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1. Einleitung

1.1. Einleitung

Das Hauptaufgabengebiet der analytischen Chemie befasst sich mit der Entwicklung
von Methoden, Geraten und Strategien zur Untersuchung der qualitativen und quan-
titativen Zusammensetzung von Molekilen und Substanzklassen jeglicher Art. Unter-
suchungsgegenstand des Analytikers ist die sogenannte Probe. Der Analyt, der nachzu-
weisende Stoff in der Probe, ist umgeben von der Matrix. In den meisten Féllen muss
eine Auftrennung oder Aufreinigung vor dem Einsatz einer instrumentellen Ana-
lysenmethode erfolgen. Die anspruchsvollen Verfahren der instrumentellen Analytik
wie Massenspektroskopie, Chromatographie, GC, HPLC, MS, IR, NMR usw. bené-
tigen meistens eine Probenvorbereitung. Die bedingt einen signifikanten Verbrauch an
organischen Losungsmitteln, hohe Kosten, Betrieb und Wartung durch gut ausge-
bildetes Personal sowie einen grofRen Zeitaufwand. Die hohen Anforderungen an die
Analytik flr einen schnellen und zuverlassigen Nachweis flihren zu neuen Strategien.
Heutzutage sind chemische Sensoren unverzichtbare Bestandteile der modernen Ana-
Iytik, wobei jede analytische Methode Vor- und Nachteile aufweist.

Chemosensoren sind modernste Uberwachungssysteme in groRen Anlagen und haben
ein sehr breites Einsatzspektrum. Besonders wichtig ist der Einsatz von chemischen
Sensoren in den Bereichen Umweltmonitoring[l], Biotechnologie und Medizin, wo
schnelle, kostengtinstige und zuverlassiger Detektion bendtigt wird. Der bekannteste
chemische Sensor ist die Lambda-Sonde!™! welche in Autos eingesetzt wird, um das
Verhaltnis von Treibstoff zu Luft zu regulieren. Ein weiteres Beispiel ist der Taguchi-
Sensor, mit dem aus beschadigten Gasleitungen ausstromendes Methan detektiert
werden kann. Zu den weiteren kommerziell erhéltlichen Systemen z&hlen auch z.B. die
pH-Elektrode, die Clark-Elektrode und die ionenselektiven Elektroden.

Die Entwicklung biomimetischer Oberflachen®™ mittels molekularer Pragung ist ein
wichtiger Aspekt in der Sensorik. Diese Methode ermdglicht einen selektiven und sen-
sitiven Erkennungsprozess. Mittels dieser supramolekularen Strategie kdnnen eine
Vielzahl von Analyten®® in der GréRenordnung von wenigen Nanometern bis hin
zu einigen Mikrometern nachgewiesen werden. Durch molekulares Pragen synthe-



tisierte biomimetische Rezeptoren™!% sind eine interessante Alternative zu natiir-
lichen Antikorpern, da sie diese an chemischer und physikalischer Stabilitat tber-
treffen. Aus diesem Grund sind derartige synthetische Erkennungssysteme*21* von
zunehmendem Interesse als sensitive Schicht von Sensoren.



2. Theorie

2.1. Funktionsprinzipien von Chemosensoren

Ein chemischer Sensort*® wird als ein miniaturisierter Messwertfiihler definiert. Die
Beschreibung der International Union for Pure and Applied Chemistry (IUPAC) fiir
einen Chemosensor lautet, ,,small devices capable of continuously recognizing con-
centration of chemical constituents in liquids or gases and converting this information

in real-time to an electrical or optical signal*“!*%.

Die wesentlichen Einheiten!™ eines chemischen Sensorsi*® sind in der Abb. 1
schematisch dargestellt. Diese sind Rezeptor, Transducer und Messelektronik. Der
Rezeptor im direkten Kontakt mit den Analyten ist die sensitive Schicht d.h. das
Erkennungssystem des Sensors. Die sensitive Schicht bewirkt auch eine Anreicherung
des Analyten. Durch Wechselwirken mit den Analyten dndern sich die physikalischen
Eigenschaften wie z.B. Absorption™”, Masse!*®, Widerstand oder Potential. Als wich-
tige Interaktion zwischen dem Analyten und der sensitiven Schicht sollten insbe-
sondere hydrophoben Wechselwirkungen, Dipol-Dipol Wechselwirkungen und die
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen erwéhnt werden.

I
e > —
o
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2 _
Ahalytengemisch g Messelektranik
A - =
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Abb. 1: Die wesentlichen Einheiten eines chemischen Sensors

Im ndchsten Schritt wird die Information aus der sensitiven Schicht durch Transducer
in ein elektrisches Signal umgewandelt. AnschlieBend werden die Daten Uber die
Messelektronik in einem Computersystem transferiert und verarbeitet. Es handelt sich
hier um ein miniaturisiertes Messsystem, welches eine selektive und sensitive Er-
kennung von Analyten ermdglicht.



10

2.2. Anforderungsprofil von Chemosensoren

Im Allgemeinen werden Sensoren auf die jeweilige Fragestellung gezielt angepasst.

Fur die Entwicklung von neuen Sensorsystemen ist ein interdisziplindres Zusammen-

wirken verschiedener Fachrichtungen erforderlich. Insbesondere ist das Zusammen-

spiel von Chemie und Elektronik von entscheidender Bedeutung. Die hohen Anfor-

derungen™® an chemische Sensoren sind am Beispiel einer Quarzmikrowaage (QMB:

Quartz Micro Balance, oder Quartz Crystall Balance) aufgelistet. Der Sensor kann je

nach Analyseproblem entsprechend den Anforderungen modifiziert werden.

Schnelles Ansprechverhalten: kann im Sekundenbereich liegen
Miniaturisierbarkeit

Langlebigkeit: je nach verwendeter Beschichtung von Stunden bis zu Jahren
Reversibilitat: durch die Starke der Wechselwirkungen des Analyten mit der
chemisch sensitiven Schicht bestimmt

Reproduzierbarkeit: hangt von der sensitiven Schicht ab, Reversibilitat
Sensitivitat: Nachweisgrenze bis hinab zu 1ng Masse

Selektivitat: hohe Selektivitdt durch molekulare Erkennung, z.B. Prégen
maoglich

Stabilitat: durch Verwendung einer robusten Schicht méglich

Integrierbarkeit in EDV: Kontinuierliche und automatische Messungen Uber
digitale Datenerfassung und Auswertung moglich

Driftreduktion: Anwendung von Differenzmessungen, Temperatur- und Druck-
kompensation méglich

Messprinzip: universell

Bedienbarkeit: unkompliziert

Kosten: Produktion, Betrieb und Wartung mit geringem Aufwand
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2.3. Zielsetzung

Die Bedrohung des Menschen, der (Nutz-)Tiere sowie der Landwirtschaft durch
Pathogene®? st eine Herausforderung fur die moderne Analytik, schnelle und
zuverléssige Detektionsmethoden zu entwickeln. Pathogene fir den Menschen umfas-
sen indirekt die Vergiftung durch verdorbene Lebensmittel oder kontaminiertes Trink-
wasser bzw. direkt durch bakterielle oder virale Infektionen. Nicht zuletzt gab es in der
Vergangenheit auch Falle vom Einsatz biologischer Kampfstoffe wie Anthrax[??
(Bacillus anthracis) und Vermutungen, dass eine ernstzunehmende Bedrohung auch
durch andere Biowaffen besteht. Daher ist die Fritherkennung durch dauerhafte Uber-
wachung die einzige Moglichkeit, einen Seuchenausbruch zu verhindern.

In der vorliegenden Arbeit werden Bakteriensporen, Hefezellen und Bakterien unter-
sucht und Spurennachweise durchgefuhrt. Hierbei erfolgt die Extraktion der Analyten
aus der waéssrigen Phase mittels einer gepragten Oberflache, wodurch eine Anrei-
cherung stattfindet. Besonders zielfiihrend sind hierbei labelfreie Detektionsverfahren,
wie die Quarz-Mikrowaage. Die Verwendung ganzer Zellen als Pragetemplate erlaubt
deren Detektion in komplexer Matrix!?®l. So ist ein empfindlicher Analytnachweis
mdoglich, da die detektierbaren Massen bis in den unteren Nanogrammbereich reichen.
Weitere Empfindlichkeitssteigerungen lassen sich mit Oberflachenwellenbauteilen er-

4] als piezoelektrisches Medium kann man auch in wéss-

zielen. Mit Lithiumtantalat
riger Phase arbeiten, da die Wellen durch das Substrat gefuhrt werden. Dies wird
durch die hohe Dielektrizitatskonstante des Materials ermdglicht. Die jeweiligen
Bauteile haben wir von der Firma EPCOS, einer Siemens Tochter, bereit gestellt be-
kommen. Auf diese Weise sind Massendetektionen bis hinab zu einigen Femtogramm

maoglich.

212 soll mit Hefen durchgefiihrt

Eine Fragestellung zur Detektion von Biopartikeln!
werden. Von prinzipiellem Interesse sind die Mechanismen der Wechselwirkung der
Biopartikel mit strukturierten Oberflachen. Hier spielen konvexchemische Interaktio-
nen uber die GroRe der Kavitét eine bedeutende Rolle. Konvex- und konkavchemi-
sche Aspekte sind vor allem bei geometrischen Anpassungen und der Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen auf der molekularen Ebene von Bedeutung. Hierzu soll
mit synchronen Zellen gearbeitet werden, damit die geometrischen Beitrdge gezielt

analysiert werden konnen. Durch Variation der Hohlrdume relativ zum Biopartikel
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lassen sich auch (ber ein Sauerbrey- bzw. Antisauerbrey-Verhalten wesentliche me-
chanistische Informationen gewinnen.

Weiterhin soll eine Untersuchung der Sporen von Bacillus thuringiensist*” und Bacil-
lus subtilis sowohl mit Sensoren als auch mit AFM (Atomic Force Microscopy) erfol-
gen. Im Sinne der Entwicklung eines Sporensensors sollen verschiedene Polymere fr
die Optimierung der sensitiven Schicht optimiert werden. Neben der Sensitivitat soll
auch die Selektivitat des Sensors durch Kreuzreaktivitdtsmessungen bestimmt werden.

Ein anderes wichtiges Thema dieser Arbeit ist die Messungen mit 5 MHz Quarz als
Transducer. Dafir soll zuerst ein Elektrodendesign optimiert werden. Flr diesen
Zweck soll eine Reihe von Messungen mit unterschiedlicher Elektrodenstruktur,
Elektrodenzahl und Elektrodenschichtdicke durchgefiihrt werden. So werden Gber die
Messfrequenz die Eigenschaften der Sensorschichten mit inkludierten Biopartikeln
untersucht.
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3. Massensensitive Sensoren

Geeignete Massensensitive mikroelektronische Bauteile auf der Grundlage piezoelek-
trischer Schichten werden in diesem Kapital beschrieben. Das Grundprinzip, dass jede
Ad- bzw. Absorption von Analytmolekdilen in der sensitiven Schicht bei der Quarz-
Mikrowaage!®® oder dem SAW-Oszillator’®? zu einem Signal fiihrt, weist auf die
universelle Einsetzbarkeit von massensensitive piezoelektrische Chemosensoren”
hin.

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen mit Hilfe von Schwingquarze®, mit
Resonanzfrequenzen von 5 MHz und 10 MHz als massensensitiver Transducer,
durchgefihrt. Unter Schwingquarz wird ein diinnes Quarzpléttchen verstanden, das
unter dem Einfluss von elektrischen Wechselfeldern mechanische Schwingungen
ausfihrt. Die Resonanzfrequenzen werden durch Masseénderungen beeinflusst und die
Analyte so Uber eine geeignete chemisch sensitive Schicht selektiv detektiert.

3.1. Der piezoelektrische Effekt

Bestimmte Kristalle, wie Quarz (SiO,), die eine oder mehrere polare Achsen aber
kein Symmetriezentrum besitzen, lassen sich rein mechanisch durch eine Druck-, Zug-
oder Schubspannung (ohne ein &uBeres elektrisches Feld) Spannungen Uber
Polarisationseffekte erzeugen. Im Jahr 1880 haben die Briider Pierre und Jaques Curie
diesen piezoelektrischen Effekt™ nachgewiesen. Infolge einer mechanischen Kraft
auf ein piezoelektrisches Material entsteht durch Ladungsverschiebung der Ladungs-
schwerpunkte des piezoelektrischen Kristalls eine Polarisation. Das daraus
resultierende Dipolmoment in Richtung der polaren Achse (entlang der x-Achse) ist
proportional zu der ausgelibten Kraft entlang der y-Achse. Auch umgekehrt, wenn eine
Spannung an dieses Material gelegt wird, erfahrt der Kristall je nach Polung eine
Komprimierung oder Dehnung. Einwirken einer Wechselspannung wird das
piezoelektrische Material im Falle der mechanischen Resonanzbedingung zu
mechanischen Schwingungen anregen. Solche piezoelektrischen Materialen, wie
Quarzkristalle, besitzen eine sogenannte Eigenfrequenz mit der sie nach Anlegen einer
Spannung mit einer gewissen Ddmpfung weiterschwingen. Da diese Eigenfrequenz bei
einer geeigneten Fixierung nur von der Schichtdicke abhéngt, sind diese sehr gut als
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prazise Oszillatoren geeignet. Es bestehen nur gewisse Druck- und
Temperaturabhéngigkeiten, die sich kompensieren lassen.

3.2. Der Schwingquarz (QCM) als piezoelektrisches Material

Quarz (SiO,) Kiristalle haben eine stabile Form und kristallisieren aus dem SiO,-
Sol/Gel-System bei Temperaturen zwischen 70-200°C aus. Dieses Gemisch wird -
Quarz genannt und ist bis zu einer Temperatur von 570°C stabil. Der a-Quarz geht in
B-Quarz, sobald er lber 570°C erhitzt wird. Der Querschnitt des sechseckigen Quarz-
kristalls ist in der Abb. 2 veranschaulicht. In Richtung der x-Achse, welche senkrecht
zur z-Achse steht, tritt durch Deformation des Kristalls eine elektrische Ladung auf.

optische Achse
z z
X
Y
y

mechanische Achse
: ‘ y

z

X/k

elektrische Achse™~_| ST

X

Abb. 2: Der naturliche, im Querschnitt sechseckige Quarzkristall hat 3 Achsen:
optische Achse (z-Achse), mechanische Achse (y-Achse), elektrische Achse (x-Achse)

Durch Anlegen einer Wechselspannung treten verschiedene Schwingungsformen von
tiefen bis hohen Frequenzen auf. Diese Formen sind in der Abb. 3 dargestellt. Ein als
Sensormaterial eingesetzter Quarz muss eine minimale Temperaturabhéngigkeit der
Resonanzfrequenz und gute elektrische Anregbarkeit aufweisen®*!. Da die AT-Schnitt
Quarze diese Voraussetzung erfillen, werden diese bei Dickenscherschwingungen fir
mikrogravimetrische Sensoren herangezogen. Auf gegenuberliegende Flachen eines
Schwingquarzes (fein geschliffene Quarzplattchen) werden zwei Elektroden aufge-
bracht. Wenn an diese zwei Elektroden eine Spannung angelegt wird, ergibt sich eine
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Mechanische Deformation des Quarzes auf Grund der Elektrostriktion. Wenn diese
eine Wechselspannung ist, kdnnen sich stehende Wellen ausbilden.

Biegungsschwinger Dickenscherschwinger
W Langenschwinger
— — :
— ) — \
"""""""""" - N A \ — "\
i ITYIY T TTTT VIV IS EIYTYIN Y Iy

Abb. 3: Durch Anlegen einer Wechselspannung treten von tiefen bis hohen
Frequenzen Schwingungsformen wie Biege-, Dehnung-, Flachenscher- und
Dickenscherschwingungen auf

Die Resonanzfrequenz der Dickenscherschwingung und die Dicke des Quarzplattchens
sind im Idealfall umgekehrt proportional zu einander. Bei geringer Dd&mpfung wird das
Butterworth van Dyke Model**! (BVB) (Abb. 4) fiir ein Ersatzschaltbild herangezo-
gen, um zu simulieren, wie die mechanischen und akustischen Phdnomene in einem
Oszillatorschaltkreis durch Ersatzschaltbild dargestellt werden kénnen. Hierbei ent-
spricht die dynamische Kapazitédt C der elastischen Nachgiebigkeit des Quarzes, die

Lq Cq

Rq Iil_o

Co

Abb. 4: Butterworth van Dyke Model (BVB); wobei C, (dynamische Kapazitéat)
mechanische Elastizitét des Quarzes, L4 (Induktivitat) schwingende Masse, R,
(Widerstand) die Dampfung und C, die statische Kapazitat beschreiben

Induktivitdt L, der tragen Masse des Quarzes. Der Widerstand R, beschreibt dann die
Déampfung und C, charakterisiert die statische Kapazitat, welche hauptséchlich durch
die Goldelektroden bedingt ist. Aus dem Ersatzschaltbild ergeben sich zwei Eigen-
frequenzen, die serielle (fs) und die parallele Resonanz (f,), die in der Abb. 5 zu sehen
sind. Der mathematische Zusammenhang ist in der Gleichung 1 zusammengefasst.
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AuRer diesen Resonanzen treten auch weitere Nebenresonanzen (Twist und die
asymmetrische Schwingungen) auf, die bei hoheren Frequenzen auftreten.

10MHz_mit Goldelektroden_Dampfung- und
Phasendiagramm
Serielle-Resonanz
100,00 0,00
F\’r—-y—
i‘ < -10,00
50,00 —‘/ T -20,00
+-30,00
m
— 000 v v v 5,
el of5 98 985 9 i[/ 995 10 adpsO® 2
] —
g +-50,00 =
& 50,00 E
+ 6000 ©
-100,00 T -70.00
< -80,00
Parallel-Resonanz
-150,00 an nn
F MH Phase
requenz[MHz] Dampfung

Abb. 5: Dampfungsspektrum; Aus dem Ersatzschaltbild ergeben sich
zwei Eigenfrequenzen, die serielle- (f) und parallele- Resonanz(fy)

f—# 1+£
"~ 2xJLC T

Gleichung 1: Serielle und parallele Resonanz
aus dem Ersatzschaltbild



3.3. Die Sauerbrey-Gleich
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ung und das Prinzip der

massensensitiven Detektion

Die Sauerbrey-Gleichung®® beschreibt den Zusammenhang zwischen der Resonanz-

Af
fo

Am
m

Am
Adp

Af......Frequenzénderung

fo......Eigenfrequenz

Dicke des Quarzes

Am.....adsorbierte Masse
p........Dichte von Schicht

A Flache der Elektroden

Gleichung 3: Die Sauerbrey -
Gleichung

absorbierten Masse [36],

aufgezeigt
Durch die Adsorption oder Absorption
des Analyten an die Oberflache des
die
und

Schwingquarzes wird

Resonanzfrequenz  erniedrigt
daher schwingt der Quarz bei niedri-
geren Frequenzen. Die Sauerbrey-
Gleichung besagt, dass die Frequenz-
anderung des Schwingquarzes linear
von der Massenénderung und quadra-
tisch von der Eigenfrequenz abhéngt.

Das heilst eine Erhéhung der Grund-

frequenz und der Masse der angelagerten Ana-
Iyten auf dem Sensor. Die einfache Formu-
lierung der Sauerbrey-Gleichung  ist aus
Gleichung 3 zu ersehen. Diese Gleichung gilt
nur fur sehr diunne und starre Schichten und
wurde urspringlich zur Berechnung der Mas-
senbeladung der Elektrodenoberflachen des
Sensors im Vakuum oder Luft herangezogen.
Mit der Sauerbrey-Gleichung wird die direkte
Proportionalitdt zwischen der Anderung der
der ad- bzw.

Resonanzfrequenz  und

4
2

8
AV = —cV,°Am —cv,2 (A77AP)

Av .... Frequenzdnderung
p...... Dichte der Flussigkeit
N..... Viskositat der Flissigkeit

Am ..Massendnderung

Vo.....Resonanzfrequenz

-2,26 x 10 ®cm?/Hz.g

Gleichung 2: Sauerbrey-Gleichung fur die
Fltssigphase mit dem Korrekturterm

frequenz fihrt zu einer Steigerung der Empfindlichkeit. Dies bedeutet, dass hohere

Eigenfrequenzen zu niedrigeren Nachweisgrenzen fiihren.

Wenn die Messungen in der Flussigphase durchgefuhrt werden, braucht die Sauerbrey-

Gleichung zusétzlich einen Korrekturterm, der die Viskositdt und die Dichte der

benetzenden Flussigkeit berticksichtig
Bakterienzellen und Sporen zu, da die

+[371138]

biologischen Untersuchungen

. Dies trifft bei Messungen von Hefen,

391 hormalerweise
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in Flussigphase ablaufen. Die Gleichung 2 beschreibt die Sauerbrey- Gleichung mit
dem Korrekturterm!™® fiir die Fluissigphase.

3.4. Herstellung der Goldelektroden mittels
Siebdruckverfahrens

Die Elektroden werden mit Hilfe des Siebdruckverfahrens auf den Schwingquarz
aufgebracht. Die Siebe werden fir ihr jeweiliges Elektrodendesign, das im Programm
»,Designer 9“ optimiert wird, mittels Photolithographie individuell angefertigt.

Rack with sieve

Teflon block

Vacuum

Screen printing of QCM electrodes

screen printing
P > (\ v

400°C
5h

Abb. 6: Siebdruckverfahren zum Auftragen der Goldelektroden auf dem
Quarzplattchen

Dabei wird ein zurechtgeschnittenes Gewebesieb mit einer Maschenweite von 21pum
auf einen polierten Rahmen (MalRen 10x10 cm) mittels Superkleber aufgeklebt und
dann mit UV-Photolack (Nativlack Azocol Poly-Plus S von KIWO) diinn bestrichen
und glatt abgezogen. Diese Photolackschicht wird unter Lichtausschluss ca. eine
Stunde getrocknet. AnschlieBend wird es flir 30 Sekunden tber eine Elektrodenmaske
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mit einem UV-Quelle belichtet. SchlieBendlich werden die nicht vernetzten, ungehér-
teten Lackstellen mit lauwarmem Wasser ausgewaschen.

Fur die Goldelektroden wird eine Glanzgoldpaste (GGP 2093, 12% der Fa. Heraeus)
mittels der Siebschablone unter Hilfe einer Ansaugvorrichtung auf den Quarz aufge-
tragen (siehe Abb. 6). Ein Quarzplattchen wird auf der Ansaugvorrichtung platziert
und mittels Vakuum fixiert. Dann positioniert man das das Sieb mittels Flihrungsschie-
nen tber dem Quarzpléttchen. AnschlieRend wird die Goldpaste (kolloidales Gold) mit
einer Rakel aufgetragen und glatt abgezogen. Die eigens angefertigten Siebvorlagen
sind groRer als das Quarzplattchen, damit auch die Rander des Plattchens beschichtet
werden konnen. Im Anschluss brennt man die aufgetragenen Elektroden im Muffel-
ofen bei 400° C drei bis vier Stunden lang auf dem Quarzpléttchen ein. So lassen sich
die organischen Reste der Paste rlickstandsfrei verbrennen. Die Dicke der Goldelek-
troden kénnen durch Messungen am Netzwerkanalysator oder mittels AFM Messun-
gen exakt bestimmt werden. Die Quarzpléttchen lassen sich leicht regenerieren, indem
man die Goldelektroden mit Konigswasser entfernt (Gemisch aus konzentrierter Salpe-
tersure und konzentrierter Salzséure im Verhéltnis 1:3).

3.5. Elektrodendesign

Da die Untersuchungen mit biologischen Analyten in der Fllssigphase durchgefihrt
werden, verwendet man zwei unterschiedlich grof3e Elektroden, um Leitfahigkeitsef-

142 zu eliminieren (siehe

fekte in der Fliissigphase*!

N Abb. 7). Dadurch wird die Feldlinieneindringtiefe in

| | die Analytlésung heruntergesetzt und eine Minimie-
\, % rung der ionischen Effekte erzielt. Uber eine Re-
Abb. 7 Dualelektroden fiir die ferenzelektrode ist mit dem Dual- Elektrodendesign
Messung in der Flussigphase eine Differenzmessung mdoglich, die unabhdangig
von unspezifischen Frequenzanderungen ist. Dabei

sind die Elektroden auf der oberen Seite des Schwingquarzes groRer (Durchmesser: 5

mm) als die Elektroden auf der unteren Seite (Durchmesser: 4 mm).
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4. Erkennungsprinzipien

Bei der Entwicklung von massensensitiven Sensoren spielt das Prinzip der mole-
kularen Erkennung eine entscheidende Rolle. Herstellung synthetischer Rezeptoren[43]
in Form von sensitiven Schichten ist ein wesentlicher Schritt bei der Weiterentwick-
lung der massensensitiven Sensoren. Die sensitive Schicht muss unabhdngig von der
notigen Selektivitdt eine Reihe von physikalischen Anspriichen erfillen, wie z.B.
thermische Stabilitdt und Resistenz gegenuber chemische Einwirkungen. Die Auswabhl
der sensitiven Schicht wird an den jeweiligen, nachzuweisenden Analyten angepasst.

4.1. Mechanismen der Inklusion

An der Rezeptorschicht tritt vor der eigentlichen molekularen Erkennung in der Regel
eine Sorption (Ad-, Ab-, Physi- und Chemisorption) des Analyten auf. Eine Voraus-
setzung fur die hohe Selektivitat ist die Ausbildung von starken Wechselwirkungen,
jedoch nicht kovalenter Art, um irreversible Bindungen zwischen Analyt und
Sensoroberflache (sensitive Schicht) zu vermeiden. Die sogenannte Wirt-Gast (Host-
Guest) auch supramolekulare Chemie!!*! jst die Grundstrategie fiir die Entwicklung
synthetischer Rezeptoren und liefert eine optimale Losung dieser Fragestellung. Dabei
werden die gewiinschten Analyten nach dem Schlussel-Schloss-Prinzip in die sensitive
Schicht eingelagert. Fir sensorische Zwecke ermdglichen die schwachen Wechsel-
wirkungen, wie z.B. Van-der-Waals Krafte oder Wasserstoffbriickenbindungen, dass
die sensitive Schicht den gewinschten Analyten reversibel einlagert. Wenn die
aufgetretenen Wechselwirkungen zwischen dem Analyten und der Sensoroberfléche
zu stark sind, so wird der Analyt nicht mehr abgespalten und die Schicht séttigt sich.
Ein wesentlicher Punkt in der Supramolekularen Chemiel*! auf Grundlage des Host-
Guest Prinzips, ist die Herstellung von geeigneten Kavitaten, die vorzugsweise in eine
polymere Struktur eingebettet sind. Von den monomeren Verbindungen existieren
zahlreiche Beispiele, bei denen der Hohlraum eine zum Analyten adaptierten Hohl-
raum aufweist. Effektive Inklusion basiert auf einer optimierten Geometrie und
ausgepragten intermolekularen, enthalpischen Wechselwirkungen. Bestens bekannt
sind die hohlraumbildenden Verbindungen, wie z.B. Cyclodextrine!”, Calixarenel*®!
und Cyclophane!®!. Molekular gepragte Polymere (MIPs) stellen eine Mdglichkeit dar,
robuste Materialien mit diesen Eigenschaften zu entwickeln.
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4.2. Molekulares Pragen und Selbstorganisation wahrend des
Polymerisationsprozesses

Fur die molekulare Erkennung bzw. die Herstellung von Rezeptoren spielt das
molekulares Pragen®, Herstellung von MIPs (Molecularly Imprinted Polymers), eine
entscheidende Rolle.

Prepolymer .. W
- - Imprinting
Quartz :
> >

Gold electrode Prepolymer

< >
> >

Cavities

Removal of Stamp

Polymer

WA=
—

Abb. 8: Schematische Darstellung der Oberflachen Pragung

Das Prinzip ist die Herstellung sensitiver Schichten durch Selbstorganisation von
Monomereinheiten wahrend des Polymerisationsprozesses. Auf Basis der Selbstorga-
nisation wird ein Vorpolymer in Gegenwart eines Templates®®, iiblicherweise die
Analytmolekile, auspolymerisiert. In der Abb. 8 ist das Prinzip des molekularen Pra-
gens schematisch dargestellt. Ein Vorpolymer wird mit Hilfe von Spin-Coating auf die
gesamte Oberflache des Quarzes aufgetragen. In der Abb. 9 wurde ein Spin-Coater
schematisch dargestellt. AnschlieBend wird das Templat (in den meisten Féllen der
Analyt auf einen Stempel assembliert und das noch nicht ausgehéartete VVorpolymer der
Elektrode hineingedriickt. Es ist dabei zu beachten, dass das Templat (Analyt) trocken
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vorliegt, da das in der vorliegenden Arbeit als Polymer verwendete Polyurethan mit
Wasser abreagieren kann.

pipettierte Prapolymer Loésung

[}

Spin Coating mit einer definierten Geschwindigkeit

Abb. 9 : Spin Coater

Durch die Reaktion mit Wasser konnen Isocyanate zu Aminen und Kohlendioxid
zersetzt werden — siehe Abb. 10. Nach vollstdndiger Polymerisation in Gegenwart der
Analyten wird das Templat entfernt.

(0]
Hol
R —N=C=0 + HO ———— R —N—C =OH
instabile Carbamidsaure
Isocyanat
(0]
Hol
R —N—C =OH ————— R —NH, + CO,
instabile Carbamidsaure Amin

Abb. 10: Reaktion des Isocyanats mit Wasser
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In das Polymer zurlickgebliebene Kavitaten werden durch starke Quervernetzung starr
und kollabieren nicht, nachdem das Templat ausgewaschen wird. Auf diese Weise ent-
standene Abdriicke sind selektiv und koénnen Analyte derselben Art wieder auf-
nehmen. Der grofite Vorteil liegt darin, dass die Struktur des Analyten nicht bekannt
sein muss, weil sich die Polymerisation selbst organisiert.

Die Optimierung der Polymerschicht als chemisch sensitive Schicht ist von einer Rei-
he von Parametern abhangig, darunter der Auswahl der geeigneten Monomere und
deren Verhaltnis zueinander, dem Quervernetzeranteil und der dadurch bedingten Po-

n HO-—R — OH + n = C=N—R—N=C==0

Alkohol Diisocyanat

o o)
| TR T |
H—+ O— R— 0 —C— N —R —N —C —0 —R—O0H

n

Polyurethan

Abb. 11: Polyurethan aus Diisocyanat und Dialkohol in einer Polyadditionsreaktion

rositat sowie der Stabilitat des Polymers. Fur die Beschichtung der Goldelektroden des
Sensors kommen mehrere Polymere in Frage. Die Eigenschaften eines solchen Poly-
mers beziehen sich auf die Beschaffenheit des Analyten sowie Methodik des Prage-
vorgangs. In diesem Fall handelt es sich um Mikroorganismen. Die Rigiditat, die gute
Haftung an Gold sowie die Widerstandsféhigkeit gegeniiber Wasser und anderen mil-
den Agenzien macht das Polyurethan™ ein sehr gut geeignetes Polymer fiir die Re-
kognition von Bioanalyten. Eine Alternative zu Polyurethan kénnte Polyacrylat sein,
welches aber eine geringe Haftung an Goldelektroden als Polyurethan zeigt und somit
einen Nachteil aufweist. Im Zige dieser Arbeit kommen zwei verschiedene Ansatze
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fir die Herstellung eines Polyurethans zur Anwendung. Fir jeden Analyt, je nach

HO OH OH

Bisphenol A (BPA) Phloroglucin

ven o e

4,4°-Diisocyanato-Diphenylmethan(4,4"-MDI)

Abb. 12 Monomere des Polyurethans fir den Hefesensor

deren Grolie, sowie deren Oberflacheneigenschaften, werden unterschiedliche Schicht-
dicken und Porositat bendtigt. Hauptsachlich wird Polyurethan aus den Monomeren
Bisphenol A und Diisocyanat Uber eine Polyadditionsreaktion synthetisiert. In der Abb.
11 wurde diese Herstellung des Polyurethans (iber eine Polyadditionsreaktion von Di-
isocyanat und Bisphenol A veranschaulicht, wobei Phloroglucin als Vernetzer fun-
giert.

Da die untersuchende Analyte in dieser Arbeit Bioanalyte sind, ndmlich Hefezellen,
Sporen bzw. Bakterien, eignet sich das Polyurethan als Polymer fir die Rezeptor-
schichten der Sensoren durch seine hydrophilen und hydrophoben Eigenschaften sehr
gut. Hierbei wurden zwei verschiedene Polyurethane aus unterschiedlichen Monome-
ren synthetisiert. Diese Unterscheiden sich nicht nur in Art der Monomere sondern
auch die Prozent der Monomere sind unterschiedlich fur die jeweiligen Analyten. Ein
Polyphenol dient zu einer zusétzlichen Vernetzung. Die Monomere des Polyurethans
fir den Hefesensor sind in der Abb. 12 und fir den Sporen- bzw. Bakteriensensor in
der Abb. 13 zu sehen. Die eingesetzten Mengen des Polyurethans fur die Hefezellen,
Bakterien sowie die Sporen sind dem jeweiligen Kapitel zu entnehmen.
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—Fon—chf— HO\Q/OH
[5 OH
OH

Poly-4-Vinylphenol Phloroglucin

oo ue

4,4"-Diisocyanato-Diphenylmethan(4,4 -MDI)

Abb. 13: Monomere des Polyurethans fur den Sporen- bzw. Bakteriensensor
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5. Atomic Force Microscopy (AFM)

Atomic Force Microscope (Rasterkraftfeldmikroskop) ist eine sehr wichtige

Untersuchungsmethode der Oberflachenchemie und gehért zu den SPMP®! (Scanning

Probe Microscopy) Methoden. Zur Charakterisierung der strukturierten Polymere

Abb. 14: Bildliche Darstellung der Nanoscope Illa
Multimode AFM

(MIP) und vor allem um Kor-
relationen zwischen den erhal-
tenen Messergebnissen herstel-
len zu konnen, wird das AFM
zur Oberflachenanalyse ange-
wendet. Das Grundprinzip aller
SPM-Techniken ist die Abta-
stung der Probenoberflache
(Punkt fur Punkt) mit einer Spit-
ze, die sich auf einem Cantilever
befindet. Daraus wird ein Bild
der Oberflache der Probe er-
zeugt. Die zuvor entwickelte
SPM-Technik ist die Rastertun-
nelmikroskopie STM®4 (Scann-
ing Tunnelling Microscope) im
Jahre 1982 bei IBM in Zirich
von H. Rohrer® und G.
Binning. Bei STM wird der

quantenmechanische Tunneleffekt zwischen Probe und einer sehr feinen Metallspitze

ausgenutzt. Der Tunnelstrom zwischen Probe und Sondenspitze wird konstant gehalten

indem der Abstand entsprechend variiert und dadurch die Topographie der Probe

erhalten wird. Wenn die Spitze beispielsweise zu einer Erhebung kommt, steigt der

Tunnelstrom an. Die Piezoelemente regulieren den Abstand zwischen Spitze und der

Oberflache, in dem die Spitze hochgezogen wird, bis der erwiinschte (urspringliche)

Strom wieder erreicht ist. Die Spitze folgt so der Probenoberflache, wobei die

Bewegungen der Sondenspitze aufgezeichnet und am Computer dargestellt werden.

Der Tunnelstrom ist exponentiell von der Elektrodendistanz abhangig, d.h. je ndher die
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Sondenspitze an der Probenoberflache ist, desto hoher wird die Auflésung. Ein Bild
des AF-Mikroskops ist in der Abb. 14 zu sehen.

Die Weiterentwicklung der Scanning Tunneling Microscopy (STM) ist die Atomic
Force Microscopy (AFM) und wurde im Jahre 1986 von Binning, Quate und Gerber
vorgestellt. Diese Technik nutzt die Wechselwirkungskréfte zwischen Probe und einer
Spitze auf einem Federbalken aus. Das Signal wird ber einen Laserstrahl erzeugt, der
auf der Oberseite des Cantilever reflektiert und auf eine Photodiode gelenkt wird. Mit
der Atomic Force Microscopy konnen strukturelle Eigenschaften der Probe, bis zum
atomaren Bereich abgebildet und vermessen werden. Ein groRer Vorteil des AFM be-
steht darin, dass die Proben im Gegensatz der STM nicht leitend sein missen. Ein
weiterer Vorteil dieser Technik ist die Moglichkeit in wassriger Phase zu messen. Da-
mit gehort das AFM in der Biologie, Biochemie und Medizin zu den am haufigsten
angewandten Techniken zur Oberflachenuntersuchungen von Proteinen und Zellen®®
unter physiologischen Bedingungen. Beim AFM sind drei unterschiedliche Mess-
Modus moglich: Contact-Mode AFM, Non-Contact-Mode AFM und Tapping-Mode
AFM.

5.1. Contact-Mode AFM

Beim Contact-Mode®”? AFM rastert die Spitze die Probenoberflache und steht im
Kontakt mit dieser. Die Spitze befindet sich auf einem flexiblen Cantilever, einem

Z|nm]

Abb. 15: a) 3D-AFM Bild der mit goldbeschichteten Elektrode eines Sensors. Bildgrolie:
4x4 um. AFM Contact Mode. b) Das Profilbild der Oberflache: Oberflachenrauigkeit
ca. 40nm.
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Balken aus mit Siliziumnitrid beschichteten Silizium mit einer Lange von 100-500 pm
und eine Dicke von 0,5-5 um. Die Auslenkung des Cantilevers wird mittels des Lasers
und einen 4 Segment-Photodiode (siehe Abb. 16) Uberwacht. Da die Spitze und die
Oberflache im Kontakt sind, treten dabei sowohl anziehende Van-der-Waals Krafte
und Kapillarkréafte sowie abstoRende Coulomb-Kréfte aufgrund der Atomkerne auf.
Hierfir wird mittels feedback loop die Auslenkung Cantilevers durch eine vertikale
Ausgleichsbewegung entsprechend korrigiert um den Laser stets im Zentrum der vier
Dioden zu halten und somit die Kraft zwischen Probe und Spitze konstant gehalten.
Die AFM-Bilder, die in der vorliegenden Arbeit abgebildet sind, wurden alle mittels
Contact-Mode-AFM aufgenommen. Die 3D-Darstellungen wurden mittels Programm
WSxMP erstellt. Ein Beispiel ist in der Abb. 15 fiir eine mit goldbeschichteter Elek-
trode eines Sensors zu sehen. Aus dem Profilbild dieser AFM-Messung ist es zu erken-
nen, dass die Oberflache eine mittlere Rauigkeit von rund 40 nm hat.

5.2. Non-Contact-Mode AFM

In dem Modus oszilliert der Cantilever bei einer Frequenz, die etwas (ber der
Resonanzfrequenz des Cantilevers liegt mit einer typischen Amplitude von einigen
Nanometern. Bei der

Messung  kontaktiert Laser 4-Segment-
die Spitze die Ober- ' Detektor

flache der Probe nicht,

sondern oszilliert ber
der Oberflache. Mittels
feedback loop wird die
Oszillationsamplitude 4

=

oder Frequenz durch V"' Cantilever

eine vertikale Bewe-
Abb. 16: Uberwachung der Oberflachentopographie mittels 4

gung des Scanners Segment Detektor

konstant gehalten, bis

die Amplitude bzw. Frequenz erreicht wird (der "setpoint™). Der Abstand der Spitze
von der Probe wird an jedem Datenpunkt gespeichert um ein topographisches Bild der
Probenoberflache zu erstellen. Dieser Modus wird oft fur weiche und extrem
hydrophobe Proben (wie z.B. biologische®®@ proben) angewandt.
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5.3. Tapping-Mode AFM

Diese Methode ist vorteilhaft fiir weiche und elastische Proben und dieser Technik ist
sowohl fur die Gasphase als auch fir Flissigphase Messungen geeignet. Das liegt
daran, dass die Spitze die Oberflache nur leicht bertihrt und deshalb im Gegensatz zum
Contact-Mode AFM keine lateralen Scherkrafte auftreten. Hierbei oszilliert die Spitze
mit einer Amplitude von 20 nm bis 100 nm (ber die Probenoberflache, tippt aber
wéhrend des Scannens leicht auf die Probenoberflache. Ein Nachteil des Tapping-
Mode AFM ist die etwas niedrigere Scanngeschwindigkeit im Vergleich zu Contact-
Mode AFM. In der Abb. 17 ist die allgemeine schematische Darstellung der AF-Mi-
kroskopie zusehen.

Scanner Buhne

Abb. 17: Schematische Darstellung der AF-Mikroskopie
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6. Messtechnik und Instrumentation

Netzgerét

Frequenzzahler

Oszillatorschaltung

Datenverarbeitung

Peristaltikpumpe

Messzelle

Abb. 18: Die Messanordnung fur die Messungen in der FlUssigphase

Die spezielle Messanordnung fir die Messungen in der Fliissigphase mit massensensi-
tiven Sensoren ist in der Abb. 18 zu sehen. Die Oszillatorschaltung ist in Verbindung
mit der Messzelle und wird von einem Netzgerat mit 12V Gleichstrom versorgt. Das
Signal der Quarze wird mittels Frequenzzéhler an den Computer transferiert. Mithilfe
einer in der Arbeitsgruppe selbst entwickelte Software (auf der Basis von Lab View)
wird der Frequenzverlauf "on-line™ aufgezeichnet. Eine Peristaltikpumpe liefert einen
konstanten Fluss der Analytlésungen durch die Messzelle. Die Pumpe wird nicht
angewendet, wenn nicht ausreichend Volumen an Analytlésung zur Verfligung steht.
In dem Fall wird der Analyt direkt mit einer Pipette in die Zelle injiziert.
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6.1. Netzwerkanalysator

Abb. 19: Netzwerkanalysator Agilent Technologies E5062A: Auf dem Display

ist das Dampfungsspektrum eines 10MHz-QCMs zu sehen
Fur die Dickenscherschwinger-Resonatoren, gibt es auch wie bei generellen
elektronischen Anwendungen zwei verschiedene Messprinzipien, sogenannte aktive
und passive Messungen. Bei der passiven Messung kommt ein Netzwerkanalysator
zum Einsatz (HP Agilent E5062A Technologies), der tber einen Frequenzbereich von
300 kHz bis 3 MHz scannt und so das Dampfungsspektrum und Phasenspektrum
ermittelt. Im Dampfungsspektrum sieht man auf dem Display ein Dampfungsminimum
(serielle Resonanz) und ein Dampfungsmaximum (parallele Resonanz) fur einen 10
MHz-Schwingquarz im Frequenzbereich um 10 MHz, sowie mitunter einige Neben-
resonanzen, die auf antisymmetrische und Twist-Schwingungen zurlckzufuhren sind.
Die D&mpfungsskala ist eine logarithmische Skalierung, die in der Elektrotechnik
ublich ist:

dB =20 x log [ Uyt / Uin ] , wobei Uy, und U;, die Spannung des Aus- bzw.
Eingangssignals darstellt.

Die Resonanzfrequenz des QCM-Sensors wurde mittels Netzwerkanalysators (siehe
Abb. 19) festgestellt. Dieses Gerat kann auch verwendet werden, um die Frequenz-
verschiebungen und Anderungen im Dampfungsverhalten des Sensors bei Massen-
beladung zu verfolgen. Diese Eigenschaft wird vor allem zur Abschatzung der
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Schichtdicke von auf den Quarz aufgebrachten Polymerfilmen genutzt. Ein Vorteil der
passiven Messung gegentber der aktiven Messung ist die universellere Anwendung,
auch dann wenn ein Oszillator nicht schwingt. Der Nachteil ist ein hohes system-
immanentes Rauschen bei hohen Dampfungen.

6.2. Oszillatorschaltung

Zum Aufzeichnen der Frequenz wahrend einer Messung kommt eine

- 9 7 = -

14

2]

= Do

Abb. 20: Aluminiumgehause mit zwei getrennten Verstarkerschaltungen(Oszillatoren) fur
Referenz- und Messkanal: (1) und (2) Eingang fur die Stromversorgung; (11) Ausgang zum
Frequenzzéhler —-Kanal A; (12) Ausgang zum Frequenzzahler-Kanal B; (13) Eingang zum
QCM-Kanal A; (14) Eingang zum QCM-Kanal B; (3) und (4) Spannungsregler; (9)
Phasenregelung-Kanal A; (10) Phasenregelung-Kanal B; (7) Frequenzregelung-Kanal A; (8)
Frequenzregelung-Kanal B; (5) Verstarkungsregelung-Kanal A; (6) Verstarkungsregelung-
Kanal-B

Oszillatorschaltung (Abb. 20) zum Einsatz. Diese wurde fiir den Eigengebrauch in un-
serer Arbeitsgruppe mit einer Leiterplatten-Auflésung in Eigenregie hergestellt. Fir
die Herstellung werden die entsprechenden Schaltungsentwirfe auf eine Trans-
parentfolie spiegelverkehrt ausgedruckt, auf den UV-Belichtungstisch aufgeklebt. Die
Kupfer-Platine mit positiver Photolackschicht wird fur fiinf Minuten bestrahlt und in
einer 10% NaOH-L0dsung entwickelt. Anschlieend wird die gewaschene Kupfer-Pla-
tine zum Atzen der Leiterbahnen in ein 50°C warmes Bad mit einer 25% Na,S,0s-
Losung gelegt und mit Luft umstromt. Dann wird die fertige Platine mit Wasser und
Aceton gereinigt und mit Létlack, welcher das Kupfer vor Oxidation schitzt, bespriiht.
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Die Bauteile der Schaltung werden in ,,surface mounted device“-Bauweise aufgelttet.
Die Platine mit der Elektronik wird in ein Aluminiumgehé&use eingebracht, um sie vor
auReren mechanischen Einflussen zu schitzen.

6.3. Messzelle

Fir das Messen in der Flussigphase wird eine selbstentwickelte Messzelle, die aus
einer Kombination aus Silikon (Innengeh&use) und Plexiglas (Auengehduse) besteht,

Abb. 21: Die bei Flussigphasenmessungen verwendete Messzelle
verwendet. Ein Bild der verwendeten Messzelle ist in der Abb. 21 zu sehen. Die ver-

wendeten Materialen mussen einfache Bearbeitung der Materialen bei der Herstellung,
mechanische Robustheit sowie gute thermische Isolation aufweisen.

Die Innengehduse werden mittels Gussver-
fahren hergestellt. Das SYLGARD® 184 Sili-
konelastomer Kit wird mit dem beiliegenden
Starterreagens 1:10 vermischt. Anschlief3end
wird das Gemisch zur Entfernung der Luft-
blasen fur eine Stunde im Exsikkator entgast.
Dann wird diese viskose Silikonmasse fir das
GieRen des Innengehduses verwendet und 48

Stunden ausharten® gelassen. Die Gussfor-

men fiir die Silikonteile (PDMS) der Mess- ~APb. 22: Gussformen fur die
Silikonteile ( PDMS) der Messzelle

zelle sind in der Abb. 22 veranschaulicht.
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6.4. Messprogramm

Die verwendete Software ist Lab View (siehe Abb. 23), die fur die Datenerfassung und
Visualisierung auf unsere Bedirfnisse angepasst wurde. Das Messprogramm zeigt
gleichzeitig beide eingeschalteten Messkandle, die den beiden Frequenzsignalen der
mit Polymerfilm beschichteten Goldelektroden des QCMs (Messelektrode und
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Abb. 23: Messprogramm fur die Verfolgung von Frequenzanderung des QCMs

Referenzelektrode) entsprechen. In dem Programmfenster werden drei Frequenzan-
derungen abgebildet: Frequenzanderung an der Messelektrode, Frequenzanderung an
der Referenzelektrode und die Differenz der beiden Kandle.
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7. Experimenteller Teil

7.1. Untersuchungen an Hefesensor

Das breite Anwendungsspektrum der Hefen in der Biotechnologie, Medizin und Le-
bensmitteltechnologie steigert das Interesse an Untersuchungen dieser Zellen. Allein
anhand der weltweit produzierten Menge lasst sich die Bedeutung von Hefe erahnen:
pro Jahr werden mehrere Millionen Tonnen Hefe gewonnen, wobei davon ca. 2 Milli-
onen Tonnen jahrlich auf die wichtige Saccharomyces cerevisiae entfallen. Die Be-
deutung der Béckerhefe (S. cerevisiae) hat in der Pharmaindustrie stark zugenommen,
da ihr Genom bereits als erstes der Eukaryoten komplett sequenziert wurde. So
konnten gezielt genetische Modifizierungen erfolgen. Die geringe Verdopplungszeit
von ca. 90 Minuten ist zuséatzlich vorteilhaft bezlglich der Bedeutung von S.
cerevisiae zur Produktion von Peptiden, Proteinen, Nukleinsduren sowie Polysac-
chariden.

Bei den Untersuchungen wurde ein Hefesensor mit speziellen Aspekten untersucht,
um weitere Informationen tber Eigenschaften und Verhalten der Hefezellen zu erhal-
ten. Das Hauptziel war die Untersuchung des Mechanismus der Inklusion in Ab-
héngigkeit der Schichtdicke des Polymers, sowie der Form der Templatzellen. Dafur
wurden Messungen mit unterschiedlichen ausgewahlten Dicken der sensitiven
Schichten durchgefiihrt. So werden enthalpische Effekte der Inklusion analysiert.

7.1.1. Hefezellen

In der Molekularbiologie wird als Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae!®4[%]
der zu den am besten beschriebenen Hefestammen gehort, verwendet. Hefen® sind
einzellige Pilze, die zu den eukaryotischen Mikroorganismen der Abteilung Asco-
mycota (Sprosshefen) und zur Klasse Saccharomycetes (zuckerabbauende Pilze)
gehdren und sich durch Sprossung oder Teilung vermehren. Als niedere Eukaryoten
verfligen Hefezellen Uber vergleichbare Mechanismen fir zellulare Grundfunktionen
wie hohere Eukaryoten.
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In der Abb. 24 ist ein Bild von einzelligen
Hefezellen und in der Abb. 25 von mit N-
Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefe-
zellen (Doppelzellen), die mit Auflicht-
mikroskop aufgenommen worden sind, zu
sehen. Die Zellen haben eine Grolke von
ca. 5-6 pum. Die Hefezellen sind fakultativ

anaerob, das bedeutet, dass sie sowohl bei

AbD. 24: Einzellige Hefe, unter dem Sauerstoffanwesenheit als auch bei Abwe-
Auflichtmikroskop: 100fache ] ]
VergroRerung senheit von Sauerstoff Katabolismus der

Kohlenhydrate betreiben kdnnen. Entsprechend dem Pasteur Effekt, der im Jahr 1873
von Luois Pasteur erkannt wurde, wird die
Garung in Gegenwart von Sauerstoff ge-
hemmt, wahrend gleichzeitig das Hefewach-
stum zunimmt. Der biochemische Abbau von
Kohlenhydraten lauft Gber mehrere Zwischen-
schritte durch Glykolyse von der Glucose
zum Pyruvat. Im ndchsten Schritt kann

entweder die Atmung (bei Sauerstoff-

Abb. 25 : Doppelzellige Hefe,
synchronisiert mit N-

stoffabwesenheit) einsetzen. Bei der Garung  Hydroxyharnstoff, unter dem

. . Auflichtmikroskop: 100fache
wird das Pyruvat, wie in der Tabelle 1 VergroRerung .

anwesenheit) oder die Garung (bei Sauer-

beschrieben, zu Ethanol und Kohlendioxid

1. Bei Sauerstoffanwesenheit : Atmung:

CH,0 +60, — Pyrwvat ——> 6CO, + 6H,0

2. Bei Sauerstoffabwesenheit : Garung:

CH,O,  —> Pyruvat —» 2CHOH + 2C0,

Tabelle 1: Atmung und Garung beim Katabolismus der Kohlenhydrate

zersetzt. Unter aeroben Bedingungen gelangt das Pyruvat ins Mitochondrium, wo es
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zunéchst zum Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) umgesetzt und anschliefiend in den
Citratcyclus eingeschleust wird (siehe Tabelle 1). Fir die vorliegende Arbeit sind der
Vermehrungsprozess und die Aufbau der Zellenwand von Hefezellen von Interesse.

Die Zellen wachsen und teilen sich permanent, solange gentigend Nahrung vorhanden
ist. Die Vermehrung der Hefezellen erfolgt sowohl vegetativ, das heil3t asexuell durch
Sprossung (Knospung), als auch geschlechtlich bzw. sexuell Gber Bildung eines Ascus
mit haploiden Ascosporen!®*Ee167],

(20 +(20

Sprossung von
diploiden
Zellen

@\

Meiose und Sporenbildung,
hervorgerufen durch Hunger

Sporen

Paarung (meist
9( entstehen

unmittelbar nach
dem Sporen

o @

Sprossung von
haploiden
Zellen

@ @

Abb. 26: Haploider und diploider Lebenszyklus von einer Sprosshefe
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Abhédngig von Umweltbedingungen und Einzelheiten des Genotyps konnen Zellen
dieser Spezies im haploiden Zustand mit einem einfachen Chromosomensatz oder im
diploiden Zustand mit einem doppelten Chromosomensatz vorkommen®®®% (Apb.
26).

Die diploide Zelle kann sich entweder durch gewdhnliche Zellteilungszyklen
vermehren oder die Meiose durchlaufen, um haploide Formen zu erzeugen. Die
haploide Zelle kann sich gleichfalls durch Zellteilungszyklen vermehren, oder sie
verschmilzt sexuell mit einer anderen haploiden Zelle, wodurch wieder eine diploide

Q
h

ofe o

O
©

Abb. 27: Vier aufeinander folgende Phasen beim eukaryotischen Zellzyklus: Dieser
Zyklus entspricht im Allgemeinen auch dem den verwendeten Saccharomyces
Cerevisiae. S-Phase: DNA-Replikation, G;: Licke zwischen M-Phase und S-Phase,
G,: Liucke zwischen S-Phase und M-Phase, M-Phase: Mytose und Cytokinese

Zelle entsteht. Meiose wird unter Hungerbedingungen ausgeldst und lasst Sporen
entstehen. Sporen sind haploide Zellen, die sich in einem Ruhestand befinden und
widerstandsfahig gegen unglnstige Milieubedingungen sind. Der Fortpflanzungs-
zyklus der Hefe Saccharomyces cerevisiae ist in der Abb. 26 schematisch dargestellt.
Ein Teilungszyklus der Zellen l4uft, in voneinander unterscheidbaren, aufeinander-
folgenden Schritten ab: G;, S, G, und M. In der Abb. 27 ist der eukaryotische
Zellzyklus schematisch dargestellt. Die meisten Zellen bendtigen viel mehr Zeit fur
Wachstum und Verdopplung ihrer Proteine und Organelle als fir DNA-Replikation
und Teilung. Um den Zeitbedarf fir Wachstum zu decken, sind in den meisten
Zellzyklen zusétzliche Licken eingeschoben, namlich G- oder Gap-Phasen (engl:
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gap=Licke): eine G;-Phase zwischen M-Phase und S-Phase sowie eine G,-Phase
zwischen S-Phase und Mitose. G4, S und G, stellen gemeinsam eine Phase dar, die als
Interphase bezeichnet wird. Die Interphase wiirde 23 Stunden eines 24-Stunden-
Zellzyklus einnehmen, wahrend flr die M-Phase eine Stunde bleibt. In der G,-Phase
sind die Rezeptoren an der Oberflaiche der Auflenmembran in Kontakt mit der
Umgebung und bei ausreichendem Nahrungsangebot wird das Signal fir die
Zellvermehrung ins Innere weitergeleitet. In der S-Phase (Synthese-Phase) wird die in
den Chromosomen gespeicherte DNA verdoppelt. In der G2-Phase werden die noch
aullenstehende Organelle und Proteine synthetisiert und gleichzeitig tritt die Zelle in
Kontakt mit der Umgebung, um die letzte Phase einzuleiten. In der M-Phase (Mitose-
Phase) findet die eigentliche, makroskopisch sichtbare Abkapselung der neuen Zelle
statt.

Fur die Untersuchungen wurden die Hefezellen, die sich in der M-Phase (doppelzellig)
befinden, verwendet. Dafur werden die Hefezellen in die M-Phase geeignet syn-
chronisiert. Zwei verschiedene Inhibitoren eignen sich fur die Synchronisierung der
Hefezellen, wobei diese an verschiedenen Blockierungsstellen arretieren. In der Abb.
28 sind die zwei Blockierungsstellen schematisch dargestelit.

Blockierung der Zellzyklus
durch Hydroxyharnstoff

A

Blockierung der Zellzyklus
durch Nocodazol

Abb. 28: Blockierungsstellen fur Inhibitoren bei der Zellzyklus der Hefezellen

Die eine ist N-Hydroxyharnstoff, welche Inhibitor von Enzym Ribonukleotid Reduk-
tase ist und den Zellzyklus in S-Phase blockiert. Dadurch ist das Wachsen der Hefe-
zellen moglich aber die DNA-Replikation wird verhindert. Durch Einwirkung von
Nocodazol wird der Zellzyklus in der M-Phase blockiert, bevor die Zellteilung
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abgeschlossen werden kann. Nocodazol verhindert den Aufbau und die Polymerisation
der Mikrotubuli und dadurch auch des Ausrichten und Trennen der Chromosomen
wéhrend der Mitose. Beide Methoden sind reversibel, jedoch ist die Ausbeute an
synchronisierten Hefezellen bei der Verwendung von N-Hydroxyharnstoff gegeniiber
Nocodazol mit 95% aller Hefezellen viel hoher. Die niedrige Ausbeute liegt bei etwa
60% aller Zellen bei der Blockierung des Zellzyklus mit Nocodazol.

Die Zellwand!™ der fiir die Untersuchungen verwendeten Hefe (Saccharomyces
cerevisiae) besteht aus einem komplexen Netzwerk an Zuckerpolymeren und um-
schlieRt die eigentliche Zelle wie eine Schale. Diese Schale ist sehr robust und bringt
der Zelle eine hohe mechanische Stabilitdt. Bausteine der Zellwand von Hefezellen
sind hauptsachlich drei Arten von Zuckern, ndmlich Glucose (Ketten aus -1,6- und -
1,3-Bindungen), Mannose und N-Acetylglucoseamin (Ketten aus B-1,4-Bindungen),
die kovalent miteinander verbunden sind (siehe Abb. 29). Die Glucane sind
verantwortlich fir die Struktur der Zellen und die Mannoproteine kontrollieren die
Durchléssigkeit der Wand. Die hydrophile Oberflache der Hefezellen begtinstigen das
Erzeugen der Kavitdten flr einen Sensor durch die Wechselwirkungen zwischen
hydrophile Polymer (in dem Fall Polyurethan) und den Zellen.

CHs

OH O:<
KH Y
0. 0--}-- 1o HO
0
OH N HO
OH NH \W
o:< OH

OH

. . m CHs
5-1,3 | p-16 | - —In
Glucane Chitin

Abb. 29: Die Hauptbestandteile der Zellwand von Hefezellen: Glucan-Ketten aus p-1,3- und
B-1,6-Bindungen und Chitin-Ketten aus N-Acetylglucoseamin (f-1,4-Bindung)
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7.1.2.Bestimmung der Zellzahlen bzw. Zellkonzentration

Zur quantitative Bestimmung von Zellzahlen und somit des Wachstums der Hefezellen
bzw. der Bakterien werden die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer!™ (Abb. 30)
ausgezéhlt. Es handelt sich hierbei um ein Prazisionsgerat aus optischem Spezialglas,
das ca. 30x80 mm grol3 und 5 mm dick ist, mit eingedtzten Quadraten von definiertem
Volumen (1 pl). Dieses ermoglicht die Bestimmung der Teilchenzahl pro

Abb. 30: Neubauer Zellkammer

Volumeneinheit einer Flissigkeit. Das Zahlgitter hat 3x3 Grofl3quadraten von je 1 mm
Kantenlange und somit eine Flache von je 1 mm?. Das zentrale GroRquadrat bei der
Neubauer improved-Zahlkammer teilt sich in 5x5 kleineren Gruppenquadraten mit je
0,2 mm Kantenlange. Damit ist die Flache eines Gruppenquadrats 0,04 mm?. Die Hohe
der Kammer wird durch ein Deckglas festgelegt (0,1 mm). Durch Kapillarkrafte wird
die am Glasrand aufpipettierte Zellsuspension ins Innere der Kammer transportiert.
Dadurch fillt sich der Spalt zwischen dem Deckglas und Kammerboden. Die
einzelnen Zellen innerhalb des 5x5 -Gitters konnen dann gezahlt werden. Dann wird
die Konzentration (Zellen/pl) mit Hilfe einer Formel (Gleichung 4) berechnet.

Anzahl der ausgeziahlte Zellen
ausgezihlte Fliche (mm?)x Kammertiefe (mm)x Verdinnung

= Zellen pro ul

Gleichung 4: Bestimmung der Zellkonzentration
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7.1.3.Erzeugung der Hefeimprints

Die verwendete Hefe wird in Form Ublicher Backhefe im Lebensmittelgeschéft als

komprimierter Wirfel mit 70% Feuchtigkeit gekauft. Die Imprints wurden alle mit

synchronisierten Hefezellen (Doppelzellen) erzeugt. Zur Synchronisation der Zellen

20 0¥
" X 50.0um
Y. 50.0pum

Z: 5.4um

werden 250 mg Hefe in destilliertem
Wasser aufgeldst und in einer Zen-
trifuge dreimal fiir zehn Minuten bei
4400 rpm zentrifugiert. Anschlie-
Rend wird die mit Wasser gewa-
schene Hefe in ein YPD (Yeast
Extract/ Peptone Hydrolysate/ Dex-
(100
uberflihrt und die Ldsung zehn Mi-

trose)  Nahrmedium ml)

nuten bei Raumtemperatur gerdhrt.

Abb. 32: 3D-AFM-Aufnahme eines Templats mit

N-Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefezellen

(Doppelzellen).

Danach sind 760 mg N-Hydroxy-
harnstoff zugesetzt. Nach circa funf

Stunden lassen sich die Hefezellen abzentrifugieren und anschlieBend dreimal mit

destilliertem Wasser gewaschen. Diese Hefesuspension enthalt etwa 95% synchroni-

sierte Hefezellen. Die auf diese Weise erhaltenen Hefezellen werden mittels eines Spa-

tels auf Silikonplattchen mit der Dimension 1 x 1 cm aufgetragen. In der Abb. 32 ist

ein Silikonstempel mit N-Hydroxyharn-
stoff synchronisierten Hefezellen (Dop-
pelzellen) zu sehen. In der Abb. 31 ist
das Profilbild des Templats, das zum
Abmessen der Zellen dient, dargestellt.
Die Hefezellen haben einen Durch-
messer von ca. 6 um und eine Héhe von
2 pum. Da beim Trockenvorgang Risse in
aufgetragenem Hefefilm entstehen kon-
nen, ist darauf zu achten, dass im Hefe-
konzentrat eine gewisse Restfeuchte ver-
bleibt. Das Pragen mit Hefezellen erfolgt

Z [pm]

X [um]

Abb. 31: Das Profilbild des Templats mit
synchronisierten Hefezellen (Doppelzellen);

Die Zellen sind etwa 6 pum Grol3 und 2 um
Hoch

mittels Stempelpragetechnik. Der Silikonstempel mit synchronisierten Hefezellen
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(Doppelzellen) wird in das noch weiche Polymer exakt auf nur eine Elektrode (auf
jene der niedrigeren Frequenz) ge-
presst und mit einer Klammer fi-
xiert. Die andere Elektrode bleibt
dabei ungepréagt und dient als Re-
ferenzelektrode bei der Messung.
Nachdem das Polymer vollstandig
ausgehdrtet ist (etwa ein bis zwei
Tage) wird der Stempel mit Hilfe

von 0,05%iger SDS-Lo6sung abge-

Abb. 33: Durch das Pragen mit der l0st. Auf diese Weise bleiben in der

synchronisierten Hefezellen (Doppelzellen) ) . - i
entstandene Kavitaten im Polyurethan (47,8% Polyurethan-Schicht Kavitaten zu

Bisphenol A, 12% Phloroglucin, 40,2% MDI) rick, die in GroRe und Form den

synchronisierten Hefezellen (Dop-

pelzellen) entsprechen. Eine 3D-Aufnahme der entstandenen Hohlrdume (Imprints) ist

in der Abb. 33 zu sehen. Die Grolze (ca. 5 um) und Form der Kavitéten entsprechen der
GroRe und der Form der synchronisierten Hefezellen (Doppelzellen).

Die Zusammensetzung des Polymers muss entsprechend dem jeweiligen Analyten

Monomer Molekulargewicht | Einwaage
(g/mol)

Phloroglucin 126,11 12mg

Bisphenol A (BPA) 228,28 47,8mg

4,4°-MDI 250,26 40,2mg

Tabelle 2: Polyurethan Polymer-Zusammensetzung fur den Hefesensor

veréndert werden, da die Eigenschaften des Polymers, wie z.B. Schichtdicke, Poro-
sitat, Stabilitat, bei der Erzeugung der Kavitaten entscheidend sind. Die entsprechende
Polymer-Zusammensetzung fir den Hefesensor ist in der Tabelle 2 beschrieben.
Dieses Gemisch an Vorpolymer l&sst sich durch Verdunnen mit THF (Tetra-
hydrofuran) an die gewiinschte Schichtdicke anpassen.
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7.1.4. Messergebnisse

Eine Reihe von Messungen mit unterschiedlichen Schichtdicken der sensitiven Schicht
des Sensors wurden durchgefiihrt und die Messergebnisse prasentiert.

Hefesensor_Polyurethan gepragt mit
Doppelzellen_Schichtdicke 600nm_

200
einzellige Hefe 5 mg/ml
150 —
< 100
L.
> 50 -
5 ) doppelzellige Hefe 5 mg/mi
L 0
2 0 250
3 //-RP
= -50
S V\aﬁ-/ 150
o
o -100
LL \
Wasser
-150
— Messelektrode
-200

— Referenzelektrode

Zeit[min]

Abb. 34: Hefesensor; sensitive Schicht: Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12%
Phloroglucin, 40,2% MDI) mit einer Schichtdicke von 600 nm, Templat: Doppelzellen
(mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefezellen); Messung: Zugabe der
Hefesuspension (5mg/ml) der einzelligen Hefe, dann Zwischenspilen der Messzelle
mit destilliertem Wasser, anschlieend Zugabe der Hefesuspension (5mg/ml) der
synchronisierten Hefe (Doppelzellen), schlieBlich nochmals Sptilen mit destilliertem
Wasser; Ergebnis: fur beide Zellarten unselektive Wechselwirkungen mit der
Oberflache des Sensors

Die Variation eines gepragten Polymerfilms fihrt bei der Messung von synchro-
nisierten Hefezellen, je nach Schichtdicke des Films, zu einem Sauerbrey- oder Anti-
Sauerbrey- Effekt. Dieses Phdnomen lasst sich durch die Imprinttiefe steuern. Der Ein-
fluss der Dicke der Schicht auf die Tiefe des Imprints soll mit diesen Messungen ge-
zeigt werden. Die erhaltenen Messergebnisse haben ergeben, dass flr das reversible
Ein- und Auslagern der Hefezellen eine optimale Schichtdicke erforderlich ist. Der
Grund ist die verdnderte Wechselwirkungsflache zwischen Analyt und Rezeptor. Je
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GroRer der Kontakt zu den Zellen ist, desto starker sind die Wechselwirkungen und
dadurch erfolgt eine zunehmende Bindung an die Sensorschicht.

Die  Versuche wurden mit einer
Polymerschichtdicke von 600 nm begonnen
(Abb. 34). Aufgrund der GroRe der Zellen
relativ zur Schichtdicke lieBen sich keine
signifikanten Abdriicke der Hefezellen
erzeugen. Es hat sich herausgestellt, dass
die Hefezellen zu grof? (ca. 5 um) sind, um

in so einer dinnen Schicht wesentliche

Abb. 35° 3D-AFM Aufnahme der Imprints zu erzeugen. Flr die Messung wird
Oberfléohe des Sensors; Polyurethan_ nach dem Einschwingen des Quarzes in
(47,8% Bisphenol A, 12% Phloroglucin, ] ] ) o

40,2% MDI) gepragt mit Wasser jeweils Hefesuspensionen mit einer

Doppelzellen(synchronisierte Hefezellen), . . .
Schichtdicke des Polymerfilms: 600 nm; Konzentration von 5 mg/ml in die

keine signifikante Abdriicke der Messzelle gepumpt. Nach jeder Zugabe der
Hefezellen sind zu sehen. ) ) )
Messlosungen  wird die Messzelle mit

destilliertem Wasser durchgespult. Da der Analyt, also Hefe, in praktisch un-
begrenztem Ausmal zur Verfligung steht, werden die Messlosungen ausschlieBlich

mittels Pumpe und nicht mit volumensparender Spritze in die Messzelle injiziert.

Der Messeffekt fir 5 mg/ml Einzelzellen
ist ein Anti-Sauerbrey-Verhalten mit einer
eindeutigen Frequenzerhthung von ca. 150
Hz. Die Sensorantwort auf Doppelzellen

Z[nm]

mit einer Konzentration von 5 mg/ml liefert
dagegen ein Sauerbrey-Verhalten mit einer

Frequenzerniedrigung von ca. 50 Hz. Bei

0 10 20 30 40 50

X[um]

Doppelzellen kehrt die Frequenz jedoch

durch das Spilen mit Wasser aufgrund der

K hselwirk . q Abb. 36: Das Profilbild von 3D-AFM
starken  Wechselwirkungen — mit € Aufnahme der Oberfliche des Sensors;

Oberflache nicht wieder zuriick zur Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 1296
Phloroglucin, 40,2% MDI) gepragt mit

Basislinie. In Abb. 35 ist eine 3D-AFM-  Doppelzellen (synchronisierte Hefezellen),
Schichtdicke des Polymerfilms: 600 nm,

Aufnahme der Oberflache der gepréagten Imprinttiefe: ca. 250 nm

Elektrode des Sensors zu sehen, wobei
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keine signifikanten Abdriicke der Hefezellen erkennbar sind. In der Abb. 36 ist das
Profil Bild dieser Aufnahme zu sehen, wobei eine Kavitatstiefe von 250 nm erkennbar
ist.

Desweiteres wurde eine Messung mit einer Polymer-Schichtdicke von 650 nm
durchgefihrt, wobei auch hier die erzeugten Abdricke in der sensitiven Schicht nicht
signifikanter als bei der Schichtdicke 600nm sind. Jedoch ergeben sich wiederum
bemerkenswerte Ergebnisse bei den QCM Messungen.

Hefesensor_Polyurethan gepréagt mit Doppelzellen_Schichtdicke 700nm

300 5mg/ml

250 .O

200 3mg/ml [\
o | N\

150

100 Img/ml f\/

—— Messelektrode

—— Referenzelektrode

a
o

%

Frequenzénderung[Hz]

D 100 200 300 440 500

-50
-100 O Einzelzellen
-150 m @ Doppelzellen
Zeit[min] 5mg/ml

Abb. 37: Hefesensor; sensitive Schicht: Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12%

Phloroglucin, 40,2% MDI) mit einer Schichtdicke von 700 nm, Templat:

Doppelzellen (mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefezellen), Ergebnis:

Anti-Sauerbrey Effekt fur Einzelzellen und Sauerbrey Effekt flr synchronisierte

Zellen (Doppelzellen), gemessen wurde ohne Durchspuilen mit Wasser zwischen der

Zugabe der Messlésungen.
Die zunéchst gemessene Polymer-Schichtdicke ist eine Schichtdicke von 700 nm. In
der Abb. 37 ist die dazu gehdrige QCM Messung zu sehen. Fir die Messung wird der
mit Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12% Phloroglucin, 40,2% MDI) beschichtete
und auf einer Elektrode mit den Doppelzellen (synchronisierten Hefezellen) gepragte
Schwingquarz in die Messzelle eingebracht und ca. vier bis funf Stunden mit de-
stilliertem Wasser gespult. Nachdem die sensitive Schicht in Wasser eingeschwungen
ist (Sattigung mit Wasser), wird eine stabile Frequenz und dadurch eine signifikante
Grundlinie erreicht. Danach erfolgt die eigentliche Messung Uber die Zugabe der
einzelligen Hefesuspensionen mit den Konzentrationen von 1 mg/ml, 3 mg/ml,
5mg/ml und Hefesuspension mit Doppelzellen (synchronisierten Hefezellen) mit einer

Konzentration von 5mg/ml.
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Die Peristaltikpumpe sorgt fir einen kon-
stanten Fluss der Messldsung in die Mess-
zelle. In diesem Fall ist die Flussgeschwin-
digkeit 2 ml/min. Die Messzelle wurde
nicht mit Wasser zwischen den Zugaben
der Hefesuspensionen gespult. Einzelligen
Hefesuspensionen liefern Anti-Sauerbrey-
und die Doppelzellen (synchronisierte He-
fezellen) ein Sauerbrey-Verhalten. Da die
einzelnen Zellen bei dieser diinnen Schicht
nicht durch die Kavitéten fixiert sind finden
Bewegungsabléufe auf der Oberflache statt,
die eine Zunahme der Frequenz bedingen.

50
¥ X: 50.0um
Y: 50.0um
Z: 6.0um

Abb. 39: 3D-AFM Aufnahme der
Oberflache des Sensors; Polyurethan
(47,8% Bisphenol A, 12% Phloroglucin,
40,2% MDI) gepragt mit Doppelzellen
(synchronisierte Hefezellen), Schichtdicke
des Polymerfilms: 700 nm

Aufgrund der Koagulation der Hefezellen bei h6heren Konzentrationen ist bei einer

Konzentration von 5 mg/ml der einzelligen Hefesuspension eine Abnahme der

Frequenz gleich nach dem Frequenzanstieg zu beobachten. Im Gegensatz zu den

Einzelzellen ist bei Doppelzellen aufgrund der starkeren Wechselwirkungen durch

L eine optimale geometrische Adaption eine
0sl Frequenzabnahme zu sehen. Frequenz-
- ol anderungen bei der nicht geprégten (kein
5 ol Imprint) Referenzelektrode durch
ook unspezifische Adsorption der Zellen kdnnen
o T —— vernachléssigt werden. Die Abb. 39 zeigt die

0 5 10 15 20

3D-AFM-Aufnahme der Oberflache der
gepragten Elektrode des Sensors. Die Tiefe

X[um]

Abb. 38: Das Profilbild von AFM

Aufnahme der Oberflzche des Sensors: der Kavitaten wurden sowohl mittels Netz-
Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12% werkanalysator als auch mit AFM Messun-

Phloroglucin, 40,2% MDI) gepragt mit

Doppelzellen (synchronisierte gen festgestellt. In der Abb. 38 ist das Profil-

Hefezellen), Schichtdicke des
Polymerfilms : 700 nm, Imprinttiefe: ca.

bild der 3D-AFM-Aufnahme der Oberflache

gepragten Elektrode von 700 nm

Schichtdicke zu sehen, wobei die Kavitdaten ca. 600 nm tief sind. Dieses wurde mit

einer Sectionsanalyse (ein Messprogramm des AFM) vermessen und ist in der Abb. 40

dargestellt.
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Abb. 40: Die Sectionanalyse von AFM Aufnahme der Oberflache des Sensors;
Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12% Phloroglucin, 40,2% MDI) gepragt mit
Doppelzellen (synchronisierte Hefezellen), Schichtdicke des Polymerfilms: 700 nm,
Imprinttiefe: ca. 600 nm

Derselbe Anti-Sauerbrey Effekt fur die Einzelzellen ist auch bei einer sensitiven
Schicht aus Polyurethan (geprégt mit Doppelzellen) mit einer Schichtdicke von 750
nm zu beobachten. Die dazu gehorige Messkurve ist in der Abb. 41 zu sehen.

~
Hefesensor_Polyurethan gepragt mit

Doppelzellen_Schichtdicke 750nm
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Abb. 41: Hefesensor; sensitive Schicht: Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12%
Phloroglucin, 40,2% MDI) mit einer Schichtdicke von 750 nm, Templat:
Doppelzellen (mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefezellen), Ergebnis: Anti-
Sauerbrey Effekt flr Einzelzellen
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Nach der Sattigung der sensitiven Schicht mit Wasser werden die ProbelGsungen
vermessen. Zwischen jeder Zugabe der Hefesuspension wird die Messzelle mit Wasser
gespuilt.

Die QCM Messung der zundchst gemessenen Schichtdicke von 900 nm ist in der Abb.
42 zu sehen. Hier wurde ein Sauerbrey-Effekt fur Einzel- und Doppelzellen erhalten.

Hefesensor_Polyurethan gepréagt mit Doppelzellen_
Schichtdicke 900nm_
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Abb. 42: Hefesensor; sensitive Schicht: Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12%
Phloroglucin, 40,2% MDI) mit einer Schichtdicke von 900 nm, Templat:
Doppelzellen (mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefezellen), Sauerbrey-
Effekt flr Einzelzellen und Doppelzellen (synchronisierte Zellen)

Da das Templat aus Doppelzellen (mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefe-
zellen) hergestellt ist, passen die Doppelzellen besser in die Kavitaten ein und dadurch
ist der Messeffekt flr die jeweiligen Konzentrationen groRer als jener mit Einzelzellen.
Wahrend der Messeffekt fir 3 mg/ml Einzelzellen ca. 50 Hz ist, ist der Effekt fur die
gleiche Konzentration an Doppelzellen ca. 600 Hz. Die 3D-AFM-Aufnahme der Ober-
flache der gepréagten Elektrode des Sensors ist in der Abb. 44 zu sehen. Das Profilbild
fiir den Sensor ist in der Abb. 43 veranschaulicht. Auch eine Sectionanalyse (Abb. 45)
wurde durchgefiihrt und eine Kavitétstiefe von ca. 800 nm festgestellt.

Ein weitere Polymer-Schichtdicke, die fiir die Untersuchungen herangezogen wurde
betrug 1um. Die entsprechende Messkurve der QCM Messung ist in der Abb. 46 zu
sehen.
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Abb. 43: Das Profilbild der AFM-

Abb. 44: 3D-AFM-Aufnahme der Aufnahme des Sensors; Polyurethan
Oberflache der gepragten Elektrode des (47,8% Bisphenol A, 12% Phloroglucin,
Sensors; Polyurethan (47,8% Bisphenol 40,2% MDI) gepragt mit Doppelzellen
A, 12% Phloroglucin, 40,2% MDI) (synchronisierte Hefezellen),

gepréagt mit Doppelzellen Polymerschichtdicke 900 nm,
(synchronisierte Hefezellen), Imprinttiefe: 800 nm

Polymerschichtdicke 900 nm

Section

SRR W G

5 10 15 20 25 30 35 40 45 pum

Spectral Period 24.9 pm Spectral Freq 0.0402 fum
Spectral RMS Ampl. 184 nm Temporal Freq: 0.00 Hz
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Abb. 45: Die Sectionanalyse von AFM-Aufnahme des Sensors; Polyurethan (47,8%
Bisphenol A, 12% Phloroglucin, 40,2% MDI) gepréagt mit Doppelzellen
(synchronisierte Hefezellen), Schichtdicke des Polymers 900nm, Imprinttiefe:
800nm
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Der Messeffekt fur Einzel- und Doppelzellen folgt der Sauerbrey-Gleichung. Durch

die hohere Polymer-Schichtdicke sind Geometrie, insbesondere Tiefe der erzeugten

Kavitaten ausgeprégter. Dies ermoglicht eine bessere Adaption an die Kavitaten und

dadurch das reversible Ein- und Auslagern der Zellen.
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Abb. 46: Hefesensor; sensitive Schicht: Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12%
Phloroglucin, 40,2% MDI) mit einer Schichtdicke von 1 um, Templat: Doppelzellen
(mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefezellen), Sauerbrey Effekt flr
Einzelzellen und Doppelzellen (synchronisierte Zellen)

Die Konzentrationen der Hefesuspensionen bei der Messung sind als Zellzahl

angegeben. 1mg/ml Hefesuspension mit Einzelzellen hat entsprechend ca. 2*10* Zel-

len/ml und 1 mg/ml Hefesuspension mit
Doppelzellen hat ca. 1*10* Doppelzel-
len/ml. Die Zellzahl wird quantitativ mit
Hilfe einer Z&hlkammer (Neubauer) be-
stimmt. Der Sensor weist eine Konzentra-
tionsabhéngigkeit auf, das heildt der Mess-
effekt nimmt mit steigender Konzentration
der Hefesuspensionen entsprechend zu.
Als Beispiel fur die Querselektivitat sei
erwéhnt, dass man etwa den gleichen Sen-
soreffekt fir eine halb so stark konzen-
trierte Hefesuspension aus Doppelzellen
wie mit Einzelzellen erhalt.

i x: 40.0um
Y: 40.0um
Z:6.2pum

Abb. 47: 3D-AFM-Aufnahme des Sensors;
Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12%
Phloroglucin, 40,2% MDI) gepragt mit
Doppelzellen (synchronisierte Hefezellen),
Schichtdicke des Polymers 1 pm
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Abb. 48: Das Profilbild von AFM-Aufnahme
des Sensors; Polyurethan (47,8% Bisphenol
A, 12% Phloroglucin, 40,2% MDI) gepragt
mit Doppelzellen (synchronisierte
Hefezellen), Schichtdicke des Polymers :1
pm, Imprinttiefe: ca. 950 nm

Section

Die 3D-AFM-Aufnahme der Oberflache
der gepragten Elektrode eines Sensors ist
in der Abb. 47 und das dazu gehérige
Profilbild in der Abb. 48 dargestellt.
Auch ein Schnittbild, wobei eine Kavi-
tatstiefe von ca. 950 nm abzulesen ist, ist
in der Abb. 49 zu sehen.
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Abb. 49: Eine AFM-Aufnahme des Sensors mit Querschnittbild; Polyurethan
(47,8% Bisphenol A, 12% Phloroglucin, 40,2% MDI) gepragt mit Doppelzellen
(synchronisierte Hefezellen), Schichtdicke des Polymers 1 um, Imprinttiefe: ca.

950 nm

Ein zweiter Sensor mit ahnlichen Eigenschaften und derselben Polymer-Schichtdicke

(1 um) zeigt den gleichen Messeffekt. In der Abb. 50 ist die Messkurve fiir diese

Messung abgebildet. Aufgrund der besseren Adaption zu den Kavitaten, zeigt dieselbe

Konzentration von Doppelzellen eine hohere Frequenzerniedrigung als bel

Einzelzellen. Wahrend die Sensorantwort fir die einzelnen Zellen mit einer
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Konzentration von 1,2x10° Zellen/ml ca. 400 Hz ist, ist die Sensorantwort fir halb so
stark konzentrierte Doppelzellen (synchronisierte Hefezellen) ca. 500 Hz.

Hefesensor_Polyurethan gepragt mit Doppelzellen_ Schichtdicke 1um
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Abb. 50: Hefesensor; sensitive Schicht: Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12%
Phloroglucin, 40,2% MDI) mit einer Schichtdicke von 1 um, Templat:
Doppelzellen (mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefezellen), Sauerbrey
Effekt flr Einzelzellen und Doppelzellen (synchronisierte Zellen)

In der Abb. 51 ist eine andere Messkurve mit einer Schichtdicke von 1um zu sehen.
Die Reproduzierbarkeit des Messeffekts wurde mit dieser Messung verifiziert. Bei
einer Wiederholung der Zugabe der gleichen Messlosungen wurden dieselben Effekte
fir die jeweiligen Konzentrationen erhalten. Entsprechend den Schichtdicken folgt der
Messeffekt flr Einzel- und Doppelzellen einem Sauerbrey-Verhalten. Die Frequenzab-
nahme bei der Zugabe von Einzelzellen mit einer Konzentration von 1,2x10° Zellen/ml
ist ca. 400 Hz, wobei diese fir die halb so stark konzentrierte Doppelzellen ca. 500 Hz
ist.

Die Abb. 52 veranschaulicht die Selektivitat des Sensors und die Reproduzierbarkeit
des Messeffekts des Hefesensor mit einer Schichtdicke von 1 um. Der Sensoreffekt fir
die gleichen Konzentrationen (6*10° Zellen/ml) ist bei allen dreien Sensoren fiir
Doppel- und Einzelzellen nahezu identisch, wobei immer eine groRere
Frequenzantwort fur Doppelzellen resultiert. Aus der QCM Messung ist ersichtlich,
dass bei diesem Sensor die Frequenzerniedrigung proportional zu Konzentration ist: je
hoher die Konzentration, desto groRer der Messeffekt.
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Abb. 51: Hefesensor; sensitive Schicht: Polyurethan (47,8% Bisphenol
A, 12% Phloroglucin, 40,2% MDI) mit einer Schichtdicke von 1 um,
Templat: Doppelzellen (mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten
Hefezellen), Ergebnis: Reproduzierbarkeit der Messeffekte

Sensorantwort von drei Sensoren mit derselben
Schichtdicke(1um) auf Einzel- und Doppelzellen mit derselben
Konzentrationen (6*10° Zellen/ml)_Polyurethan gepragt mit
synchronisierten Hefezellen
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Abb. 52: Selektivitat des Sensors sowie die Reproduzierbarkeit des
Messeffekts; sensitive Schicht: Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12%
Phloroglucin, 40,2% MDI) mit einer Schichtdicke von 1um, Templat:
Doppelzellen (mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefezellen)
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Die Messkurve von einer weiteren Messung mit einer Schichtdicke von 1,7 pm ist in
Abb. 53 gezeigt. Die Zugabe der Hefesuspensionen erfolgt nacheinander, wobei
einmal die Einzelzellen und einmal die Doppelzellen mit jeweils gleicher
Konzentration vermessen werden. Weiteres ist eine Zwischenspulung mit destilliertem
Wasser erforderlich. Dem erhaltenen Messeffekt fir Einzel- und Doppelzellen
(synchronisierte Hefezellen) entspricht ein Sauerbrey-Verhalten. Der Sensor reagiert
selektiv auf die Templatzellen (Doppelzellen).
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Abb. 53: Hefesensor; sensitive Schicht: Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12%
Phloroglucin, 40,2% MDI) mit einer Schichtdicke von 1,7 um, Templat:
Doppelzellen (mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefezellen), Ergebnis:
Sauerbrey Effekt flr Einzelzellen und Doppelzellen

Die Sensorantwort liegt bei einer Konzentration von 5 mg/ml der Einzelzellen bei ca.
200 Hz und fir gleich konzentrierte Doppelzellen (mit N-Hydroxyharnstoff synchro-
nisierten Hefezellen) bei ca. 600 Hz. Der Referenzelektrode ist stabil und zeigt keine
Anderung der Frequenz durch die Zugabe verschiedener Messlésungen. Durch die
hohere Schichtdicke konnen die Hefezellen beim Erzeugen der Kavitaten viel besser in
das Polymer gedriickt werden. Die verbesserte Form und Tiefe des Imprints ergibt
optimierte Wechselwirkungen zwischen Analyt und Rezeptor und ermdglicht eine
reversible Ein- und Auslagerung. Die 3D-AFM-Aufnahme von Oberflache der
gepréagten Elektrode des Sensors ist in der Abb. 55 zu sehen, wobei die Abdriicke der
Hefezellen schon abgebildet sind. Das dazu gehdrige Profilbild ist in der Abb. 54
veranschaulicht, wobei eine Imprinttiefe von ca. 1,5 um festgestellt wurde.



Abb. 55 3D-AFM-Aufnahme von
Oberflache der gepragten Elektrode des
Sensors; Polyurethan (47,8% Bisphenol
A, 12% Phloroglucin, 40,2% MDI)
gepragt mit Doppelzellen
(synchronisierte Hefezellen),
Schichtdicke des Polymers 1,7 um
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Abb. 54: Das Profilbild von AFM-Aufnahme des
Sensors; Polyurethan (47,8% Bisphenol A, 12%
Phloroglucin, 40,2% MDI) gepragt mit
Doppelzellen (synchronisierte Hefezellen),
Schichtdicke des Polymers: 1,7 um,
Imprinttiefe: ca. 1,6 um

Die Messkurve von der Messung mit einer weiter erhdhten Schichtdicke (2,3 um), ist

in der Abb. 57 zu sehen. Entsprechend dem Anti-Sauerbrey Effekt ist eine Zunahme

der Frequenz fiir Einzel- und Doppelzellen zu beobachten. Eine Schichtdicke von ca.

2,3 um verursacht bei der Erzeugung der Kavitaten zu tiefe Imprints und flhrt so zu

hoheren Affinitaten sowie zur irreversiblen Verankerungen in der Schicht. Dadurch

sitzen die Zellen nachdem Pragevorgang immer noch fest in den Kavitdten und

QR

o BQAMY

* = X:50.0pm
Y: 50.0um
£ 5.6um

Abb. 56: 3D-AFM-Aufnahme des Sensors
mit einer Schichtdicke von 2,3 um gepréagt
mit Doppelzellen (synchronisierte
Hefezellen); Einige Zellen sind noch in den
Kavitaten verankert

verbleiben dort auch wahrend der Mes-
sung bei Zugabe von Analytlésungen.
Dieses Verhalten fuhrt zu einer Fre-
quenzerhéhung (Anti-Sauerbrey Effekt)
beim Messen. Da die sensitive Schicht
des Sensors bei einigen Stellen mit den
Zellen besetzt ist, ist auch bei Dop-
pelzellen eine kleine Frequenzerhdhung
zu sehen. Die 3D-AFM-Aufnahme von
Oberflache der gepréagten Elektrode des
Sensors ist in Abb. 56 zu sehen.
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Abb. 57: Hefesensor; sensitive Schicht: Polyurethan (47,8% Bisphenol A,

12% Phloroglucin, 40,2% MDI) mit einer Schichtdicke von 2,3 um,
Templat: Doppelzelen (mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten
Hefezellen), Ergebnis: Anti-Sauerbrey Effekt flr Einzelzellen und
Doppelzellen

Eine Sectionsanalyse dieser AFM-Aufnahme ist in der Abb. 58 veranschaulicht, wobei
die Hohe einigen noch in den Kavitaten sitzenden Hefezellen von ca. 2,5 um

abgemessen wurde.
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Abb. 58: Das Hohenschnittbild von AFM-Aufnahme des Sensors, Polyurethan
(47,8% Bisphenol A, 12% Phloroglucin, 40,2% MDI) gepragt mit Doppelzellen
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Die zuletzt herangezogene Schichtdicke des Polymerfilms ist die Schichtdicke von 3
KUm (Abb. 59).

Hefesensor_Polyurethan gepragt mit
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Abb. 59: Hefesensor; sensitive Schicht: Polyurethan (47,8% Bisphenol A,
12% Phloroglucin, 40,2% MDI) mit einer Schichtdicke von 3 um,
Templat: Doppelzellen (mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten
Hefezellen), Ergebnis: Anti-Sauerbrey Effekt fir Einzelzellen und
Doppelzellen

In dieser Messung wurden Sensorantworten auf zwei unterschiedlichen Konzen-
trationen vom jeweiligen Zelltyp (Doppel- und Einzelzellen) untersucht. Die erhaltene
Sensorantwort ist fir beide Zellarten (Doppel- und Einzelzellen) ein Anti-Sauerbrey-
Verhalten. Eine markante FrequenzerhOhung ist fiir eine Konzentration von 3 mg/mi
der einzelnen Hefezellen erhalten. Fir die Doppelzellen ist die Zunahme der Frequenz
fur eine Konzentration von 3mg/ml niedriger als jene flr Einzelzellen. Die erhaltene
Frequenzerh6hung hangt demnach einzig von der Art der Bewegung des Analyten
bzw. der Schicht ab. Mit Ansteigen der Schichtdicke nimmt auch der Einfluss der
Viskoelastizitat des Polymers sowie der Dampfung zu. Dies bedingt offenbar die
Frequenzerhohung bei der Doppelzellendetektion. Da die Imprints mit Doppelzellen
generiert wurden, ist die Zunahme der Frequenz fur die Einzelzellen groRer. Die
Anderung der Frequenz fir eine Konzentration von 5 mg/ml der Doppelzellen ist eine
Zunahme der Frequenz, die nach einer bestimmten Zeit (ca. 1 Stunde) wieder in eine
Abnahme der Resonanzfrequenz resultiert. Dies ist aufgrund der Mobilitatsverlust der
Zellen zuruickzufuhren, welche durch die Koagulation der Zellen bedingt ist. Die 3D-
AFM Aufnahme von Sensoroberflédche ist in der Abb. 60 und ein dazu gehoriges



Abb. 60: 3D-AFM-Aufnahme des Sensors
mit einer Schichtdicke von 3 um gepréagt
mit Doppelzellen (synchronisierte
Hefezellen); mehrere Zellen sind noch in
den Kavitaten verankert
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Profilbild in der Abb. 61 zu sehen. Dieses
Phanomen, dass die Sensorantwort nach
einem bestimmten Zeitpunkt der Messung
fur eine hohe Konzentration der Dop-
pelzellen von einem Anti-Sauerbrey-Ver-
halten zu einem Sauerbrey-Verhalten zu-
rickkehrt, wurde auch mit einer passiven
Messung am Netzwerkanalysator beobach-
tet. Fir die passive Messung am Netz-
werkanalysator wird zuerst die Polymer-
Schicht mit Wasser gespult bis die Schicht
geséttigt ist (ca. 4-5 Stunden). Dann wird

die Hefesuspension der Doppelzellen mit der Konzentration von 5mg/ml in die Mess-

zelle pipettiert und ca. 1 Stunde auf den eigentlichen Effekt gewartet (genauso wie bei
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Abb. 61 Das Profilbild von AFM-Aufnahme des Sensors, Polyurethan
(47,8% Bisphenol A, 12% Phloroglucin, 40,2% MDI) gepragt mit
Doppelzellen (synchronisierte Hefezellen), Schichtdicke des Polymers 3 um

der QCM Messung desselben Sensors).

Das Dampfungsspektrum in der Abb. 62 gibt die Frequenz als Funktion der Dampfung

der Elektrode ohne Analyt und mit Analyt fur den Hefesensor mit einer Polymer-

Schichtdicke von 3 um wieder. Es ist zu erkennen, dass sich bei Massenbeladung die

Kurve als Ganzes zu niedrigeren Frequenzen verschiebt. Der anféngliche

Frequenzschub durch Zugabe der Hefesuspension ist nicht mehr zu erkennen. Dies

héngt demnach von der Art der Beweglichkeit des Analyten ab. In dem Fall fuhrt die

hohere Konzentration (5 mg/ml) der Hefesuspension zur Sedimentation. Bei solchen



62

hohen Konzentrationen koagulieren die Zellen und verlieren somit ihre Mobilitat und

10MHz Hefesensor_Polyurethan gepragt mit doppelzelige
Hefe_Schichtdicke 3um_
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Abb. 62: Dampfungsspektrum von Hefesensor mit einer
Schichtdicke von 3 pm

verursachen ein Sauerbrey-Verhalten.

Das nachste Dampfungsspektrum veranschaulicht die ersten Oberschwingungen (30
MHZz) dieses Sensors (Abb. 63). Nach Zugabe der Hefesuspension wurde ein ahnlicher
Kurvenverlauf erhalten. Bei der 1. Oberschwingung ist das serielle und parallele Reso-
nanzverhalten weitaus geringer ausgepragt. Aus diesem Grund kann die Resonanzfre-
quenz nicht mit einer Oszillatorschaltung zufriedenstellen charakterisiert werden. Es

10MHz Hefesensor_Oberténe_Polyurethan geprégt mit
doppelzelligen Hefe_Schichtdicke 3um
-3,40
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3,75
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" — doppelzellige
Frequenzanderung [Hz] Hefe[smg/m]

Abb. 63: Aufnahme der Dampfungsspektrum von Hefesensor mit
der Schichtdicke 3 um, die erste Oberschwingung (30 MHz).
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ist hier wiederum zu erkennen, dass sich nach Zugabe der Hefesuspension das
Spektrum hin zu Werten niederer Frequenzen verschiebt. Sowohl bei der QCM Mes-
sungen als auch mit dem Netzwerkanalysator kann das Resonanzverhalten eindeutig
charakterisiert werden.

7.1.5. Resimee

Die Hefesensoren konnen zur selektiven Detektion von Hefezellen sowie zum
Monitoring des Zellwachstums in Fllssigphase eingesetzt werden. Fur die Herstellung
dieser Sensoren werden kommerziell erhdltliche Schwingquarze (AT cut) mit einer
Grundfrequenz von 10 MHz verwendet und mit Goldelektroden in dualer Geometrie
versehen. Das Polymer (in dem Fall Polyurethan: 47,8% Bisphenol A, 12%
Phloroglucin, 40,2% MDI) wird mittels Spin-Coating auf dem Transducer aufgebracht.
Diese sensitive Polymer-Schicht wird mit Hefezellen tber Stempelmethode gepragt.
Die Sensorantworten dieser Sensoren auf eine Konzentration von 5 mg/ml der
Hefezellen (Doppel- und Einzelzellen) sind in Abh&ngigkeit der Dicke der Schicht
sowie dem Templat in einem Excel-Diagramm dargestellt (Abb. 64).

Beim Erzeugen der Kavitaten auf der Sensoroberflache wurden Doppelzellen (mit N-

Abhangigkeit der Frequenzanderung vom Templat und Dicke der
Schicht_Templat Doppelzelige Hefe_Sensitive Schicht Polyurethan
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Abb. 64: Sauerbrey- und Anti-Sauerbrey-Verhalten in Abhéangigkeit der
Dicke der Schicht und Templat

Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefezellen) als Templat verwendet. Da die Zellen
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eine enorm grol3e Oberflache haben, die aus einer grofien Anzahl von Hydroxygruppen
besteht, hinterlassen sie auf der Oberfldche des ausgehérteten Polymers mal3geschnei-
derte chemisch definierte Kavitaten.

Bei den Untersuchungen wurde die Schichtdicke des Polymers systematisch variiert.
Die niedrigste Schichtdicke des Polymers bei der eine gute Prdgung mdglich war,
betragt 0,7 um. Das Problem bei solchen dinnen Schichten war eine effiziente
Pragung durch das Templat im Bulk-Polymer. Die dickste Rezeptorschicht, die eine
besonders gute Pragung ermoglicht hat und mit der einer Messung durchgefihrt
werden konnte, war 3 pm hoch. In dem Fall ist die Limitation bezuglich der
Sensorstabilitdt das Haften der Schicht auf den Goldelektroden. Bei der Schichtdicken
0,9 um, 1 um und 1,7 pum hat die Sensorantwort fir die beiden Zellarten (Doppel- und
Einzelzellen) ein Sauerbrey-Verhalten gezeigt. Die Ergebnisse bezlglich dieser drei
Schichtdicken (0,9 pm, 1um, 1,7um) zeigen, dass die Sensorantworten bei gleicher
Konzentration bei Doppelzellen (mit N-Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefezellen)
mehr als doppelt so grof? als bei den Einzelzellen sind. Daher ist die Schlussfolgerung
naheliegend, sich im Laufe des Lebenszyklus von S.cerevisiae nicht nur die Form,
sondern auch die Oberflache der Zellen &ndert. Die optimale Schichtdicken und die
Schichtstabilitat sowie ein gutes Haftvermogen des Polymers an Goldelektroden
ergeben klare Aussagen zur Selektivitdt und Sensitivitat des Sensors. Bei héheren
Schichtdicken, wie 2,3 um und 3um, haben die Sensorantworten fiir beide Zellarten
(Doppel- und Einzelzellen) einen Anti-Sauerbrey-Verhalten ergeben. Die
doppelzellige Pragung eignet sich naturgemall am starksten zur Analyse von Losungen
doppelzeliger Hefen. Aus diesem Grund ist die Zunahme des Anti-Sauerbrey-Effekts
fir Einzelzellen bei hohen Schichtdicken stérker ausgeprégt. Durch die hohere
Schichtdicke sind hierbei die Imprints zu tief, dass sich beim Prégen und Messen
einlagernde Zellen in der sensitiven Schicht verankert bleiben. Dies ist der Grund des
Anti-Sauerbrey-Verhaltens fir Doppelzellen. Bemerkenswert ist der durch Mobilitat
bedingte Ubergang des Anti-Sauerbrey-Verhaltens in ein Sauerbrey-Verhalten fir die
Doppelzellen bei der Messung mit einer Schichtdicke von 3um. Wegen der hohen
Konzentrationen kommt eine Koagulation der Zellen vor, somit auch einen
Mobilitatsverlust, der ein Sauerbrey-Verhalten hervorruft.
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7.2. Massensensitive Detektion von Bakteriensporen

Pathogene Bakterien zadhlen zu den wichtigsten und bekanntesten biologischen
Waffen, wobei sie sehr billig herzustellen sind. Neben dem erfolgreichen Einsatz von
Bakterien in der Biotechnologie (z.B. Synthese von Antibiotika), Gentechnik oder
Kléranlagen ist auch deren Missbrauch, z.B. bei terroristischen und kriegerischen
Zwecken ein wichtiges Forschungsthema fir Biologen und Chemiker. Die Herstellung
eines Sensors fur Bacillus anthracis Sporen, die zu den bekanntesten Krankheits-
erregern zéhlen, ist auch ein Ziel der vorliegenden Arbeit. Da die Untersuchungen mit
Bacillus anthracis (Milzbrand auslosende Bakterien) wegen des hohen Gefahren-
potentials nicht moglich sind, werden Bacillus thuringiensis und Bacillus subtilis
Sporen, die sich nur in den Plasmiden von der Bacillus anthracis unterscheiden und
aus derselben Gattung sind, als Modellorganisment’® verwendet. Im Zige dieser
Arbeit wurden Sensoren fir Bacillus thuringiensis und Bacillus subtilis Sporen
entwickelt. Die Proben der Bacillus thuringiensis Sporen fur Messungen wurden
freundlicherweise vom ,,Centre de Biologie Est, Laboratorie de Bacteriologie-Institut
de Microbiologie” (Bron Cedex, Frankreich) zur Verfligung gestellt und Proben der
Bacillus subtilis Sporen wurden bei der Firma VWR (Bacillus subtilis (BGA) Sporen-
suspension; MERCK) k&uflich erworben.

7.2.1.Bakteriensporen

Bacillus thuringiensis und Bacillus subtilis Bakterien gehtéren zu den Prokaryoten,
welche keinen echten Zellkern besitzen und ausschliellich einzellige Organismen
i ] bilden. Sie sind aerob und bilden, wie alle ande-
ren Bacillus-Arten, Endosporen. Thuringiensis
produziert verschiedene sogenannte Bt-Toxine
(kristalline Proteine), die spezifisch bei bestimm-
ten Insekten todlich wirken. In der Abb. 65 ist
eine AFM-Aufnahme von Bacillus thuringiensis

Bakteriensporen zu sehen. Bacillus subtilis pro-

Abb. 65: 2D-AFM-Aufnahme der duziert im Gegensatz dazu VOCs (flichtige or-
Bacillus thuringiensis Sporen
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ganische Verbindungen), welche fungizid wirken. Bt-Toxine werden in Land- und

Forstwirtschaft eingesetzt und sind fir Menschen vollkommen harmlos. Die Sporen

von diesem grampositiven, stdbchenférmigen Bakterium wurden mittels AFM

vermessen, wobei eine Lange von 2 bis 3 um sowie einen Durchmesser von 1 pm

X: 10.0pum
Y: 10.0pum
Z:261.8nm

Abb. 66: 3D-AFM-Aufnahme
einer Bacillus subtilis Spore

festgestellt wurde. In der Abb. 66 ist eine 3D-AFM-
Aufnahme einer einzelnen Bacillus subtilis Spore im
Detail abgebildet.

Der Aufbau der Auflenschicht von Endosporen der
Bacillus Bakterien ist beztiglich der Generierung von
Kavitaten fir die Biopartikel Inklusion von Interesse.
Deshalb muss man ein geeignetes Polymer mit opti-
maler Wechselwirkung zwischen Analyt und Sensor-
schicht entwickeln. Wie sich die grampositiven Bak-

terien von den Gramnegativen im Aufbau ihrer Zellwand unterscheiden ist in Abb. 67

aufgezeigt. Die erste Peptidoglykanschicht (Cortex) ist von aufeinanderliegenden Spo-

renhtillen umgeben, welche die Spore gegeniiber ungiinstigen Umweltbedingungen re-

sistent machen. Die Endosporen sind Uber eine als Exosporium bezeichnete, diinne,

lose gebundene Proteinschicht, in Kontakt mit der Umgebung.

Grampositive

Zellwand

-

Gramnegative
Zellwand

<—— Mureinschicht
<+—— Plasmamembran
Zytop lasma — >
<+—— Periplasma — >
—

aussere
Membran

Abb. 67: Vergleich der Zellwandaufbau; links: grampositive Bakterien
(Dicke der Mureinschicht:20 nm) ; rechst: gramnegative Bakterien (Dicke
der Mureinschicht:10 nm)
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7.2.2.Erzeugung der Imprints

Die Kavitaten fur den Sporensensor werden durch molekulare Pragens erzeugt. Im
Prinzip beruht der Vorgang wiederum auf dem Verfahren der Templatsynthese. Ein
Vorpolymer wird in Gegenwart eines Tem-
plats auspolymerisiert und nach der Entfer-
nung des Templats bleiben die gewinschten
Kavitaten im Polymer zuriick. Die Hohlréu-
me entsprechen in GroRe und Form dem
verwendeten Templats bzw. dem Analyten.
Das Templat fir den Bacillus subtilis Bak-

teriensensor ist in der Abb. 68 zu sehen.
Abb. 68: Bacillus Subtilis Bakterien unter

dem Lichtmikroskop 100x Vergroerung  ym dje erwiinschten Imprints zu erzeugen,

wurde nach mehreren Versuchen ein Polyurethan-Vorpolymer entwickelt. Wie schon
erwahnt eignet sich Polyurethan besonders gut fur Bioanalyte. Da die zu messenden
Analyten (Bakteriensporen) eine GroRe im unteren Mikrobereich aufweisen, muss die
Polymer-Zusammensetzung so gestaltet werden, dass die Kavitaten optimal angepasst

werden.
Monomer Molekulargewicht (g/mol) | Einwaage
Phloroglucin 126,11 44mg
Poly-4-vinylphenol ~ 11000 25mg
4,4°-MDI 250,26 32mg

Tabelle 3: Polymer-Zusammensetzung flr Bakteriensensor bzw. Sporensensor

Die Polymer-Zusammensetzung ist in Tabelle 3 angegeben. Als Losungsmittel fur das
Polymer wird Tetrahydrofuran (THF) verwendet. Fir die Herstellung des Polyurethans
sind 25 mg Poly(4-Vinylphenol) und 44 mg Phloroglucin in 200 pul THF in einem
Eppendorfgefal geldst. Dann fligt man 32 mg 4,4 -MDI zu dieser Lésung hinzu und
homogenisiert mittels eines Vortex. Diese Mischung wird unter Ruhren Uber einem
Wasserbad bei 70°C vorpolymerisiert. Es wird bis zum Gelpunkt polymerisiert, der
nach etwa 25 min. erreicht ist. Letztendlich wird das Gemisch mit dem Losungsmittel
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THF auf 1ml verdiinnt. Der n&chste Schritt dabei ist die Vorbereitung des Templats.
Dafir werden die Bakterien bzw. Bakteriensporen auf einen glatten Stempel
aufgebracht. Ein sehr geeignetes Stempelmaterial ist Glas, das eine Rauigkeit im
unteren Nanobereich aufweist und von waéssrigen Losungen gut benetzt wird.
Glasplattchen in der GroRRe einer Elektrode werden mit einem Glasschneider zu Recht
geschnitten. Zunéchst werden 8 ul der Losung mit Bakterien bzw. Bakteriensporen mit
einer Gilsonpipette aufgebracht und eine Stunde unter dem Abzug trocknen gelassen.
Beim letzten Schritt bringt man das Vorpolymer mittels Spin-Coating-Verfahren auf
die Goldelektroden auf. Die aufgetragenen Polymerschichten auf den Schwingquarzen
sind sehr homogen. Das Vorpolymer ist 1:2 mit THF verdiinnt, um die entsprechende
Schichtdicke (600 nm) zu erhalten. 10 pl von diesem weiter verdiinnten VVorpolymer
werden mit einer Gilsonpipette auf den Schwingquarz aufgebracht, der in der Mitte
des Spinners befestigt ist. Dann wird 30 Sekunden lang bei 2500-3000 rpm abgespinnt,
um das Losungsmittel verdampfen zu lassen. Damit bleibt ein sehr dinner Polymer-
film auf den Goldelektroden zurtick, wobei die optimale Schichtdicke fir die Pragung
mit kleinen Analyte, wie Bakteriensporen, 500-600 nm sinnvoll ist.

AnschlieBend werden Stempel fir die
drei unterschiedlichen Analyten vor-
bereitet: Bacillus subtilis Bakterien, Ba-
cillus subtilis Sporen und Bacillus
thuringiensis Sporen. Dann wird der
Stempel in das noch nicht ausgehartete

Polymer genau auf eine Elektrode ge-
drickt und damit gepragt. Die andere
Abb. 69: Die Oberflache des Bacillus subtilis . . .
Bakteriensensor; Polyurethan gepragt mit Elektrode bleibt ungepragt und dient als
Bacillus subtilis Bakterien; unter dem Referenz_ Nach dem das Vorp0|ymer
Auflichtmikroskop 100 fache VergrofRRerung ] o
vollstandig auspolymerisiert ist (ca. 1-2
Tage), werden die Stempel durch Rahren in lauwarmen Wasser (2-3 Stunden) entfernt.
Dadurch bleiben die Kavitaten erhalten, in welche sich die Bakteriensporen bei den
Messungen reversibel einlagern kénnen. Ein mit dem Auflichtmikroskop aufgenom-

menes Bild der Oberflache des Sensors ist in der Abb. 69 zu sehen.
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7.2.3. Messergebnisse

Zu Beginn wird das Auskeimen der Sporen der Bacillus subtilis Bakterien mittels
QCM Sensor verfolgt. Daflir wurden unter verschiedenen Konditionen Messungen
durchgefiihrt, bei denen die Sporen aus-
keimen konnen und ob geringe Inter-
ferenzen, wie z.B. die unspezifische
Adsorption von einzelnen Komponenten
des Nahrmediums, bei den Frequenzmes-
sungen zu beobachten sind. Damit die

Sporen auskeimen, brauchen sie genligend
Abb. 70: Ein Bild der Sporen; am Anfang
der Behandlung in Ndhrmedium ( PBS mit

und pH-Wert. Die Grundzusammenset- 2%Ammoniumsulfat und 2%

. . ) Glucose);unter dem Auflichtmikroskop 50
zung eines Nahrmediums besteht zum  fache VergroRerung; nur Sporen und keine

Bakterien

Né&hrstoffe, eine bestimmte Temperatur

Grolteil aus Wasser, einer fur den jewei-
ligen Organismus verwertbaren Energiequelle, wie z.B. organische Stoffe oder
Schwefel und von ihm speziell bendtigte N&hrstoffe (organische oder anorganische
Kohlenstoff-, Stickstoff-, Schwefel- und Phosphatquellen sowie andere essentielle
Nahrstoffe). Die Nahrstoffe sind in den Nahrmedien fir Bakterien meistens Zucker,
Proteinhydrolysate und Fettsduren. Zusatzlich liefern anorganische Salze dem
Organismus lebenswichtige lonen und Molekiile, beispielsweise Ammonium, Kalium,
Natrium, Phosphat, Sulfat sowie Spurenelemente.

Vor den eigentlichen QCM-Messungen wurde der Verlauf der Auskeimung mittels
Auflichtmikroskop verfolgt. Dafiir werden zu den Bacillus subtilis Sporen eine PBS-
Losung mit 2% Ammoniumsulfat und 2% Glucose als Nahrmedium eingesetzt. Das
Auskeimen wird bei einer Temperatur von 42°C und bei einem pH Wert von 7,2
eingeleitet. Die Anfangskonzentration der Sporen ist 7x10° Partikel/ml. In der Abb. 70
ist ein Bild von Sporen (mit dem Auflichtmikroskop aufgenommen) zu sehen. Bei 2%
Glucosegehalt dandert sich die Sporenzahl in den ersten funf bis sieben Stunden nicht
und somit treten auch keine Bakterien auf.


http://de.wikipedia.org/wiki/N%C3%A4hrstoff�
http://de.wikipedia.org/wiki/Heterotrophie�
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Nach sechs Stunden sind erste Bakterien zu sehen (siehe Abb. 71). In 24 Stunden sind
10-mal so viel Bakterien in der Sporensuspension (Abb. 72).

Abb. 72: Ein Bild der Bakterien

Abb. 71: Ein Bild der Sporen nach 6 nach 24 Stunden in Nahrmedium
Stunden in Nahrmedium ( PBS mit ( PBS mit 2%Ammoniumsulfat
2% Ammoniumsulfat und 2% Glucose); und 2% Glucose);

unter dem Auflichtmikroskop 50fache Auflichtmikroskop 50 fache
Vergroflierung; Die ersten Bakterien sind VergroRerung; 10 fach mehr
aufgetreten Bakterien

Dabei hat sich die Sporenzahl in den ersten Stunden nicht gedndert und nach sieben
Stunden sind 40% weniger Sporen in der Suspension. Nach 24 Stunden sind 40% mehr
Sporen im Vergleich zur Anfangskonzentration vorhanden. Da der Néahrstoffgehalt
begrenzt ist, wird nach 24 Stunden ein Gleichgewicht zwischen Sporen und Bakterien
erreicht. Ein Teil der Bakterien ist wegen Né&hrstoffmangel wieder in Sporen
Ubergegangen. In Tabelle 4 ist die Anderung der Partikelzahl der Sporen und der
Bakterien im Laufe der Keimung mit der Zeit veranschaulicht. In der Abb. 73 sind die
erhaltenen Daten grafisch dargestellt.

Zeit (Std) Sporenx10’ (Zellen/ml) Bakterienx10’ (Zellen/ml)
0,7
0,7
0,5
0,4
0,6
0,4
0,4

1

[y

o
ORNOOOOO

RoohrwNno o

N

Tabelle 4: Anzahl der Sporen und Bakterien in Abhéngigkeit der Zeit
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Weiteres wurde der Glucosegehalt des Nahrmediums variiert und das Auskeimen der
Sporen wurden mittels QCM-Messungen uber die jeweiligen Sensorantworten charak-
terisiert.

Keimung der B.subtilis Sporen bei 42°C in
PBS(pH:7,2)_2%Ammoniumsulfat_2%Glucose

/ Sporen
4 — Bakterien

Zellzah!*10” [Zellen/ml]

0 5 10 15 20 25 30
Zeit[Std]

Abb. 73: Auskeimen der Sporen in Abhangigkeit der Zeit; Temperatur:
42°C; pH: 7,2; in PBS Loésung mit 2% Ammoniumsulfat und 2% Glucose

Der wie zuvor beschrieben hergestellte B.subtilis Sporensensor wird in der Messzelle
fixiert und bis zum Erreichen der Sattigung der Polymer-Schicht mit Wasser gesplilt.
Da die Bacillus subtilis Sporen unbeschréankt zur Verfligung standen, wurden die
Versuche mittels Durchflussmessung mit Hilfe einer Pumpe durchgefuhrt. Die erste
Messung ist der Nachweis der B.subtilis Sporen. Der Sensor wird bis zur Sattigung der
sensitiven Schicht (Polyurethan gepragt mit B.subtilis Sporen) mit destilliertem
Wasser gespult und anschliefend die Sporensuspension in die Messzelle gepumpt.
Nach der entsprechenden Frequenzsenkung wird die Messzelle nochmals mit
destilliertem Wasser gespilt. Da die Frequenz wieder zur Basislinie zuriickkehrt, 1&sst
sich sagen, dass die Sensorantwort reversibel ist. Die dazu gehorige Messkurve ist in
der Abb. 74 zu sehen. Die Sensorantwort fir Bacillus subtilis Sporen mit einer
Konzentration von 7,5x10’ Partikel/ml ist eine Frequenzabnahme von ca. 750 Hz.
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Bakteriensporen Sensor_Polyurethan gepragt mit
Bacillus subtilis Sporen_ Schichtdicke 600nm
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Abb. 74: Bakteriensporen Sensor; sensitive Schicht: Polyurethan
mit einer Schichtdicke von 600nm, Templat: B.subtilis Sporen; eine
Abnahme der Frequenz von etwa 750 Hz fiir 7,5x 10’ Sporen/ml

Ein weiterer durchgefuhrter Versuch ist die Bestimmung der Konzentrations-
abhangigkeit des Sensors (Abb. 75). Daflr sind drei verschiedene Konzentrationen von

Bakteriensporen Sensor_Polyurethan gepragt mit
B.subtilis Sporen_Schichtdicke
600nm_ Konzentrationsabhangigkeit

100
N
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£
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IS
[«B]
=3 ——Referenzelektrode
-400 10
E 2,5*10 —— Messelektrode
500 Sporen/ml ;
3,75*%10
600 Qpnrnnjml
Zeit [min]

Abb. 75: Bakteriensporen Sensor; sensitive Schicht: Polyurethan mit einer
Schichtdicke von 600 nm, Templat: B.subtilis Sporen;
Konzentrationsabhangigkeit des Sensors



73

Bacillus subtilis  Sporensuspension fur die Messung herangezogen. Die
Sensorantworten auf die Konzentrationen 7,5*10°%, 2,5*10" und 3,75*10" Partikel/ml
sind bzw. 50, 200 und 300 Hz, so dass eine betrachtliche Konzentrationsabhéngigkeit
sich beobachten lasst.

Fur die Messungen der Uberwachung des Auskeimens der Sporen wurde ein Sensor
mit einem Templat aus Bacillus subilis Bakterien hergestellt. Der Bakteriensensor
wird in die Messzelle eingebaut und mit destilliertem Wasser bei Raumtemperatur
(25°C) gespult. Nachdem die Sensorschicht mit Wasser geséttigt und die Grundlinie

B.subtilis Bakteriensensor_Polyurethan gepragt mit B.subtilis
Bakterien_Polymerschichtdicke 600nm_

500

400 /ﬁ”\ /
300
0,IMNaCl // ’ \ B.subtilis Bakterien in HO

f W
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\
0
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Abb. 76: Wasserentzug durch Osmose eines bakterienbeladenen Sensors;
Polyurethan gepragt mit B.subtilis Bakterien, Schichtdicke 600nm: Quellen
mit destilliertem Wasser, nach Erreichen der Sattigung Wechsel auf 0,1 M
NaCl-Ldsung, anschliel}end wieder Spilen mit destilliertem Wasser und
Zugabe einer B.subtilis Bakteriensuspension in die Messzelle

stabil geworden ist, wird der Sensor mit 0,1M Salzlésung (NaCl) gewaschen. Durch
verénderten osmotischen Druck werden den Bakterienzellen Wasser entzogen, die
beim Pragen der Schicht in die Kavitdten verankert geblieben sind. Der Masseverlust
durch Wasserentzug ist in der Abb. 76 veranschaulicht, der sich deutlich mit einem
Frequenzanstieg zeigt. Nach dem Spilen mit Wasser wird eine Bakteriensuspension in
die Messzelle gepumpt. Dies ergibt, wie erwartet, eine Abnahme der Frequenz. Da die
Sensorantwort auf Bacillus subtilis Bakterien nach der Sauerbrey-Gleichung eine
Frequenzabnahme bedingt, kann der Sensor fur die Messung dieser Bakterien
eingesetzt werden. Mit demselben Sensor wurden mehrere Messungen fiur die
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Uberwachung der Auskeimung und des Vermehrungsprozesses der Bakterien in
unterschiedlichen Nahrmedien (PBS mit 2% Ammoniumsulfat und variierter
Glucosegehalt) durchgefuhrt.

Die erste QCM Messung mit dem B.subtilis Bakteriensensor fiir die Uberwachung des
Auskeimens der Sporen bzw. das Wachstum der Bakterien wurde in einem Nahr-
medium mit 2% Ammoniumsulfat- und 2% Glucosegehalt durchgefihrt. Die Tem-
peratur von 42°C und einen pH-Wert des Nahrmediums von 7,2 wurden fur jede Mes-
sung konstant gehalten, weil diese schon bei der Uberwachungen des Auskeimens mit

Keimung der B.subtilis Sporen_Polyurethan gepragt mit
B.subtilis Bakterien_in PBS mit 2% Amoniumsulfat und 2%
Glucose_bei 42°C_ pH: 7,2
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Abb. 77: Keimung der B.subtilis Sporen; sensitive Schicht: Polyurethan mit
einer Schichtdicke von 600 nm; Templat: B.subtilis Bakterien;
Nahrmedium: PBS mit 2%Ammoniumsulfat und 2% Glucose; Temperatur:
42°C; pH: 7,2

dem Auflichtmikroskop optimiert worden sind. Die Messlosung lasst sich mit Hilfe
einer Pumpe kontinuierlich mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,4 ml/min in die
Messzelle einbringen. Um eine Durchflussmessung zu ermdglichen, wird die Sporen-
suspension 1:3 verdinnt um das Volumen der Messlosung zu erhdhen, da bei einer
Durchflussmessung grofRere Volumen bendtigt werden. Damit ist die Anfangskonzen-
tration der Sporen ca. 2x10° Partikel/ml. Entsprechend der Sauerbrey-Gleichung ist
eine Erniedrigung der Frequenz durch Massenbeladung (durch Bakterien) beobachtet.
Die Frequenzabnahme féangt ab ca. 6 Stunden an und hort etwa nach etwa in 1,5
Stunden wieder auf.
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Die Sensorantwort fur das Wachstum der Bakterien ist eine Frequenzabnahme von ca.
400 Hz. Die entsprechende Messkurve ist in der Abb. 77 zu sehen. Fur den Sensor-
effekt, der aus der Messkurve abgelesen ist, lasst die entsprechende Konzentration be-
rechnen. Fir diesen Zweck wurden die Bak-
terien mit Hilfe einer AFM-Messung ab-
gebildet und die Volumen der Bakterien bzw.
die Masse der Bakterien bestimmt. Die 3D-
AFM Aufnahme der Bakterien ist in der Abb.
78 zu sehen. Da die Bakterien im wesent-
lichen Form eines Zylinders haben;

Abb. 78: AFM Aufnahme der B.subtilis — Zylindervolumen: -,
Sporen, Abmessungen der Bakterien:

r+0,04um; h: 2,5um wobei m: 3,1415, r: 0,04pm und h:2,5um

Z[nm]
Z[nm]

s " 1 L | " [
0 200 400 600 800

X[nm]

Abb. 79: a) Lange der B.subtilis Bakterien (h): ca. 2,5 um

b)Breite der B.subtilis Bakterien (2r): ca. 800 nm

betragt. Die geometrischen Daten sind der entsprechenden AFM-Aufnahme
entnommen (Abb. 79). Die Bakterien haben im Durchschnitt ein Volumen von ca. 1,26
x 10 cm® und die Dichte der Bakterien ist wie bei fast allen Lebewesen nahezu 1
g/cm®. Dies ergibt fiir ein Bakterium eine Masse von ca. 1,26 x 10° ng. 1 ng Massen-
anderung entspricht 1 Hz Frequenzanderung. Die Sensorantwort ist eine Frequenzab-
nahme von 400 Hz, welche auf eine Massezunahme 400 ng zurlickzufihren ist. Diese
Masse entspricht 3 x 10° Zellen, dass bedeutet dass sich 3,17x10” Zellen auf dem

Sensor bzw. auf der sensitiven Schicht befinden.
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Der Glucosegehalt des Nahrmediums wurde bei der ndchsten Messung auf 4% erhdoht.
Derselbe Sensor wurde nochmals fiir diese Messung eingesetzt, das heif3t dass die
Sensoreigenschaften gleich bleiben. Die Konditionen wie Temperatur (42°C), pH Wert
(7,2), Zusammensetzung des Nahrmediums (PBS mit 2% Ammoniumsulfat) und die
Anfangskonzentration der Sporensuspension sind auch konstant gehalten. Wie

Keimung der B.subtilis Sporen_Polyurethan gepréagt mit B.subtilis
Bakterien_in PBS mit 2%Amoniumsulfat und 4%Glucose_ bei
42°C_pH: 7,2
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Abb. 80 Keimung der B.subtilis Sporen; sensitive Schicht: Polyurethan
mit einer Schichtdicke von 600 nm; Templat: B.subtilis Bakterien;
Nahrmedium: PBS mit 2%Ammoniumsulfat und 4% Glucose;
Temperatur: 42°C; pH: 7,2

erwartet beginnen die Zellen sich nach ca. 6 Stunden zu vermehren. Die aus der
Messkurve (Abb. 80) erhaltene Dauer der Vermehrungszyklus der Bakterien betragt
ca. 6 Stunden. Fir diesen Ablauf ist die Sensorantwort eine Abnahme der Frequenz
von ca. 600 Hz. Aus der Annahme, dass 1 Hz gleich 1 ng ist, entspricht die
Frequenzénderung von 600 Hz etwa 600 ng. Zurlickgerechnet entsprechen die 600 ng
Masse ca. 4,76 x 10" Zellen, die sich auf dem Sensor bzw. der sensitiven Schicht
befinden.

Die ndchste Messung erfolgt unter denselben Bedingungen mit Ausnahme des
Glucosegehalts des Nahrmediums von 6%. Die dazu gehorige Messkurve ist in der
Abb. 81 zu sehen. Nach ca. 6 Stunden sind abermals die ersten Bakterien aufgetreten
und die Frequenz beginnt zu sinken. Es l&sst sich aus der Messkurve auslesen, dass das
Wachstum der Bakterien ca. 9 Stunden anhielt. Die Frequenzénderung betragt fur das
Wachstum der Bakterien ca. 900 Hz, was auf einen Massenanstieg von 900 ng
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zuriickzufiihren ist. Dies entspricht 7,14 x 10’ Zellen, die sich auf der sensitiven
Schicht (Rezeptor) des Sensors befinden.

Keimung der B.subtilis Sporen_Polyurethan gepragt mit
B.subtilis Bakterien_in PBS mit 2%Amoniumsulfat und
6%Glucose_bei 42°C_pH:7,2
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Abb. 81: Keimung der B.subtilis Sporen; sensitive Schicht:
Polyurethan mit einer Schichtdicke von 600 nm; Templat: B.subtilis
Bakterien; Nahrmedium: PBS mit 2% Ammoniumsulfat und 6%
Glucose; Temperatur: 42°C; pH: 7,2

Anschliefend wurde der Glucosegehalt des Nahrmediums auf 8% erhoht. Der
Vermehrungszyklus beginnt wieder bei etwa 6 Stunden, was durch eine Abnahme der

Keimung der B.subtilis Sporen_Polyurethan gepragt mit
B.subtilis Bakterien_in PBS mit 2% Amoniumsufat und
8% Glucose_ bei 42°C_pH: 7,2
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Abb. 82: Keimung der B.subtilis Sporen; sensitive Schicht:
Polyurethan mit einer Schichtdicke von 600 nm; Templat: B.subtilis
Bakterien; Nahrmedium: PBS mit 2% Ammoniumsulfat und 8%
Glucose; Temperatur: 42°C; pH: 7,2
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Frequenz erkennbar ist. Es ist aus der Messkurve ersichtlich, dass die Dauer des
Wachstums etwa 9,4 Stunden betrdgt. Die entsprechende Messkurve ist in der Abb. 82
dargestellt. Die Sensorantwort fur das Wachstum der Bakterien betrdagt ca. 1200 Hz.
Die Masse 1200 ng bedeutet, dass sich 9,52 x 10" Zellen auf der sensitiven Schicht des
Sensors befinden.

Der nédchst herangezogenem Glucosegehalt des Nahrmediums ist 10%. Die erhaltene
Messkurve (Abb. 83) deutet darauf hin, dass bei so einer Konzentration der Glucose
die Sattigung des Sensors erreicht ist, weil die Abnahme in der Frequenz fast dieselbe
wie bei 8% Glucose ist. Der zeitliche Ablauf des Vermehrungszyklus lasst sich im

Keimung der B.subtilis Sporen_Polyurethan gepragt mit
B.subtilis Bakterien_ in PBS mit 2%Amonium und 10%
Glucose_ bei 42°C_ pH: 7,2
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Abb. 83: Keimung der B.subtilis Sporen; sensitive Schicht:
Polyurethan mit einer Schichtdicke von 600 nm; Templat:
B.subtilis Bakterien; Nahrmedium: PBS mit 2% Ammoniumsulfat
und 10% Glucose; Temperatur: 42°C; pH: 7,2

Wesentlichen nicht von der Messung mit 8% Glucosegehalt unterscheiden. Der
Anfang des Wachstums liegt bei ca. 6 Stunden und die Dauer des Zyklus betragt
ungefahr 10,8 Stunden. Die Sensorantwort ist eine Frequenzabnahme von 1200 Hz, die
1200 ng Masse und entsprechend 9,52 x 10" Zellen auf dem Sensor bedeutet. Da alle
verfugbaren Hohlrdume auf der Rezeptorschicht des Sensors besetzt sind, bleibt die
Frequenz, trotz steigender Zellkonzentration am Ende der Messung konstant.

Aus diesen Messergebnissen wurde eine Kalibrierkurve erstellt (siehe Abb. 84), wobei
die Verdopplungszeit der Bakterien in Abhangigkeit des Glucosegehalts gegen log
(Sensoreffekt) aufgetragen ist. Aus dieser Kurve konnte eine pseudomonomolekulare
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Geschwindigkeitskonstante (4,85 x 10 s™) fiir das Wachstum der Bakterien bestimmt

werden.

Verdopplungszeit der Bakterienzahl in Abhangigkeit des
Glucosegehalts vs. log(Sensoreffekt)
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Abb. 84: Auftragung der Verdopplungszeit [h] der Bakterien in
Abhangigkeit des Glucosegehalts gegen log(Sensoreffekt), um eine
pseudomonomolekulare Geschwindigkeitskonstante fir das
Wachstum der Bakterien zu bestimmen

Messungen mit weiteren Glucosegehalten héher als 10% sind nicht sinnvoll, weil ein
erhohter Glucosegehalt eine wesentliche Anderung der Eigenschaften des Mediums
bedingt. Dadurch werden die Zellen zusammenkleben und verursachen einen
irreversiblen und unselektiven Sensoreffekt.

Der Nachweis von Bacillus thuringiensis Sporen erfolgt mit einem Sensor, der mit
B.thuringiensis Sporen gepragt wurde. Die sensitive Schicht ist ein dinnes (ca. 600
nm) Polyurethan wie beim B.subtilis Sporensensor, da die B.thuringiensis Sporen
ungefahr gleich groR wie die B.subtilis Sporen sind. Die Messkurve flir den Nachweis
von B.thuringiensis Sporen ist in der Abb. 85 zu sehen. Die Sensorantwort fir
1,76x10° Partikel/ml B.thuringiensis Sporen ist eine Abnahme der Frequenz von ca.
500 Hz. Die Frequenzanderung der Referenzelektrode kann gegeniiber der Messelek-
trode vernachldssigt werden. Mit weiteren Messungen wurden die Konzentrationsab-
héngigkeit sowie die Kreuzreaktivitat des Sensors fir die Bacillus thuringiensis Sporen
untersucht. Da die Proben in sehr geringen Volumen zur Verfugung standen, wurden
die Messungen mit Bacillus thuringiensis Sporen nicht mittels Durchflussmessung
sondern nach dem "Stopped Flow" Prinzip durchgefihrt.
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Fur die Messungen wird eine Messzelle mit kleinem Volumen (ca. 50 pl) verwendet.
Mit einer Eppendorfpipette werden 100 pl Wasser in die Messzelle pipetiert und
abgewartet, bis die sensitive Schicht mit Wasser gesattigt ist. Beim Pipettieren ist

Bakteriensporen Sensor_Polyurethan gepragt mit
B.thuringiensis Sporen_Schichtdicke 600nm
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Abb. 85: Bakteriensporen Sensor; sensitive Schicht: Polyurethan mit einer
Schichtdicke von 600 nm, Templat: B.thuringiensis Sporen; eine Abnahme
der Frequenz von etwa 500 Hz fiir 1,76x 10° Partikel/ml

darauf zu achten, dass sich keine Blasen in der Messzelle bilden bzw. die Elektroden
vollstandig mit Messlésung bedeckt sind. Danach werden 100 pl Sporensuspension in
die Messzelle pipettiert und die entsprechende Oszillatorfrequenz gemessen. Nachdem
die Frequenz sich stabilisiert hat, wird die Messzelle durch mehrmaliges Einspritzen
mit destilliertem Wasser gesplt. Bei diesem Schritt ist zu erwarten, dass die Frequenz
zu der Grundlinie zurtickkehrt. Dies ist ein wesentlicher Punkt, da so die Reversibilitat
des Sensors bewiesen ist.

In der Abb. 86 ist die Messkurve fir die Querempfindlichkeit des Bacillus
thuringiensis Sporensensors zu sehen. Die sensitive Schicht ist 500 nm dickes
Polyurethan und gepragt wurde mit B.thuringiensis Sporen. Es ist aus der Messkurve
ersichtlich, dass die Escherichia colil™ Zellen nicht in die mit einem Templat aus
Bacillus Thuringiensis Sporen erzeugten Kavitaten passen. Darum ist der Sensoreffekt
fir dieselben Konzentrationen von E.coli Zellen erheblich niedriger als fir
B.thuringiensis Sporen. Der Sensoreffekt fiir 10’ E.coli Zellen ist ein Frequenzabfall
von ca. 50 Hz wahrend er fir 10" B.thuringiensis Sporen ein Frequenzabfall von ca.
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250 Hz ist. Die Frequenzénderung der Referenzelektrode

vernachlassigen.

BakteriensporenSensor_Polyurethan gepragt mit B.thuringiensis Sporen_
Schichtdicke 500nm_Querempfindlichkeit
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Abb. 86: Bakteriensporen Sensor; sensitive Schicht: Polyurethan mit einer
Schichtdicke von 500 nm, Templat: B.thuringiensis Sporen; Messkurve flr
die Querempfindlichkeit: Eine Frequenzabnahme von ca. 50 Hz fur E.coli
Zellen und von ca. 250 Hz flr B.thuringiensis Sporen wurde beobachtet.

AV

Die Konzentrationsabhangigkeit des Sensors wurde mit einer Messung nachgewiesen.

Bakteriensporen Sensor_Polyurethan gepragt mit B.thuringiensis Sporen_
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Abb. 87: Bakteriensporen Sensor; sensitive Schicht: Polyurethan mit

einer Schichtdicke von 500 nm, Templat: B.thuringiensis Sporen;

Messkurve fur die Konzentrationsabhangigkeit
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Nach dem Einschwingen der sensitiven Schicht (mit B.thuringiensis Sporen geprégtes
Polyurethan) im Wasser wird eine Sporensuspension mit einer Konzentration von
5x10° Partikel/ml in die Messzelle pipettiert. Man erhalt eine Frequenzabnahme ent-
sprechend der jeweiligen Massenbeladung des Sensors. Danach wird die Sporen-
suspension durch mehrmaliges Einspritzen von Wasser ausgewaschen. Dadurch kehrt
die Frequenz zur Basislinie zuriick (Abb. 87).

Ein Ahnlicher Messvorgang wird fiir die Konzentration 1 x 10° Partikel/ml wiederholt.
Die erhaltenen Sensorantworten fiir die Konzentration von 5 x 10° Partikel/ml und fiir
die Konzentration von 1 x 10° Partikel/ml sind eine Abnahme in der Frequenz von ca.
80 Hz bzw. 160 Hz. Dieses Ergebnis zeigt eine Konzentrationsabhangigkeit, wie auch

Konzentrationsabhéngigkeit des B.thuringiensis
Sporensensors
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Abb. 88: Konzentrationsabhangigkeit des B.thuringiensis Sporensensors;
Die Werte beziehen sich auf die Messkurve von Abbildung 87.

in der Abb. 88 zu sehen ist.

Die néchste Messkurve von B.thuringiensis Sporensensor zeigt zuséatzlich zu der Kon-
zentrationsabhangigkeit des Sensors auch die Reproduzierbarkeit der Sensorantwort.
Die sensitive Schicht des Sensors ist ein 500 nm dickes Polyurethan, das mit
B.thuringiensis Sporen gepragt ist. Dieselben Konzentrationen wurden zweimal ge-
messen und die erhaltenen Sensorantworten sind jeweils identisch flr die entspre-
chenden Konzentrationen. Die dazu gehdrige QCM Messung ist in der Abb. 89 zu
sehen. Die zu messenden Konzentrationen waren 10° Partikel/ml, 2 x 10° Partikel/ml
und 3 x 10° Partikel/ml, welche die Sensorantworten, in Form von
Frequenzerniedrigungen, bzw. von ca. 100 Hz, 200 Hz und 250 Hz ergeben haben.
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Bakteriensporen Sensor_Polyurethan gepragt mit B.thuringiensis_
Schichtdicke 500nm_Konzentrationsabhéngigkeit
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Abb. 89: Bakteriensporen Sensor; sensitive Schicht: Polyurethan
mit einer Schichtdicke von 500 nm, Templat: B.thuringiensis
Sporen; Messkurve fur die Konzentrationsabhéangigkeit

In Abb. 90 ist die Kalibrierkurve fiir die Konzentrationsabhéngigkeit zu sehen. Der
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Abb. 90: Kalibrierkurve fur Konzentrationsabhangigkeit des
Sensors; mit der zunehmenden Konzentration steigt der
Sensoreffekt

Verlauf der Kurve zeigt eine Linearitat: Je hoher die Konzentration desto groRer ist die
Sensorantwort.
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7.2.4.ResUmee

Bei diesem Teil der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der Nachweis von
Bacillus Thuringiensis Bakteriensporen in wassrigen Losungen mit Hilfe von massen-
sensitiven Sensoren moglich ist. Durch mehrmalige Messungen wurde die Reprodu-
zierbarkeit des Messvorgangs bewiesen. Es ist offensichtlich, dass die Bakteriensporen
sich in den Kavitaten reversibel ein- und auslagern.

Ein anderer Aspekt war die Querempfindlichkeit des Sensors, wobei gezeigt werden
konnte dass die Sensorantwort auf andere Bakterienstdmme sehr gering ist. Die Kon-
zentrationsabhéngigkeit des Sensors wurde ebenfalls untersucht und mittels Kalibra-
tionskurve dokumentiert. Mit einem Bacillus subtilis Sporensensor ist der Nachweis
und die Uberwachung der Keimung der Sporen moglich. Unter verschiedenen Kondi-
tionen (wie z.B. Variation von Glucosegehalt des Nahrmediums) konnte das Wach-
stum der Bakterien verfolgt werden. AulRer Sensormessungen wurden die Bakterien
auch mittels AFM und Auflichtmikroskop charakterisiert und das Auskeimen der Spo-
ren mit entsprechenden Bildern bestétigt. Da die duf3erste Schicht der Sporen identisch
und die Form sowie die GroRe der Sporen ahnlich sind, ist das Messprinzip problemlos
auf andere Arten der Bacillus Sporen Ubertragbar, da die selben Wechselwirkungen
zwischen den Analyten und der sensitiven Schicht zu erwarten sind. Die Detektion
erfolgt mit einem speziellen Polymer fir die sensitive Schicht. Die optimalen
Polymere fir die soft-lithographische Pragung sind die Polyurethane. Die
geometrische Form des Templats generiert nach dem Aushérten eine adaptierte
Kavitdt. Das Polyurethan als Sensormaterial fiir Bakteriensporen bzw. Bakterien
wurde aus den Monomeren Diisocyanat und Polyvinylphenol unter Zusatz von
Phloroglucin als Quervernetzer synthetisiert. Die Polymer-Zusammensetzung fir die
Herstellung der sensitiven Schicht wurde ebenso, wie jene fur Polyurethan, optimiert.
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7.3. Untersuchungen an 5 MHz Quarz

Die massensensitive mikroelektronische Bauteile, auf der Grundlage piezoelektrischer
Materialien, kdnnen je nach Analysenzweck bzw. Analyten variiert werden. Fir QCM
Messungen stehen Quarze mit verschiedenen Grundresonanzfrequenzen zu Verfligung.
Die wirtschaftliche Herstellungsgrenze liegt bei einer Grenzfrequenz von 20 MHz.
Diese sind hoch empfindlich und werden haufig fur Spurenanalyse eingesetzt. Fir die
Untersuchungen an Hefezellen ist eine Alternative bei den QCM (Quartz Crystal
Microbalance) Messungen die Verwendung von 5 MHz Quarzen als massensensitiver
Teil (Transducer) statt den 10 MHz Quarzen. Durch das Heranziehen von Quarzen mit
unterschiedlichen Grundfrequenzen konnen dispersive Eigenschaften in der Sensor-
antwort studiert werden. Hier ist insbesondere an Materialeigenschaften der Sensor-
schicht und Oberflachenmobilitdten der adsorbierten Analyte zu denken. Fur diesen
Zweck wurden einige Untersuchungen mit 5 MHz Quarzen bezlglich Elektro-
dendesigns durchgefiihrt, sowie Netzwerkanalysator Charakterisierungen bis hin zu
einfachen QCM Messungen durchgefuhrt. Ein optimiertes Elektrodendesign ist fir ein
ausgepragtes Resonanzsignal mit hohem Signal/Rausch Verhdltnis nétig. Es wurden
viele verschiedene Elektrodendesigns getestet und dazu gehorige Netzwerkanalysator
und QCM Messungen durchgefuhrt. Bei den Messungen mit 5 MHz Quarzen konnte
dieselbe Oszillatorschaltung wie bei den 10 MHz Quarzen verwendet werden. Das
Elektrodendesign von 10 MHz Quarze konnte dagegen nicht tibernommen werden, da
die Resonanzfrequenzen durch die Elektrodenstruktur unterschiedlich beeinflusst
werden aufgrund der unterschiedlichen Resonatordicken.

7.3.1. Messergebnisse

Die Untersuchungen wurden mit dem Elektrodendesign von 10 MHz Quarze (dual
Elektroden) begonnen. Das Auftragen der Goldelektroden auf dem Quarz wird mittels
Siebdruckverfahren realisiert. In der Abb. 91 ist ein Bild von verwendeten Sieben fir
die Dualelektroden mit Elektrodendurchmesser von 5 mm zu sehen. Die
Elektrodenstruktur (siehe Abb. 92) fir die verwendeten Siebe wurde mit dem
Zeichnungsprogramm (Designer 9.0) erstellt. Der Elektrodenabstand betragt 2,5 mm.
Die Abb. 93 zeigt eine Netzwerkanalysator Messung einer Elektrode (E1) und die
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Abb. 94 der anderen Elektrode (E2) desselben Quarzes. Der Resonanz zeigt bei diesen
beiden passiven Messungen keine scharfen Resonanzsignale. Der Grund dafir ist
durch die Dampfungsspektren bedingt.

Abb. 91: Verwendete Siebdruckschablonen fir die duale
Elektrodenstruktur, Elektrodendurchmesser: 5 mm

Elektrodenstruktur:

CN 72N
&g €9

Elektrodendurchmesser: Smm
Abstand: 2,5mm

Abb. 92: Goldelektroden; Dualelektroden wie beim 10 MHz
Quarz; Elektrodendurchmesser: 5 mm; Elektrodenabstand: 2,5
mm

Die Resonatordicke bestimmt die eigentliche Resonanzfrequenz. Da die 5 MHz Quar-
ze dicker als 10 MHz Quarze sind, sind die Ddmpfungen viel hoher als beim 10 MHz
Quarz. Die Abb. 95 zeigt eine QCM Messung eines 5 MHz Quarzes mit dualen
Elektroden (Durchmesser: 5 mm, auf der einen Seite des Quarzes sind die Elektroden
verbunden, Elektrodenabstand: 2,5 mm). Das Rauschen dabei ist ca. 20 Hz. Ein
niedriges Signal/Rausch Verhaltnis im Vergleich zu den Messungen mit 10 MHz
Quarz ist zu beobachten. Mit all diesen Messungen ist zu sagen, dass die
Dualelektrodenkonfiguration von 10 MHz Quarz fur Messungen mit 5 MHz Quarzen
aufgrund der hohen Dampfung und hohem Rauschen nicht (ibertragbar ist.
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Abb. 93: Dampfungsspektrum fir eine Elektrode eines 5 MHz
Quarzes mit 2 Goldelekroden; Elektrodendurchmesser: 5 mm;
Elektrodenabstand: 2,5 mm
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Abb. 94: Dampfungsspektrum fur andere Elektrode eines 5
MHz Quarzes mit 2 Goldelekroden; Elektrodendurchmesser:
5 mm; Elektrodenabstand: 2,5 mm
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5MHz_5mm_2Elektroden_2,5mm Abstand_nackt_an
der Luft
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Abb. 95: QCM Messung eines 5 MHz Quarzes mit 2
Goldelektroden; Elektrodendurchmesser: 5 mm;
Elektrodenabstand: 2,5 mm

Die néchsten Dampfungsspektren sind von demselben Quarz nach dem Beschichten
der Elektrodel (E1) mit PVC. Die Abb. 96 zeigt die Netzwerkanalysator Messung von
Elektrodel und Abb. 97 die von Elektrode2.
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Abb. 96: Dampfungsspektrum der E1 vom Quarz mit
Dualelektroden nach dem Beschichten der Elektrodel mit PVC
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Die Beschichtung der Elektrodel mit PVC sorgt fir einen groReren
Frequenzunterschied zwischen beiden Elektroden. Dadurch wurde ein Uberlappen der
Frequenzen wéhrend einer QCM Messung verhindert.
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Abb. 97: Dampfungsspektrum der E2 vom Quarz mit
Dualelektroden nach dem Beschichten der Elektrodel mit PVC

Andererseits wurden das erwunschte Signal/Rausch-Verhdltnis und eine scharfe
Resonanz nicht erreicht. Das Rauschen liegt wiederum bei ca. 20 Hz. Die QCM

5MHz_5mm_2Elektroden_2,5mm Abstand_Elektrodel
beschichtet mit PVC_Schichtdicke 625nm_Elektrode2 nackt_an
der Luft
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Abb. 98: QCM Messung vom Quarz mit Dualelektroden nach
dem Beschichten der Elektrodel mit PVC
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Messung des 5 MHz Quarzes, dessen eine Elektrode mit PVVC beschichtet ist, ist in der
Abb. 98 zu sehen. Das Signal/Rausch Verhéltnis hat sich gegeniiber dem ohne PVC
Beschichtung nicht verbessert, ist auch immer noch nicht optimal fir eine QCM
Messung.

Fur eine weitere Test-Messung wurde die eine Elektrode weggelassen, um ein
Ubersprechen zu verhindern. Die verwendete Elektrodenstruktur ist in der Abb. 99

Elektrodenstruktur:

f \ Elektrodendurchmesser:5mm
Y

Abb. 99: Eine Goldelektrode an der Seite des Quarzes;
Elektrodendurchmesser: 5 mm

gezeigt.

In der Abb. 100 ist die Netzwerkanalysator Messung eines Quarzes mit einer
Elektrode an der Seite des Quarzplattchens zu sehen. Das Spektrum zeigt
Aufspaltungen und es findet kein Resonanz statt. Dadurch wird die Frequenz wahrend
einer QCM Messung von einem Wert zu anderem springen. In der Abb. 101 ist das
Gesamtspektrum und in der Abb. 102, Abb. 103, Abb. 104 sowie Abb. 105 sind die
Obertone von demselben Quarz zu sehen. Bei den Obertébnen sind die
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Abb. 100: Dampfungsspektrum fir die Elektrode (an der Seite des
Quarzes) eines 5 MHz Quarzes; Elektrodendurchmesser: 5 mm
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Resonanzfrequenzen scharf (dies ist aber eine Frage der Auflésung) und die
Nebenresonanzen zu intensiv.

5MHz_5mm_1Elektrode an der Seite_nackt an der
Luft_gesammtes Spektrum
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Abb. 101: Das Gesamtspektrum fur die Elektrode (an der Seite
des Quarzes) eines 5 MHz Quarzes; Elektrodendurchmesser:

5 mm
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1. Obertone
0,00 T T T T T 1
14&00 14920 14940| 14960 14980 15000 15020
-10,00 A
-20,00 ___J
o A )
o, -30,00
E A
c
2 -40,00 f
Qo
£
£ 50,00
-60,00
-70,00
-80,00
Frequenz [kHz]

Abb. 102: 1.0bertdne von der Elektrode (an der Seite) eines 5
MHz Quarzes; Elektrodendurchmesser: 5 mm
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5 MHz_5 mm_1 Elektrode an der Seite_nackt an der Luft_
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Abb. 103: 2. Obertone von der Elektrode (an der Seite) eines
5 MHz Quarzes; Elektrodendurchmesser 5 mm.
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Abb. 104: 3. Obertone von der Elektrode (an der Seite) eines
5 MHz Quarzes; Elektrodendurchmesser 5 mm.



93

5 MHz_5 mm_1 Elektrode an der Seite_nackt an der Luft_
4. Obertone
0,00 v v . )
44750 44800 44850 44900 44950
-5,00
. -10,00
m
=
2
=] -15,00
Q.
£
«©
[a] AM
-20,00 {M | 2L
-25,00
-30,00
Frequenz [kHz]

Abb. 105: 4.0Obertdne von der Elektrode (an der Seite) eines 5
MHz Quarzes; Elektrodendurchmesser 5 mm.

In der Abb. 106 ist die QCM Messung von einem 5 MHz Quarz, der nur eine Elektrode
an der Seite hat, ist zu sehen. Das Rauschen ist ca. 20 Hz. Das Signal/Rausch
Verhéltnis ist ziemlich niedrig und die Frequenz springt von einem Wert zum

5MHz_5mm_1Elektrode an der Seite_nackt an der Luft_Test

Frequenzanderung[Hz]

Zeit[min]

Abb. 106: QCM Messung eines 5 MHz Quarzes mit einer
Goldelektrode an der Seite des Quarzes;
Elektrodendurchmesser: 5 mm

Anderen. Dieses Verhalten ist aufgrund der hohen Ddmpfung aufgetreten.
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Zundchst wurde die Elektrodenstruktur, die in der Abb. 107 gezeigt ist, fir die
Untersuchungen herangezogen. Diesmal wurde eine Goldelektrode mit einem
Durchmesser von 5,5 mm in der Mitte des Quarzes platziert. Eine bessere Dampfung
und Phase wurde bei der Netzwerkanalysator Messung beobachtet, wie in der Abb. 108
dargestellt ist. Das Dampfungsspektrum ergibt eine viel bessere Resonanz als das
Déampfungsspektrum von der Elektrode an der Seite.

Elektrodenstruktur:

Elektrodendurchmesser: 5,5mm

N’

Abb. 107: Eine Goldelektrode in der Mitte des
Quarzes; Elektrodendurchmesser: 5,5 mm
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Abb. 108: Dampfungsspektrum fur die Elektrode (in der Mitte des
Quarzes) eines 5 MHz Quarzes; Elektrodendurchmesser: 5,5 mm
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Die Abb. 109 zeigt die QCM Messung des Quarzes mit einer Elektrode in der Mitte
(Elektrodendurchmesser: 5,5 mm). Das Rauschen dabei hat ein Wert von ca. 1 Hz. Mit
der verwendeten Elektrodenstruktur hat sich das Signal/Rausch Verhaltnis deutlich

5MHz_1Elektrode in der Mitte_5,5mm_an der Luft

30 40 50 60 70 80

Frequenzanderung[Hz]

-12
Zeit[min]

Abb. 109: QCM Messung eines 5 MHz Quarzes mit einer
Goldelektrode in der Mitte des Quarzes;
Elektrodendurchmesser: 5,5 mm

verbessert.

In der Abb. 110 sind die verwendeten Siebe fir die Elektrodenstrukturen in die Mitte
des Quarzes veranschaulicht.

Abb. 110: Verwendete Siebe flr die
Elektrodendurchmesser 5,5 mm, 7 mm und 9 mm:;
Elektroden wurden in die Mitte des Quarzes platziert.



96

Weiteres wurde ein Quarz mit einer Elektrode in der Mitte des Quarzes mit einem
Durchmesser von 7 mm untersucht. Die entsprechende Elektrodenstruktur ist in der
Abb. 111 zu sehen. Das dazu gehdrige Ddmpfungsspektrum (Abb. 112) zeigt eine
hohere Ddmpfung als Elektroden Durchmesser 5,5 mm. Die QCM Messung ist in Abb.
113 prasentiert. Das Rauschen ist ca. 10 Hz. Es ist ersichtlich, dass entsprechend hoher
Déampfung auch die Signal/Rausch Verhaltnis niedriger geworden ist.

Elektrodenstruktur:
Elektrodendurchmesser: 7mm

AR
—

Abb. 111: Eine Goldelektrode in der Mitte des Quarzes;
Elektrodendurchmesser: 7 mm

— Phase
— Dampfung
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Abb. 112: Dampfungsspektrum fur die Elektrode(in der Mitte)
eines 5 MHz Quarzes; Elektrodendurchmesser: 7 mm
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5MHz_1Elektrode in der Mitte_7mm_an der Luft
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Abb. 113: QCM Messung eines 5 MHz Quarzes mit einer
Goldelektrode in der Mitte; Elektrodendurchmesser: 7 mm

Als néchstes wurde der Durchmesser von der Elektrode in der Mitte zu 9 mm erhdht.
Das entsprechende Elektrodendesign ist in der Abb. 114 zu sehen. Das
Déampfungsspektrum (Abb. 115) zeigt wiederum eine hohere Dampfung als
Elektrodendurchmesser 55 mm. Die Kurve ist flacher als die in dem
Déampfungsspektrum von Elektrodendurchmesser 7 mm, welche eine exakte
Frequenzauslese erschwert. Die dazu gehoérige QCM Messung zeigt auch kein
markante Unterschied zu QCM Messung von Elektrodendurchmesser von 7,7 mm, d.h.
keine Verbesserung in Signal/Rausch Verhéltnis (Abb. 116).

Elektrodenstruktur:

Elektrodendurchmesser: 9mm

/RN
@—gmm

Abb. 114: Eine Goldelektrode in der Mitte;
Elektrodendurchmesser: 9 mm
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Abb. 115: Dampfungsspektrum fur die Elektrode (in der Mitte)
eines 5 MHz Quarzes; Elektrodendurchmesser: 9 mm
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Abb. 116: QCM Messung eines 5 MHz Quarzes mit einer
Goldelektrode in der Mitte; Elektrodendurchmesser: 9 mm
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7.3.2. Reslimee

In der Analytischen Chemie, wie in anderen Disziplinen, ist die beste Méglichkeit die
Qualitat von Messdaten uber Resonanzph&nomene zu verbessern, was beispielsweise
auch in NMR und ESR durchgefiihrt wird. Das Grundprinzip dieser Strategie beruht
auf den unterschiedlichen Frequenzabhdngigkeiten der einzelnen Bauteile. Die Elek-
troden der QCMs sind im Grunde wie ein Kondensator aufgebaut. Die Qualitat eines
Quarzes wird vor dessen Einsatz mittels Netzwerkanalysator geprift. Dieses Gerét
speist innerhalb einer bestimmten (variierbaren) Spannweite Frequenzen ein und liest
die Dampfung und Phasenverschiebung aus. Dadurch wird ein sogenanntes Damp-
fungs- oder Phasenspektrum erhalten. Eine geringe Dd&mpfung bedeutet ein hohes Aus-
gangssignal, welches in Bezug auf Auslesen der Frequenz und Signal/Rausch Verhalt-
nis winschenswert ist, und ein Mal? fur die Giite des jeweiligen Bauteils ergibt. Bei
den Untersuchungen wurde das Elektrodendesign fir den 5 MHz Quarz variiert, um
ein verbessertes Signal/Rausch Verhéltnis zu erreichen. Durch Verwendung von 5
MHz Quarzen als Transducer kénnen dispersive Phanomene bezuglich der Sensor-
signale analysiert. Dabei zeigte sich, dass sowohl die Struktur als auch die Grélie der
Elektroden das Frequenzverhalten des Sensors stark beeinflussen. Es wurde versucht
durch Anderung des Elektrodendesign ein hohes Signal/Rausch Verhiltnis, was fiir ein
QCM Messung unverzichtbar ist, ermoglichen. Fur jede untersuchte Elektroden-
struktur wurden dazu gehdrige Dampfungsspektren aufgenommen und jeweils eine
QCM Messung durchgefiihrt. Die erste Elektrodenstruktur die angewandt wurde war
ein duales Elektrodendesign, was aber nicht optimal fir einen 5 MHz Quarz war. Da
die beiden Elektroden sich bei 5 MHz stérker beeinflussen aufgrund der Dicke des 5
MHz Quarzes, war es unmdoglich eine exakte Frequenzauslese fir die beiden
Elektroden. Dann wurde einer der Elektroden weg gelassen und wurde nur eine
Elektrode an der Seite des Quarzes getestet. Das Ergebnis war nicht besser als duale
Elektrodenstruktur. Als néchstes wurden Elektroden mit Durchmessern von jeweils 5,5
mm, 7 mm und 9 mm in der Mitte des Quarzes platziert. Obwohl alle drei Elektro-
denstrukturen ein verbesserte Signal/Rausch Verhéltnis ergeben haben, war die Elek-
trodenstruktur mit einem Durchmesser von 5,5 mm am besten geeignet fir die QCM
Messungen und ergab ein sehr geringes Rauschen. Die groReren Elektroden (7 mm
und 9 mm) ergeben héhere Dd&mpfungen wegen der stark ausgepragten Randeffekten.
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8. Zusammenfassung

Das Interesse an Sensoren, auch den universell anwendbaren massensensitiven
Transducerprinzipien, ist in der Bioanalytik in den letzten Jahren stark angestiegen.
Bioimprinting Strategien (MIPs) spielen hierbei eine sehr wichtige Rolle, da so die
Natur nachgeahmt wird. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Generierung von
chemisch sensitiven Schichten fiir Chemosensoren mittels molekularen Prégens. So
kdnnen Bioanalyte in der Grofie von wenigen Nanometern bis hin zu einigen pm ana-
lysiert werden. In diesen Dimensionen werden hier bevorzugt Polyurethanschichten
strukturiert und mit 10 MHz Quarzen als Transducer kombiniert. Bei massensensitiven
Sensoren, wie der Name anzeigt, wird die Massenbeladung als MessgroRRe tber eine
Frequenzénderung charakterisiert. Dieser Zusammenhang wird durch die Sauerbrey
Gleichung beschrieben. Danach ist die beobachtbare Frequenzerniedrigung, bedingt
durch die Massenbeladung, dem Quadrat der Resonanzfrequenz proportional. Die
Voraussetzung fur diesen Zusammenhang ist die Rigiditat der Sensorschicht. In dieser
Arbeit soll aufgezeigt werden, wie Zellen (ber Oberflaichenmobilitdten zu einem
komplexeren Verhalten fihren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit massensensitiven Methoden die Detektion von
Bioanalyten, wie Hefen, Sporen und Bakterien mit Polymer beschichteten QCMs
(Quartz-Crystal- Microbalance) in Flissigphase durchgefihrt. Insbesondere war der
Mechanismus der Inklusion des Analyten in die gepragten Polymeren von Interesse.
Hierbei spielen geometrische Anpassungen gemaR der Wirt-Gast Chemie, als auch en-
thalpische Wechselwirkungen zwischen Analyt und Schicht eine Rolle.

Die Hefen spielen eine bedeutende Rolle in der Biologie und Medizin, vor allem aber
in der Biotechnologie. Mit Hefesensoren kann das Wachstum und die Vermehrung der
Zellen "on-line" in Abhadngigkeit des Nahrungsangebots verfolgt werden. Zum Erzie-
len eindeutiger Ergebnisse und der detaillierten Analyse individueller Zelleigen-
schaften wurden synchrone Zellen geziichtet. Dabei wurden z. B. Doppelzellen (mit N-
Hydroxyharnstoff synchronisierten Hefezellen) oder auch andere Zelltypen fiir die
Stempelpréagung generiert. Als Schichtmaterial wurde Polyurethan verwendet, das aus
den Monomeren Diisocyanaten und Bisphenol A unter Zusatz von Quervernetzern,
wie Phloroglucinol synthetisiert wurde. Der Mechanismus der Inklusion wurde am
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Beispiel des wichtigsten Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae sowie die ein-
zelnen Stadien in dessen Zellzyklus diskutiert. Die Sensoren wurden tber die gravime-
trischen Messungen auf Sensitivitat, Selektivitat, sowie Kreuzselektivitdt und Repro-
duzierbarkeit getestet. Je nach Schichtdicke des Polymers, Entwicklungsstadium des
Templats, bzw. des Analyten findet man einen Sauerbrey oder Anti-Sauerbrey Effekt,
d. h. eine Frequenzerniedrigung oder Erhéhung. Flr eine optimale Pradgung wurde eine
Schichtdicke zwischen 0,7-2 um gefunden, um eine reversible Ein- und Auslagern der
Zellen in die sensitive Schicht zu garantieren. Pragt man die Sensorschichten bei
geeigneter Schichtdicke mit Doppelzellen, so beobachtet man bei der Detektion von
Einzelzellen das ungewdhnliche Phanomen einer Frequenzerhéhung, d. h. eines Anti-
Sauerbrey-Effekts. Dieser Befund kann durch Oberflachenmobiltaten der Einzelzellen
in den Doppelkavitaten erklart werden. Bei hoheren Analytkonzentrationen findet je-
doch eine Agglomeration der Zellen statt, was dann zur Mobilitatsreduzierung fihrt.
Auf diese Weise kann der Antisauerbrey- in einen Sauerbrey-Effekt ibergehen. Dieses
Effekt ist auch aufgrund enthalpischer Effekte von der Schichtdicke abhangig. Eine
zuklnftige Analyse diese Befunde kann auch tber die Dispersion der Resonanzfre-
quenz durchgefihrt werden, wozu fir 5 MHz QCMs der Elektrodenentwurf diskutiert
wurde.

Das Gefahrenpotential und Missbrauch der Bakterien, wie z.B. Einsatz fir terro-
ristische und kriegerische Zwecke, erfordert eine rasche Vorort-Detektion mit Sen-
soren. Hier ist vor allem der Schnellnachweis von Krankheitserregern wie z.B. Ba-
cillus Anthracis hervorzuheben. Diese Sensoren fiir Bakterien und Sporen basieren
ebenfalls auf Oberflachenpragetechniken. Die untersuchten Analyte sind Bacillus thu-
ringiensis und Bacillus Subtilis Sporen bzw. Bakterien. Diese fungieren als Model-
Organismen fur den Bacillus anthracis (Milzbranderreger), der in einem konventionel-
len Labor ohne spezielle SchutzmalRnahmen nicht untersucht werden kann. Mit einem
QMB Sensor wurden beide Bacillus Arten erfolgreich nachgewiesen. Sowohl die Spo-
ren als auch die Bakterien wurden beziiglich Querselektivitdat und Konzentrations-
abhangigkeit mit speziell gepragten QCM-Sensoren detektiert. Sowohl klassische Mi-
kroskopie als auch AFM ermdglicht die Sprossung zu verfolgen. Der QCM-Sensor
lasst die "on-line" Uberwachung der Sporensprossung als Funktion der Zeit zu. So
kann die Verfolgung des Auskeimens der Sporen in Abhangigkeit des Nahrmediums
analysiert werden.
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9. Summary

A growing interest for bioanalytics concerning sensors was observed in the last years.
This is also true for the universally applicable mass-sensitive transducer principles.
Bioimprinting strategies (MIPs) play an important role, since nature mimicking is per-
formed in this way. The thesis presented deals with the generation of chemically
sensitive coatings for chemical sensors by molecular imprinting. Thus, bioanalytes can
be analyzed in sizes of a few nanometers up to some pm. Here, polyurethane layers
can be patterned in these dimensions, followed by combining them with 10 MHz
quartz transducers. The mass load is characterized by frequency response of these
sensors, as indicated by the name. The Sauerbrey equation describes this relation,
cited. The frequency diminishing observed is directly proportional to the mass load
and the square of the operating frequency, respectively. The requirement for the
relation is the rigidity of the coating. This thesis will discuss in which way cells will
lead to a more complex behavior according to surface mobility.

Within the scope of this thesis, detection of bioanalytes such as yeast, spores and
bacteria were performed by polymer coated QCMs (Quartz-Crystal- Microbalance) in
liquid phase. Especially, the mechanism of analyte inclusion into the imprinted poly-
mers was evaluated. Hereby, the geometrical adaption according to both host-guest
and chemistry and enthalpic interactions between analyte and coating are important.

Yeast cells play an important role in biology and medicine, especially in biotech-
nology. Yeast sensors enable us to monitor "on-line" the growing of these cells as
function of nutrition. Synchron cells were cultured to gain unambiguous results and
detailed analysis of individual cell properties. For this purpose, e. g. double cells (syn-
chronized yeast cells by hydroxy urea) or some other cell types were generated for
stamp imprinting. Polyurethane was used as coating material, which was synthesized
of the monomers, diisocyanates and bisphenol A under the addition of cross linkers
such as phloroglucinol. The mechanism of inclusion was discussed in the case of the
important model organism Saccharomyces cerevisiae and their different stages in the
cell cycle. The sensors were tested via their gravimetric responses in respect to
sensitivity, selectivity, cross-selectivity and reproducibility. Sauerbrey or anti-Sauer-
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brey effects, i.e. a frequency diminishing or its enhancement, are observed according
to gravimetric measurements in dependence of the layer height, the development stage
of the template and the analyte, respectively. An optimized layer height between 0.7-2
pUm was found, to guarantee a reversible cell inclusion into the coating and split off. If
the sensor layers are printed with double cells in a suitable height an unusual
phenomenon will be observed in the case of detecting single cells according to
frequency enhancement, i.e. an anti-Sauerbrey effect. This finding can be explained by
surface mobility of the single cells in the double cavities. Agglomeration of cells will
occur at higher analyte concentrations which will lead to a reduction of mobility. In
this way, the anti-Sauerbrey will have a transition to Sauerbrey effect. This finding is
dependent on layer height due to enthalpic interactions. Future analysis of these in-
vestigations can be followed by the dispersion of the operating resonance frequency.
For this purpose, the electrode design for MHz QCMs was discussed.

The hazard potential and misuse of bacteria, e.g. use for terroristic and military
purposes, challenges the development of sensors for the application in the field. It
should favor the rapid analysis of pathogens, e.g. Bacillus Anthracis. These sensors for
bacteria and spores are also based on surface imprinting. The analytes investigated
were spores and bacteria of bacillus thuringiensis and bacillus subtilis. These bioana-
Iytes act as model organisms for bacillus anthracis (Anthrax), which is not allowed to
be analyzed in conventional laboratories without special procedural safeguards. Both
spores and bacteria were detected in respect of cross-sensitivity and concentration
dependency with selectively imprinted QCM-sensors. The budding of the spores can
be monitored by classical microscopy and AFM. The QCM-sensor allows the "on-
line" monitoring of budding as function of time. In this way, such a process can also to
be optimized in respect to the culture medium.
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10. Anhang

10.1. Nahrmedien und Pufferldsungen

Das Nahrmedium fir Saccharomyces cerevisiae ist von Tabelle 5 zu entnehmen.

Konzentration [g/1]

Hefeextrakt

Proteose Pepton (enzymatic hydrolysate)

D-(+)- Glucose 10
(Malzextrakt 3)

Tabelle 5: YPD Nahrmedium in H,O bzw. PBS

Das Nahrmedium ftr Bacillus subtilis Sporen ist in Tabelle 6 angegeben.

Konzentration [g/l]
NaCl 10
Hefeextrakt 5

Proteose Pepton (enzymatic hydrolysate) 10

D-(+)-Glucose 10
Tabelle 6: Nahrmedium fur B.subtilis Sporen in H,O bzw. PBS

Pufferlosung:

Konzentration [g/l]
NaCl 8
KCI 0,2
Na,HPO, 1,44
KH,PO, 0,24

Tabelle 7: PBS (Phosphate-buffered Saline), pH: 7,4
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10.2. Gerate

Zentrifuge /Heraeus, Biofuge RS 28

Zentrifuge /Eppendorf, Centrifuge 5702

Ofen /Heraeus, Thermicon P

Netzwerkanalysator /HP 8752 C, 300 kHz — 1,3 GHz
Frequenzzéhler /HP 53131 A

AFM Nanoscope Illa, Extented Multimode (digital instruments)

Auflichtmikroskop /Wild Heerbrugg M3Z

10.3. Chemikalien

Bisphenol-A  (99+%, Aldrich, 239658), Phloroglucin (99%, Fluka, 1284747
24506215), Diphenylmethan-4,4 diisocyanat (Merck, 8.20797.0100), Tetrahydrofuran
(99,8%, Merck, 1.09731.2500), Pyridin (99,5%, Merck, 1.09728.0500), NacCl
(AppliChem, A2942, 5000), C¢H,0¢ (Merck, 1.04074.1000), KH,PO, (Merck,
1.04873.1000), (NH,4),SO4 (Merck, 1.01217.1000), Na,HPO, (Sigma Aldrich), SDS
(Fluka), KCI, HCI (37%, Merck, 1.00317.2500), HNO3; (65%, VWR, 20429.320),
Aceton, Ethanol (99,8, Merck), H,O, (30%, Merck), Pepton (Sigma), Malzextrakt
(Sigma), Yeast extract (Sigma), N-Hydroxyurea (AppliChem).
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