

Die gefriergetrocknetek. coli (b-Stamm von ATCC 11303 und w-Stamm von ATCC 9637)
werden in einem spezifischen Nahrmedium (Zusamntemsg laut Tabelle 6), bei einer

Temperatur von 37°C suspendiert und gezichtet.

Pepton 109
Hefeextrakt 10g

NacCl 50
D(+)-Glucose-Monohydrat 19

Tabelle 6: Zusammensetzung des Nahrmediums. Die angegebenggel®erden in einem

Liter destilliertes Wasser gelost
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Zu dem Nahrmedium (Tabelle 6) wird eine Spatelgpiton E. coli zugegeben und unter
standigem Ruhren fur mehrere Stundaumf Wasserbad bei einer Temperatur von 37°C
inkubiert. Durch die Ziichtung werden die Bakterfensichtlich inres Uberlebens nach der
Gefriertrocknung bei -20 °C selektiert. Die Bakeatbsung wird nachder Inkubation 5
Minuten lang bei 3000 rpm zentrifugiert. Die Losudge sich Uber dem Pellet befindet, wird
verworfen, das Pellet bzw. die gezuchteten Zellemden mehrmals zentrifugiert und mit
destilliertem Wasser gewaschen. Die gezichtetderZelerden im Gefrierschrank bei -20° C
gelagert und fur weitere Experimente aufbewahrt vadvendet. Das Aussehen der Zellen,
die Richtigkeit und Stabilitdt der Lagerung kanrrattudie Farbung mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen unter dem Lichtmikroskop tkahert und beobachtet werden. Die
geeigneten Fluoreszenzfarbstoffe f@. coli sind Dansylchlorid (5-(Dimethylamino)
naphtalin-1-sulfonylchlorid) und Bisbenzimid H 3®&®as Reagenz Dansylchlorid bindet an
primare aromatische und aliphatische Aminogruppait, denen es stabile blau- oder
blaugrin fluoreszierende Sulfonamide bildet. Fig tMarkierung derE .coli wurde eine
Losung von Dansylchlorid 1,5 mg/ml Ethanol hergéstmd 50ul dieser Losung wurden mit
50ul derE. colrLosung vermischt. Die gefarbten Bakterien werdehenen Objekttrager
getrocknet und unter dem Lichtmikroskop beobaalmet fotografiert (Abbildung 17).

Abbildung 17: UV-mikroskopische Aufnahme dé&. coli (100 fache Vergro3erung) a) b-Stamm
5 mg/ml und b) w-Stamm 5mg/ml gefarbt mit Dansydciu
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Im Gegensatz dazu bindet Bisbenzimid H 33258 bexgtiran DNA-Sequenzen mit erhdhtem
A-T-Gehalt und eignet sich deshalb auch zur Farbrorg Bakterienzellen. Fir das Farben
werden 20 mg deE. coli in einem Eppendorfgefal? abgewogen und in 1 mliliiesem
Wasser resuspendiert. Zwei Tropfen des Farbstoffesden dazugegeben, 5 Minuten
gemischt, danach 30 Minuten stehen gelassen. Dandew dieE. coli 5 Minuten lang bei
4000 rpm zentrifugiert, der Uberstand entfernt dad Pellet in destilliertem Wasser wieder
resuspendiert. Dieser Waschvorgang wird noch zwemederholt. Schliel3lich werden die
E. coli wieder in destilliertem Wasser aufgenommen, anériObjekttrager transferiert und
getrocknet. Mit Hilfe des Lichtmikroskops werdene dmarkiertenE. coli fotografiert
(Abbildung 18).

Abbildung 18: UV-mikroskopische Aufnahme dé&. coli (100 fache Vergro3erung) w-Stamm

1mg/ml gefarbt mit Bisbenzimid

Die Anderung der Anzahl aA. coli kann durch das systematische Zahlen bestimmt werde
was Rickschlusse auf die Anderung der Biomasse Wamumen zulasst. Die
Wachstumsgeschwindigkeit dér coli hangt von der Zusammensetzung des Nahrmediums
und den Kultivierungsbedingungen, wie pH oder Terape ab. Alle Zellzahlen und
Konzentrationen deE. coli in dieser Arbeit beziehen sich auf die quanti@tBestimmung

mit Hilfe einer Neubauer Improved Zahlkammer (Adbihg 19, a), die etwa 30x80 mm grofl3
und 5 mm dick ist. Sie ermdglicht die Bestimmung deilchenzahl pro Volumeneinheit
einer Flussigkeit. Die Bakterien, die sich in deihHlache befinden, werden unter dem
Lichtmikroskop visuell ausgezahlt. In der Mitte d&@hlkammer ist eine vertiefte

Mittelflache, wo quadratische Felder definiertetze eingeatzt sind.
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Abbildung 19: a) Neubauer Zahlkammer fur die Bestimmung delizahlen und

b) das Auszéhlen dé&. coliin der Zahlkammeunter UV- Mikroskop

Die Hb6he der Zdhlkammer wird durch ein Deckglasgelegt und entspricht 0,200 mm. Die
Netzteilung weist 3x3 groBe Quadrate von je 1%namf. Die vier Eckquadrate werden
verwendet um Bakterien und Leukozyten auszuzahles Quadrat. in der Mitte ist in 5x5
kleine Quadrate unterteilt, die eine Seitenlange } 0,2 mm und einer Flache von 0,04
besitzen. Die Gruppenquadrate sind in 16 kleined@ata von je 0,0025 nfaufgeteilt. 10 pl
der Bakteriensuspension werden seitlich bei aufijete Deckglas aufpipettiert, wobei sich
durch die Kapillarkraft der Spalt zwischen dem DOgak und Kammerboden fullt. Unter dem
Lichtmikroskop wird die Zahlflache mit angesaugtakteriensuspension visualisiert und
ausgezahlt (Abbildung 19, Hpie Konzentration deE. coli-Losung wird in Zellen pro ml aus

der folgenden Formel 9 bestimmt.

Anzahl der ausgezihlten Zellen+Verdinnung [ml] 3
*10mm’/ml = Zellen/ml

ausgezihlte Fliche [mm2]«Kammertiefe [mm]

Formel 9: Berechnung der Zellenkonzentration
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2.5 Herstellung und Optimierung der MIP

Fur die Entwicklung eines optimal funktionsfahig@memosensors auf MIP-Basis ist die
Auswahl des Polymers als sensitive Rezeptorschaiht entscheidender Schritt. Die
wichtigsten Parameter fur die Auswahl des Polymbéesnhalten die Auswahl und
Zusammensetzung der Monomere, den QuervernetzéraidePorositat, die Stabilitat und
das Quellverhalten in wassrigen Losungen. Das mkpnde Polymer muss dann an den
Analyten und seine verschiedenen EigenschaftenPwiaritat oder Funktionalitdt angepasst

werden, was haufig empirisch erfolgt.

2.5.1 Polyurethan-MIP

Otto Bayer und sein Mitarbeiter synthetisierten Jahr1937 zum ersten Mal Polyurethan.
Polyurethan ist ein Kunstharz, welcher aus der &fuitionsreaktion von Diolen bzw.
Polyolen mit Polyisocyanaten entstehen, wobei fiiyirethane die Urethan-Gruppe (-NH-
CO-0) charakteristisch ist (Abbildung 20). Fir diolyadditionsreaktion werden als
Monomere sehr oft aromatische Alkohole (Phenolejweadet da sie schneller als
aliphatische Alkohole reagieren. In der IndustseRolyurethan weit verbreitet und wird in
Weichschaumstoffprodukten (Matratze, Mobel, Verpexgen) bis zur Herstellung von

Hartschaumstoffen (z.B. fur Isolierungen) verwendet

n O—C=—N— R N—C=—=O0 + nOH—R— OH

Diisocyanat Diol
O H H O
(- |
........................... > C_N_R_N_C_
n
Polyurethan

Abbildung 20: Polyadditionsmechasmnus zur Synthese eines Polyurethans
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Fur die Oberflachenpragung und Detektion von Badserund Bioanalyten hat sich
Polyurethan wegen seiner Rigiditat, sehr guter &eBgkeit gegeniber Umwelteinflissen
und auch wegen seiner hohen Stabilitdt gegen sande alkalische Verseifungen, sehr

bewéhrt.
n
G’QN N-;G
OH
Diphenylmethan-4,/4diisocyanai{250,26 g/mol) Poly (4-vinylphenol)120,15 g/mol)
OH
0]
HO OH H #
Phloroglucin(126,11 g/mol) Tetrahydrofurar{72,11 g/mol)

Abbildung 21: Zusammensetzung des verwendeten Polyurethans

In dieser Arbeit werden 225,28 pumol Diphenylmetdadi-diisocyanat (4,4 -MDI) und 419,5
pmol Poly (4-vinylphenol) (PVP) als Monomere vengety wobei 34,1 pmol Phloroglucin
als Quervernetzer zwischen Polymerketten agierh ¥@ssen zugegebener Menge hangt die
Harte und Starrheit des Polymers ab. Als Losungemivird 200 pl Tetrahydrofuran
verwendet. Die Zusammensetzung des Polyurethaagsstier Abbildung 21 ersichtlich.

In einem Eppendorfgefa? werden Poly(4-vinylphengid Phloroglucinol abgewogen, in
200pul  Tetrahydrofuran gelést und mit dem Vortex bgenisiert. Dann wird
Diphenylmethan-4,/4diisocyanat zugegeben und nochmal homogenisiert.

Die Vorpolymerisation findet in einem Wasserbadeanstandigem Ruhren bei 70°C statt und
wird ca. nach 15 Minuten, nachdem der Geldpunidieht ist, abgebrochen. Das Abbrechen
der Reaktion erfolgt durch das Verdinnen mit Tetdabfuran im Verhaltnis 1+9, wobei das

Prapolymer glasklar sein sollte.
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Tribungen sind ein Zeichen fur Feuchtigkeitsaufr@hmwelche aufgrund der
Wasserempfindlichkeit des Isocyanats zu Problenidmt foder zu weit fortgeschrittenen
Polymerisation. Das Prapolymer kann in der Tiefkiithle bei -20°C zwolf Monate oder bei
4°C drei Wochen gelagert werden. Es wird mit getgtelm Sicherheitsstammen w- und b-

E. coli gearbeitet. Diese Stamme unterscheiden sich mdhter biologischen Struktur und
ihrem Aufbau, sondern nur in ihrer Gro3e. Das. lezoli Bakterium ist 1 um bis 1,5 pum und
w-E. coli1,5 m bis 3 um grol3.

2.5.2 Auftragung der Schicht

Das Prapolymer wird mittels Spin-Coating-Verfahraumf die Goldelektroden aufgetragen,
wobei es nochmal 1+2 mit Tetrahydrofuran verdinnirdw 20ul des verdinnten
Prapolymerisats wird mittels einer Gilsonpipett@ighmalig auf die Elektroden verteilt.
Bessere Homogenitat der Oberflache erhalt man ddash Aufspinnen der aufgetragenen
Schicht mittels eines Spinners. Nach dem AuftragenPréapolymerlésung wird der Quarz
mit voreingestellter Drehzahl bei 3000 rpm fur zebek. geschleudert. Das Losungsmittel
verdampft rasch, zurick bleibt glatte, diinne Oligomberflache. Der Verdinnungsgrad des
Prapolymers, das zur Beschichtung eingesetzt \Wwaitheben der Rotationsgeschwindigkeit
des Spinners den grofdten Einfluss auf die Schigkedder Oberflache. Zu diesem Zweck
wird der Kontakt-Modus der Rasterkraftmikroskoperdngezogen, ein Kratzer in die Schicht
vorgenommen und mittels Vermessen des Schnitts Taefenprofil bestimmt. Nach der
Optimierung der Polymerdicke durch das Verdiunnefolgt anschlieRend die Pragung der
selektiven Polymerschicht mit def. colrAnalyten. 20ul der zu bestimmendé&n colr
Losung wird mittels Gilsonpipette in das noch niehisgehartete Polyurethan auf einer
Goldelektrode pipettiert, die dann als gepragtere®@ bezeichnet wird. Nach der
beginnenden Sedimentierung auf der Polyurethanélobd, wird 2 Sekunden bei 3000 rpm
abgespinnt, die gepragte Goldelektrode mit eineras€@émpel Uberdeckt und mit einer
Klammer befestigt. Nur eine Elektrode wird mit dedmalyten gepragt, so dass viele
Hintergrundeffekte wie z.B. Temperatureinflisse bemsiert werden. Nach dem Aushérten
Uber Nacht, wenn ein vollstandiges Auspolymerisieggewahrleistet ist, wird der Glasstempel
entfernt. Die Angaben Uber die quantitative Besagzder Kavitaten, die mit der geeigneten
molekularen Préagetechnik im Polymer generiert wersied, sind von grolRer Interesse und
Wichtigkeit fur die Erkennung und Unterscheidung 8&mme im Fall defe. coli. Auf diese
Weise wird jede QCM, deren sensitive Schicht mitcoli gepragt ist, hergestellt, unter

Rasterkraftmikroskop untersucht und fiir die Megsmnin der flissigen Phase eingesetzt.
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2.5.3 Polymeroptimierung und Generieren von Kaeitat

Die fruheren, experimentellen Untersuchungen halegeben, dass eine optimale
Schichtdicke fUrE. coli in einem Bereich zwischen 350 und 450 nm liegttedrdem

Rasterkraftmikroskop wird optische Beurteilung déomogenitat der Polymeroberflache
(Abbildung 22) und Polymerdicke (Abbildung 23).dugefuhrt, wobei der Kontaktmodus
herangezogen wird. Fur die Beurteilung der Homadgemvird ein Bereich von 10 pm x 10
pm Breite und 10 nm HoOhe inspiziert, wobei optisecte homogene Schicht festgestellt wird.

""--;_ nﬂ;“m v -

L

10 Jam
Abbildung 22: AFM- Aufnahme der Polyurethanschicht zur optisthe
Beurteilung der Homogenitat der Polymeroberflache

Um die Schichtdicke des Polyurethans beurteilek@nen, wurde in die Polymeroberflache
eingekratzt (Abbildung 23). Die Prifung und die Beilung der Schichtdicke der sensitiven
Polymerschicht wird mittels Vermessen des Schaitialysiert untersuchen (Abbildung 24).
Aus der Abbildung 24 resultiert eine Schichtdiclex &olyurethanschicht von 423 nm, was

fur die Weiterentwicklung der QCM und fur folgen@ptimierung der selektiven Kavitaten

wichtig ist.
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Abbildung 23: AFM- Aufnahme der Polyurethanschicht zur Beuuieg der Dicke
des Polyurethanfilms

1.0 o

EL NN A

b
=i | "\_ i
1 1
1 .

3 ‘ B ' 19 =

Spectsnl Penoed 0100 pm Erpetotiad Frinay (3 000 o
Special A Ampd T30 nm T Froeg (000 He

0

|
|
20|

L] IfI

1 i
[
(1] 11 Hefght 300 pm "'“"Il"",- N T o ety o v e 4

a 4. 237 [jam) 579 #4706 ... Tii 691... O0... 0.D0D 114, 7595, T6A. . 4.4 O.06% |

1 0,000 f=n] 0,000 0,000 0.0 000 o, 0,000 0.0 0,000 {am) .00 0,000
2 : 0000... 0000.. 00, 000. 000. 0000 000. 0.000{ ~m 0.00, ., 0,000 (..

Abbildung 24: Schnittbild der Polymeroberflache aufgenommerKontaktmodus

Nach der Optimierung der Polymerdicke durch dasiWenen, erfolgt die Pragung der noch
nicht ausgehartete Polyurethanschicht mi.keoli. Nach dem Aushéarten tber Nacht, wenn
ein vollstandiges Auspolymerisieren gewahrleisstt wird der Glasstempel entfernt. Die
gepragte Polymeroberflache wurde weiter unter Rastiémikroskop untersucht.
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Die Abbildung 25 zeigE. coli in zweidimensionaler Darstellung, die einzeln, vetrteid
eingebettet in der homogenen Polyurethanschichtegen. Mittels Vermessen des Schnitts
wird ihre Gro3e ermittelt. Die Abbildung 26 zeige Bakterien der w-Stamme, da sie eine

GroRRe von 1,8 um besitzen.

3D
10 gl

S mcinl Pased 2 % g Soochy P D0 fem
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Abbildung 26: Ermittlung derk. coli Gré3e mittels AFM-Analyse
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Nach der AFM-Untersuchung und der Sektionsanalyseden dieE. coli durch das
Auswaschen unter Ruhren mit 0,1% Natriumdodecysubus der sensitiven Schicht
entfernt. Sollte obige Methode nicht zum Erfolgriéiin gibt es andere Moglichkeiten um die
Analyten aus den Kavitaten zu entfernen:

+ im destilliertem Wasser bei 40°C tber mehrere Stand

% Behandlung mit 0,1%- 0,5%igen NaCl-Lésung

% Behandlung mit 0,5 mg/ml Lysozym

Nach dem Entfernen von Zellen werden die Sensailt@m mittels AFM-
Betrachtungssoftware WS uiberpriift. Abbildung 27 zeigt eine typische E.iddllP
Oberflache. Deutlich erkennt man die einzelnen t&&n der wk. coli, deren Lange 3,55
um betragt. Die Bakterien sind nicht agglomeristt,dass sie sich wieder in diese leeren

Kavitaten reversibel einlagern kdnnen.

Abbildung 27: AFM-Aufnahme und die Analyse dé&r. colr Kavitaten in der Polyurethanschicht mittels
WSXM- Programm
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2.6 Messung in flussiger Phase

Fur die folgenden Messungen in der flissigen Phaselen b- und w-stammigg. coli
gezichtet, unter dem Lichtmikroskop in der Neub&l#ékammer ausgezahlt, wobei 0,1
mg/ml etwa 8x1® Bakterien entspricht, und daraus Bakteriensuspeasi in
unterschiedlichen, genau definierten Konzentratiomergestellt. Wahrend der Messung wird
destilliertes Wasser bzw. die Analytlésung in diedgzelle in einem stopped-flow-Modus mit
Hilfe einer Peristaltikumpe eingepumpt, wobei dialfitat und die Langlebigkeit des QCMs
kleinere Flussraten (0,8ml/min.) erfordert. Jedesdlmg in Flissigkeiten beginnt mit einem
Spulvorgang, wahrend dessen sich die konstanteuéneqeinstellt bzw. das sogenannte
Einschwingen des Sensors stattfindet (Abbildung . 28as bedeutet meist eine
Frequenzerniedrigung wéahrend der ersten 100-120uteln (auch Frequenzerh6hungen
konnen wegen der Anderung der mechanischen Eigaftesoh des Polymers sowie
Herauslosen von Resten des Analytes, auftretesesi Verhalten ist auf die Sattigung der
Polyurethanschicht mit destilliertem Wasser oden deweiligen Medium zuriickzufthren.
Diese Sattigung verursacht ein Quellen der Rezeghtarht und damit eine Massenerhéhung,
die mit einer Frequenzerniedrigung beider Elektrogsultiert.

Sensoreffekt [Hz]

== \esselektrode

Referenzelektode

-1800 T T 1
0 50 100 150
Zeitt [min]

Abbildung 28: Einschwingphase eines QCMs in der flissigen Phase
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Nach der Stabilisierung der Einschwingfrequenzem wie Messung kurz unterbrochen, die

Bakterien in die Messzelle eingebracht und wiedemMessung gestartet.

100 1

-100 1 /

-200 1
-300 1
-400 1
-500 1
-600 1
-700 T
-800 1
-900 T T

0 4 8

Zeit t [min]

Sensoreffekt [Hz]

Referenzelektrode
| e == Messelektrode

Abbildung 29: Frequenzanderung wahrend der reversiblen Einlagemmd Entfernung von
E. coli am MIP; Zweielektrodenschwingquarz mit 1(Hk} Messlosung v&. coli 1,5 mg/ml;

Messung im stopped- flow Modus bei Raumtemperatur

Abbildung 29 zeigt dass durch die Einlagerung dektBrien in die leeren Kavitaten zur
Massenbeladung und damit zu einer Frequenzerniedyigon 790 Hz der gepragten
Elektrode, der sogenannten Messelektrode, fuhri. d& ungepragten Elektrode, der
sogenannten Referenzelektrode, wird eine sehr igeedtrequenzerniedrigung beobachtet.
Dieser unspezifische Effekt ist auf eine gewissénifit des Analyten zum Polymer sowie
leichte Unterschiede in Temperatur, Viskositat ddaizgehalt der Messlésung gegenuber der
Referenzlosung, zurtckzufuhren. Diese Effekte karadger mit Hilfe der Referenz eliminiert
werden. Wahrend des Waschvorganges der Bakteriéndestilliertem Wasser aus den
Kavitaten, wird die Messung unterbrochen. Nach dafmschen und der Entfernung der
Bakterien, wird die Messung wieder gestartet watiei Frequenz in ihren Grundzustand

Ubergeht und die Basislinie der Messung wiedelchtrest.
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3. QCM-Sensor-Messungen

Eine einzigartige Eigenschaft von QCM-MessungeressMasseanderungen und strukturelle
Verdanderungen zu erfassen, aber gleichzeitig Indtionen Uber viskoelastischen
Eigenschaften der sensitiven Schicht zu samfheln

3.1 Sensorcharakteristik

Um Sensorcharakteristiken fir die QCM-Sensoren zsteken wurden diese mit
Konzentrationsreihnen von b- und Ev- coli kalibriert. Die Proben mit bekannten
Konzentrationen, fir I coli enthielten 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml und 2,5 mg/ml dadw-E.

coli 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml, Img/ml und 3,5 mg/ml. Abliid) 30 und Abbildung 31 zeigen
die dabei erhaltenen Ergebnisse.

25001
2000+
1500+

1000+

Sensoreffekt [Hz]

500+

0 L) ) ) I L) ]
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Konzentration [mg/ml]

Abbildung 30: QCM Sensorcharakteristik defE. coli-MIP
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Abbildung 31: QCM Sensorcharakteristik de~E. coli-MIP

Aus den Charakteristiken lasst sich trotz der \eechsweise geringen Zahl an Messpunkten
eine lineare Konzentrationsabhangigkeit des reblersi Sensorsystems ableiten. Die
grundlegenden Anforderungen fir eine Sensorvouraptin Bezug auf Robustheit und
Sensorcharakteristiken sind erflllt. Daher werdegiteve Untersuchungen bezlglich der
Empfindlichkeit, der Reproduzierbarkeit und deregalitat durchgefuhrt.

Nach den Kalibrierungen der Sensorsysteme werdgrfigahchkeiten der b- und w-MIP auf
unterschiedlichen Konzentrationen analysiert. Adioilg 32 und Abbildung 33 zeigen
Sensormessungen von b- und w-MIP und Referenzrabtarif QCM, die eine Kklare
Korrelation zwischen den Bakterienkonzentrationed der Frequenzerniedrigung zeigen.
Abbildung 32 zeigt die Sensorantworten des b-MIBsdae Konzentration 0,1 mg/ml, 0,2
mg/ml und 2,5 mg/ml b-E. coli. Die Sensoreffektee durch die Einfihrung der-B. colr
Losungen in die Messzelle und Beladung in ihre Kdgn entstanden sind. Die raschen
Sensorantworten wurden beobachtet, wobei die Fremgme auf der Mess- und
Referenzelektrode durch das Spulen mit destilleri@asser mit einer Flussrate von 0,5

ml/min zum Ausgangswert zuriickkehren.
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Sowohl der MIP mit den Kavitdten als auch die umggfe Referenzelektrode NIP zeigen

einen Effekt, der durch die Sedimentationseinflimsdingt ist. Bei der Messelektrode tritt ein

groBerer Effekt, wobei die Frequenzerniedrigungrkstd ausgepragt ist als bei der

Referenzelektrode. Je hoher die Bakterienkonzéomiert desto groRer sind Sensoreffekte auf
dem MIP (Tabelle 7). NIP, also Polymer zeigt kebesondere Affinitat zuni. coli und
deswegen zeigt er keine korrelierenden Sensoreffekiergleich zum MIP.

50070,1 mg/ml
O -
< -5004 0.2 mg/ml '
I
% -1000-
g -1500-
3 20001
» ] U LJ u = \lesselektrode
-2500 2,5 mg/ml — Referenzelektrode
-3000 - ' ' '
0 5 10 15 20
Zeit t [min]

Abbildung 32: Empfindlichkeit eines, mib-E. coligepragten Zweielektrodenschwingquarzes 10

MHz; Messlésungeb-E. coli0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml und 2,5 mg/ml im stopped-fiMedus bei

Raumtemperatur; das Entfernen der Bakterien auKdeitéten erfolgte mit destilliertem Wasser

In der Tabelle 7 sind Sensoreffekte des. woli-MIP noch einmal zusammengefasst.

Bakterienkonzentration

Sensoreffekt (Messelektrode)

0,1 mg/ml (8*18Zellen/ml) 163 Hz
0,2 mg/ml (1,6*16Zellen/ml) 223 Hz
2,5 mg/ml (2*16%Zellen/ml) 2313 Hz

Tabelle 7.Ermittelte Sensoreffekte in Abhangigkeit der Kamzation dem-E. coliLosungen
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Bei der folgenden Messung wurde die Empfindlichkeihes w-E. coliSensors in

Konzentrationen von 0,2 mg/ml bis 3,5 mg/ml unteldwnd die Sensorcharakteristiken in
Abbildung 33 vorgestellt. Der MIP zeigt ein kondes Signal in Abh&ngigkeit der

unterschiedlichen Konzentrationen, welches der ®aegGleichung entsprechende

Sensorantworten liefert.

200

-200
_400 0,5 mg/ml
-600
-800 T
-1000 A
-1200 -

-1400 A
-1600 1 §3.5 mg/ml

Sensoreffekt [Hz]

0,2 mg/ml

0,5 mg/ml

—NMesselektrode

—Referenzelektrode

-1800 T
0 10

20 30

Zeitt [min]
Abbildung 33: Empfindlichkeit einesw-E. coliMIP Zweielektrodenschwingquarzes 10

MHz; gemessen wurden Messlésunget. coliim Konzentrationsbereich von 0,2 mg/ml,

0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 3,5 mg/ml in stopped-flow dds bei Raumtemperatur; das

Entfernen der Bakterien aus den Kavitaten erfaigtedestilliertem Wasser

Die Tabelle 8 stellt die Ergebnisse der Messungemnterschiedlichen Konzentrationen der

w-E. coliLésungen dar.

Bakterienkonzentration Sensoreffekt (Messelektrode
0,2 mg/ml, (1,6*18Zellen/ml) 95 Hz
0,5 mg/ml, (4*16Zellen/ml) 237 Hz
1 mg/ml, (8*10Zellen/ml) 483 Hz
3,5 mg/ml, (2,8*18"Zellen/ml) 1659 Hz

Tabelle 8: Ermittelte Sensoreffekte in Abhangigkeit der Kortzation derw- E. colt

LOsungen
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3.2 Reproduzierbarkeit der b- und w-MIP

Die Reproduzierbarkeit eineb-E. coli- und eines w-E. coli-Sensorswurde bei einer
Konzentration von 2,5 mg/ml (2*1Bzellen/ml) untersucht Die Bakterienlésung wurde mit
einer Flussrate von 0,8 ml/min. eine Minute langlia Messzelle beférdert, dann gestoppt
und gemessen. Zwischen jeder Messung erfolgteSpiting der Messzelle mit destilliertem
Wasser ca. zwei Minuten lang, wobei die Basislidés Sensors erreicht wurde, d.h. die
Kavitaten wurden geleert und somit bereit fur deeien Besetzung mé. coli. In Abbildung

34 ist die Reproduzierbarkeit des b-MIP zusammexsgef

50C -
0 \_FJ
E -500 1 r
£ -1000-
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Z 15001 4 U
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2000- “ y e o] e \lesselektrode
) g = Referenzelektrode
-2500 - ' ; ' '
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Abbildung 34: Reproduzierbarkeit des Sensoreffektes bei einemteBaksensor mit
Polyurethanbeschichtung urd E. coli- MIP; Messung in stopped—flow Modus durch
Zugabe von 2,5 mg/mb- E. coli bei Raumtemperatur; Auswaschen des Analyts mit

destilliertem Wasser

Die Sensoreffekte auf eine 2,5 mg/ml b-E. coli bigwsind im Bereich zwischen 1846 Hz
und 1351 Hz vertreten bzw. in einem Unterschiedblergon ca. 495 Hz zwischen den
Sensormessungen. Die Sensoreffekte streuen Ubem gimoRen Frequenzbereich nicht, so
dass die Stabilitat des Sensors gegeben ist. Edevlagobachtet dass nach der Spulung mit
destilliertem Wasser die Frequenz auf dem NIP zwmsgangswert zurtickkehrt. Auf dem
MIP wurde beobachtet dass keine vollkommene Ruaklalf das anfangliche Signal
stattfindet.
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Dieses Sensorverhalten kann verursacht werden, weamige der Bakterien durch nicht
vollstandige Reversibilitat aus den Kavitaten niséfreit werden kénnen oder das Absterben
der Bakterien in der Losung schon stattgefunden Wwabei die Bakterien untereinander
verklumpen. Obwohl der b-MIP teilweise irreversib@agiert, ist er als Rezeptor gut

geeignet, wie aus den Sensorantworten (Tabelles@hdlich ist.

Korrigierte Sensoreffekte
Bakterienkonzentration Sensoreffekt (MIP) MIP

2,5 mg/ml 1921 Hz 1846 Hz
(2*10*°Zellen/ml) 1875 Hz 1802 Hz
1916 Hz 1839 Hz

1830 Hz 1677 Hz

1786 Hz 1568 Hz

1717 Hz 1480 Hz

1661 Hz 1457 Hz

1665 Hz 1351 Hz

Tabelle 9 Reproduktionswerte ddsE. colt Sensors bei einer Konzentration von
2,5 mg/mlb-E. coli
In Abbildung 35 ist analog dem Experiment vorheg &eproduzierbarkeit des-k: colr

Sensors bei einer Konzentration von 2,5 mg/ml ggzei

40C 1
200 1
0
-200 1
-400 1
-600 1
-800 1

-1000 -
-1200 1 2,5 mg/ml = Referenzelektrode

Sensoreffekt [Hz]

== \lesselektrode

-1400 T T T "
0 10 20 30 40
Zeit t [min]
Abbildung 35: Reproduzierbarkeit des Sensoreffektes bei einemteBaksensor mit
Polyurethanbeschichtung umwd E. coli- MIP; Messung in stopped—flow Modus durch

Zugabe vo 2,5 mg/miw-E. coli bei Raumtemperat:

56



Die ermittelten Sensoreffekte und KonzentrationenvadE. colisind in der Tabelle 10

dargestellt.
Bakterienkonzentration Sensoreffekt (Messelektrode
1249 Hz
1123 Hz
2,5 mg/ml, (2*16°ellen/ml) 982 Hz
1009 Hz
1011 Hz

Tabelle 10 Reproduktionswerte deg- E. coli Sensors bei einer Konzentration von
2,5 mg/miw- E. coli

Die Sensoreffekte sind im Bereich zwischen 1249uAd 982 Hz vertreten bzw. in einem
Unterschiedbereich von ca. 270 Hz zwischen den d@ewssungen. Die Sensoreffekte
streuen Uber etwa +/-15%, so dass die Reprodurkeibades w-E. coli- Sensors auch
gegeben ist.

3.3 Selektivitat der b- und w-MIP

Anbei der bereits erwéhnten Stdmme der E. coli ldiarSelektivitat ermittelt werden. Wie
schon erwahnt, liegt der Unterschied wesentlichtnit der Oberflache und Struktur, sondern
nur in der Grol3e der Bakterien. Abbildung 36 zdigtQuerselektivitat desB. coli-MIP.

Ein b-E. coliSensor wurde zunachst detiebcoli Bakterien ausgesetzt. Die Frequenz an der
Messelektrode erniedrigt sich wesentlich starkerbali der NIP-beschichteten Referenz. Die
erste Sensorantwort entspricht der Wechselwirkunigchen dem MIP und einer Losung mit
3 mg/ml (2,4*18° Zellen/ml) b-E. coli und betragt 2345 Hz. Nach Spiilen mit destilliertem
Wasser, wurde dieselbe Bakterienlosung nochmalsmessen, wobei die zweite
Sensorantwort 2754 Hz ist. Danach wurde der MIRerelbsung mit 3 mg/ml (2,4*18
Zellen/ml) w-E. coliGberspult was nur zu 50 Hz Antwort fihrte. Die vierte Sensonart
betragt 2184 Hz, wobei wieder 3 mg/ml (2,4*4@ellen/ml) b-E. coli verwendet wurde.
Daraus resultiert, dass der Sensor und sein MieseAnforderungen entsprechen, reversible
Sensorantworten geben und eine hohe Querselektivijigentiber den anderen

Bakterienstammen besitzt.
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Abbildung 36: Selektivitat derb-E. coli; 10 MHz Quarz beschichtet mit Polyurethan,

Schichtdicke 400 nm; MIP mib-E. coli; Basislinie wurde mit destilliertem Wasser

Die Abbildung 37 zeigt eine Messung der Selekttvitd w-E. coligepragtem MIP und den 5
mg/ml w- und bE. coliLésungen.
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Abbildung 37: Selektivitdt derw-E. coli; 10 MHz Quarz beschichtet mit Polyurethan,
Schichtdicke 400 nm; MIP . coli; Basislinie wurde mit destilliertem Wasser erreicht.

Zugabe von b- und W colibei Raumtemperatur; Messungen in stopped-flow Modu

58



In Abbildung 37 entspricht die erste Sensorantwlert Wechselwirkung zwischen dem MIP
und einer Lésung mit 5 mg/ml (4*1bZellen/ml) w-E. coliund betragt 2094 Hz. Nach dem
Spulen mit destilliertem Wasser, wurde der Senserselben Konzentratio-E. coli
ausgesetztyvas zur einer Sensorantwort von 401 Hz fuhrte. dige Sensorantwort bezieht
sich wieder auf die Wechselwirkung zwischen dem MRl einer Lésung mit 5 mg/mi
(4*10™ Zellen/ml) w-E. coliund betragt 1974 Hz und die vierte Sensorantwdréige1583
Hz. Das Diagramm in der Abbildung 38 fasst die @ssgnt erhaltenen Daten zusammen.

100

B w-E.coli
M b-E.coli

Sensorantwort [%]

b-E. coli

. Analyt
w-E. coli y

w-Stamm

b-Stamm
Pragung

Abbildung 38: Selektivitaten der beiden Bakterienstdmmen: \échl der relativen
Sensorantworten von b- und w- gepradiercoli auf Polyurethansensorschicht (1) MIP w-
StammeE. coli, (2) MIP b- StamnE. coli. Zusammenfassung der Messergebnisse aus den
Abbildung 37und Abbildung 37, beide Bakteriensensoren sind ldutie spezifische
Praauna entsprechend sensitiv auf eioenen Baktaiem

Bei einem b-stammigen Sensor, bei dem die Kavitéierch die b-stdmmigei&. coli (3
mg/ml) entstanden sind, gibt es naturgemal ein&l186nsorantwort auf den b-stdmmigen
E. colrAnayten. Fur den w-stammigén coli (3 mg/ml) gibt es eine Sensorantwort von 2%.
Bei dem w-stdmmigen Sensor wurde ein Sensorantubidie b-stammigek. coli (5mg/ml)

von 21% und auf die w- stdmmigén coli (5 mg/ml) von 100% gemessen.
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Resumee:

Ein 10 MHz QCM, basierend auf b- und w-E. coli-Mlihd Massenspezifitat, wurde
verwendet um Empfindlichkeiten, Reproduzierbarkeitend Sensitivitdten voik. coli in
walrigen Losungen zu analysieren. Dabei verhdit der MIP wie ein kinstlicher Rezeptor.
Dariiber hinaus werden ein bemerkenswertes VerhalenQCM und nachvollziehbare
Ergebnisse wahrend den Messungen erreicht. DiérbrsigenE. coli sind kleiner als w-
stammigerk. coliund dementsprechend sind auch die Kavitaten ipuRethan kleiner, was
eine zusatzliche Steigerung der Sensitivitdt beddeuDie in Abbildung 32 gezeigte
Messungen der Sensitivitat fur Bb- coli Sensor zeigen dass sie hohere Sensoreffekte
vorweisen als die Messungen desEw-coliSensors (Abbildung 33) bei gleicher
Konzentration. Die l=. coli kdnnen besser in den Kavitdten haften und somttrraer
Sensorantwort beitragen, wodurch sie auch sensiivel. Auch die Oberflache, die fur die
Pragung zur Verfigung steht ist gleich grol3. Estabésdie Moglichkeit dass mehr b-
Kavitaten auf der Oberflache entstehen und so dddfere Sensorantworten bei b-MIP
liefern. Die Reproduzierbarkeit beider Sensorendelrei einer Konzentration von 2,5 mg/ml
untersucht, wobei wie schon erwahnt di&beoli hdhere Sensorantworten liefern. Bei einem
b-stammigen Sensor ist es sehr wichtig, dass ersghr hohe Querselektivitat gegeniber den
w-stammigenE. coli aufweist und umgekehrt. Bei der Untersuchung deer€alektivitaten
eines b-gepragten Sensors hat man eine Querselekisgeschlossen da sich nur 2 % der
w-E. coliin die bE. col+ Kavitaten einlagern kénnen. Dieb-coli kdnnen sich zu 21 % in
die wE. colr Kavitaten einlagern, weil sie kleiner sind una dpuerselektivitat teilweise

gegeben ist.
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4.Langzeitstabilitat

Die Prifung der Langzeitstabilitat und die Anderutgy Sensoreigenschaften als Funktion
der Zeit erlauben eine eingehende Beurteilung (deren Fahigkeit, Realbedingungen
standzuhalten bzw. prinzipiell kommerziell verwartlzu sein. Dies beinhaltet insbesondere
die Erfassung von Empfindlichkeit, Reproduzierbarked Querselektivitdt der Sensoren als
Funktion der Messzeit, was letztlich auch die Kaditung beeinflusst. Daher werden die
Alterungsprozesse ddf. coli-MIP Uber einen Zeitraum von acht Tagen bei b-MIRI un

neunundzwanzig Tagen bei w-MIP und dann in sechatigen Zeitintervallen untersucht.

4.1 Zeitlicher Verlauf der Sensorantworten

Abbildung 39 fasst die Ergebnisse der der Messurgass bE. coli gepragten Sensors bei
verschiedenen Konzentrationen an verschiedenennTaggammen. Diese Abbildung zeigt
Signale am ersten, vierten und achten Tag. Died@emarakteristik wurde nur am ersten Tag
gemessen. Danach wurde eine mittlere und optimalez&ntration gewahlt, um einerseits
sicher nicht in die Sattigung der Sensorschichtesein. Andererseits kann man beim Abbau
des MIP eher eine Abnahme der Signale erwarten.@and daflr ist dass der NIP sehr
geringe Effekte zeigt, womit man nicht zu niedriggnkentriert sein soll. Fir die
Langzeitmessungen erwies sich eine Konzentratiom @& mg/ml (4*18 Zellen/ml) als
geeignet, da I& coliMIP in den ersten acht Tagen konstante Signale bei
Spulgeschwindigkeiten von 1,5 ml/min zeigte. Diegs@dhte Spulgeschwindigkeit wurde
ausgewahlt um zu prifen ob und wie diese Anderumglia Stabilitat und Langlebigkeit des

Sensors einen EinfluR hat.
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Abbildung 39 :Langzeitstabilitat des B- coli gepragten Sensors am a) ersten b) vierten undhtgra
Tag bei einer Konzentration von 0,5 mg/mEb-coli; Basislinie wurde mit destilliertem Wasser

erreicht; Messungen in stopped-flow Modus bei Raumnperatur
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Tabelle 11 zeigt die Sensorantworten des b-MIP @rt aufeinanderfolgenden Tagen bei

einer Konzentration von 0,5 mg/mith-coli

Mittelwerte der Sensoreffekte
(MIP) in [HZz]
605
640
620
675
600
595
620
670

—
<}
«Q

0l N| O O »f W N B

Tabelle 11 Sensoreffekte einestb-colt Sensors erfasst in einem Zeitraum von acht Tagen

Die Frequenzanderungen, die in einem Zeitraum \ar &agen erfasst wurden, bewegen
sich zwischen 595 Hz und 670 Hz. Durch die gemessdfrequenzanderungen wurde
entsprechende Charakterisierung der Sensorstabibthalten (Abbildung 39). Die

Darstellung in Abbildung 40 deutet auf einen limearZusammenhang zwischen den

Bakterienzellen bei gleichen Konzentrationen an.

800 1

400 T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8

Tag
Abbildung 40: Charakterisierung der B- colr Sensorstabilitét bei einer Konzentration von

Sensoreffekt [Hz]

0,5 mg/ml (4*18 Zellen/ml) b-E. coli; Messung an acht aufeinandggaden Tagen mit

gleichem Sensor in stopped-flow Modus und bei Raomperatur
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Wie bei den =.coli-Langzeitstabilitatsuntersuchungen wurden analogeeimente bei w-
MIP durchgefiihrt. Bei den Messungen wurde geringéief2geschwindigkeit von 0,8 ml/min
eingestellt, wodurch die sensitive Schicht vorsggttbehandelt wurde. In Abbildung 41 sind
die Sensoreffekte eines k- coli gepragten Sensors bei einer Konzentration vonr@énl
(4*10° Zellen/ml) wE. coli am ersten, finften, zehnten, fiinfzehnten, zwareigst
funfundzwanzigsten und neunundzwanzigsten Tag stetie
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Abbildung 41: Langzeitstabilitit des W coli gepragten Sensors am a) ersten, b) flinften,
c) zehnten, d) funfzehnten, e) zwanzigsten undirfjundzwanzigsten Tag bei einer Konzentration

von 0,5 mg/ml wk. coli; Basislinie wurde mit destilliertem Wasser erreicht

An neunundzwanzig aufeinanderfolgenden Tagen wudienStabilitatsmessungen bei der
gleichen Konzentration von 0,5 mg/ml ®&:- coli untersucht wobei die Sensorantworten in der

Tabelle 12 zusammengefasst sind.

Tag Sensoreffekt Tag Sensoreffekt Tag Sensoreffeki
1 555 Hz 11 472 Hz 21 440 Hz
2 550 Hz 12 470 Hz 22 425 Hz
3 541 Hz 13 500 Hz 23 400 Hz
4 502 Hz 14 514 Hz 24 390 Hz
5 528 Hz 15 460 Hz 25 370Hz
6 514 Hz 16 457 Hz 26 360 Hz
7 512 Hz 17 450 Hz 27 355 Hz
8 520 Hz 18 470 Hz 28 355 Hz
9 500 Hz 19 495 Hz 29 354 Hz
10 495 Hz 20 445 Hz

Tabelle 12:Sensoreffekte eines & coli-Sensors erfasst in einem Zeitraum von

neunundzwanzig Tagen
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Die Frequenzanderungen, die in einem Zeitraum vemundzwanzig Tagen erfasst wurden,
bewegen sich zwischen 555 Hz und 350 Hz. Durchgéimessenen Frequenzanderungen
wurde entsprechende Charakterisierung der SenBiitgtaerhalten (Abbildung 42). Die
Darstellung deutet auf einen linearen Zusammenhangleichen Bakterienkonzentrationen
an, wobei die Stabilitat nach zwanzig Messtagerinatmt und eine Anderung von 440 Hz auf
350 Hz zu beobachten ist.
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Abbildung 42: Charakterisierung der &- coli-Sensorstabilitat bei einer Konzentration von
0,5 mg/ml (4*18 Zellen/ml) w-E. coli; Messung an neunundzwanzig aufeinanderfolgenden

Tagen mit gleichem Sensor in stopped-flow Modus lgicRaumtemperatur

Die relativ kleinen Signalabweichungen bei b-MIke dich in einem Frequenzbereich von
100 Hz bewegen, konnten nur eine empirisch-quaivitaAussage zulassen, da die
FlieRgeschwindigkeit der Peristaltikpumpe einen3gro Einflul auf die Stablitéat hat. Die
Fliel3geschwindigkeit betrug 1,5 ml/min, so dal? é&fessreihe an acht aufeinanderfolgenden
Tagen moglich war. Dagegen konnten bei w-MIP diasBeantworten an neunundzwanzig
aufeinanderfolgenden Tagen erfasst werden. DasaSiyar bis zum zwanzigsten Tag
anndhrend konstant und dann in den letzten neuanlam bis zu 90 Hz ab. Da die beiden
Polymere die gleiche Zusammensetzung haben, kamserdi Unterschied auf die
unterschiedlichen FlielRgeschwindigkeiten zurlckiggfiwerden, die wahrscheinlich zu

unterschiedlicher mechanischer Belastung der Stmdkihren.
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4.2 Langzeitmessung: Lagerbarkeit

Es konnte also nachgewiesen werden, dal3 beidenaMIBensorschichten mindestens eine
Woche bis einen Monat lang verwendbar bleiben urainid ihre Stabilitdt und
Regenerierbarkeit insbesondere im Vergleich zuolgisthen Rezeptorsystemen sehr gut ist
und damit sie prinzipiell fur technische Anwendumd®auchbar sind. Eine weitere offene
Frage betrifft die Lagerbarkeit der einzelnen SessoDafir wurde die gleiche Messmethode
wie im Kap. 3.1 eingesetzt. Die Sensoren wurdenDuomkeln und bei Raumtemperatur
gelagert. Alle sechs Monate wurden mit Sensorersiagen durchgefuhrt, was zu insgesamt
achtzehn Monaten Einsatz der Bauteile fuhrte.

Abbildung 43 fasst die Messergebnisse des b-gemddgensors in sechsmonatigen
Zeitintervallen zusammen. Die Messkonzentratiomsgeh im Bereich von 0,2 mg/ml bis

7 mg/ml bE. coli. Fur die Aussagen der Lagerbarkeit wurde aber diezKotration von 0,5

mg/ml beobachtet, wobei die FlieRgeschwindigkeita8 ml/min. reduziert wurde.

Zeit t [min]
500 - 4 mg/ml b-E.coll 0,5 mg/ml bE.coli
0 -—ﬁ |

§ 5007 ] 0,2 mg/ml b-E.coli
5-1000' 0,7 mg/ml b-E.coli
% 1500 - ,7 mg/ml b-E.coli
% -2000 A 1,5 mg/ml b-E.coli
é -2500 1 = \esselektrode

-3000 1 ‘ - Referenzelektrode

-3500 ) ] ] ] L}

0 5 10 15 20 25
a) Zeit t [min]
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Abbildung 43: Lagerbarkeit des B- coli gepragten Sensors nach a) sechs, b) zw6lIf und c)

0,5 mg/mlb-E.coli

Sensoreffekt [Hz]

achtzehn Monate bei unterschiedlicheR.lzoli Konzentration Basislinie wurde mit

destilliertem Wasser erreicht; Messungen in stogfmd Modus bei Raumtemperatur

Bei dieser Konzentration von 0,5 mg/mlEb-coli konnten die folgenden Messeffekte
beobachtet werden:

a) nach sechs Monaten wurde eine Sensorantworb3o1z
b) nach zwolf Monaten eine Sensorantwort von 57kt

¢) nach achtzehn Monaten eine Sensorantwort vorHz0€xzielt.
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Abbildung 44 summiert diese Ergebnisse noch eingrabhisch. Die Uberpriifung der
Lagerbarkeit und Langzeitstabilitat konnte verfolgerden, weil die Abweichungen der
Sensoreffekte minimal sind und die FrequenzandedassgVIP sich im Bereich zwischen 500
Hz und 570 Hz befand. Allerdings steigt generellt der Zeit das Signal an der
Referenzelektrode stark an, woflr sowohl zunehmedige ansteigende Rauhigkeit der
nichtgepragten Schicht (NIP) oder die zunehmenbtspezifische Anlagerung der Bakterien
auf den NIP die Ursache sein konnte. Da der b-MliRes Erkennungsfahigkeit beibehalten
hat, kann man annehmen dass die ideale LagerbankditLangzeitstabilitdt auch mit der

geringen FlieRgeschwindigkeit der Messlosung zusamm@ngt und deren Einfluss daher
beriicksichtigt werden muss.

@ 0,5 mg/ml b- E.coli

Sensoreffekt [Hz]

Zeitintervall

Abbildung 44: Zeitintervallmessung nach 1) einem, 2) sechsz®dlf und 4) achtzehn
Monaten bei b-Stamm- MIP und miteh-coli 0,5 mg/ml
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Analoge Messungen wurden mit dem w-MIP wiederhoid wrgaben folgende Ergebnisse
(Abbildung 45):

w- E. coli
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-600 1} | 1 mg/mi
-800 1

0,2 mg/ml
0,5 mg/ml
0,5 mg/ml
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Abbildung 45: Lagerbarkeit des M. coli gepragten Sensors nach a) sechs, b) zwolf und c)
achtzehn Monate bei unterschiedlicherfeweoli Konzentration Basislinie wurde mit destilliertem

Wasser erreicht; Messungen in stopped-flow Modufkbamtemperatur

Wieder lassen sich die Effekte am MIP fir Susperesiamit einer Konzentration von
0,5 mg/ml wie folgt zusammenfassen:

a) nach sechs Monaten wurde eine Sensorantwod4»@iz.

b) nach zwolf Monaten eine Sensorantwort von 38kt

c¢) nach achtzehn Monaten eine Sensorantwort vorH290

Abbildung 46 zeigt graphisch die Ergebnisse der vorherigen Megsu bei der
Konzentration von 0,5 mg/ml - coli. Der Einfluss der Lagerbarkeit auf die
Sensormessungen und Langzeitstabilitdit konnten ewiederfolgt werden, da die
Abweichungen der Sensoreffekte und sich die Fregumerung der MIP im Bereich
zwischen 450 Hz und 390 Hz bewegen. Allerdinggsteit der Zeit das Signal wieder an der
Referenzelektrode stark an, wobei die ansteigeraaniBkeit der nichtgepragten Schicht oder
die zuséatzliche Schichtanlagerung der BakterienNdBfwieder die Ursache sein kdnnte. Da
der w-MIP seine Erkennungsféahigkeit wie auch b-MiBipehalten hat, kann man annehmen
dass die Lagerbarkeit und Langzeitstabilitat mit deringen Flie3geschwindigkeit der
Messlosung wéahrend der Messung zusammenhangt ued &enfluss auch bericksichtigt

werden muss.
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Abbildung 46: Zeitintervallmessung nach 1) einem, 2) sechs, 3)lfzund 4) achtzehn
Monaten bei w- Stamm- MIP und mit \&- coli 0,5 mg/ml

Resumee:

Messungen an dem b-MIP bei einer FlieRgeschwindigio® 1,5 ml/min ergaben acht Tage
lang Haltbarkeit des Sensors, wobei ein Frequerezandsbereich zwischen 595 Hz und 670
Hz (Abbildung 40) erreicht wurde. Mit der kleinerBhel3geschwindigkeitsrate wurde bei w-
E. colFMIP eine sukzessive Messungsdauer von neunundzgvdagen erreicht, wobei eine

Frequenzanderung zwischen 555 Hz und 350 Hz (Abbgd42) resultiert ist. Daraus laft
sich klar ableiten, dal3 die FlieRgeschwindigkeit Beobe einen direkten Einfluld auf die
Stabilitst des Materials haben mul3, da die MIP ibimbch der chemischen

Zusammensetzung gleich sind. Prinzipiell erfreuigthdie lange Lagerbarkeit der Sensoren
von bis zu 18 Monaten. Allerdings steigen mit deeitZdie Sensoreffekte an der
Referenzelektrode stark an, was einerseits aufeigeside Rauhigkeit der Polymere oder
andererseits auf die zusatzliche Anlagerung vontdBe am NIP zurickzufihren sein
konnte. Klarheit dariber, welcher der Félle auftrkbnnen nur weitere Struktur- bzw.

Korrosionstests an den Materialien schaffen.
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5. Messungen unter Realbedingungen

Wie man in den vorangegangenen Kapiteln dieser iArbehen konnte, kann mittels

molekularen Pragens ein stabiles, robustes undewiedvertbares Sensorsystem fur die
Detektion vonE. coli entwickelt werden. Fir die weitere Beurteilung &f aber von

experimenteller Bedeutung, ob diese auch aul3erbthdardisierter Laborbedingungen
betrieben werden kann. Zu diesem Zweck dienen @sedi Arbeit Messungen in einem
Bioreaktor, in denk. coligezlchtet werden und gleichzeitig der ZuwachsiamBsse online

Uberwacht wird. Daflr wurde ein kleiner Bioreak{®) ml Volumen) aufgebaut, der aus
einem thermostatisierten Glasgefal besteht undrm Blakterien unter optimalen und sterilen
Bedingungen kultiviert werden kénnen. Gleichzerigndglicht der Aufbau Parameter wie
Temperatur, Sauerstoffzufuhr, pH-Wert und Zusammigngsg des Nahrmediums zu erfassen

und zu regeln.

Messzelle

@\Wassereingang

Bioreaktor

Peristaltikpumpe Wasserausgang

®
Schlauche (Verbindung Bioreaktor- Messzelle)

Abbildung 47: Bioreaktor fur die Kultivation defE. coli unter realen Bedingungen
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Abbildung 47 zeigt den Messaufbau ohne den notvgamdirhermostaten. Die Messzelle ist
aus praktischen Grinden nicht direkt in dem Biot@a&ingebaut, sondern an einem flow by-
System, in dem konstant N&hrlosung aus dem Biooeakber eine Peristaltikpumpe am
Sensor vorbei im Kreislauf gefuhrt wird, wobei diissrate 0,2 ml/min. ist. Die Zuchtung

derE. colierfolgt in folgendem Nahrmedium (Tabelle 13):

1 % Pepton
1% Hefe

0,5% NacCl

0,1 % Glucose

Tabelle 13:Zusammensetzung des Nahrmediums fur die Zuchtung.dmli

Das Nahrmedium wird fur jede Zucht frisch hergdsteind auf 37°C mit dem
thermostatisierten Bioreaktor erwarmt. Eecoli mit einer definierten Konzentration werden
dann in das Nahrmedium eingebracht und mit einerstamten Geschwindigkeit von 0,2
ml/min standig in die Messzelle befoérdert. e coli produzieren wahrend der Zucht £O
wodurch dann die CQ uftblasen in die Schlauche sowohl auch in die Meks gelangen

und das Ergebnis verfalschen kdénnen.

Abbildung 48: T- Stlck fir die Reduktion der Beférderung der,COftblasen in die

Schlauche, die die Bakterienldsung in die Messzellesferieren

Deswegen ist es sehr wichtig dass das Nahrmediudem sich die Bakterien befinden, nicht
geruhrt wird. An den Eingangsschlauchen, durchdikeBakterienldsung in die Messzelle
befordert wird, wird eine Reduktions-T-Stiick (Althihg 48) angebracht, durch welches die

COs.Blaschen nicht passieren konnen.
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Zusatzlich wird in der Messzelle zwischen dem PDBEekel und dem Silikonring noch ein
zusatzlicher Silikonring eingefuhrt, der keine Kefarm besitzen darf. Diese MalRnahmen
sind notwendig, um die Analysen mit wirklichen Bogessen durchfihren zu kénnen.

Wihrend des Wachstumsproze8&dsrchlauft die Bakterien ein Zyklus von vier Phase

% Lag-Phase: Adaptation der Bakterien an das Nahumediie Enzyme stellen sich auf
die Nahrstoffe des Mediums ein. Die Dauer der Lhgde hangt von der
Zusammensetzung des Nahrmediums und Vorkultur ditelBen ab, je mehr sie sich
unterscheiden desto langer dauert sie.

% Exponentielle Phase: nach der erfolgreichen Admptates Bakterienstoffwechsels
und des Nahrmediums, erlebt die Bakterienkulturexiponentielles Wachstum. Die
Generationszeit der E. coli betragt 20-30 min. utidse bleibt Gber mehrere
Zellteilungsdurchgénge in dieser Phase konstant.

s Stationare Phase: nachdem die Nahrstoffe aufgdiirausind und die
Reaktorkapazitatsgrenze erreicht ist, nimmt didzael der Bakterien nicht mehr zu,
wobei sich ein dynamisches Gleichgewicht einstellh. die Zahl der absterbenden
und durch Zellteilung neu gezichteten Bakterieglisch.

s Absterbe-Phase: in den Zellen sind keine Energeves mehr vorhanden, die

Bakterien scheiden Giftstoffe aus und sterben gengin ab.

In Abbildung 49 ist die Wachstumskurve mit den Watamsphasen graphisch dargestellt.

Lag Exponential Stationary Death

8
;
:
3

Abbildung 49: Wachstumskurve einer Bakterienziichtting
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Fur die Uberwachung der Wachstumsphasen und eifodgreichen Ziichtung der Bakterien,
werden in bestimmten Zeitabstanden die Bakteridmgrodirekt aus dem Bioreaktor
entnommen und unter Lichtmikroskop in der Neub&#@rkkammer mittels Auszahlen auf

die Zellzahl und mittels Fotografieren auf das &bsén beurteilt.

5.1 Die Zluchtung voik. coliim Bioreaktor

Die Zichtung der I&. coli findet in flissigem Nahrmedium, dessen genaue
Zusammensetzung in der Tabelle 13 vorgegebentat, ®ask. coli-Wachstum kann im
Labor nur dann real beobachtet werden, wenn dignajg Temperatur von 37°C und
optimale Nahrstoffzusammensetzung erreicht ist

Abbildung 50 zeigt die erste Realmessung wahrendrddakterienztichtung. Dafir wurden
10 pl bE .coliLésung mit der 1,6 mg/ml (12,8*10 Zellen/ml) in 50 ml N&hrmedium
eingebracht und dann die Sensorantworten des depraghd des ungepréagten Kanals
aufgenommen, wobei die Bakterienlésung mittels deatikpumpe konstant am Sensor
vorbei im Kreislauf floss. Wie erwéhnt, wurden pelaProben aus dem Reaktor gezogen und

ausgezahlt.

5000 7

-5000 1

-10000 1

-15000 1

Sensoreffekt [Hz]

-20000 1 —— Messelektrode

- Referenzelektrode

-25000 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Zeit t [min]

Abbildung 50: Bioreaktor- Zuchtung der 1,6 mg/mih-coliin flow System und bei einer

konstanten Temperatur von 37°C
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In Tabelle 14 sind die Sensoreffekte und ermittbie coli-Konzentrationen wahrend einer

Messung in der Dauer von 90 min. dargestellt.

Entnahme [min] Zellzahl Sensoreffekt [Hz]
10 8,7*10 Zellen/ml bzw.1,1 mg/ml 3030
20 1,58+13° Zellen/m| bzw. 1,98 mg/ml 5470
45 2*10° Zellen/ml bzw. 2,5 mg/ml 8820
60 2*10° Zellen/ml bzw. 2,53mg/ml. 15200
90 2,4*103° Zellen/ml bzw. 3mg/ml. 23000

Tabelle 14; Ermittelte Bakterienkonzentrationen und Sensok&ffevahrend der B coli-

Zuchtung im Nahrmedium und bei einer Temperatur 61C

In der Abbildung 5%ind fotografische Aufnahmen nach bestimmten Geioaiszeiten

aufgenommen worden, um auch optisch die Zuchtungy-&e coli zu verfolgen.

a). b. c)

Abbildung 51: Fotografische Aufnahmen derth-colinacha) 10 min., b) 20 min., c) 45

min., d) 60 min. und e) 90 min.

e)
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Die Wachstumsphasen und ein lineares Wachstumgdiarhalie in der Abbildung 49
beschrieben sind, konnte man auch bei dén telirMessung (Abbildung 50) und anhand der
Ergebnisse (Tabelle 14) erkennen. Die Lag-Phaseewr ersten 5 min. beobachtet, wo die
Vermehrung der Bakterien noch nicht startete uedkainzentration der B- coli kleiner war
als die Ausgangskonzentration der Bakterien, dim #i&hrmedium zugegeben wurde. Die
exponentielle Phase wurde im Zeitbereich von 10. s 60 min. durchlebt, wobei sich die
Bakterienkonzentration verdoppelte. Dies ist langsaals erwartet, aber im Bioreaktor
verlangsamt sich jedoch nach einiger Zeit das Waainsler Bakterien. Die Ursache dafur ist
wahrscheinlich eine Verknappung des Nahrstoffanggebond Entstehung stérender
Stoffwechselprodukte, die die Bakterienvermehruagiimen. Nach 70 min. stellte sich die
stationare Phase ein, in der die Zellzahl nichtmzeimahm, sonder konstant blieb, was auch
zu einer konstanten Sensorantwort fihrte und edginbende Sattigung zeigte. Di&bcoli
NIP zeigte keinen Effekt. Diese Daten der ersterssvkihe im Bioreaktor zeigen, dafd die
Strategie prinzipiell funktioniert und deshalb fiveitere Analysen herangezogen werden
kann.

In einem weiteren Experiment (Abbildung 50) wurdeeehdhere Ausgangskonzentration
gewahlt, um deren Einfluss festzustellen. Bei diegperiment wurden 10 pl derth-colk
Lésung (6,4*18" Zellen/ml = 80 mg/ml) in 50 ml Néhrmedium eingetita und das
Bakterienwachstum bei einer FlieRgeschwindigkeit 02 ml/min mittels Sensor beobachtet.
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Abbildung 52: Bioreaktor- Zuichtung der 80 mg/mleacoliin flow- by System und bei

Sensoreffekt [Hz]

= Messelektrode

= Referenzelektrode

einer konstanten Temperatur von 37°C
80



In Tabelle 15 sind die Sensoreffekte und die eattéh bE. coli-Konzentrationen wéhrend

einer Messdauer von 30 min. zusammengefasst.

Entnahme [min] Zellzahl Sensoreffekt [Hz]
5 9,6*10'" Zellen/ml bzw. 120 mg/ml 7980
27 2,72*10" Zellen/ml bzw. 340 mg/ml. 15800

Tabelle 15 Ermittelte Bakterienkonzentrationen und Sensorééfekahrend der B-coli-

Zuchtung im Nahrmedium und bei einer Temperatur 61C

In der Abbildung 53 sind fotografische Aufnahmemainer Generation aufgenommen

worden, um auch optisch die Zichtung det.lzoli zu verfolgen.

a)
Abbildung 53: Fotografische Aufnahmen dertb-colinacha) 5min. und b) 27 min.

Bei diesem Experiment wurde wieder lineares Wachsuerhalten beobachtet, nur fuhrte die
hohere Ausgangskonzentration dazu, dass sich deatAnschon nach 5 min. in der
exponentiellen Phase befand und sich die Baktdréaits sich vermehrt hatten. Zu diesem
Zeitpunkt betrug die Konzentration 120 mg/ml. Da didhrstoffe verbraucht waren, begann
die Sattigung schon nach 15 min., womit die staierPhase eintrat. Nach 27 min. wurde
eine Konzentration von 340 mg/ml gezéahlt. Ganz refilehtlich wird der Einfluss der
Ausgangskonzentration, da im ersten Fall die Sittgghach 70 min. eintrat.

Analoge Zuchtexperimente wurden auch fUEweoli durchgefihrt. Deren Ergebnisse sind in
Tabelle 16 und Tabelle 17zusammengefasst. Die Awgsi@nzentration fur die Zichtung der
w-E. coli betragt 0,079 mg/ml und wie man in der Abbildung S&eht, dauerte die
exponentielle Phase nur 20 min., wobei eine Geloerder Bakterien sich vermehrt hatte und

eine Endkonzentration von 0, 1 mg/ml ergab.
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Nach 20 min. trat die stationare Phase auf undrta2® min., wonach der Effekt auf dem
MIP anstieg und bei 80 min. eine Konzetration vgd ig/ml ergab. Die Ursache dafur ist

der Eintritt der Bakterien in die Absterbe- Phase.
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Abbildung 54: Bioreaktor-Ztichtung der 0,079 mg/mlBu-coliin flow System und bei einer

konstanten Temperatur von 37°C

In Tabelle 16 sind die Sensoreffekte und die eshéh wE. coli-Konzentrationen wahrend

einer Messdauer von 80 min. zusammengefasst.

Entnahme [min] Konzentration Sensoreffekt [Hz]
20 8*10° Zellen/ml bzw. 0,1mg/ml. 3050
80 2,4*10°Zellen/ml bzw. 0,3mg/ml 2300

Tabelle 16:Ermittelte Bakterienkonzentrationen und Sensorédf@kihrend der Vi&. coli

Zuchtung im Nahrmedium und bei einer Temperatur 61C
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In Abbildung 55 sind fotografische Aufnahmen naelstommten Generationszeiten

aufgenommen worden, um auch optisch die Zuchtungvete colizu verfolgen.

a) b)

Abbildung 55: Fotografische Aufnahmen der Eu€oli nacha) 20 min. und b) 80min.
In der Abbildung 55 b) sieht man dass sich die Baéh im Gegensatz zur Abbildung 55 a)
vermehrt haben aber es ist auch das VerklumpeBaleerien zu sehen. Die Ursache daflr

kann die angetretene Absterbe- Phase sein, di@aathals MIP- Anstieg in débbildung 54
bemerkbar gemacht hat.

In dem nachsten Experiment (Abbildung 50) wurde éidhere Ausgangskonzentration von
20 mg/ml wk. coligewahlt, um deren Einfluss festzustellen. Beielie&xperiment wurden
10 pl der wk. coliLésung in 50 ml Nahrmedium eingebracht und dagésnwachstum
bei einer Flie3geschwindigkeit von 0,2 ml/min mgt8ensor tberwacht.
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Abbildung 56: Bioreaktor- Zuchtung der we. coli bei einer Konzentration von 20 mg/ml
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In der Tabelle 17 sind wiederrum die Zahlergebnisgsammen mit den Sensoreffekten
zusammengefasst.

Entnahme [min] Zellzahl Sensoreffekt [Hz]
29 2,4*10" Zellen/ml bzw. 30 mg/ml. 11550
55 1,6*10" Zellen/ml bzw. 200 mgdl. 27600

Tabelle 17 Ermittelte Bakterienkonzentrationen und Sensorédfekihrend der Vi&. colk

Zichtung im Nahrmedium und bei einer Temperatur ¥01C

Abbildung 57 zeigt die entsprechenden fotografischefnahmen nach 22 und 55 Minuten.

a) b)

Abbildung 57 Fotografische Aufnahmen der E-colinacha) 22 min. und b) 55 min.

Die Messung wurde wahrend eines Zeitraumes vorzigidinuten aufgenommen, was eine
Zuchtung von zwei Generationen ermdglichte. Nach déchtung der ersten Generation
wurde eine Konzentration von 30 mg/ml und eine Semgwort von 11550 Hz ermittelt.
Nach zusatzlichen dreil3ig Minuten, in denen nocle &akteriengeneration gezichtet wurde,
wurde eine Konzentration von 200 mg/ml und einesBeamtwort von 27600 Hz ermittelt. In
Abbildung 56 ist zu sehen, dass die Messkurve rEhmin. in die Sattigung geht, die
Bakterien vermehren sich also nicht mehr und haberstationare Phase erreicht ist, da die

Nahrstoffe aufgebraucht sind.
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5.2 Selektivitatsstudien im Bioreaktor

Die Aufgabe dieser Selektivitatsstudie ist es zifgr ob es prinzipiell méglich ist die
Zuchtung der Bakterien selektiv mit den MIP zu iNmshen. Fur diesen Zweck ist es
zunachst einmal notwendig, den jeweils falschen MiPeiner Zucht einzusetzen. Dazu
wurden die Bakterien der B- coli (0,1 mg/ml) im Bioreaktor bei der Temperatur vorfG7
und im 50 ml Nahrmedium (Tabelle 13) geziichtet. Diserwachung der Ziichtung und
Weitervermehrung der B: coli wurde mit einem, mit vie. coligepragten (falschen MIP)
Sensorsystem erfasst. Analog zu den oben schomgkfithrten Messungen im Bioreaktor,
erfolgten sie immer in flow-by-System.

Die Messung in deAbbildung 58 veranschaulicht die Sensoreffekte watirder Ziichtung

der bE. colimit einer Ausgangskonzentration von 0,1 mg/ml.

400 1
2001

0
-200 1
-4007 35 min.

600 - 10 min. I
-800 1 l

Sensoreffekt [Hz]

55 min.

-1000 1 l Messelektrode
-12001 == Referenzelektrode
'1400 L) L) ] | | L) 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit t [min]

Abbildung 58: Zichtung der l=. coliim Nahrmedium und Erfassung des

Bakterienwachstums mit &- col-MIP

Die Bakterienproben wurden nach 10 min, 35 min. &dmin. entnommen, wobei die
Bestimmung der Konzentrationen durch die Auszahlumidtels Neubauer-Zahlkammer
erfolgte. Die Tabelle 18 zeigt die ermittelten Kenrationswerte und Sensoreffekte, diE.b-

coli am falschen MIP hervorgerufen haben.
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Entnahme [min] Zellzahl Sensoreffekt [Hz]
10 8*10° Zellen/ml bzw. 0,1mg/ml. 900
35 1,6*10° Zellen/ml bzw. 0,2 mg/ml 850
55 4,4*10° Zellen/ml bzw. 0,55 mg/m| 970

Tabelle 18: Ermittelte Bakterienkonzentrationen und Sensokésfevahrend der E- colk

Zichtung im Nahrmedium bei einer Temperatur vorC3idfid Erfassung mit falschem MIP

Die Ergebnisse der Messung zeigen die Quersel&ktaes Stammes w und b, wobei sich die
Bakterien im Nahrmedium vermehren, die Generatieihson 55 min. erlaubt ein Zyklus der
Zuchtung. Der falsche MIP reagiert am Anfang aefZiiichtung, geht aber sehr schnell in die
Signalsattigung obwohl laut Zéhlung die Bakteriem@ntration stark ansteigt. Im Vergleich
dazu ergab die Messung mit dem richtigen Analyfabélle 14) bk. coli mit b-E. coli-MIP
einen stets steigenden Faktor um das siebenfacheigen.

Abbildung 59 zeigt das Ergebnis des analogen Exymaris der Zichtung von 0,1 mg/mlBv-
coli unter realen Bedingungen, bei dem im Sinne dems@lektivitdt mit einem bE. coli

gepragtem Sensor gemessen wurde.
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Abbildung 59: Zichtung der wE. coliim Nahrmedium und Erfassung des Bakterienwachstums

mit b-E. coli bzw. falschem M
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In Tabelle 19 ist der Messverlauf basierend auflfemzentrationen und den Sensoreffekten,

die durch die Zichtung der w-Eoli auf einem bE. coli-MIP entstanden sind, vorgestellt.

Entnahme [min] Zellzahl Sensoreffekt [Hz]
10 7,2*10' Zellen/ml bzw. 0,09mg/ml 300
60 6,4*10°Zellen/ml bzw. 0,8mg/ml 400

Tabelle 19:Ermittelte Bakterienkonzentrationen und Sensorédf@kihrend der Vi&. colk

Zichtung im Nahrmedium bei einer Temperatur vorC3ufid Erfassung mit &- col-MIP

Die Messung fand wahrend eines Zeitraumes von gedhinuten statt, was eigentlich eine
Zuchtung von zwei Generationen ermoglicht. In destem zehn Minuten fand die Lag-Phase
statt d.h. die Zeit wo die Bakterien sich an dakri¥&dium adaptieren. Im Bereich von zehn-
funfundvierzig Minuten passieren w-E. coli die erpatielle Phase. Das Auszahlen der
Bakterien im Nahrmedium bestatigt die Vermehrung. d3 sich aber bei der Sensorschicht
um den falschen MIP handelt, kann man diese mdsstath nicht nachweisen. &- coli sind
gro3er als die I coliund haben dadurch nicht die Mdéglichkeit, sich i&.bcoli-Kavitaten
einzulagern. Im Gegensatz dazu, sind die Sensooatenvder b-E. coli mit w-E. coli-MIP bei
gleicher Konzentration um den Faktor zwei grof3ee Drsache daflr ist die Tatsache dass
die bE. coli kleiner sind und das ermoglicht denen die unselekEinlagerung in die w-E.
coli- Kavitaten.Um das Verhalten der Querselektivitdt und der Zihtund Erfassung der
Bakterien mit falschen MIP bei héheren Konzentraio und gleichen Volumina an dem
Nahrmedium zu vergleichen, wurden die Experimenterugleichen Bedingungen wiederholt
und durchgefuhrt.

Abbildung 60 fasst die Zuchtung derEh-coli mit w-MIP und einer Ausgangskonzentration

von 1mg/ml zusammen. Die Entnahme der Bakteriengsaus dem Nahrmedium erfolgte

nach 10 min als sich die Bakterien nicht vermetattdn, dann nach 140 min. als die

Sensormessung bereits Sattigung zeigt. Nach 140vmirden die Nahrstoffe verbraucht, so

dass die Bakterien in die stationdre Phase ubetgatsind und keine Sensorantworten mehr
lieferten. Da aber sich B- coli-Bakterien nicht (oder nur in geringem Mal3) in di. coli-

Kavitaten selektiv einlagern, resultiert dies nichéntsprechenden Sensorantworten.
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Abbildung 60: Zuchtung der k. coliim Nahrmedium und Erfassung des Bakterienwachstains

w-E. colMIP bei einer Ausgangskonzentration von 1 mg/ml

Tabelle 20 fasst die ermittelten Konzentrationed @ensoreffekte der B- coli-Ziichtung

nochmals zusammen.

Entnahme [min] Zellzahl Sensoreffekt [Hz]
12 4,8*10 Zellen/ml, 0,6 mg/ml 1600
140 3,2*10° Zellen/ml, 4 mg/ml 4200
345 3,04 *1&° Zellen/ml, 3,8 mg/ml 4300

Tabelle 20 Ermittelte Bakterienkonzentrationen und Sensok&sfevahrend der = .colr

Zichtung im Nahrmedium bei einer Temperatur vorC3ufid Erfassung mit \& .colr MIP

Das analoge Experiment wurde fur dieBweoli-Zlichtung bei einer Ausgangskonzentration
von 2 mg/ml wiederholt und ist in Abbildung 61 zehen. Die Bakterien lagern sich
unselektiv oder Uberhaupt nicht in die b-E. colivKaten ein. Dementsprechend sind auch die
erfassten Sensoreffekte klein und wurden in einesitrahmen von 160 min. und einem
Frequenzbereich von 3100 Hz erfasst. Die VermehdergBakterien korreliert mit der Zeit
und Volumen des Nahrmediums, aber nicht mit eé@sSensorantworten (Tabelle 21).

88



10 min

-500

-1000

-1500

1
N
o
o
o

Sensoreffekt [Hz]

155 min.

-2500
-3000 A —=Referenzelektrode
Messelekrode
-3500 T T T 1
0 50 100 150 200

Zeitt [min]

Abbildung 61: Ziichtung der wk. coli2 mg/mlim Nahrmedium und Erfassung des
Bakterienwachstums mit B- coli bzw. falschem MIP

Aus Tabelle 21resultieren die ermittelten Konzdidreen und Sensoreffekte der Bv-coli
Zuchtung.

Entnahme [min] Zellzahl Sensoreffekt [Hz]
10 1,68*16° Zellen/ml, 2, Img/m 350
35 3,2*10G° Zellen/ml, 4mg/ml| 830
90 6 *10° Zellen/ml, 7,5 mg/ml 1880
155 1,12 *16" Zellen/ml, 14 mg/ml 3100

Tabelle 21: Ermittelte Bakterienkonzentrationen und Sensok&tfevahrend der Vi&. coli

Zichtung (2 mg/ml) im Nahrmedium bei einer Temparabn 37°C und Erfassung mitth-
coli-MIP
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5.3 Monitoring von Mischkulturen

Die genauere Betrachtung der Selektivitdten erfbralech die Messung unter kompetitiven
Bedingungen, d.h. unter Anwesenheit beider Bakispezies

In 50 ml des N&ahrmediums wurden je 10 pl b- unB.veoli-Losung in Konzentrationen von
1mg/ml (8*10 Zellen/ml) fur die Ziichtung eingebracht und fiie dilessung in einer B-
coli gepragten Schicht vorbereitet. Die Zugabe der @akilosung erfolgte sobald der Sensor

eine konstante Basislinie erreicht hatte. Abbild6@geigt das Ergebnis der Messung.
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Abbildung 62: Bakterienziichtung in Kombination 1mg/mlB- coliund 1mg/ml

w-E. coli mit einem b-MIP
Die dazugehoérigen, ermittelten Werte der Konzewnan und der Sensoreffekte der

Bakterienmischung sind in Tabelle 22 zu sehen.

Entnahme [min] Zellzahl Sensoreffekt [Hz]
18 8+10° Zellen/ml, 1 mg/ml 140
65 1,2*10" Zellen/ml, 1,5mg/ml 700

Tabelle 22: Ermittelte Bakterienkonzentrationen der gemisciztecht ( b- und wk. coli)
und Sensoreffekte im Nahrmedium bei einer Tempekain 37°C und Erfassung mit B-
coli- MIP
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Um die Konzentration der gemischten Bakterienloswafrend der Messung zu bestimmr
wurden nach 18 miand nac/ 65 min. je 10ul von der Bakterienlosuag: dem Nahrmedium
entnommen, ausgezahlt und fotografiert. Da ein &aktgemisch vorliegt, kann man r
einheitlich die Zahl der @len bestimmen, aber nicht Konzentration zu jewligem Stamm
zuordnen, da sictie GrolRenbereiche Uberlapg In Abbildung 63 sindlie Bakterien der -

und b-E. coli, die sich eigentlich nur in ihrer Grol3e untersdie, gezeigt

a) b)

Abbildung 63: Fotographische Aufnahmen der Konzentrationsgemisoigym b-E. coliund
1 mg/ml w-E. colinach a) 18 min und b) 65 m

Weiteres wurde wieder im0 ml des Nahrmeums die gleiche Zusammensetzung
Bakterienlosung wie invorherigel Experiment fur die Zuchtung regeneriert und far
Messung mit einem M&. coli-MIP vorbereitet. In Abbildung 64 istas Ergebn dargestellt.
In einem Zeitraum vorhundertzwanzig Minute wurde 1mg/ml der Bakterienmischur
gezuchtet.In dieser Zeit befinden sich die Barien laut derSensorantwo nur zwanzig
Minuten langin der exponentiellen Phe. Wenn man nach der Gro3e der Bakterien beur
dann passt sich diese Bakterienmischung d-Kavitaten besser an als de-Kavitaten und
dementsprechend sind auch die Sengworten bei wMIP groRe. Obwohl die
Frequenzantworzeigt, dass sich die Bakterien ab der zwanzigstentd in der stationare
Phase befinden und sich nicht mehr verme, wurde nach flinfundsechzig Minuten e
Bakterienldsung entnommen und ausgezahlt. C fihrte zum Schlusdass diese aber durch

den Sensor nicht mehr erfagsairden, da die Kavitatem MIP bereits abgesattigt wal.
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Abbildung 64: Gemischte Zucht (b- und - coli) und Erfassung mit einem w-MIP

In Tabelle 23 sind die Konzentrationen und Sen$ekef der Bakterienmischung
zusammengefasst.

Entnahme [min] Zellzahl Sensoreffekt [Hz]
20 4*10° Zellen/ml bzw.0, 5mg/ml 2650
95 1,2¥10'°Zellen/ml, 1,5mg/ml 2800

Tabelle 23 Ermittelte Bakterienkonzentrationen der gemisclaeaht (b- und wk. col)) und
Sensoreffekte im Nahrmedium bei einer Temperatar3/&C und Erfassung mit

w-E. col-MIP

Weiteres wurde die Kombination der Mischung vorpl3 mg/ml wk. coliund 5 pl Img/ml
b-E. coli in einem bE. coli gepragtem Sensor untersucht und erfasst. In der
Bakterienmischung sind die @- coli in Mehrzahl. Diese Erkenntnis beeinflusst die
Sensorantworten und Einlagerung der Bakterien enldE. coli-Kavitaten. Wenn man als
Vergleich das Ergebnis der Messung aus der Abbgdithbetrachtet, wo das Mischverhaltnis
der b- und w-Bakterien 1:1 und bei einer Konzemdratvvon 1 mg/ml ist, dann kann die
Erniedrigung der Sensoreffekte um 300 Hz in deticstaren Phase beobachten werden. Das

resultiert aus der Belegung der Kavitaten mit delntigen Bakterien.
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Abbildung 65: Bakterienztichtung in Kombination 15 pl Img/mBEwveoliund 5 pl

1mg/ml bE. coli mit einem b-MIP

In Tabelle 24 befinden sich die Konzentrationen udensoreffekte, die wahrend der
Zuchtung der Bakterienmischung ermittelt wurden.

Entnahme [min] Zellzahl Sensoreffekt [Hz]
10 7,2 *10° Zellen/ml bzw. 0,9 mg/ml 450
80 1,2 *10°Zellen/ml bzw. 1,5mg/ml 480

Tabelle 24 Ermittelte Bakterienkonzentrationen der gemisclteaht (b- und wk. coli) und
Sensoreffekte im Nahrmedium bei einer Temperatar3/&C und Erfassung mit
b- E. col-MIP

Weiteres wurde in einem analogen Experiment die lioation der Mischung von 15 pl

1 mg/ml bE. coliund 5 pl Img/ml wk. coliin einem wE. coli gepragtem Sensor untersucht
und erfasst (Abbildung 66). In der Bakterienmisapsimd die bE. coli in Mehrzahl. Wenn
man als Vergleich das Ergebnis der Messung ausAbeiidung 64 betrachtet, in der das
Mischverhéltnis der b- und w-Bakterien 1:1 und beier Konzentration von 1 mg/ml ist,
dann konnen die ahnlichen Sensoreffekte in deiostiien Phase beobachten werden, da die

b-E. colisich noch zuséatzlich unselektiv in die w-Kavitaesnlagern.
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Abbildung 66: Bakterienziichtung in Kombination von 5 pl 1mg/aE. coli und 15 pl
1mg/ml wE. coli mit einem w-MIP

Die Tabelle 25 zeigt die erfassten Bakterienkonagionen und ihre Sensoreffekte wahrend
der Zichtung. Die Konzentration bezieht sich aefBakterienmischung, da es nicht moglich
ist, die Bakterienstdmme zu differenzieren.

Entnahme Zellzahl Sensoreffekt [Hz]
[min]
20 9,6*10° Zellen/ml bzw.1,2 mg/ml 1500
132 4*10° Zellen/ml, 5 mg/ml 1750
153 4,08*10° Zellen/ml bzw.5,1 mg/m 2200

Tabelle 25 Ermittelte Bakterienkonzentrationen der gemisclziecht (b- und wk. coli) und
Sensoreffekte im Nahrmedium bei einer Temperatar3i&yC und Erfassung mit
w-E. colrMIP
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Resumee:

In diesem Kapitel wurden Messungen in einem Bia@akn demE.coli geziichtet werden
und gleichzeitig der Zuwachs an Biomasse onlinevideht, durchgefuhrt. Daftir wurde ein
kleiner Bioreaktor im Labor aufgebaut, der aus mirteaermostatisierten Glasgefal etabliert
ist und in dem sich das Nahrmedium bei einer Teatpervon 37°C befindet. Alle
durchgefuhrten Messungen im Bioreaktor erfolgtemanin flow-by-System.

Die Bakterienzahl verdoppelt sich alle 20-30 mm. Nahrmedium und ihre Zucht wurde
dann mittels Zweielektroden-Sensoren aufgenommeihréhd den Messungen durchlaufen
die Bakterien vier Wachstums-Phasen, wobei sieisicter exponentiellen Phase vermehren
und die gro3tem Sensoreffekte liefern. Wenn diet®&#n in die stationdre Phase kommen,
bildet die Frequenzantwort ein Plateau, die Ba&texviermehren sich nicht mehr, da sie keine
Nahrstoffe mehr haben. Sie beginnen die Toxinewmsatwriden und leiten so ihre Absterbe-
Phase ein. Sobald sie erreicht ist, kommt es zwuR®n der Konzentration und der
Sensoreffekte. Die Selektivitat der MIP wurde Ulbéfp um ein Erkenntnis Uber die
Maoglichkeit der Zichtung der Bakterien mit dem M#2 gewinnen. Unterschiedliche
Konzentrationen an b- und w-Bakterienlésungen uridjeweils falschen MIP wurden bei
den Zichtungen eingesetzt. Sie weisen auf untedlathes Zeitverhalten zwischen den
Bakterienstammen auf und ermdgliche damit eine tdokeidbarkeit der Bakterien.

Beim Monitoring der Mischkulturen wurde angenomnuigss die kleinen-E. coli sich
zusatzlich und unselektiv in die grol3en w-E. cdhivikaten einlagern und dadurch hohere

Sensorantworten erreichen als bei den Messungein-MIP.
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6.Sensorarrays mi. col-MIP

Die Selektivitaten der MIP und eine mégliche Apptibn in realen Systemen legen es nahe
einen Sensorarray zu entwickeln, der es ermdghwtirere Bakterienstamme gleichzeitig in
einer Analysenprobe zu bestimmen und zu erfasseafiirvar es zun&chst notwendig, neue
Elektrodengeometrien zu entwickeln, die auch inmedifizierten Dreielektrodenmesszelle
kontaktiert werden kénnen. Um das Ubersprechen bdgrachbarten drei Elektroden zu
vermeiden, erfordert die Herstellung und Optimigrueine prazise Anpassung an das
Quarzplattchen. Mittels Optimierung der Goldschiitke ist es madglich, die hohen
Unterschiede zwischen den Resonanzfrequenzen maieeen. Die Grundresonanz des QCM
betragt 10 MHz, mit einer Dicke von 0,15 mm undeenDurchmesser von 15,5 mm. Beim
multiplen Elektrodendesign ist der DurchmesserdmufMesselektrode auf 4,5 mm reduziert,
fur die Phasenseite 3,00 mm, wobei die Distanz @veis den Elektroden 2 mm ist. Weitere

Verkleinerung des Elektrodendurchmessers wurd&esitivitat des Sensors reduzieren.

o

Abbildung 67: Aufbau der Dreielektroden-Geometrie fir die Simuittestimmung der

verschiedenen Bakterienstdmmen in der flussigesd’fMorder- und Ruckseite)

Wie vorher schon in Kapitel 2 erlautert, kann es ikapplung der elektroakustischen Welle
mit der zu untersuchenden Losung kommen. Um di&Sggkt zu minimieren, werden die
Elektroden auf der Vorderseite grol3er als die Ebeldn auf der Rulckseite mit dem
Siebdruckverfahren auf das Quarzplatzchen aufgatragobei die Elektroden mit groRerem
Durchmesser mit der Lésung in Kontakt kommen. Wae den bisherigen Messungen und
Analysen, werden die Elektroden mittels Spin-Captferfahren mit Polyurethan
(Zusammensetzung in der Tabelle 2fBschichtet. Eine der drei Sensorschichten bleibt

ungepragt, eine wird mit B- coliund die andere mit \&- coli gepragt.
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Nach dem Aushéarten der gepragten Schichten, weti@dh. coli mittels 0,1 % SDS aus den
Kavitdten ausgewaschen. Messungen mittels Netzwalksator zeigen, dald dabei gleiche
Schichtdicken und gleiche Sensorantworten erwantetden konnen, wie im Fall der
Einzelsensoren (trotz der Anderungen in der EleldemeGeometrie). Analog der
Zweielektroden-Messzelle muf3te auch Dreielektradesszelle an drei Kanale und vier

elektrische Kontakte zwischen dem Sensor und M#éesaegepalit werden (Abbildung 68).

Kaml A
Abbildung 68: Meszelle fur Dreielektroden-Messungen in der fljssiPhase mit drei

Kanalen und vier elektrischen Kontaktstellen

Analog den friheren Messungen, befindet sich des&@estandig in der Flussigkeit, so dass
die gepragte Schicht quellen kann. Vor jeder Megsteihe wird der Sensor stabilisiert,
kalibriert und erst dann ist er einsatzbereit. Messungen beziehen sich wieder auf die
Massenanderung wahrend des Beladens der sensBivkicht, wobei die Anderung der
Masse entweder durch die Anderung der Konzentrabider durch das Auswaschen der
Analyten aus den Kavitaten erfolgt. Der Prozel3tléuafstopped-flow Modus oder wahrend
der Zucht der Bakterien im Bioreaktor dann im flowSystem mit einer konstanten
Geschwindigkeit. Wie bei den Messungen zuvor, wirégstopped-flow Modus die Zufuhr der
Analytldsung wahrend der Messung unterbrochen.dsgeht die Moglichkeit, die Frequenz-
und damit Massenanderung ununterbrochen wahrend Zdehtung der Bakterien im
Nahrmedium zu erfassen. Die Analytlosung und dabridéadium befinden sich dann im

bereits vorgestellten Bioreaktor.
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6.1 Dreielektrodenmessungen in stopped-flow Modus

Fur den Nachweis der B- coli in der Losung mittels dieses Sensorarrays aus drei
individuellen QCM-MIP-Sensoren wurde eine Konzetidraan Bakterien in der Suspension
von 12 mg/ml (9,6* 18 Zellen/ml) mit Neubauer Zahlkammer ermittelt. Alohihg 69 zeigt
das Resultat einer der ersten Messungen. AlleEe&itroden, namlich die zwei ungepragten
Referenzelektroden und die eine gepréagte Messetikirzeigen beim Einfihren der
Bakteriensuspension in die Messkammer eine Fredmelezung. Bei der Messelektrode
betragt er 11200 Hz und ist daher um einen Fakilves grof3er, als die entstandenen
Sensoreffekte bei den Referenzelektroden, die H&0betragen, was wieder auf erfolgreiche
MIP-Synthese hindeutet. Die Frequenzerniedrigung dan zwei Referenzelektroden
entspricht einer unselektiven Anlagerung der Badaterin die Polyurethanschicht. Die
Sensoreffekte sind praktisch gleich und im Hinbleek die Reproduzierbarkeit geben sie ein

bestéatigendes Ergebnis.
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Abbildung 69: Sensoreffekt eines 10 MHz B- coli-Sensor mit Polyurethanbeschichtung;
Messelektrode: Pragung mit b-E. coli; zwei Refeedsidroden: ungepréagtes Polyurethan;
Messkurve: Einschwingen des Sensors mit destélielMVasser; Zugabe von 12 mg/ml B-coli-

Bakteriensuspension bei Raumtemperatur; Messmastiygped-flow
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Weiters wurde das analoge Experiment wiederholheveine Referenzelektrode und zwel
gleich beschichteten Messelektroden, namlich mi.veoli gepragt, verwendet wurden. Fir
die Detektion der viE. coli wurde eine Bakteriensuspension von 5 mg/ml (4*Zélen/ml)
eingesetzt, das Ergebnis ist in Abbildung 70 zueselDie Sensoreffekte der - coli
Messelektroden betragen 2000 Hz bzw. 2500 Hz urdiwgin den Faktor sieben groRer als die
Sensoreffekte der Referenzelektrode. Diese Ergebnieuten wieder auf eine gelungene
MIP-Synthese hin. Die Reproduzierbarkeit der glegdgpragten Messelektroden ist viel
versprechend, da sie die gleichen Sensoreffektgotreafen. Die am NIP beobachtete
Frequenzerniedrigung ist durch die instabile unselektive Anlagerung der Bakterien in die
ungepréagte Polyurethanschicht bedingt.
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Abbildung 70: Sensoreffekte eines V. coli-Sensors; zwei Messelektroden: Pragung mit
w-E. coli; Referenzelektrode: ungepragtes Polyurethan; MessklEinschwingen des
Sensors mit destillierten Wasser, Zugabe von 5Smg/+l colt Bakteriensuspension bei
Raumtemperatur; Messmodus: stopped-flow
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Der nachste logische Schritt ist, ein Experimentdieoerste Messelektrode mitBv-coli und
die zweite Messelektrode mitth- coli gepragt, wobei eine Referenzelektrode vorhanden is
durchzufiuhren. Fur den Nachweis der Ew- coli in der LOosung wurde eine
Bakteriensuspension von 18 mg/ml (1,44*'ellen/ml) eingesetzt. Die Messkurve deiEuw-
coli belegt die Reproduzierbarkeit und die Stabilités dMesssignals. Beim mehrmaligen,
wiederholten Messen der gleichen Bakterienkonzgotrebleiben die Frequenzanderungen
gleich hoch, néamlich 7700 Hz, 7100 Hz und 6300HE Dlesskurve der E-. coli ist
unselektiver, da sich bei der Messung um NachwaiswE. coli handelt und deswegen sind
ihre Sensoreffekte dementsprechend viel kleinel001Hz, 520 Hz und 550 Hz. Der
Differenzfaktor der beiden, unterschiedlich gepeagtlesslektroden betragt zwischen 5 und.
10, was eigentlich ein wichtiger Parameter ist,ddsse Messung eine erstmalige ,in-situ®-

Parallelmessung mit zwei verschiedenen Bakteriemsin ist.

4000

2000 A

-2000 1

-4000 1

-6000 - = \\- gepragte Messelektrode
== |- gepragte Messlektrode
- Referenzelektrode

-8000 1

-10000 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Abbildung 71: Sensoreffekte b- und wk. coli-Sensor; erste Messelektrode: Pragung mit
w-E .colii zweite Messelektrode: Pragung mitEb-coli eine Referenzelektrode:
ungepragtes Polyurethan; Messkurve: EinschwingenS#msors mit destillierten Wasser,
Zugabe von 18 mg/ml w- E.coli- Bakteriensuspensien Raumtemperatur; Messmodus:

stopped-flow
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Die folgende Abbildung 72 zeigt die Resultate voifEwcol-MIP auf einer Messelektrode
und bE. coliauf der anderen Messelektrode. Die Messkonzemntragdragt 12 mg/ml (9,6*
10" Zellen/ml) bE. coli Die drei unterschiedlich gepréagten Elektrodengeei auch
unterschiedliche Sensorantworten. Die Messkurvgt séne Reproduzierbarkeit und Stabilitat
im Bezug der wE. col-MIP, begriindet mit Sensorantworten von 11700HZ00D1Hz, 10500
Hz und 11100 Hz. Dadurch erfolgt auch der NachwleiswE. coliL6sung, aber auch die
Feststellung der Tatsache dal} sidB. lwoli auch in die wkE. coltKavitdten einbetten kbnnen
und groRRere Sensorantworten liefern kdnnen, begtimit den Sensorantworten von 4500
Hz, 4600 Hz, 4100 Hz und 4300 Hz. Die SensoreffeldiewE. col- Messelektrode ist um
den Faktor 2 groRRer als die Sensorantworten derdoli und im Gegensatz zu der vorherigen
Messung (Abbildung 71) wo die ®&:- coliBakterien in bE. colrKavitaten nicht hineinpassen

und dementsprechend auch kleinere Messeffekteriefe

200C 1
oOTm
-2000 1 H 1 "\
E 4000 - Referenzelektrode
E 5000 - ——h- gepragte
° Messelektrode
[e]
@ | w- gepragte
% -8000 U Messlektrode
-10000 1 U u
-12000
-14000 T T 1
0 5 10 15

Zeit t [min]
Abbildung 72: Sensoreffekte eines b-undBEv-colr Sensor; erste Messelektrode: Pragung

mit b-E. colii zweite Messelektrode: Pragung mitBwv-colii eine Referenzelektrode:
ungepragtes Polyurethan. Messkurve: EinschwingerSaeasors mit destilliertem Wasser,
Zugabe von 12 mg/ml B- coli Bakteriensuspension bei Raumtemperatur; Messmodus

stopped-flow
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6.2 Dreielektrodenmessungen unter Realbedingungen

Die Dreielektrodenmessungen wurden auch in dem apitkl 6 vorgestellten Bioreaktor

durchgefuhrt. Da in dieser Arbeit schon die Ziclgtder Bakterien unter realen Bedingungen
bei Zweielektrodenmessungen untersucht wurde, bésikbn sich die Studien mit dem
QCM-Array im Bioreaktor auf die Verlangsamung, Heomg oder Verhinderung der

Ziuchtung durch unterschiedliche Hemmstoffe wie fielsweise Lysozym und N-

Hydroxyharnstoff. Die Wirkung des N-Hydroxyharngesf* beruht auf der Verhinderung der
Zellvermehrung, indem das Enzym Ribonukleoditreds&tgehemmt wird und dadurch die
DNA-Synthese eingeschrankt wird. Der Hemmstoff Lasn™ ist eine Hydrolase, die den

Peptidoglykan in der Zellwand der Bakterien abbawod so einen Einfluss auf die

Vermehrung der Bakterien hat. Alle angeflhrten HExpente werden in flow-by-Modus

stattfinden.

6.2.1Inhibierung der Zichtung mit N-Hydroxyharnstof

5000 A

Sensoreffekt [Hz]

= \|esselektrode b-
Pragung
200 min. == Messelektrode b-
-25000 T T 1 Pragung
0 100 200 30( == Referenzelektrode
Zeit t [min]

Abbildung 73: Bioreaktor-Zucht der I&=. coli mit einem Dreielektroden-Sensorarray;

zwei Messelektroden: b-MIP; eine Referenzelektr@agabe: 1 mg/ml . coli- Lésung

Abbildung 73 zeigte die Zlichtung der Bakteriek.bzoli in einem Sensorarray, bei dem zwei
Messelektroden mit b-MIP beschichtet und eine Reizglektrode ohne Préagung vorhanden

war.
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Dieses Experiment kombiniert erstmals eine in-Miessungen wahrend der Zucht und den
Einsatz eines Sensorarrays. Beide Messkandle sihdlem selben MIP beschichtet, was

erfreulicherweise in gleichen Sensorantworten mtindas Ergebnis dieser Messung zeigt
wieder eine gute Reproduzierbarkeit in der SyntlieseMIP. Die Referenzelektrode zeigt

auch Sensorantworten, die durch unselektive Einlageentstanden sind. Wahrend dieses
Messvorganges wurden die Bakterien in vier Zykleneagiert und ergaben am Ende einen
Konzentrationswert von 12 mg/ml, danach entstaredstiationdre Phase. In der Tabelle 26

sind die Sensoreffekte und Konzentrationen, diererdth der Messung ermittelt wurden,

vorgestellt.
Entnahmezeit Konzentration Sensoreffekt [Hz] | Sensoreffekt [Hz]
[min] Messelektrode 1 | Messelektrode 2
10 6,4*10 Zellen/ml bzw.0,8 mg/ml 1750 1800
90 1,92*16° Zellen/ml bzw. 2,4 mg/m 9800 9700
200 9,6*10° Zellen/ml bzw. 12 mg/ml 18000 18200

Tabelle 26: Ermittelte Sensoreffekte bei Zichtung deE beoliin einem Sensorarray, wobei

zwei Messelektroden mit B- coligepragt sind
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In Abbildung 74 ist die Zucht und das Verhalten llét. coli-Bakterien bei der Zugabe von
400 mg des Inhibitors N-Hydroxyharnstoff gezeiggbei zwei Messelektroden mitb-coli
gepragt wurden. Die Ausgangskonzentration betrogy/nl b-E. coli.

17 min., Zugabe 400 mg N- Hydroxyharnst

Sensoreffekt [Hz]

— Referenzelektrode

Messelektrode b- Pragung

) - Messelektrodee b- Pragun
-18000 gung

0 50 100 150 200 250
Zeit t [min]

Abbildung 74: Bioreaktor-Zucht der . coli von einem Dreielektroden-Sensorarray; zwei
Messelektroden: Pragung mitEb- colii eine Referenzelektrode; Messkurve: Einschwinges d
Sensors mit destilliertem Wasser, Zugabe von 1 mhs. coli- Bakteriensuspension bei einer
Temperatur von 37°C; Messmodus: flow-by; nach 17n.mZugabe des Inhibitors N-

Hydroxyharnstoff 400 mg

In der folgenden Tabelle 27 wurden die Sensorartemound Konzentrationen wahrend der
Messung vor und nach der Zugabe des Inhibitors yéhdkyharnstoff ermittelt.

Die Sensorantworten der beiden mit E. coli-MIP bé&ddeten Messelektroden verlaufen
parallel zu den Ergebnissen aus der Tabelle 26di@cAusgangsbedingungen die gleichen
waren. Der Unterschied trat auf, nachdem der ltdnith-Hydroxyharnstoff auf die Bakterien
zu wirken begann. Da die ausgewéhlte Konzentratiom N-Hydroxyharnstoff klein ist,
braucht der Hemmstoff auch langer um seine Wirkangentfalten und inhibierend zu
wirken. Die Bakterien wurden nach 150 min. gehenaggannen zu verklumpen (Abbildung

75 d) womit die Resonanzfrequenz wieder anstieg.
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Entnahmezeit Konzentration Sensoreffekt [Hz] | Sensoreffekt [Hz]
[min] Messelektrode 1 | Messelektrode 2
10 7,2*10 Zellen/ml bzw.0,9mg/ml| 2500 2550
17 Zugabe des N- Inhibitors N- 5050 4900
Hydroxyharnstoff
35 1,6*13° Zellen/ml bzw. 2 mg/ml 9000 8400
150 6,4*10° Zellen/ml bzw. 8 mg/ml 15000 13500
200 2,4%18° Zellen/ml bzw. 3 mg/ml 10500 9000

Tabelle 27: Sensoreffekte der B: coli, wobei zwei Messelektroden mitHE- coli gepragt

sind und nach 17 min. die Inhibititon des Wachstums N-Hydroxyharnsroff begonnen

wurde

Die Messung dauerte insgesamt zweihundert Minutedeinen die Bakterien alle Phasen

ihres Wachstums durchlebten.In Abbildung 75 sirelRBikterien in unterschiedlichen Phasen

und in Abhangigkeit des Messverhaltens aufgenommaden. Die Hemmung der Bakterien

erfolgte nach der Zugabe von 400 mg N-Hydroxyhaffistvas sich durch Verklumpen der

Bakterien bemerkbar gemacht hat. Die BakterienkoinaBon wurde von 8 mg/ml auf 3

mg/ml reduziert, was sich auch auf die Erniedriguileg Sensoreffekte bemerkbar machte.

Die Messelektroden geben wieder einheitliche Sefifekte, so dass die Reproduzierbarkeit

wieder vorhanden ist. Die Erniedrigung der Sens$ekéd ist auf den Sensoren nicht so stark

zu sehen, die Messeffekte bleiben etwas groRer.Utsache kann an der Anlagerung von

abgestorbenem Material auf der Sensoroberflacherlie

Unter dem Mikroskop wurde das Zusammenklumpen ddeteBien wegen der Hemmung der

Zichtung beobachtet. Wie auch oben in der Tabdllgezeigt, die erfasste Konzentration

erniedrigt sich mit der Zeit, da die Bakterien niah verklebtem Zustand in die Kavitaten

befoérdert und aufgenommen werden kénnen.
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a)

<)

Abbildung 75: Fotographische Aufthmen der Inhibierung (400 mg-Hydroxyharnstoff) der
Zuchtung der Bakterien E. coli (Ausgangskonzentration 1 mg/ml) nach a) 10 min.3®)min,
¢) 150 min. und d) 240 mi

Analog zu den Experimenten mi-E. coli, wird die Zuchtungder Bakterien \-E. coli in
einem Sensorarrayo zwei Messelektroden mit-gepragt und eine Referenzelektrode o
Pragung vorhanden ist, Abbildung 76 gezeigt. Dies Messung wurde als Vergleich zu ¢
anderen Messungen mit B- coli, wo Inhibitoren verwendet werden, ausgewahlt.

Ausgangskonzentration iStmg/ml I-E. coliund die Ziichtung ist nicht gehem
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Abbildung 76: Bioreaktor-Zucht der w. coli von einem Dreielektroden- Sensorarray;
zwei Messelektroden: Pragung mitBwv-coli; eine Referenzelektrode; Messkurve: Einschwingen
des Sensors mit destillierten Wasser, Zugabe vomg/ml w-E. coli- Bakteriensuspension bei

einer Temperatur von 37°C; Messmodus: flow-by

In Tabelle 28 sind die Sensoreffekte und Konzeiatnah, die wahrend der Messung ermittelt

wurden, zusammengefasst.

Entnahmezeit Konzentration Sensoreffekt [Hz] | Sensoreffekt [Hz]
[min] Messelektrode 1 | Messelektrode 2
10 3,84*13°Zellen/ml, 4,8 mg/ml 2600 2500
110 2,4*1*1G"Zellen/ml, 30 mg/ml 30100 30100
200 5,4*10" Zellen/ml bzw. 68 mg/ml 38000 37500

Tabelle 28:Ermittelte Sensoreffekte der Bi-coli, wobei zwei Messelektroden mit &i-coli

gepréagt sind

Die Messelektroden, die gleich gepragt sind undanAbbildung 7&ezeigt wurden, zeigen
ahnliche Verlaufe der Sensoreffekte, wobei diesesAge auch in der Tabelle 28 durch die
ermittelten Sensoreffekte bekraftigt wurde. In eideitspanne von 200 min. kommt es zur
Zellzahlanderung von 3,84*1tellen/ml auf 5,4*1&" Zellen/ml bzw. 68 mg/ml.
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Das Ergebnis dieser Messung basiert auf guter Rapierbarkeit und Synthese der MIP. Die
Referenzelektrode, die eigentlich nicht gepragt, igeigt wegen der unselektiven
Anlagerungen der Bakterien auf ihrer OberflachesSeasffekte.

Abbildung 77 zeigt das Verhalten derBwv-coli-Bakterien bei der Zugabe von 400 mg des
Inhibitors N-Hydroxyharnstoff, wobei zwei Messeledden mit wk. coli gepragt wurden.

Die Ausgangskonzentration betragt 1 mg/mEweol..
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Abbildung 77: Bioreaktor-Zucht der we. coli von einem Dreielektroden-Sensorarray; zwei
Messelektroden: Pragung mit Bv-coli; Zugabe der 1 mg/ml - coli-Bakteriensuspension;

Messmodus: flow-by; nach 50 min. Zugabe des InbiibiN- Hydroxyharnstoff 400 mg

In der folgenden Tabelle 29 wurden die Sensorartemound Konzentrationen wéhrend der
Messung vor und nach der Zugabe von 400 mg debkitots N-Hydroxyharnstoff ermittelt.

Entnahmezeit Konzentration Sensoreffekt [Hz] | Sensoreffekt [Hz]
[min] Messelektrode 1 | Messelektrode 2
15 9,6*10 Zellen/ml bzw.1,2 mg/ml 4600 4000
50 Zugabe des N- Inhibitors N- 10700 10750
Hydroxyharnstoff
140 1,28 18" Zellen/ml bzw. 16 mg/m 24200 24000
200 5,6*13° Zellen/ml bzw. 7 mg/ml 14000 13900

Tabelle 29Ermittelte Sensoreffekte der k-coli, wobei zwei Messelektroden mit E-coli

gepragt sind; nach 50 min. die Inhibition der Ziselgt mit N-Hydroxyharnstoff
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Die Bakterienziichtung dauerte etwa 150 min., wabei Inhibitor um 100 min. vorher
zugegeben wurde. Danach wurde eine enorme Frequamrzédg beobachtet, was auf die
hemmende Wirkung des Inhibitors auf die Bakteriehtuzurickzufihren ist. Die
Bakterienkonzentration wurde von 16 mg/ml auf 7 migfeduziert, was sich aus den
entsprechenden Sensoreffekten ableiten lasst. [@esdlektroden geben wieder einheitliche

Sensoreffekte, was wieder auf die gute Reproduaikeit der Polymerherstellung hindeutet.

6.2.2 Inhibierung der Ziichtung mit Lysozym

Eine andere Mdoglichkeit der Hemmung des Bakteri@mstums der ist die Verwendung
einer Lysozymlosung und ihre Zugabe zum NahrmedRiengenau Zusammensetzung der

Lysozymldsung ist in der Tabelle 30 angegeben.

EDTA 59
NaOH 0,56 g
NaCl 0,69
Lysozym 20 mg
Dest. Wasser 100 ml
pH 8,0

Tabelle 30:Zusammensetzung der Lysozymldsung

Verwendet wurde ein 10 MHz Sensorarray mit Pohhaebeschichtung, dessen zwei
Messelektroden mit B col-rMIP beschichtet sind und dessen Referenzelekadepragtes
Polyurethan enthielt. Bei Raumtemperatur wurde d&thrmedium (37°C) 1,5 mg/ml B-
coli-Bakteriensuspension zugegeben. Nach 65 min. ¢efolig@ Zugabe von 10 ml Lysozym.
In Abbildung 78 und Tabelle 31 sind die entspredeen Daten der Sensormessung
zusammengefasst.
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Abbildung 78: Bioreaktor- Zucht der . coli von einem Dreielektroden- Sensorarray; zwei
Messelektroden: Prégung mit Eb- colii eine Referenzelektrode: ungepragtes Polyurethan.
Messkurve: Einschwingen des Sensors mit destéliewasser, Zugabe von 1,5 mg/mBb-colr

Bakteriensuspension bei Raumtemperatur; nach 65dugabe des Inhibitors Lysozym;
Messmodu: flow by

Entnahmezeit Konzentration Sensoreffekt Sensoreffekt
[min] [Hz] [Hz]
Messelektrode 1| Messelektrode 2
10 1,2*10 Zellen/ml bzw.1,5mg/ml 1550 1500
65 Zugabe der Lysozymldsung 2500 2500
150 1,1*16* Zellen/ml bzw. 14,3 mg/ml 15000 14500
200 4,16*108° Zellen/ml bzw. 5,2 mg/ml 3500 3400

Tabelle 31:Ermittelte Sensoreffekte derth-coli, wobei zwei Messelektroden mitkh-coli
gepragt sind; nach 65 min. erfolgte die Inhibitaer Zichtung mit Lysozym
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Das Ergebnis der Inhibierung voneb-coli mit dem Lysozym und Aufnahmen der Bakterien
an b-MIP zeigen unregelmafRige Anderungen im Frezhemeich. Nach 150 Minuten kommt
es zur endgultigen Hemmung der Bakterien, wobeFdegiuenz wieder ansteigt. Abbildung
79 zeigt die entsprechenden mikroskopischen Aufrghran denen man das Verklumpen der
Bakterien erkennt und die ein Hinweis auf die Hemgbzw. das Absterben der Bakterien
darstellen. Der Vergleich der Resultate der beikdarbitoren zeigt, daf3 Lysozym b-E. coli
starker in ihrem Wachstum hemmt als N-Hydroxyhanffst

a) b)

Abbildung 79: Fotographische Aufnahmen der LysozyminhibieruagldE. coliZichtung nach
a)10 min. und b) 200 min.

Analog dazu wurden auch Experimente mit w-E. cold wleren Inhibierung mit Lysozym
durchgefuhrt. Die Anfangskonzentration betragtrh@gdml, wobei wieder eine Zugabe von 10

ml Lysozym nach 50 min. erfolgte. Abbildung 80 uhabelle 32 fassen die entsprechenden
Daten der Sensormessung zusammen.
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Abbildung 80: Bioreaktor- Zucht und Inhibierung der E-coliin einem Dreielektroden-

Sensorarray; zwei Messelektroden: Pragung nti. weli; eine Referenzelektrode:

ungepragtes Polyurethan; Messkurve: EinschwingerSeasors mit destillierten Wasser,

Zugabe von 1,5 mg/ml \i- coliBakteriensuspension bei Raumtemperatur; nach 50min

Zugabe von 10 ml des Inhibitors Lysozym; Messmodéosi by

Entnahme Konzentration Sensoreffekt [Hz] | Sensoreffekt [Hz]
[min] Messelektrode 1 | Messelektrode 2
10 1,2*13° Zellen/ml bzw.1,5 mg/ml 5100 5000
50 Zugabe der Lysozymldsung 26500 26000
150 2,4*10* Zellen/ml bzw. 30 mg/ml 28600 28000
200 4*13°Zellen/ml bzw. 5 mg/ml 500 500

Tabelle 32: Ermittelte Sensoreffekte der l-coli, wobei zwei Messelektroden mit K-coli

gepragt sind; nach 50 min. erfolgte die Inhibitaer Ziichtung mit Lysozym

Die Ergebnisse der ermittelten Konzentrationen Sedsoreffekte zeigen deutlich daf3 sich

die Bakterien wahrend der Messung vermehren und3eaerationszeiten durchleben. Ab

dem Zeitpunkt der Lysozymzugabe, beobachtet mameieltHemmung des Wachstums, so

dass die stationare Phase hundert Minuten dauert.
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Danach sterben die Bakterien ab und verklumpenmaiteler. Durch den Vergleich der
Inhibitoren bei den wE. coli, wurde festegestellt dass Lysozym bessere Wirkaurglie
Hemmung der wE. colihat als der N- Hydroxyharnstoff. Dieses Ergebnmasit mit dem

Ergebnis von k. coli Gberein.

Resumee:

Der Schwerpunkt dieses Kapitels war die Entwickluegnes Sensorarray, der die
Selektivitaten und maogliche Applikation in realegsmen beftérdert und gleichzeitig es
ermdglicht, mehrere Bakterienstamme gleichzeitidpestimmen und zu erfassen. Es wurden
drei Elektroden auf einem einzigen QCM Substratverkielt. Notwendig ist es gewesen, die
Messzelle fir Dreielektrodensysteme zu entwickelmd udie Elektrodengeometrie zu
optimieren Die Messungen in der flissigen Phase und untgspet-flow-Modus folgten den
Ergebnissen der Zweielektrodensysteme. Die Medsetdn, die gepaart gepragt wurden, zeigten
gleiche und Uberlappende Effekte, so dal} die Repredarkeit der MIP gegen war. Bei den
Dreielektrodenmessungen unter realen BedingungeBiameaktor und unter flow- bipeschranken
sich die Studien mit dem QCM-Array auf die Messungier Zucht mit unterschiedlichen
Pragungen der Elektroden und auf die Messungen/ddangsamung, der Hemmung oder
der Verhinderung der Zichtung durch unterschiedli¢thtemmstoffe wie beispielsweise
Lysozym und N-Hydroxyharnstoff. Die Wirkung des N4Hoxyharnstoffes beruht auf der
Verhinderung der Zellvermehrung, indem das EnzyivoRukleotidreduktase gehemmt wird
und dadurch die DNA-Synthese eingeschrankt wirdr Bemmstoff Lysozym ist eine
Hydrolase, die den Peptidoglykan in der ZellwandBlkterien abbaut und so einen Einfluss
auf die Vermehrung der Bakterien hat. Die Experiteenzeigten wieder die
Reproduzierbarkeiten der MIP wahrend der Messund2er. Inhibitor Lysozym zeigt
radikales Abstarben und Verklumpen der Bakterienhnaeiner Einwirkszeit bei beiden
Bakterienstimmen, wobei die Sensoreffekte und Kanagonen in dieser Phase abnehmen.
Der Inhibitor N-Hydroxyharnstoff ermdglicht den Bekien ein langsames Ubergehen in die
Absterbe-Phase, wobei die Erniedrigung der Sensttef und Reduzierung der

Konzentrationen langsamer voranschreiten.
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7. Deutsche Zusammenfassung

Nicht pathogeneE. coli Bakterien der Stamme b und w waren eine Grundfégedie
Entwicklung von Chemosensoren und Sensorarray, eftgasl auf Zwei- und
Dreielektrodensystemen, die in der Flussigphase untr Realbedingungen in einem
Bioreaktor anwendbar sind. Als Rezeptormateriallemden molekular gepréagte Polymere
(MIP) eingesetzt, wobei sich die Methode der Olaetfenpragung mittels Spin-Coating als
besonders zielfuhrend herausstellte.

Der erste Teil dieser Arbeit charakterisiert die PMIhinsichtlich Empfindlichkeit,
Reproduzierbarkeit, Querselektivitat sowie Langdehilitit und Lagerbarkeit mittels
Zweielektroden-QCM. Der erreichbare Detektionsldreiliegt zwischen 0,1 mg/mi
(8*10°Zellen/ml) und 5 mg/ml (4*18Zellen/ml). Die Selektivitatsstudien ergaben fiin de
E.coli MIP eine Sensorantwort von 2% gegenuber deStamm. Fir den b-E. coli bei einem
w-MIP betrug diese Sensorantwort 21%. Dies ist llalen geringfligigen Gré3enunterschied
erklarbar (b-Stamm 1-1,5 pm, w-Stamm 1,5-3um). di Prifung der Langzeitstabilitaten
wurden, neben der unterschiedlichen MIP auch verdehe FlieRgeschwindigkeiten der
Beforderung der Bakterien in die Messzelle in Bettagezogen. Es wurde beobachtet, dass
MIP bei einer Flie3geschwindigkeit von 1,5 ml/macht Tage lang stabil war und bei einer
Fliel3geschwindigkeit von 0,8 ml/min. sogar neunuvaizzig Tagen. Gleichzeitig konnten die
Sensoren bis zu achtzehn Monate gelagert werdderdiags mit leicht ansteigender
Rauhigkeit der Polymere und zuséatzlicher AnlagenongBakterien am NIP.

Die optimierten MIP wurden schliel3lich in ein Biaktormodell eingebracht um
Sensormessungen fur die Ziuchtung Bercoli unter Realbedingungen zu entwickelt. Diese
Messungen weisen auf unterschiedliches Zeitvemateéschen den Bakterienstammen hin
und ermdglichen damit eine Unterscheidbarkeit ded&ien.

Beim Monitoring der Mischkulturen wurde angenomnuigss die kleinen-E. coli sich
zusatzlich und unselektiv in die grol3en w-E. cdhivikaten einlagern und dadurch hohere
Sensorantworten erreichen.

Des Weiteren wurde ein Sensorarray mit drei Eleldroentwickelt und konstruiert. Die
Herstellung wurde durch die Optimierung der Elettéogrof3en aber auch deren Geometrie
gelenkt. Diese neue Strategie wurde sowohl beiMessungen in stopped-flow Modus als
auch zur massensensitiven real-time Bestimmungerseciteidung und Uberwachung der

Inhibierung der Bakterien mit N-Hydroxyharnstoffduhysozym eingesetzt.
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Die Experimente im Bioreaktor zeigte einerseits @iederholende Reproduzierbarkeit der
MIP bei den Messungen und andererseits Untersciudidiv zwischen Inhibitoren und ihrer
Wirkung auf die Bakterien wahrend der Online-Ubesinang.
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7.1 Summary

Non-pathogenic strains of Escherichia coli (w andwere used as the starting point for
developing chemical sensors and their arrays basedo- and three-electrode QCM devices
for measuring in liquid phase under real-life caoiotis. Receptor materials were based on
molecularly imprinted polymers (MIP). Surface imynng after spin-coating turned out to be
the optimal strategy for this purpose.

The first part of this work characterited MIP aatiog to their sensitivity, reproducibility,
crosselectivity and also long-term stability andrability. The detection range is from 0.1
mg/ml (8 * 16 cells/ml) till 5 mg/ml (4 * 18° cells/ml). The selectivity studies showed for the
b-E.coli MIP a sensor response of 2% over the wairsti~or the b-E. coli at a w-MIP sensor
was this response 21%. This can be explained byglitjet difference in size (b strain from 1
to 1.5 pum w strain 1.5-3 um) Tests of the long-testability revegled that flow rate in the
system plays an important role: at a flow rate .&f rhl/min. MIP lasted for eight days, at 0.8
ml/min. for even twenty-nine days. At the same tisemsors could be stored for up to 18
months. However roughness oft the polymers slighitreases with time leading to some
attachment of bacteria on the NIP.

Finally, optimized MIP were deployed in a modelreiactor to develop sensor measurements
at real-life conditions. Such measurements revesl At the two strains differ in their time
behavior which enables a differebtiation of thetbaa.

During monitoring of mixed cultures was assumedt tiiae smaller b-E. coli are
alsoincorporated unselectively by the larger w-Bli cavities leading to higher sensor
responses.

Furthermore, a sensor array with three electrodesdesigned. This required optimization of
the electrode diameters and geometries. Arrayh@mne hand proved the reproducibility of
the MIP and on the other hand differentiated thgbibors N-hydroxyurea and Lysozyme.

with respect to their effect on bacteria.
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8. Anhang

8.1. Gerate

Frequenzzahler (HP 53131A)

Netzwerkanalysator (HP 8752C; 300 kHz bis 3 GHz)
Thermostat (Haake DC10 Mess- und Regeleinheit, el&kWasserbehélter)
AFM Nanoscope llla, Extended Multimode (Digital tnsnents)
Auflichtmikroskop (Wild Heerbrugg M32)

Software Winsens XP

Bioreaktor

Lichtmikroskop (Nikon Eclipse LV 100),

Netzgerat (EA PS 2032-025),

Ofen (Heraeus Thermicon P 750/1),

Peristaltik-Pumpe (Ismatech IP 65),

UV-Belichtungsgeréat

Zahlkammer (Neubauer improved)
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8.2. Abklrzungen

AFM Atomic Force Microscopy

C Kapazitat

dB Dezibel

E.Coli Escherichia Coli

V Frequenz

Hz Hertz

IR Infrarote Strahlung

IUPAC International Union of Pure and Applied Chstry
L Induktivitat

MIP Molecular Imprinted Polymer
NaCl Natriumchlorid

NCO- Isocyanatgruppe

PA Polyacrylat

QCM Quartz Crystal Micro Balance
R Widerstand

RT Raumtemperatur

SDS Sodium Dodecyl Sulfate

SPM Scanning Probe Microscopy
THF Tetrahydrofuran

TSM Thickness Shear Mode Resonator
UV Ultraviolette Strahlung

V Volt
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Juli 2012 bis heute

November 2010 bis Juni 2012
Juni 2010 bis September 2010

Méarz 2010 bis Mai 2010

Studium
Oktober 2010 bis heute

12.Mai 2010

November 2009 bis Mai 2010

Marz 2003 bis April 2010

Oktober 2002 bis Februar 2003

Schule
21. Juni 2002

September 1998 bis Mai 2012

28. Januar 1983 in Banja Luka,
Bosnien und Herzegowina

verheiratet, zwei Kinder

Evonik Para-Chemie, Laborlmiter

Institut fur Analytische Chemie an der
Universitat Wien,
Universitatsassistentin PraeDoc
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Januar 1995 bis Juni 1998 Realschule Andershof, Stralsund ,
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