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Einleitung 1

I. Einleitung

I.1. Kapillarelektrophorese (CE)

Die Elektrophorese konnte sich erst in den vergangenen drei Jahrzehnten als Trenntechnik
etablieren, obwohl die theoretischen Grundlagen seit mehr als 100 Jahren durch Kohlrausch
(1897) bekannt sind. Der Schwede Arne Tiselius wird als Erfinder der Elektrophorese
angesehen. Er hat als erster die chemisch-analytische Trenntechnik benutzt, wofiir er 1948 mit
dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde. Hjerten (1967) fiihrte erstmals Versuche zur
Kapillarelektrophorese in freier Losung durch. Die Quarzkapillaren besallen einen
Innendurchmesser von 1 bis 3 mm, die er mit Methylcellulose beschichtete, um
Elektroosmose und Thermokonvektion zu unterdriicken. Mitte der 70er Jahre entwickelte sich
daraus die Kapillarisotachophorese. Dabei wurden Kapillaren aus Glas oder Teflon
verwendet, die einen Innendurchmessern von 300 bis 500 pum besallen [Kuhn, 1995]. Durch
den Gebrauch von Teflon konnte die Elektroosmose weitgehend unterdriickt werden. Die
heute bekannten Trennleistungen der CE wurden erst durch die von Jorgenson und Lukacs
(1981) verwendeten fused-silica Kapillaren mit Innendurchmessern von 50 bis 200 pum
erreicht.  In  wesentlichen  Punkten unterschied sich ithre  Methode  der
Kapillarzonenelektrophorese (CZE) von vorherigen Publikationen. Durch die Verwendung
von Kapillaren mit Innendurchmessern von weniger als 100 pm konnte die
Warmeentwicklung wéhrend der Elektrophorese minimiert werden. Zudem wurde die
Elektroosmose nicht unterdriickt, sondern als effizientes Pumpsystem zum Transport der
Probe verwendet. In den folgenden Jahren wurden viele Verbesserungen in Bezug auf die
Detektion und Leistungsfahigkeit der CZE durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurden einige neue,
von der CZE abgeleitete Trenntechniken entwickelt (siehe Kapitel 11.2.2.), um die hohen
Anforderungen an eine moderne Trenntechnik zu erfiillen [Kuhn, 1995]. Anfang der 90er
Jahre wurde mit der Elektrophorese auf Mikrochips eine noch stirker miniaturisierte Variante
der CE entwickelt [Manz et al.,, 1992]. Ziel war es, neben der Verringerung der
Geritedimensionen eine erhohte Trenneffizienz, verringerte Analysenzeiten sowie einen noch

geringeren Verbrauch von Losungsmitteln und Probenmenge zu erreichen.

I.2. Definition eines Mikrototalanalysensystems (uTAS)

Die weitere Miniaturisierung der Kapillarelektrophorese fiihrte zu dem Begriff der

Mikrototalanalysensysteme (UWTAS). Darunter versteht man die Verkleinerung eines
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gesamtanalytischen Prozesses von der Probenpriparation bis hin zur Injektion und Detektion.
In diesem Zusammenhang wird hiufig der Begriff ,,Lab-on-a-chip* verwendet. Nach der von
Lee und Lee (2004) verwendeten Terminologie wird damit ein miniaturisiertes Gerdt mit
unterschiedlich integrierten Prozessen auf einem Mikrochip verstanden. Heute werden meist
beide Termini flir dieselbe Applikation verwendet. Vorteil der pTAS ist die Moglichkeit, ein
vollstindig analytisches Mikrosystem durch die Integration verschiedener funktioneller
Module in einem kleinen Gerdt zu vereinen. Unter diesen Modulen versteht man

beispielsweise Methoden der Probenaufarbeitung, der Trennung oder der Detektion (Abb. 1).

- Probenaufarbeitung
Fliissigkeitshandling () Ultraschall

Elektrokinetische Kontrolle Extraktion
Hydrodynamische Kontrolle Aufkonzentration

O O Reaktoren und Mixer
Mikromixer
— Chemischer Reaktor
— Enzymreaktor

Trennung
Chromatographie
Elektrophorese
Diffusion

Detektion:
Chemolumineszenz
Elektrochemolumineszenz
Elektrochemische Detektion
Fluoreszenz

Optische Methoden

Abbildung 1: Integrierte Technologien in pTAS Anwendungen.

Geringe Analysenzeiten, hohe anlegbare Feldstirken, geringer Bedarf an Losungsmitteln und
Probenvolumen machen die Entwicklung kleiner, portabler und hochintegrierter
Analysensysteme in den unterschiedlichsten Anwendungsbereichen moglich. Klinische
Diagnostik, Immunosassays, PCR, Sequenzierung, DNA-Trennung und Analyse,
Proteinanalyse und Zellkulturtechniken sind nur einige der zahlreichen Applikationsfelder fiir

mikrostrukturierte Chipsysteme (Tab. 1) [Auroux et al., 2002].
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Lab-on-a-chip Anwendungen
DNA-Analyse Mikro-CE Chips fiir die Hochdurchsatz-DNA-Genotypisierung
Mikrofluidikchips fur eine Untersuchung des Genoms
DNA Hybridisierungsassays in Mikrofluidikchips
Protein-Analyse Proteintrennung in Mikrochips
Mikrofluidiksysteme als Interface zur Massenspektroskopie
Mikrofluidiksysteme fiir Inmunoassays
weitere biologisch relevante |Analyse von Kohlenhydraten, Lipiden und Fettsauren

Molekile
u-FlieRcytometrie U-FACS (fluorescence-activated cell sorting)
Integrierte Kleingerate PCR basierte DNA-Amplifizierung

und weitere Applikationen Vor- bzw. nachgeschaltete Prozessschritte (z.B. Filterung)

Tabelle 1: Ubersicht der Anwendungsgebiete von Lab-on-a-chip Applikationen.

Die Interaktion von Leukozyten mit ihrer physiologischen Umgebung wurde auf einem
Mikrokapillar-Array im Langenumfang menschlicher Blutkapillaren untersucht [Bakajin et
al., 1998]. Im Bereich der klinischen Diagnostik wurde beispielsweise nach Genen mit
Brustkrebsverdacht mittels Polymer-beschichteter Mikrochips gescreent [Tian et al., 2000].
Die erste Generation analytischer Anwendungen auf Basis der Mikrofluidik kam 1999 auf den
Markt [Lee und Lee, 2004]. Heute existieren bereits zahlreiche marktreife Produkte wie
beispielsweise Genchips (Corning, Motorola, Affimetrix), integrierte Fluidikchips fiir die
DNA-Analyse (Lab-on-a-chip von Caliper und Applied Biosystems),
Wirkstofftransportsysteme (Alza, Battelle) und implantierbare Sensoren (Medtronic) [Popat
und Desai, 2004].

I.3. LTCC-Keramik

Sehr wichtig fiir die Entwicklung eines Mikrochip CE-Systems ist die Wahl des
Chipmaterials. Die meisten CE-Systeme, die auf Silizium, Glas oder Kunststoff basieren, sind
transparent und werden bevorzugt mit optischen Detektionssystemen kombiniert. Die Laser
induzierte Fluoreszenz (LIF) ist eine etablierte Methode fiir CE-Detektionen auf Grund ihrer
hohen Sensitivitdit. Zudem kann sie bis zu einer bestimmten Grofe an miniaturisierte
Mikrokapillaren angepasst werden [Nie et al., 1994; Haab und Mathies, 1995]. Der Nachteil
optischer Detektorsysteme ist die Notwendigkeit eines transparenten Materials wie
beispielsweise Glas oder Kunststoff. Aullerdem ist die Detektionseinheit sehr grofl und nur
schwer zu miniaturisieren. Zudem besitzen die meisten Analyten keine Autofluoreszenz. Glas
in hoher Qualitdt ist sehr teuer, zerbrechlich und schwierig in mehreren Layern zu verbinden.

Polymere wie Polycarbonat, Polymethylmetacrylate oder Polydimethylsiloxan, sind viel
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preiswerter als Glas und kostengiinstig als Massenprodukt herzustellen. Andererseits sind
zahlreiche Polymere nicht ausreichend inert gegeniiber organischen Losungsmitteln. Zudem
fiihrt moglicherweise die Oberflichenbeschaffenheit der Kapillaren zu keiner Ausbildung
eines elektroosmotischen Flusses.

Zur Massenproduktion eines Mikrochips fiir pTAS-Anwendungen wird ein Material bendtigt,
welches die Eigenschaften von Glas besitzt und sich kostengiinstig herstellen lésst.
Keramische Materialien scheinen dafiir besonders geeignet zu sein. Sie sind zwar nicht
transparent, besitzen aber vergleichbare physikalische und chemische Eigenschaften. Die sehr
preiswerten Griinfolien “green sheets” konnen durch Laserablation, Ausstanzen, Schneiden
oder Friasen bearbeitet werden. Elektroden und Leitungsbahnen kénnen vor der Laminierung
und Sinterung aufgedruckt werden. Dabei unterscheidet man zwischen HTCC (high
temperature co-fired ceramic) und LTCC (low temperature co-fired ceramic). Auf Grund
einer Sintertemperatur von etwa 1600 °C konnen bei HTCC-Keramiken nur
Leitungsmaterialien wie beispielsweise Wolfram eingesetzt werden, die erst bei hoheren
Temperaturen schmelzen. Die lederartigen LTCC-Folien bendtigen lediglich eine
Sintertemperatur von 850 °C. Dies macht den Einsatz anderer Materialien wie Gold oder
Silber praktikabel. Nach dem Sintern sind die elektrophoretischen und elektroosmotischen
Eigenschaften mit denen von Glas vergleichbar. Die in dieser Arbeit benutzten LTCC-Folien
sind als hochkomplexe Multilayersysteme fiir elektronische Anwendungen verwendbar.
Bevorzugte Einsatzgebiete fiir LTCC-Anwendungen sind Automobilbau,

Unterhaltungselektronik, Medizintechnik und kabellose Datentransfer-Technologien.

I.4. Elektrochemische Detektion (ECD)
Betrachtet man sich die Entwicklung in der analytischen Chemie, so wird deutlich, dass
elektrochemische Sensoren die am stirksten wachsende Klasse chemischer Sensoren darstellt.

Es gibt drei Methoden zur elektrochemischen Detektion:

e Amperometrie
e Potentiometrie

e Konduktometrie

Die Amperometrie misst die zeitliche Verdnderung des Stromsignals. Elektropherogramme,

die Strom-Spannungskurven aufzeichnen, kennzeichnen die Potentiometrie. Anderungen der
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Leitfahigkeit werden mittels Konduktometrie gemessen. Dabei kann als chemischer Sensor
ein Gerit beschrieben werden, welches kontinuierlich Informationen iiber seine Umwelt
liefert [Stradiotto et al., 2003]. Idealerweise liefert ein chemischer Sensor eine bestimmte
Antwort in direktem Bezug zur Quantitit der elektrochemischen Spezies.

Die Verwendung der elektrochemischen Detektion in LTCC-Mikrochips hat zahlreiche
Vorteile. Die Sensitivitdt und Selektivitdit der ECD ist mit der Fluoreszenz detektierter
Methoden vergleichbar. Verglichen mit optischen Systemen wie beispielsweise der LIF sind
die benétigten Gerite fiir elektrochemische Systeme sehr preiswert. Dariiber hinaus lassen
sich die Detektion und Kontrolleinheit leicht miniaturisieren und in den Mikrochip
integrieren. Der LTCC-Mikrochip ist auf Grund seiner Materialeigenschaften, der
o6konomischen Herstellung und Miniaturisierbarkeit fiir die Massenproduktion geeignet.
Einsatzbereiche sind Medizin, Pharmazie, lebensmittelchemische Analytik und die

Umweltiiberwachung.

I.5. Amperometrische Biosensoren
Eine weitere Entwicklung chemischer Sensoren sind so genannte Biosensoren. Darunter
versteht man ein analytisches System, bei dem eine biologische Komponente mit einem

Signalwandler (Transducer) kombiniert oder zumindest rdumlich eng mit diesem verkniipft ist

(Abb. 2) [Turner et al., 1987].

— Signal
® /'
o
:llil _— Abbildung 2: Schematische
® @ = Darstellung eines Biosensors.
o Eine biologische Komponente
\ (z.B. Enzym oder Antikorper)
physikalische

ist an eine physikalische

..
Komponente
T L o Komponente  (,,Transducer)
Komponents @ .I 3 ) kein Signa gekoppelt. Nur ein passender
Analyt @ Analyt erzeugt ein Signal

(Quelle: Hartmann, 2004).

welterer Proben-
bestandteil

Nach der Definition von TUPAC muss ein Biosensor zusétzlich regenerierbar und zur
kontinuierlichen Messung féhig sein [Thevenot et al., 1999]. Diese engere Definition schlief3t

erfolgreiche Entwicklungen wie Einmal-Enzymelektroden zur Blutzuckerbestimmung und
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optische Immunosensoren nicht ein. Daher ist die Definition von Turner et al. (1987) von der
»Wissenschaftsgemeinde* allgemein akzeptiert [Scheller et al., 2001].

Die biologische Komponente eines Biosensors dient der spezifischen Erkennung eines
Analyten, wiahrend der physikalischen die Rolle zukommt, das biologische Signal in ein
elektrisches umzuwandeln (Hartmann, 2004). Dieses ist methodenabhingig der
Analytkonzentration proportional oder indirekt proportional und kann zur Quantifizierung
herangezogen werden. Als biologische Komponente werden meist Enzyme, Antikorper,
Lektine, aber auch ganze Zellen eingesetzt. Physikalische Komponenten kénnen Elektroden,
Schwingquarze, Halbleiter oder optische Systeme sein [Keusgen, 1999].

Ein amperometrischer Biosensor nutzt die einfache und kostengiinstige Messmethode der
Amperometrie und die hohere Spezifitit, die durch die Biomolekiile entsteht. Die
Immobilisierung von Biomolekiilen stellt ein Kernproblem bei der Entwicklung von
leistungsfdhigen Biosensoren dar. Bei diesem Vorgang ist es wichtig, dass es keine
signifikante Beeinflussung der Stabilitdt, Funktionalitdit und Substratspezifitit der

immobilisierten Biokomponenten gibt.

1.6. Zielsetzung dieser Arbeit

Wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines kapillarelektrophoretischen
Trennsystems auf Basis von LTCC-Mikrochips. Dabei handelt es sich um niedrig sinternde
Keramiken mit Mikrokapillaren, aufgedruckten Hochspannungskontakten und Elektroden fiir
amperometrische Messungen. Der Vorteil dieser Mikrochips im Vergleich mit bestehenden
keramischen Systemen ist die 2-Elektrodenanordnung. Vorteile sind eine leichtere
Handhabung und Reduzierung der Bandverbreiterung. Fiir die elektrokinetische
Probenaufgaben war zudem die Konstruktion eines geeignetes Hochspannungsgerites
erforderlich. LTCC-Keramiken besitzen aufgrund ihrer Materialeigenschaften und
kostengiinstigen Herstellung einen groBen Einsatzbereich in der Elektronik. Fiir analytische
Anwendungen ist dieses Material weitestgehend unbekannt. Hierbei galt es zunichst mit
elektroaktiven Substanzen zu zeigen, dass die entwickelte Messplattform generell verwendet
werden konnte. Dies sollte, mit dem Ziel, Gemische kapillarelektrophoretisch auf Grund ihrer
Migrationszeiten zu trennen, mit Polyphenolen durchgefiihrt werden. Natiirliche Polyphenole
kommen in Pflanzen als bioaktive Substanzen wie Farbstoffe und Gerbsduren vor. Sie gelten
als gesundheitsfordernd, entziindungshemmend, krebsvorbeugend und besitzen somit ein

groles pharmazeutisches Interesse. Durch die Entwicklung eines kleinen, portablen und
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hochintegrierten Analysensystems entstehen zahlreiche Anwendungsmoglichkeiten in der
Prozessanalytik und fiir Screening-Verfahren.

Auf diesem System autbauend sollen fernerhin phenoloxidierende Enzyme wie beispielsweise
Laccase (O,-Oxidoreduktase, EC 1.10.3.2) mit in das mikrofluidische System integriert
werden. Hierdurch soll eine hohere Spezifitit erreicht werden, um Polyphenole in
matrixreichen Realproben zu detektieren. Dafiir war es erforderlich, geeignete
Immobilisierungsstrategien zu erarbeiten. Mit Hilfe der Oberflichenplasmonen-Resonanz
(SPR) sollten diese Prozesse auf ihre Eignung hin untersucht werden, Biomolekiile stabil und
ohne wesentliche Verdnderung der Affinitdt und Spezifitit an die Triageroberflache zu binden.
Dafiir waren Goldoberfldchen so zu modifizieren, dass geeignete Immobilisierungsprotokolle
ausgearbeitet werden konnten.

Folgende Arbeitspakete sollten bearbeitet werden:

1) Zur Vervollstindigung der Messplattform war es zunichst notwendig, ein geeignetes 4-
Kanal-Hochspannungsnetzgerdt und eine  Chiphalterung zu  konstruieren. Da
Adaptionssysteme fiir Mikrochips kommerziell nicht erhiltlich sind, war eine spezielle
Halterung  erforderlich. Das Hochspannungsnetzgerdt ~ mit  vier  separaten

Hochspannungsmodulen wurde fiir elektrokinetische Injektionen bendtigt.

2) Zur blasenfreien Befiillung der Kapillaren war ein spezielles, auf die LTCC-Keramik
angepasstes System zu entwickeln. Dabei sollte die Wiederverwendung der LTCC-

Mikrochips beriicksichtigt werden.

3) Fiir stabile und reproduzierbare elektrophoretischen Messungen sollten geeignete
Protokolle zur chemischen Vorbehandlung der Kapillaren und zur Reinigung der

Hochspannungs- und Elektrodenkontakte entwickelt werden.

4) Zur Steigerung der Oberflichenladung in den Kapillaren sollten entsprechende
Funktionalisierungen getestet und ihre Ubertragbarkeit in die Messapparatur iiberpriift

werden.

5) Auf Basis der elektrokinetischen Injektion sollten geeignete Methoden zur Probenaufgabe
in den Mikrochip erarbeitet werden. Unter Berlicksichtigung der Kanalgeometrie waren
Verfahren der ,,pinched“-Injektion so zu modifizieren, dass eine hohe Trenneffizienz und

Auflosung des Systems vorliegt.
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6) Fiir die amperometrische Detektion der Polyphenole waren zahlreiche Messparameter zur

Beurteilung der Trenneffizienz eines kapillarelektrophoretischen Systems zu ermitteln.

7) Im Rahmen der Integration von Biokomponenten in das elektrophoretische Trennsystem
war es erforderlich, Goldprismen mit unterschiedlichen biosensitiven Schichten zu versehen.
Diese sollten als Modellsysteme fiir eine spdtere Immobilisierung auf einer Goldelektrode
dienen. Daher wurden zunichst Immobilisierungsprotokolle erarbeitet, mit deren Hilfe es
moglich ist, Biomolekiile, wie beispielsweise Antikorper, auf einem Trager zu binden. Zum
Teil konnte dabei auf Beschichtungsstrategien zuriickgegriffen werden, die bereits fiir

Goldoberflachen vorlagen.

8) Die Uberpriifung der Funktionalitit immobilisierter Enzyme sollte photometrisch mit Hilfe
geeigneter Substrate erfolgen. Dabei wurde zunidchst die erfolgreiche Immobilisierung durch
SPR-Messungen iiberpriift. Fiir den anschlieBenden Ubertrag in ein Photometer waren

geeignete Protokolle anzufertigen.
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I1. Grundlagen

ILI.1. n-TAS (Mikrototalanalysensysteme)

Kapillarelektrophoretische Systeme im Mikrochipformat erlangen in zunehmendem Maf3e als
effiziente Trenntechnik an Bedeutung [Jacobson et al., 1994 und Woolley et al., 1994]. Durch
die Entwicklung von Mikrototalanalysesystemen (UTAS) bzw. ,Lab-on-a-chip“-
Anwendungen ist heutzutage die Herstellung kleiner, portabler und hochintegrierter Gerite
auf Basis der Kapillarelektrophorese moglich, die sich durch geringe Probenvolumina, kurze
Analysezeiten und kostengiinstigere Herstellung auszeichnen [Manz et al., 1992]. Derartige
Systeme werden hdufig auf Silizium-, Glas-, oder Polymerbasis hergestellt. Als alternatives
Material fiir diese Applikationen scheint LTCC (low temperature co-fired ceramic) geeignet
zu sein. Innerhalb dieser Untersuchungen sollte der LTCC-Multilayer so strukturiert werden,
dass ein ,,Lab-on-a-Chip“-System mit integrierter Probenvorbereitung, Kapillarelektrophorese

und elektrochemischer Detektion sowie allen bendtigten Elektroden und Kontakten entstand.

I1.2. Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis, CE)

Die Elektrophorese ist eine der am meisten verbreiteten Trenntechniken. Fiir die Entwicklung
zahlreicher elektrophoretischer ~Trennmethoden waren die theoretischen Grund-
lagenforschungen von Kohlrausch [1897] vor mehr als 100 Jahren ausschlaggebend. Die
Anfang der achtziger Jahre beginnende Miniaturisierung fiihrte zur Entwicklung einer
Variante der CE: Der Elektrophorese auf Mikrochips [Manz et al., 1992]. Die Analyte werden
am Ende eines Trennkanals entweder optisch (beispielsweise LIF) oder, wie in dieser Arbeit,

elektrochemisch (Amperometrie) detektiert.

I1.2.1. Prinzip der Kapillarelektrophorese

Die Kapillarelektrophorese ist ein Trennverfahren, bei der Ionen auf Grund ihrer Ladung und
GroBe in einem elektrischen Feld getrennt werden. Die Trennung erfolgt tragerfrei in einer
Kapillare mit einem Innendurchmesser von < 150 pm. Als Trennmedium werden
tiblicherweise wissrige Puffersysteme eingesetzt, um den Stromtransport zu gewihrleisten
und den pH-Wert konstant zu halten. Phosphat- und Citratpuffer bei saurem pH sowie TRIS-
und Boratpuffer bei basischem pH sind hiufig eingesetzte Elektrolyte. Die Pufferkapazitit am
gewiinschten pH-Wert ist entscheidend fiir die Pufferwahl. Durch Zugabe von Pufferadditiven



10 Grundlagen

sind unterschiedliche Trennverfahren moglich, die bei den einzelnen Trennmethoden (siche

Kapitel I1.2.2.) genauer beschrieben werden.

Um die fiir die CE ndtige hohe Feldstirke zu liefern, ist eine bis zu 30 kV regelbare
Gleichspannungsquelle erforderlich, deren beide Pole in zwei Pufferreservoire eintauchen.
Die beiden Pufferreservoire sind durch eine Trennkapillare miteinander verbunden (Abb. 3).
Der hohe elektrische Widerstand der Kapillare macht ein Arbeiten bei sehr hohen Feldstirken
moglich. Die Probeninjektion kann hydrodynamisch (durch Anlegen von Druck oder
Vakuum), hydrostatisch (mittels Schwerkraft durch Hohenunterschied der Kapillarenden)
oder elektrokinetisch (durch Anlegen einer Spannung) erfolgen. An dem der Injektionsseite
gegeniiberliegenden Ende der Kapillare ist ein Detektor angebracht. Moderne CE-Geriéte sind

zusitzlich mit Probengeber, Injektionssystem und Thermoregulator ausgestattet.

Detektor

Elektrode Kapillare
v
Probe
/\j“
a Computer
i%
Puffer

|
|

Hochspannungsquelle

Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Kapillarelektrophorese.

I1.2.2. Methoden der Kapillarelektrophorese
Die verschiedenen Trenntechniken der Kapillarelektrophorese (Tab. 2) unterscheiden sich
hinsichtlich der Pufferzusammensetzung, ihrer Anordnung und der substanzspezifischen

Eigenschaften, die fiir die Trennung ausschlaggebend sind.



Grundlagen

11

Trenntechnik

Applikation

Trennung nach

Kapillarzonenelektrophorese

Ionen, Peptide, Proteine

Grofe, Ladung (Mobilitét)

Isotachophorese Ionen, Proteine Grofe, Ladung (Mobilitét)

Kapillaraffinitatselektrophorese | Protein-Ligand-Wechselwirkung  |Grof3e, Ladung (Mobilitét),
Wechselwirkung

Micellarelektrokinetische Neutrale Teilchen, Aminosduren |Polaritit

Chromatographie

Kapillargelelektrophorese Proteine, DNA Grofle

Isoelektrische Fokussierung Proteine Ladung (isoelektrischer
Punkt)

Chirale Kapillarelektrophorese Ionen, Peptide, Proteine Enantiomeren, Ladung

Tabelle 2: Trennprinzipien der CE.

Kapillarzonenelektrophorese (CZE)

Bei der in dieser Arbeit eingesetzten Kapillarzonenelektrophorese ist die gesamte Kapillare
mit einem einheitlichen Elektrolytsystem befiillt, um Stromtransport, einheitliche Feldstirke
und konstanten pH-Wert zu gewéhrleisten. Die Analytionen wandern mit einer ihrer Mobilitét
entsprechenden Geschwindigkeit und werden bei entsprechenden Mobilitdtsunterschieden in
Zonen getrennt (Abb. 4). Die Zonen wandern mit unterschiedlicher Geschwindigkeit durch
die Kapillare und sind im Optimalfall voneinander durch die Elektrolytlosung getrennt

[Engelhardt et al., 1994].
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Abbildung 4: Prinzip der Kapillarzonenelektrophorese.

Isotachophorese (ITP)

Die Isotachophorese verwendet ein diskontinuierliches Puffersystem aus einem Leit- und
einem Endelektrolyten, das die injizierte Probe umgibt (Abb. 5) [Everaerts et al., 1967]. Da
sich die Mobilititen von Leitelektrolyt (hochste Mobilitdt), Probe und Endelektrolyt

(niedrigste Mobilitéit) unterscheiden, bildet sich beim Anlegen eines konstanten Stroms unter
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Einhaltung des Ohmschen Gesetzes ein Feldstirkegradient aus. Da sich die Analyten in
hintereinander liegenden Zonen und nicht in getrennte Peaks anordnen, kdnnen sich Probleme

bei der Detektion ergeben.

=0 t="t
g ANO A 2 g A OO 2
g8l |oU 2 g ADlo| |2
<| tg AP g < AlOjO[+ |3
- ) )
‘ Probenzone ‘ ‘ ‘
Endelektrolyt  Leitelektrolyt Endelektrolyt  Leitelektrolyt

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Isotachophorese. Die Probeionen werden an der
Grenzfliche zwischen Leit- und Endelektrolyt aufgebracht. Nach einer Zeit t” sind die Proben
voneinander getrennt und bilden ihre eigene Zone, in der eine ihrer Mobilitdt entsprechenden
Feldstérke herrscht.

Kapillaraffinititselektrophorese (CAE)

Die Kapillaraffinititselektrophorese wird zur Untersuchung von Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen eingesetzt. Diese Wechselwirkungen fiihren zur Mobilitdtsunterschieden
zwischen Protein und dem gebildeten Komplex, wenn der Ligand eine Ladung triagt oder sich

das Molekulargewicht des Komplexes von dem des Liganden wesentlich unterscheidet.

Micellarelektrokinetische Kapillarchromatographie (MEKC)

Die  micellarelektrokinetische  Kapillarchromatographie, eine  Hybridtechnik  aus
Elektrophorese und Chromatographie, erlaubt die Detektion elektrisch neutraler Teilchen
[Terabe et al., 1984]. Durch Zugabe von Detergenzien bildet sich im Puffer eine “pseudo-
stationdre Phase aus geladenen Micellen aus. Dies fiihrt zur Trennung neutraler Analyte
entsprechend ihrer Verteilungsgleichgewichte zwischen Micellen und wéssriger Phase
[Terabe, 1989]. Als Detergenzien werden anionische, kationische und nichtionische Tenside

verwendet, wobei Natriumdodecylsulfat (SDS) am haufigsten eingesetzt wird (Abb. 6).
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Abbildung 6: Schematisches Darstellung des Funktionsprinzips der micellarelektrokinetischen
Kapillarchromatographie.

Kapillargelelektrophorese (CGE)

Der Unterschied zwischen Ladung und Masse ist bei gro3en, geladenen Molekiilen wie z.B.
Proteinen, zu gering, weshalb man eine Trennung nicht mit der CZE durchfiihrt, sondern mit
der Kapillargelelektrophorese. Die CGE ist besonders fiir die Analyse von Biomolekiilen wie
Proteine und DNA geeignet. Dazu werden verschiedene Polymere verwendet. Diese konnen
als physikalisches Gel l6slicher, linearer Polymere Verwendung finden oder fest in der
Kapillare fixiert (Quervernetzer) sein. Als quervernetzendes Gel verwendet man
Polyacrylamid. Agarose, Dextrane und Polyethylenglykol (PEG) finden als lineare Polymere
Verwendung [Lottspeich und Zorbas, 1998].

Isoelektrischen Fokussierung (IF)

Ampholyte werden bei der Isoelektrischen Fokussierung entlang eines pH-Gradienten
getrennt (Abb. 7). Dabei wird eine Kapillare mit einem Gemisch aus Ampholyt und Probe
befiillt. Nach anlegen eines elektrischen Feldes kommt es zur Ausbildung eines pH-
Gradienten, da die Ampholyte des Puffers entsprechend ihres pl (isoelektrischer Punkt)
wandern. Die Probenbestandteile, die selbst Ampholyte sind, wandern entlang dieses pH-

Probe

Gradienten und werden an der Stelle pl = pH fokussiert. Durch Druck-, Spannung-, oder

chemische Mobilisierung erfolgt die Bewegung der Probe zum Detektor.
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Abbildung 7: Prinzip der isoelektrischen Fokussierung.

Chirale Kapillarelektrophorese (CCE)

Im Zuge zunehmender Verwendung chiraler Verbindungen ist die chirale
Kapillarelektrophorese von besonderer Bedeutung. Durch eine chirale ,,pseudo-stationére*
Phase wird ein stereoselektives Umfeld geschaffen, so dass bei Wechselwirkungen mit den
enantiomeren Probenbestandteilen ein diastereomerer Komplex entsteht. Eine Trennung der
chiralen Probenbestandteile ist dann mdglich, wenn die diastereomeren Komplexe entweder
unterschiedliche Mobilititen oder Stabilitdtskonstanten aufweisen. Cyclodextrine (cyclische
Verbindungen aus 6-8 D-Glucose-Einheiten) oder chirale Micellenbildner wie Cholsduren

dienen als pseudostationére Phase.

Cyclodextrin
/

Ong el
VMicelle
é V\ ‘ P
VAL

 —— Elektroosmotischer
Fluss

Abbildung 8: Prinzip der chiralen MEKC. Das schwicher mit Cyclodextrin interagierende
Enantiomer eines ungeladenen, chiralen Analyten (hier AL) hat eine  hohere
Aufenthaltswahrscheinlichkeit in der Micelle und damit eine hohere effektive Mobilitit. Cyclodextrin
ist ebenfalls neutral und wird nur durch den EOF transportiert. Das bevorzugt mit Cyclodextrin
komplexierte Enantiomer (hier AD) erhélt dadurch eine geringere Mobilitdt [Lottspeich und Zorbas,
1998].
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I1.2.3. Theorie der Kapillarelektrophorese

Ionenwanderung im elektrischen Feld

Die elektrophoretische Beweglichkeit (Mobilitit) ist eine substanzspezifische Grofle, welche
die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld bestimmt und somit fiir die Trennung
entscheidend ist.

Eine geladene Komponente i, die sich in einer Losung befindet, wird durch Anlegen eines
homogenen elektrischen Feldes an die Losung beschleunigt. Unter der Annahme, dass keine
interionischen Wechselwirkungen auftreten, ldsst sich die beschleunigende Kraft F. durch

Gleichung 1 beschreiben:

Fo=zi*ep*Emitg =z * ¢

E: elektrische Feldstirke [V * cm™] eo: Elementarladung [1,602 * 10°C]
z;: Ladungszahl der Komponente i C: elektrische Ladung

Gleichung 1: Berechnung der elektrischen Kraft F..

In einer wissrigen Losung wirkt dieser elektrischen Kraft F. die Reibungskraft Fr (Gleichung
2) entgegen.
Fr=k*n*vmitf.=k*n

k: Konstante [cm] 1: Newtonsche Viskositit der Losung [Pa * s]
vi: Wanderungsgeschwindigkeit der Komponente i [cm * s7']

Gleichung 2: Berechnung der Reibungskraft Fr.

Die konstante Geschwindigkeit des Teilchens im elektrischen Feld ermittelt sich nach

Gleichung 3:

Fo=Fpqg*E=f.*viD>vi=¢qg* = u * E mit u = Mobilitdt

E
/.
p1: Mobilitit [em? * 5] E: elektrische Feldstirke [V * cm™]

Gleichung 3: Berechnung der elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit.
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Abbildung 9 zeigt eine schematische Trennung von zwei Komponenten mit Hilfe der CZE.

Signal
A
Probe 1
Probe 2
Abbildung 9: Schematische
Darstellung  einer  kapillarelektro-
phoretischen Trennung. t: Wander-
[ . N "> ungsgeschwindigkeit der  Proben-
" W, zeit komponenten, w: Peakbreite der
. Proben
1

Die Nettogeschwindigkeit einer Probe ist die Summe aus der elektrophoretischen und der
elektroosmotischen Geschwindigkeit. Durch Anlegen einer Spannung erfolgt eine Trennung
auf Grund verschiedener Wanderungsgeschwindigkeiten der Probe im Puffer. Dabei wandern
die durch das elektrische Feld beschleunigten Ionen mit einer Mobilitdit pr, die nach

Gleichung 4 berechnet wird:

L, L
ﬂTZ% PE=Ly*—=*U

Les: Trennlédnge [cm] Lges: gesamte Kapillarlédnge [cm] t: Wanderungszeit [s]
E: Feldstirke [V * cm™] U:  Spannung [V]

Gleichung 4: Berechnung der lonenmobilitét in einem elektrischen Feld.

Es ist wichtig, zwischen der gesamten Kapillarlinge (Lges) und der Trennlinge (Letr) zu
unterscheiden, da das elektrische Feld tiber die Gesamtlidnge abfillt, die Proben aber nur die

effektive Trennstrecke in der Migrationszeit durchwandern [Engelhardt et al., 1994].

Die Mobilitdt ist eine substanzspezifische GroBe und stellt den Proportionalitdtsfaktor
zwischen Wanderungsgeschwindigkeit und Feldstirke dar. Die Wanderungsgeschwindigkeit
eines lons ist proportional zur elektrischen Feldstirke. Nach dem Stokesschen Gesetz
entspricht die Konstante k filir sphérische Partikel 6mr. Fiir nichtsphérische Partikel ist der
numerische Wert kleiner als 6. Nur fiir kleine kugelférmige Teilchen gilt das Stokessche

Gesetz.
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Die elektrophoretische Mobilitdt p., wird nach Gleichung 5 berechnet:

e v,
f. or*r*n FE
eo: Elementarladung [1,602 * 107°C] 1: Newtonsche Viskositit der Losung [Pa * s]
E: elektrische Feldstirke [V * cm™] Hep: elektrophoretische Mobilitét [em® * V' * g1
z;: Ladungszahl der Komponente i r: Stokes-Radius des Teilchens (Radius des hydratisierten lons) [cm]

Gleichung 5: Ermittlung der Mobilitdt kugelférmiger Teilchen.

Gleichung 5 zeigt, dass kleine, hoch geladene lonen eine hohe Mobilitdt besitzen, wihrend
grof3e Tonen mit geringer Ladung niedrigere Mobilitdten aufweisen. Kationen haben positive
und Anionen negative Mobilitdten. Zudem wird ersichtlich, dass neben der elektrischen
Feldstirke Ladung und Radius des hydratisierten Molekiils sowie die Viskositit des
verwendeten Puffers wichtige Einflussfaktoren sind [Lottspeich und Zorbas, 1998].

Fiir nicht kugelférmige Teilchen ergibt sich ein Zusammenhang zwischen Molekulargewicht

(M) und Mobilitdt p durch Gleichung 6:

U= q2 mitg =z; * e
e
eo: Elementarladung [1,602 * 107°C] z;: Ladungszahl der Komponente i

Gleichung 6: Ermittlung der Mobilitdt nicht-kugelférmiger Teilchen.

In unendlich verdiinnten Losungen gewinnen zwei weitere Krifte, die auf ein geladenes
Teilchen einwirken, an Bedeutung. Dieses sind die durch die Ionenatmosphire
hervorgerufene Relaxationskraft und die Retardationskraft. Nach der Debye-Hiickel-Theorie
ist jedes Teilchen von einer Ionenatmosphire entgegengesetzter Ladung umgeben, deren
Radius von der lonenstirke abhingt [Lottspeich und Zorbas, 1998]. Die Kraft, die das
elektrische Feld auf die Ionen der lonenatmosphire ausiibt, wird auf die Molekiile des
Losungsmittels iibertragen. Dadurch wandert das Zentralion durch eine Ldsung, die in
Gegenrichtung flieBt und somit nicht durch eine stationdre Fliissigkeit. Dieser
Retardationseffekt bewirkt eine Verringerung der Geschwindigkeit des Zentralteilchens. Als

Relaxationseffekt bezeichnet man einen Prozess, bei dem durch Anlegen eines elektrischen
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Feldes die Ionenwolke dem Zentralion hinterherlduft und so eine abbremsende elektrische
Kraft ausiibt (Abb. 10).

Aufgrund dieser beiden Effekte nimmt die Mobilitdt mit zunehmender Ionenstérke ab.

Abbildung 10: Auf ein geladenes, hydratisiertes Teilchen einwirkende beschleunigende und
bremsende Kréfte in einem elektrischen Feld (F.: Beschleunigungskraft, Fg.: Reibungskraft, F:
Retardationskraft, F..;: Relaxationskraft).

Fiir die Wanderungsgeschwindigkeit schwacher Sdauren und Basen ist nicht die Mobilitdt des
vollstindig dissoziierten Teilchens maligebend, sondern die effektive Mobilitit ueg nach

Gleichung 7:

Uer = 2o *u
i

o Dissoziationsgrad (Verhiltnis zwischen Kation und Anion zur Gesamtkonzentration des Elektrolyten)
u: lonenmobilitdt

Gleichung 7: Effektive Mobilitit.

Dies hat zur Folge, dass bei schwachen Sduren und Basen (z.B. Peptide und Proteine) die
Wanderungsgeschwindigkeit und damit die Auflésung liber den pH-Wert des Elektrolyten
optimiert werden kann.

Alle ionischen Bestandteile des Elektrolyten tragen zum Ladungstransport und somit zum
Strom bei [Kohlrausch, 1897]. Die Stromdichte J ist proportional zu den Konzentrationen,
den Ladungen und den Mobilititen der verschiedenen Ionen [Engelhardt et al., 1994]. Die
Stromdichte, also der elektrische Strom I, der durch die Einheitsfliche Sg transportiert wird,

ist durch das Ohmsche Gesetz mit der Feldstdrke E verbunden (Gleichung 8):
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J= =F*k

1
Sk
«: spezifische Leitfihigkeit [S * cm™] E: elektrische Feldstirke [V * cm™]

Gleichung 8: Berechnung der Stromdichte.

Die spezifische Leitfdhigkeit « einer Elektrolytlosung ergibt sich aus den effektiven
Mobilititen aller in Losung befindlicher Teilchen (Gleichung 9):

k=F*)c *u * |Zi|
F: Faraday-Konstante [96485 C * mol']  c: Konzentration der einzelnen Komponenten [mol]

u: Tonenmobilitit [cm * s7'] z: Ladungszahl

Gleichung 9: Spezifische Leitfahigkeit.

Da wihrend einer elektrophoretischen Trennung durch den elektrischen Stromfluss Joulesche

Wirme erzeugt wird, gilt fiir die pro Volumeneinheit erzeugte Warme Q (Gleichung 10):

Q=E*A*c*0

Q: Wirmeentwicklung pro Einheitsvolumen [W * cm™] c: molare Konzentration des Elektrolyten [mol]
A: molare Leitfihigkeit [S * cm® * mol™] E: elektrische Feldstirke [V * cm™]
0: totale Pordsitit des Mediums (= 1 fiir eine offene Kapillare)

Gleichung 10: Berechnung der Jouleschen Wirme.

Fiir A gilt:
x *1000
A = —_—
c*z*n
«: spezifische Leitfahigkeit [S * cm™] z: Ladungszahl
c: Konzentration der einzelnen Komponenten [mol] n: Zahl der Kationen bzw. Anionen

Gleichung 11: Aquivalentleitfihigkeit der Elektrolytlosung.

Uber die Winde oder Seiten des Systems erfolgt die Wirmeabfuhr. Dadurch entsteht ein
Temperaturgradient, der bei triagerfreien Elektrophoresen zu einer konvektiven

Durchmischung fiihrt. Um diese Temperaturdifferenz moglichst gering zu halten, sollten
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geringe Kapillarinnendurchmesser verwendet werden. Ebenso sind Materialen mit einer guten

Wirmeleitfahigkeit und einer geringen Wanddicke von Vorteil.

Elektroosmotischer Fluss (EOF)

Die Elektroosmose, einer der ersten entdeckten elektrokinetischen Effekte, tritt bei allen
elektrophoretischen Trennprozessen auf. Somit hidngt die elektrophoretische Mobilitét p., der
Proben, die in diese Arbeit mittels Kapillarelektrophorese getestet wurden, neben der
elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit auch vom elektroosmotischen Fluss ab.

Sie ldsst sich beschreiben als die Bewegung einer Fliissigkeit relativ zu einer geladenen

Oberflache unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes (Abb. 11) [Kuhn, 1995].

Kapillarwand
gg?} 8 g % % g % } starre Schicht (Helmholtz-Schicht)
@ @

@
@ e @ ® @ diffuse Schicht
@ @ (Gouy-Chapman-Schicht)
Anode EOF Kathode

P cclsctciedicet

Abbildung 11: Ausbildung des elektroosmotischen Flusses an einer negativ geladenen Innenwand
einer Kapillare.

Da der EOF auch die effektiven Mobilitdten der geladenen Probenbestandteile beeinflusst,

tiberlagern sich die Geschwindigkeitsvektoren von Elektrophorese und Elektroosmose (Tab.

3).

Probenbestandteil Nettomobilitit [p,.|
Kationen Mot = Heof T Mep Gleichung 13
Anionen Hnet = Meof = Mep Gleichung 14
Neutralteilchen Hnet = Hep Gleichung 15

Heof: €lektroosmotische Mobilitdt pep: elektrophoretische Mobilitit

Tabelle 3: Nettomobilitdt von Probenbestandteilen.
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Von der Beschaffenheit der Kapillaroberfliche und der Pufferzusammensetzung hiangt die
GroBe und die Richtung des EOF ab. Geht man von deprotonierten Silanolgruppen aus, die an
der Kapillarinnenwand mit den Kationen der Pufferlosung in Wechselwirkung stehen, erfolgt
durch den Aufbau einer elektrochemischen Doppelschicht ein Ladungsausgleich (Abb. 11).
Diese Doppelschicht besteht aus einer starren Schicht (Helmholtz- oder Stern-Schicht) und
einer diffusen Schicht (Gouy-Chapman- oder Debye-Hiickel-Schicht). Durch Anlegen eines
elektrischen Feldes wandern die Kationen in Richtung Kathode. Da diese auch eine
Hydrathiille aufweisen, bewegen sich auch die Wassermolekiile, welche die Kationen
umgeben, in Richtung Kathode. Die Wassermolekiile bilden untereinander
Wasserstoftbriickenbindungen aus und sind auf Grund ihrer hohen Dielektrizititskonstanten
gewohnlich positiv polarisiert gegeniiber der Kapillaroberfliche. Daher bewegt sich letzten
Endes die gesamte Pufferlosung zur Kathode. Somit ist es durch den EOF moglich, in einem

Experiment Kationen und Anionen gleichzeitig zu detektieren (Abb. 12)

Detektor
@_ _____ _>. ................. t
£ _> ................... :

-_— > >
Nettogeschwindigkeit elektrophoretische Mobilitat  elektroosmotische Mobilitét

Abbildung 12: Vergleich elektrophoretischer und elektroosmotischer Mobilitdten bei unterschiedlich
geladenen Teilchen.

Durch Reibungskrifte an der Grenzfliche zwischen Kapillarwand und Fliissigkeit kommt es
in  druckbetriebenen Systemen (z.B. HPLC) durch Druckabfall entlang des
Kapillarquerschnitts zu einem laminaren FlieBprofil. In Systemen, bei denen der
Fliissigkeitstransport durch Elektroosmose verursacht wird, kommt es zur Ausbildung eines
flachen FlieBprofils (Abb. 13).

Auf Grund einer konstanten Flussrate trdgt der EOF, anders als bei einem hydrodynamischen
Fluss, nicht zur Peakverbreiterung bei. Deshalb konnen auch bei hohen EOF-Werten

Trennungen durchgefiihrt werden.
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Kapillarwand

|

Abbildung 13: Stromungsprofil bei hydrodynamischem (oben) und elektroosmotischem
Fluss (unten).

Nahe der Doppelschicht im Bereich der Kapillarwand geht der Geschwindigkeitsvektor der
Fliissigkeit gegen null. Die Geschwindigkeit des elektroosmotischen Flusses ist proportional
zum elektrischen Feld und iiber Gleichung 15 definiert:

Veof = Ueof *E

Leot: elektroosmotische Mobilitit [em® * V™! *s7] E: elektrische Feldstirke [V * cm™]

Gleichung 15: Berechnung der elektroosmotischen Geschwindigkeit.

Die elektroosmotische Mobilitdt hingt vom Zeta-Potential £ der Kapillaroberflache, der

Dielektrizitdtskonstanten € und der Viskositdt 1 der Losung ab (Gleichung 16):

— g * 80 * gr
Heof 4*z*p
C: Zeta-Potential [V] &: absolute Dielektrizititskonstante [8,854 * 107> C/V * m]
g relative Dielektrizititskonstante n: dynamische Viskositdt des Puffers [Pa * s]

Gleichung 16: Berechnung der elektroosmotischen Mobilitét.

Obwohl der EOF selbst nicht zur Trennung der Probensubstanzen beitridgt, kann man durch
gezielte Verdnderung der elektroosmotischen Mobilitdt eine Verbesserung der Trenneffizienz

erreichen (Tab. 4) [Kuhn, 1995].
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Parameter Einfluss auf den EOF Bemerkungen
Elektrische Feldstérke proportional zum EOF Effizienz steigt bei Erh6hung
Temperatur EOF steigt um ca. 2%/K durch Temperaturerhohung kann die
Anderung der Viskositit Auflosung verhindern
pH-Wert EOF klein bei niedrigem pH, ab pH 7-8 |groBer Einfluss auf die

Selektivitét des Systems

Ionenstirke des Puffers

reziprok zum Zeta-Potential und zum
EOQF, groBere Ionenstérke fiihrt zur

vielfaltiger Einfluss auf das
Trennsystem: Joulesche Warme,

Abnahme des EOF Adsorption, Peakform
Organische Losungsmittel | Verénderung des Zeta-Potentials vielfiltiger Einfluss
Tensidzusitze unterhalb der Kationische Tenside: Abnahme

Micellenbildungskonzentration oder Umkehr des EOF

Adsorption an Kapillaroberflache

Anionische Tenside: Erhdhung
des EOF

neutrale, hydrophobe erniedrigt den EOF durch Abschirmung |adsorbieren an der
Polymere der Oberfldchenladungen Kapillaroberfldche
Kapillar-Coating kovalente Beschichtung an der Vielzahl von EOF-
Kapillaroberfldche Modifikationen moglich
radial elektrisches Feld Verdnderung des EOF begrenzt einsetzbar

Tabelle 4: Moglichkeiten zur Kontrolle des elektroosmotischen Flusses [Kuhn, 1995].

Zeta-Potential

Die Oberfliche der Kapillar-Innenwandung ist verantwortlich fiir das Zeta-Potential. Die am

hiufigsten verwendeten Kapillaren bei der CE sind aus fused-silica, an deren Oberfliche

Silanolgruppen vorliegen. Diese Silanolgruppen sind in Abhédngigkeit vom pH-Wert mehr

oder weniger stark dissoziiert (pKs = 2) [Beckmann, 1991]. Dadurch steigt mit zunehmendem

pH die Oberflichenladung und somit das Zeta-Potential. Bei pH 7-8 sind alle Silanolgruppen

vollstindig dissoziiert und das Zeta-Potential bleibt konstant.

Es besteht zwischen den geladenen Teilchen der Fliissigkeit und der geladenen Oberflache

eine elektrische Potentialdifferenz AW (Abb. 14). Dieses Oberfldchenpotential ist abhingig

von der geladenen Oberfliche und der Dicke der Doppelschicht. In der Helmholtz-Schicht

nimmt das Potential ¢ linear mit zunehmendem Abstand von der Kapillarwand ab. In der

diffusen Gouy-Chapman-Schicht nimmt das Zeta-Potential exponentiell ab.
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Potential
A
Y14 : Helmholtz-Schicht
I
i I Scherflache
I
I I |
I -
I ¢
: Gouy-Chapman- Losung

1 Schicht I
I ,

| -

Abstand zur Kapillarwand

Abbildung 14: Potentialverlauf in Abhéngigkeit des Abstandes zur Kapillarwand.

Das Zeta-Potential ist definiert durch Gleichung 17:

4*r*e*d
é/: —
&
e: Ladungsdichte der Oberfliche [C * cm™] d: Dicke der diffusen Grenzschicht [cm]

&: Dielektrizititskonstante des Elektrolyten [8,854 * 1012 C ¥V * m™!]

Gleichung 17: Ermittlung des Zeta-Potentials C.

Analytische Parameter
Zur Beschreibung der Leistungsfahigkeit der kapillarelektrophoretischen Trennung auf
LTCC-Keramikchips werden die gleichen grundlegenden analytischen Parameter

herangezogen, wie sie fiir die Chromatographie bekannt sind:

Migrationszeit
Effizienz
Selektivitit

Auflésung
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Migrationszeit

Wie bereits erwihnt, setzt sich die Nettogeschwindigkeit einer Komponente aus der
eigentlichen elektrophoretischen =~ Wanderungsgeschwindigkeit des Ions und der
Geschwindigkeit des elektroosmotischen Flusses zusammen.

Die effektive elektrophoretische Mobilitit per des Analyten ldsst sich nach Gleichung 18

berechnen:

Lges Lges
pep =L * == *V=Leg * ——*V
eof

t: Migrationszeit des Analyten [s] L effektive Kapillarlange zum Detektor [cm]
Leges: Gesamtlénge der Kapillare [cm] V: angelegtes Potential [V]
toof: Migrationszeit des EOF[s]

Gleichung 18: Berechnung der effektiven elektrophoretischen Mobilitit.

Effizienz
Die Effizienz eines elektrophoretischen Systems lésst sich durch die theoretische Bodenzahl

N erfassen (Gleichung 19):

2
N=16*(Lj
w

t: Wanderungszeit der Komponente [s] w: Peakbreite an der Basislinie [s]

Gleichung 19: Berechnung der Bodenzahl N (1. Moglichkeit).

Wenn der Peak ein Tailing zeigt und die Bestimmung der Peakbreite an der Basislinie
erschwert ist, dann ist es einfacher, die Anzahl der theoretischen Boden N direkt aus dem
Elektropherogramm zu ermitteln, indem man die Peakbreite w/2 bei halber Peakhdhe ermittelt

(Gleichung 20):

2

N=ss54% |-

Y2

w/2: Peakbreite auf halber Peakhohe [s]

Gleichung 20: Berechnung der Bodenzahl N (2. Moglichkeit).
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Der Hauptbeitrag fiir die Bandenverbreiterung in der Chromatographie in offenen Réhren
hingt vom Hagen-Poiseuilleschen Stromungsprofil ab. Das Stromungsprofil in der CE ist,
bedingt durch den EOF, stempelformig. Somit kann der Beitrag des Stromungsprofils zur
Bandenverbreiterung vernachlissigt werden.

Neben der Longitudinaldiffusion gibt es noch weitere Effekte, die zur Peakverbreiterung

beitragen:

- Wandadsorption der Proben

- Verfilschung des stempelformigen Flussprofils durch Temperatureffekte
- Uberlagerung des EOF mit einem Druckflussprofil

- zu lange Probenaufgabenzonen

- Mobilititsdifferenzen vom Puffer-Ion zu den zu analysierenden lonen

Selektivitdt

Die Fihigkeit eines Trennsystems, zwei Substanzen voneinander trennen zu kdnnen, wird
durch die Selektivitdt beschrieben. Sie ist umso grofer, je stirker die Unterschiede ihrer
elektrophoretischen Mobilititen sind. Der Trennfaktor a in der CE ist definiert als (Gleichung
21):

t;: Wanderungszeit der zuerst eluierten Komponente [s] t,: Wanderungszeit der zweiten Komponente [s]

Gleichung 21: Trennfaktor-Bestimmung.

Da definitionsgemal t, > t; ist, ist o immer > 1.
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Auflosung
Die Auflosung ® zweier Analyten kann aus den Elektropherogrammen nach Gleichung 19

berechnet werden:

*\/ﬁ* Ap

1
@ = —
4 A,uapp

N: Anzahl theoretischer Boden  p: elektrophoretischer Mobilitdtsunterschied der Ionen
Apapp: durchschnittlich beobachtete Bewegung der Ionen

Gleichung 19: Ermittlung der Auflésung.

Die Auflosung sinkt mit der Grof3e des elektroosmotischen Flusses, sofern alle Komponenten
die gleiche Ladung aufweisen. Theoretisch wird dann die hochste Auflosung erzielt, wenn der
Mittelwert der Analytmobilitdten durch die elektroosmotische Mobilitdt ausgeglichen wird.

Eine solche Trennung wiirde jedoch sehr viel Zeit in Anspruch nehmen.

Kapillare und Detektion

Die am haufigsten eingesetzten Kapillaren bestehen aus fused-silica (amorpher Quarz) und
werden flir spektroskopische Detektions-Methoden verwendet. Dabei werden UV-
Absorptions-Detektoren wegen ihres einfachen Aufbaus bevorzugt eingesetzt. Neben
mechanischen Anforderungen spielt ein geringer Innendurchmesser fiir eine effiziente
Wirmeableitung eine grofle Rolle. Heute sind Kapillaren bis 5 pm (Innendurchmesser)
technisch herstellbar. Die iiblicherweise verwendeten Kapillaren liegen im Bereich von
50-100 um und werden mittels zahlreicher Verfahren, wie z.B. Friasen, Stanzen oder Lasern,
hergestellt. Neben den zu Beginn hauptsidchlich verwendeten Glaschips finden immer mehr p-
TAS-Anwendungen z.B. auf Polycarbonat (PC), Polymethylmetacrylat (PMMA),
Polydimethylsiloxan (PDMS) (Abb. 15) oder, wie in dieser Arbeit, auf Keramik statt.
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Abbildung 15: Struktureller Aufbau von Polycarbonat, PMMA und PDMA.

Ein Nachteil von einigen Polymeren wie PMMA ist die nicht ausreichende Stabilitét

gegeniiber organischen Losungsmittel.

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber einige Detektionsmethoden in der CE und
threr Nachweisgrenzen [Kuhn, 1995]:

Detektionsmethode | dynamischer Bereich | Nachweisgrenze Bemerkung
[M] M]

UV-Absorption 10°%-107 10°%-107 universell einsetzbar,
geringe Empfindlichkeit

Fluoreszenz 108107 10 selektiv, empfindlich
Laser induzierte 102210 1072 selektiv, sehr empfindlich
Fluoreszenz (LIF)

Amperometrie 10%-107 107 beschrinkt auf

elektroaktive Analyten

Tabelle 5: CE-Detektionsmethoden und ihre Nachweisgrenzen.

Da der Kapillardurchmesser die maximale optische Wegldnge darstellt, werden bei optischen
Detektionssystemen besondere Anforderungen an die Optik, die Lichtfiilhrung und die
Photomultiplier gestellt, um eine ausreichende Empfindlichkeit zu erreichen.

In der Mikrochip-Elektrophorese wird wegen der sehr hohen Empfindlichkeit die
Fluoreszenzdetektion (LIF) bevorzugt eingesetzt. Die UV-Detektion ist nicht nur wegen der
niedrigen optischen Wellenldnge problematisch, auch die iiblicherweise verwendeten Chip-
Materialien absorbieren UV-Licht im niedrigen Wellenldngebereich und storen somit die
Detektion [Hobel, 2003].

Die besondere Form der amperometrischen Detektion wird im Kapitel ,,Amperometrie®

ausfiihrlich erldutert und soll hier nicht genauer beschrieben werden.
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Injektionsmethoden der CE

Fiir eine hohe Trenneffizienz in der CE muss das Injektionsvolumen gering sein, um keinen
signifikanten Beitrag zur Bandenverbreiterung zu leisten. Bei einem Gesamtvolumen in der
Kapillare von einigen Mikroliter darf die injizierte Probenmenge nur einige Nanoliter
betragen. Daher kommt der Probeninjektion eine zentrale Bedeutung zu. Die Injektion kann

auf zwei unterschiedliche Arten durchgefiihrt werden:

hydrodynamisch

elektrokinetisch

Werden bei der klassischen CE beide Injektionsmethoden eingesetzt, so findet bei der CE auf
Mikrochips ausschlieBlich die elektrokinetische Injektion Verwendung.

Hydrodynamische Injektion

Durch das kurzzeitige Anlegen einer Druckdifferenz zwischen den Kapillarenden erfolgt die
hydrodynamische Injektion. Dies wird folgendermaB3en durchgefiihrt:

Durch Anlegen von Druck auf der Einlassseite und Vakuum an der Detektionsseite oder
mittels Gravitationskraft durch Anheben der Einlassseite. Das Volumen, welches auf diese
Weise in die Kapillare injiziert wird, ist eine lineare Funktion der Druckdifferenz und der
Injektionszeit und kann nach dem Hagen-Poiseuilleschen-Gesetz berechnet werden

(Gleichung 23):

_ ApExErErt

Vinj -
% 59 %
8 77 L ges
Viyi: Injektionsvolumen [m’] Ap : Druckdifferenz [Pa] r: innerer Radius der Kapillare [m]
t: Injektionszeit [s] n: Viskositit [Pa * s] Lges: Gesamtlénge der Kapillare [m]

Gleichung 23: Hagen-Poiseuilleschen-Gesetz.

Nach Gleichung 23 ldsst sich das Injektionsvolumen {iber die Injektionszeit und/oder die

Druckdifferenz verandern.
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Elektrokinetische Injektion

Alternativ zur hydrodynamischen Injektion kann man durch Anlegen einer Hochspannung die
Probe elektrophoretisch und elektroosmotisch in die Kapillare transportieren. Die
elektrokinetische Injektion ist bei Mikrochip-CE die bevorzugte Injektionsmethode. Die bei
der puCE eingesetzten Chips sind in der Regel nur wenige cm’ groB. Die in dieser Arbeit

verwendeten Chips zeigen alle eine gemeinsame Grundform (Abb. 16):

Pufferreservoir

Probenreservoir Trennkanal

O
(") fi\\ \4 O

—»i : .
A *Elektrophoretische Trennung T
Y Sy
A \\\ \\
B
\\ \\
Probenabfall "+, N Pufferabfall

N S

Injektionskanal \

~

Trennun

N

(
W

|

Abbildung 16: Schematische Darstellung zur elektrophoretischen Trennung in einem Mikrochip.

An den Kapillarenden befinden sich vier Reservoire. Fiir Puffer und Probe gibt es jeweils ein
Einlass- und ein Auslassgefd3, welche als Zugangsoffnung dienen. Zur Injektion und der
nachfolgender Trennung in diesen mikrofluidischen Strukturen werden dann tiber Elektroden
unterschiedliche Potentiale an die Reservoire angelegt. Am Ende des Trennkanals erfolgt
dann die Detektion. Als Detektor konnen UV-, Fluoreszenz- oder amperometrische
Detektoren dienen. Alle Kanéle und alle Reservoire bis auf das zur Probeneingabe werden mit
der Elektrolytlosung befiillt. Das Probenreservoir wird mit der Probe befiillt. Durch Anlegen
geeigneter Potentiale an den Elektroden iiber den Injektionskanal wird die Probe in Richtung
Probenauslass transportiert. Uber diese angelegten Potentiale lassen sich zwei Moglichkeiten
der elektrokinetischen Injektion bei der Mikrochip-CE unterscheiden, die ,,pinched*-Injektion
und die ,,gated*“-Injektion [Jacobson et al., 1994].
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Pinched-Injektion

In Abbildung 17 ist schematisch der Injektions- und Trennverlauf bei einer pinched-Injektion
dargestellt. Die Probe stromt iiber Kanal 1 in Kanal 3. Damit die Probe nicht auch in die
Kandle 2 und 4 gelangt, werden dort durch elektrische Potentiale gegenldufige
Elektrolytstrome erzeugt. Somit wird die Probe im Injektionskreuz fokussiert. Durch
Umschaltung der elektrischen Felder wird das genau definierte Probenvolumen, was sich im
Kreuzungsbereich befindet, iiber Kanal 4 getrennt. Diese elektrischen Felder sind von ihrer

Stirke so gewihlt, dass von den Kandlen 1 und 3 keine weitere Probelosung in Kanal 4

gelangt.
Injektion Trennung
2 2
3 1 3 1
I J Abbildung 17: Schematische Darstellung der
pinched-Injektion. Die Pfeile zeigen die
Elektrolytstrome an. Die Zahlen kennzeichnen
Puffer- und Probenreservoire (1: Probeneinlass, 2:
4 4 Puffereinlass, 3: Probenauslass, 4: Pufferauslass).

Gated-Injektion
Bei der gated-Injektion (Abb. 18) sind durch Anderungen der Injektionszeit auch variable

Volumina injizierbar.

Beladung Injektion Trennung
2 2 2
3 1 3 1 3 1

Abbildung 18: Schematische Darstellung der gated-Injektion. Die Pfeile zeigen die Elektrolytstrome
an. Die Zahlen kennzeichnen Puffer- und Probenreservoire (1: Probenauslass, 2: Probeneinlass, 3:
Puffereinlass, 4: Pufferauslass).
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Die Probe stromt aus Kanal 2 in Kanal 1. Gleichzeitig stromt Pufferlosung von Kanal 3 in
Kanal 4 und wirkt wie ein Tor (gate), so dass keine Probeldsung in den Trennkanal 4
gelangen kann. Das elektrische Potential wird zur Injektion an Kanal 3 reduziert und die
Probe kann in den Trennkanal 4 stromen. Beim Trennvorgang wird der urspriingliche Zustand
der elektrischen Felder wieder hergestellt. Die dadurch wieder einsetzende Stromung aus
Kanal 3 schneidet die im Trennkanal befindliche Probenzone vom restlichen Probenstrom ab.
Durch Variation der Injektionszeit konnen unterschiedliche Probenmengen elektrophoretisch

getrennt werden.

Elektroanalytische Messtechniken

Die elektroanalytische Messtechnik ist ein wichtiges Teilgebiet der instrumentellen Analytik.
Diese elektrochemischen Analyseprinzipien beruhen auf Untersuchungen von Reaktionen, die
an oder zwischen Elektroden ablaufen. Die Methoden dienen im allgemeinen dazu, aus einer

elektrischen GroBe die Konzentration c eines Stoffes zu bestimmen (Gleichung 24):

c= /G E C &)
i: Stromstiarke  E: Potential C: Ladung k: Leitfahigkeit

Gleichung 24: Funktioneller Zusammenhang der Konzentrationsbestimmung elektroanalytischer
Methoden.

In einigen Fillen kommt als nicht-elektrische GroB3e die Zeit dazu. Die folgende Auflistung
gibt eine Ubersicht der heute angewandten Messtechniken, wobei im Zuge dieser Arbeit nur

auf die Amperometrie und Voltammetrie ausfiihrlicher eingegangen wird:

e Amperometrie

e Konduktometrie

e Potentiometrie

e Potentiometrische Stripping-Analyse
e Voltammetrie

e Voltametrische Titration
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11.2.4. Voltammetrie

Messprinzip

Voltammetrische Messtechniken sind dadurch gekennzeichnet, dass man den iiber eine
elektrochemische Zelle flieBenden Strom in Abhdngigkeit der angelegten Spannung registriert
[Haase, 2002]. Diese Strome entstehen durch elektrochemische Umsetzung von Analyten an
den Elektroden. Wird eine elektrochemisch aktive Substanz oxidiert oder reduziert, flieB3t ein
Strom, der in Abhéngigkeit der angelegten Spannung in Strom-Spannungs-Kurven
(Voltammogramme) oder in Strom-Zeit-Kurven (Elektropherogramme) bei der Amperometrie
aufgezeichnet wird.

Bei den in dieser Arbeit verwendeten LTCC-Keramikchips ist die Messelektrode
kathodenseitig positioniert, so dass eine Reduktion von Wasserstoffperoxid nach Gleichung

25 erfolgt:

2H202 +4e— 2H20 + 02 — 4 OH

Gleichung 25: Reduktion von Wasserstoffperoxid an einer Messelektrode.

Bei den hier verwendeten Edelmetall-Elektroden (Gold) sind Elektronen Triger des
Ladungstransports. Abgegebene Elektronen bewirken somit eine Reduktion des Analyten,
aufgenommene Elektronen eine Oxidation. Die an der Elektrodenoberflidche stattfindende

Reaktion ist eine Redoxreaktion und die Elektroden werden als Redoxelektroden bezeichnet.

Wenn sich die Elektrode im thermodynamischen Gleichgewicht mit ihrer Umgebung
befindet, dann gilt fiir eine an dieser Elektrode ablaufende Redoxreaktion eines Redoxpaares

mit Ox + z * ¢ — Red die folgende Gleichung:

*
E:E()+ R*T *In [Ox]
F*n [Red]
E: Gleichgewichtspotential [V] E,: Standardpotential [V]
R: ideale Gaskonstante [ 8,3145 J * mol™ * K] n: Zahl iibertragener Elektronen
F: Faraday-Konstante [96485 C * mol™] T: Temperatur [K]
[Ox]: Konzentration der oxidierten Form [mol] [Red]: Konzentration der reduzierten Form [mol]

Gleichung 26: Nernstsche Gleichung.
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Eine Reduktion der oxidierten Form an der Elektrode erreicht man durch Verdnderung des
Potentials in negativer Richtung. Dabei erfolgt die Abnahme des Potentials so lange in
negativer Richtung, bis die Oberflichenkonzentration des oxidierbaren Analyten auf Null
abgesunken ist. Den bei diesem heterogenen Elektronentransfer flieBenden Strom bezeichnet
man als Faradayschen Strom. Diesem ist durch Anderungen an der elektrischen
Doppelschicht (Kondensator) ein kapazitiver Storm {iberlagert. Messtechnisch ist eine
Trennung dieser beiden Strome nicht moglich. Fiir auswertbare Messungen sollte der
Faradaysche Strom im Vergleich zum kapazitiven Strom wesentlich groBer sein.

Eine Elektrode taucht in eine Elektrolytlosung mit dem Widerstand R und einer
Doppelschicht mit einer Kapazitit C. Kommt es zu einer sprunghaften Anderung des

Potentials E, registriert man einen zeitabhéngigen kapazitiven Strom (Gleichung 27):

ICZE * e—t/R*C
R

E: Potentialdnderung der Elektrode [V] t: Zeit [s]
R: Widerstand [Q] C: Doppelschichtkapazitit [A * s * cm™?]

Gleichung 27: Berechnung des kapazitiven Stroms I, an einer Elektrode.

Je kleiner der RC-Term ist, desto schneller nimmt der kapazitive Strom ab. Die kleinere
Elektrodenoberfliche bei Mikroelektroden wirkt sich dabei positiv auf das Detektionssignal
aus. Der Grund dafiir ist, dass die kapazitiven Strome proportional zur Elektrodenoberfliche
abnehmen, wihrend die Faradayschen Stréme nur proportional zum Elektrodenradius

abnehmen.
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Messanordnung
In der Regel arbeitet man bei der Voltammetrie mit einer Dreielektrodenanordnung aus

Arbeits-, Referenz-, und Gegenelektrode (Abbildung 19).

Potentiostat -

z

— Ruickkopplung

Arbeitselektrode
Referenzelektrode
—— Gegenelektrode

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Dreielektrodenanordnung bei voltammetrischen
Messungen.

Bei der potentiostatischen Messtechnik in der Voltammetrie dient die Referenzelektrode zur
Einstellung des Potentials der Arbeitselektrode auf den Sollwert. Da hierbei das Potential der
Arbeitselektrode sehr hochohmig gemessen wird, flieBt {iber die Referenzelektrode praktisch
kein Strom. Das angelegte Arbeitspotential liegt zwischen Arbeits- und Referenzelektrode.
Der Potentialsprung wird stromlos zwischen diesen gemessen. Auf Grund des ohmschen
Widerstandes des Elektrolyten kommt es an der Gegenelektrode zu einem ohmschen
Spannungsabfall. Dieser ist umso hoher, je groBer der Gesamtstrom (Faradayscher und
kapazitiver) und je geringer die Leitfahigkeit des Elektrolyten ist. Da dieser ohmsche
Spannungsabfall auch zwischen Arbeits- und Referenzelektrode auftritt und nicht von der
Elektronik kompensiert werden kann, positioniert man die Referenzelektrode moglichst nah
an die Arbeitselektrode.

Bei der Verwendung von Mikroelektroden flieBen wegen der sehr kleinen
Elektrodenoberfliche nur geringe Strome im Mikroampere- bis Picoamperebereich. Ohne
Polarisierung der strombelasteten Referenz-/Gegenelektrode kann die 2-Elektrodenanordnung
verwendet werden. Dies bedeutet, dass bei der 2-Elektrodenanordnung die Gegenelektrode

nicht unbedingt erforderlich ist.
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I1.2.5. Amperometrie

Wiéhrend man bei der Voltammetrie den Strom in Abhingigkeit einer sich @ndernden
Spannung misst, bleibt bei der Amperometrie sowohl die Spannung als auch das
Arbeitspotential konstant und man detektiert den durch die Phasengrenzflache
Elektrolyt/Elektrode flieBenden Diffusionsgrenzstrom. Die auch in dieser Arbeit angewandte
Amperometrie ist also ein elektrochemisches Messverfahren, dass auf der

Konzentrationsabhéngigkeit des Diffusionsgrenzstroms beruht.

Messprinzip

Eine amperometrische Messzelle besteht aus einem Elektrolyten, einer Arbeitselektrode
(Messelektrode) und einer Referenzelektrode (Gegenelektrode). Eine von auBlen angelegte
Gleichspannung bewirkt, dass die Arbeitselektrode polarisiert wird und praktisch kein Strom
flieBt [Haase, 2002]. Erst in Anwesenheit von Depolarisatoren (Analyt, Probe) flieit ein
konzentrationsabhingiger Grenzstrom. Nicht die gesamte Strom-Spannungs-Kurve wird
aufgenommen, sondern das Potential E, der Arbeitselektrode wird so gewihlt, dass es im
Diffusionsgrenzstromgebiet des zu untersuchenden Analyten liegt. Es muss eine
Arbeitselektrode gewidhlt werden, an der die Reaktion so schnell ablduft, dass nur noch der
Stofftransport aus der Losung zur Phasengrenze die Reaktionsgeschwindigkeit und somit
auch den iiber die Elektroden flieBenden Strom bestimmt [Haase, 2002].

Nach dem 1. Fickschen Gesetz gilt:

J_pxd
A dx
J/A: Stoffmengenstromdichte [mol * m™ * s D: Diffusionskoeffizient [m” * s

dc/dx: Konzentrationsgradient vor der Messelektrode [mol/m® * m™]

Gleichung 28: Berechnung 1. Ficksches Gesetz.

Wenn man annimmt, dass die Konzentration ¢ im Elektrolyten vor der Messelektrode in einer
Grenzschicht der Dicke 6 linear bis auf ¢ = 0 an der Oberfliche abfillt, ist dc/dx = ¢/
[Niebuhr und Lindner, 2002].
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Somit ergibt sich aus dem Faradayschen Gesetz (Gleichung 29)

[=z*F*]

z: Zahl der Elementarladung F: Faradaykonstante [96485 C * mol] J: Stofftransport [mol * s

Gleichung 29: Berechnung des Stroms nach dem Faradayschen Gesetz.

der Diffusionsgrenzstrom (Gleichung 30):

* Ik A% )%
]D:I’l FrA*D CmitID:k*£

o o
n: Anzahl ausgetauschter Elektronen F: Faradaykonstante [96485 C * mol ']
A: Fliche der Arbeitselektrode [m?] D: Diffusionskoeffizient [mol/m” *s]
c: Konzentration des Depolarisators [mol] d5: Diffusionsschichtdicke [m]
k: zusammengefasste Konstanten

Gleichung 30: Ermittlung des Diffusionsgrenzstroms.

Aus der Gleichung 30 ergibt sich, dass der Diffusionsgrenzstrom proportional zur

Konzentration des Depolarisators und umgekehrt proportional zur Diffusionsschichtdicke ist.

Da die Diffusionsschichtdicke aber im wesentlichen von den hydrodynamischen Bedingungen

bestimmt wird, muss die Stromung an der Arbeitselektrode sehr genau konstant gehalten

werden [Haase, 2002].
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Versuchsaufbau
Fiir eine potentiostatische Messung ist neben einem Hochspannungsnetzgerdt (HSPG) ein
Potentiostat zur Konstanthaltung des Arbeitspotentials nétig (Abb. 20).

Hochspannungsnetzgerat
4 § ] "

2 8 Bedieneinheit Potentiostat

Sensorkabel

JAY

F&/ Reservoire und Kapillare

(] > O

® Hochspannungskontakte O Arbeitselektrode © Referenzelektrode

Abbildung 20: Schematischer Aufbau einer amperometrischen Messanordnung bei nicht-
elektrokinetischer Beladung in dieser Arbeit.

Die Abbildung 20 zeigt eine 2-Elektrodenanordnung. Eine weitere Moglichkeit ist die
Messung mit einer 3-Elektrodenanordnung. Dazu wird eine Gegenelektrode in den
Reaktionsansatz eingebaut. Aufgabe dieser Gegenelektrode ist es, den fiir die
Durchtrittsreaktion nétige Spannung zwischen der Messelektrode und dem Elektrolyten
einzustellen. Der von der Messelektrode kommende Strom flieBt nur iiber die

Referenzelektrode, die Gegenelektrode bleibt stromlos.
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Amperometrische Methoden

Die Tabelle 6 gibt einen Uberblick iiber einige amperometrischen Messmethoden.

Methode Einsatzbeispiel
Flammen-Ionisations-Detektor Messung der Konzentration von Kohlenwasserstoften
in Luft oder anderen Gasen
Amperometrie mit Gassensitive Elektroden (z.B. Messung von Sauerstoff)
Festkorpernionenleitern

Messung mit fliissigen Elektrolyten  |Konzentrationsmessungen von Gasen

Tabelle 6: Amperometrische Messmethoden.

Amperometrische Sensoren

Unter amperometrischen  Sensoren  werden  Messzellen  verstanden, die fiir
Konzentrationsmessungen von kathodisch reduzierbaren oder anodisch oxidierbaren
chemischen Verbindungen verwendet werden. Amperometrische Sensoren fiir Losungen
lassen sich, ausgehend von der Beschaffenheit der Arbeitselektrode, in zwei Gruppen

einteilen:

e Sensoren mit freier Arbeitselektrode

e Sensoren mit membranbedeckter Arbeitselektrode

Sensoren mit freier Arbeitselektrode

Bei dieser Messanordnung steht die Arbeitselektrode in direktem Kontakt mit der Probe. Dies
hat zur Folge, dass neben der analytisch angestrebten Elektrodenreaktion auch unerwiinschte
Nebenreaktionen ablaufen konnen. Auch Leitfahigkeitsdnderungen haben einen Effekt auf
den Innenwiderstand des Sensors. Dadurch wird das Einsatzgebiet auf iiberwiegend
matrixfreie Losungen beschriankt. Von Vorteil ist, dass durch VergroBerung der Oberflache

der Arbeitselektrode hohe Empfindlichkeiten im ppb-Bereich erreicht werden kénnen.
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Sensoren mit membranbedeckter Arbeitselektrode
Das Prinzip des Clark-Sensors (Abb. 21) ist noch heute Grundlage fiir universell einsetzbare

amperometrische Sensoren.

| Kappe mit Membran

I
Bezugselektrode (Ag)

Elektrolyt

2 f
\T—‘/\ Membran

Arbeitselektrode (Pt)

Gegenelektrode (Ag)

Abbildung 21: Schematischer Aufbau eines Clark-Sauerstoffsensors.

Sie besteht aus einer Platin-Kathode, zwei Silber-Elektroden und einem Elektrolyten aus KCl
oder KBr. Das wesentliche Merkmal der Clark-Zelle ist die Trennung der Arbeitselektrode
von der Untersuchungslosung durch eine permeable Polymermembran. Der durch die
Membran diffundierte Sauerstoff 16st sich in einem diinnen Elektrolytfilm, mit welchem die
Arbeitselektrode in Kontakt steht. Sauerstoffmolekiile werden an der Messelektrode zu
Hydroxidionen reduziert. Diese OH -Ionen werden im elektrischen Feld aus der Grenzschicht
heraustransportiert. Es muss jedoch wieder eine entsprechende Menge Sauerstoff aus dem
Elektrolyten in die Messelektrode diffundieren, welches Zeit erfordert und der Strom begrenzt
wird [Niebuhr und Lindner, 2000].

Durch die wachsende Silberhalogenidschicht verdndert sich der Innenwiderstand. Bei zu
niedriger Halogenidkonzentration reagiert Ag zu Ag,O. Dadurch wird das Eigenpotential der

Bezugselektrode verédndert und der Sensor muss gewartet werden.

Elektrochemische Detektoren in der p-Kapillaranalytik

Wie bereits im Abschnitt ,,Kapillare und Detektion* erwéhnt, sind optische Detektorsysteme
die gebrduchlichsten. Jedoch ist der Vorteil elektrochemischer Detektoren ihr einfacher
Aufbau und der damit verbundene geringere Anschaffungspreis. Zudem ist bei einigen
verwendeten nTAS-Materialien (z.B. Keramik) eine optische Detektion nicht moglich.

Der amperometrischen Detektion kommt daher grofle Bedeutung zu, da sie eine hohe
Selektivitit bei geringer Nachweisgrenze besitzt. Potentiometrische- und Leitfahigkeits-

Detektoren sind auch Systeme mit guter Reproduzierbarkeit. Das Messsignal ist von der
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Positionierung der Messelektroden abhédngig. Diese werden meist, wie in dieser Arbeit, in der
end-capillary (end-column)-Anordnung direkt vor dem Kapillarausgang positioniert (Abb.
43b-c) [Huang et al.,, 1991]. Idealerweise ist die Elektrode genauso breit wie der
Kapillarquerschnitt. Um den Einfluss der Hochspannung noch weiter zu reduzieren, sollten
Trennkapillaren mit mdglichst geringem Durchmesser eingesetzt werden, so dass der
elektrische Widerstand der Kapillare hoch wird und der Spannungsabfall in der Kapillare
stattfindet. Der Prozess der Elektroden-Positionierung auf dem Chip wird in den Kapiteln
II1.3.1. und II1.3.2. eingehend erldutert.

Weitere Moglichkeiten sind die on- und off-column-Detektion (Abb. 22). Bei der on-column-
Detektion sitzt der Detektor auf der Kapillare. Diese Anordnung wird meist bei der optischen
Detektion genutzt, seltener bei der elektrochemischen Detektion, da das elektrische Feld der
Kapillare die Detektion in erheblichen Maf3e stort.

Die off-column-Anordnung wird auf Grund ihres sehr komplizierten Aufbaus nur selten bei
UTAS eingesetzt. Dabei wird die Trennkapillare an eine weitere Kapillare liber eine pordse
Matrix  gebunden (Abb. 22). Das Hochspannungspotential kann {iber diese
Verbindungsbriicke abfallen, wobei nur unter dem Einfluss des EOF der Analyt zum Detektor
wandert.

a) Kapillare poréses Kupplungsstiick
Detektor

b) Kapillare Detektor

C)  Kapillare Detekt
etektor

| e
— e

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Anordnung elektrochemischer Detektoren: a) off-
column, b) on-column, c) end-capillary.
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I1.3. LTCC-Keramik

Einleitung
Unter LTCC versteht man eine neuartige Keramikfolie, mit deren Hilfe hochkomplexe und

viellagige Systeme fiir elektronische Anwendungen entwickelt und aufgebaut werden kénnen.

Die wesentlichsten Vorteile von LTCC-Keramiken sind:
e Niedrige Toleranz in der Dielektrizitidtskonstanten
e Grofle Warmeleitfahigkeit
e Hohe Chemikalienbestindigkeit
e Optimal fiir Multilayer-Designs

e Hohe Kosteneffizienz

Dieses Multilayer-System, bevorzugt in der Automobilelektronik eingesetzt, findet immer
mehr Einsatzbereiche in der Unterhaltungselektronik, in der Medizintechnik und bei
Bluetooth-Anwendungen [Informationsdatenblatt, Fa. ceramtec]. Die chemischen
Eigenschaften und die geringen Kosten machen auch einen Einsatz in der pharmazeutischen
und lebensmittelchemischen Analytik interessant. Im Zuge dieser Arbeit sollen in Verbindung
mit neuen Herstellungs- und Bearbeitungsverfahren der LTCC-Keramik diese Einsatzgebiete,

wie auch das der instrumentellen Analytik, erschlossen werden.

Fertigung

Vor dem Sintern besteht die LTCC hauptsidchlich aus einer Art Keramik-Pulver mit einem
hohen Glasanteil. Wesentliche Bestandteile sind Aluminiumsilikate wie beispielsweise
[Al2(OH)4(S1,05)] und Zusitze zur Schwingungsminderung beim Trocknen. Dazu kommen
organische Inhaltsstoffe wie Weichmacher und Binder, die wihrend des Sinterns verbrennen.
Auf Grund des hohen Glasanteils hirtet die Keramik schon bei Temperaturen von 850 °C aus.
HTCC-Keramiken (high temperature co-fired ceramic) bestehen aus einem Aluminiumoxid-
Substrat (Alumina), das erst bei einer Temperatur von 1600 °C gesintert werden kann.
Wihrend man bei LTCC-Folien Gold- und Silberkontakte oder Legierungen mit Platin und
Palladium aufdrucken, laminieren und abschlieBend sintern kann (Abb. 41), ist dies bei

HTCC-Folien auf Grund der niedrigen Schmelztemperatur von Gold (1063 °C) und Silber
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(961 °C) nicht moglich. Bei diesen wurde Wolfram (3410 °C) und Molybdén (2620 °C)

verwendet, die allerdings eine niedrigere Leitfahigkeit aufweisen.

“Green-Sheets*
/ w ungebrannte Folien
m m

Kontaktformung Kontaktfllung

”'

Aufbau Multilayer Aufdruck der Leiterbahnen

|

Laminierung und Sinterung

Abbildung 23: Schematischer Prozessautbau zur LTCC-Herstellung.

Ein weiterer Vorteil von LTCC ist, dass sie nahezu formstabil und schrumpfungsfrei nach
dem Sintern bleiben. Dies ist insbesondere bei dreidimensionalen Multilayer-Anordnungen
von grofler Bedeutung.

Groflen industriellen Nutzen hat die LTCC-Keramik durch den Einsatz in fast allen

Motorsteuerungselementen und ABS (Antiblockiersystem)-Einheiten erreicht.
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11.4. Biosensoren

Ein Biosensor (Abb. 24) ist ein analytisches System, bei dem eine biologische Komponente
mit einem Signalwandler (Transducer) kombiniert oder zumindest rdumlich eng mit diesem

verkniipft ist [Turner et al., 1987].

’ Q ’ <«——— \Weiterer
’ ‘ Probenbestandteil
: ’ :I <> <+—— Analyt

Biokomponente

Transducer Transducer
™
* U Abbildung 24: Schematische
KEIN SIGNAL SIGNAL Funktionsweise eines Biosensors.

Mit Hilfe ihrer biologischen Komponente konnen Analyte aus komplexen Stoffgemischen
spezifisch erfasst werden. Mittlerweile steht eine groBe Anzahl an Biosensoren zur
Verfligung, mit denen einige hundert Analyten wie beispielsweise Aminosduren, Zucker,
Cofaktoren von Enzymen detektiert werden konnen [Keusgen, 2002]. Biosensoren kdnnen
entweder nach der Art der Wechselwirkung oder nach dem Funktionsprinzip des Transducers

klassifiziert werden.
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Optische Biosensoren

Bei der Klassifizierung nach dem Signalwandlerprinzip unterscheidet man im Wesentlichen
elektrochemische, kalorimetrische, mikrogravimetrische und optische Biosensoren. Die
Gruppe der optischen Biosensoren kann nach ihrem physikalischen Prinzip in drei Gruppen

eingeteilt werden [Keusgen, 1999]:

Evaneszentfeldsensoren
Indikatorsensoren

reflektometrische Interferenzsensoren

Evaneszentfeldsensoren

Kernpunkt dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Mikrototalanalysensystems auf LTCC-
Basis. Auf diesem System aufbauend sollen fernerhin phenoloxidierende Enzyme wie
beispielsweise Laccase (0O,-Oxidoreduktase, EC 1.10.3.2) mit in das System integriert
werden. Hierdurch soll eine hohere Spezifitit erreicht werden, um Polyphenole in
matrixreichen Realproben zu detektieren. Dazu sollen phenoloxidierende Enzyme wie
Laccase (O,-Oxidoreduktase, EC 1.10.3.2) und Tyrosinase (Monophenol-Monooxygenase,
EC 1.14.18.1) als Modellenzyme auf modifizierten Goldoberflichen immobilisiert werden.
Zur Beurteilung derartiger Immobilisierungsprozesse eignet sich besonders die

Oberflichenplasmonen-Resonanz (SPR).

Evaneszentes FeldTrifft Licht aus einem optisch dichteren Medium (z.B. Glas) auf ein optisch
diinneres Medium (z.B. Luft, Fliissigkeit), wird ein Teil des Lichtes an der Grenzfldche
reflektiert, ein anderer Teil gebrochen. Bei einem bestimmten Einfallswinkel, dem
Grenzwinkel der Totalreflexion, wird das Licht parallel zur Grenzflache gebrochen. Ist der
Einfallswinkel groBer als der Grenzwinkel, erfolgt Totalreflexion des Lichtstrahls.

Obwohl es zu einer Totalreflexion an der Grenzfliche kommt, fillt die Lichtintensitidt hinter
der Grenzfliche nicht schlagartig auf Null ab, sondern klingt exponentiell ab. Diesen einige
nm grofen Bereich jenseits der Phasengrenze bezeichnet man als evaneszentes Feld. Das
evaneszente Feld kann zur Anregung und Detektion von Prozessen an der Grenzfliche
genutzt werden [Eggins, 1996].

Neben dem Gitter- und Prismenkoppler (Abb. 25 und 26) gehdort zu den

Evaneszentfeldsensoren die Oberflaichenplasmonen-Resonanz.
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Analyt
Wellenleiter P Detektor

e o /jﬂ
—I>
Trager ——— \ji ™

Beugungsgitter

L —Einkoppelwinkel a

/S

Licht der Intensitat |

Abbildung 25: Prinzip eines Gitterkopplers. Die Intensitit des eingekoppelten Lichtes 1" ist vom
Einkoppelwinkel o abhdngig und bei einem bestimmten Winkel maximal. Durch Anlagerung von
Analytmolekiilen &ndert sich der Einkoppelwinkel, bei dem die Intensitét des eingekoppelten Lichtes
I” maximal ist. Die Verschiebung des Kopplungswinkels wird zur Auswertung herangezogen.

Einfallswinkel o

Laser Detektor

= Spalt
Film ——> N\ r

Trager .

Kopplerkopf

Abbildung 26: Prinzip eines Prismenkopplers. Laserlicht wird auf einer der beiden kurzen Seiten
eines Prismas eingestrahlt, an der Grenzfliche Prisma/Luft totalreflektiert und die Intensitdt der
Strahlung auf der zweiten kurzen Seite detektiert. Bei einem bestimmten Einstrahlwinkel, der
abhéngig ist von der Dicke und Brechungsindex des Filmes, kann die Strahlung in den Film ,,tunneln®.
Die Intensitdt des detektierten Lichtes nimmt ab. Wird die Dicke bzw. der Brechungsindex des Filmes
durch Anlagerung von Biomolekiilen verdndert, ist ein anderer Einstrahlwinkel zum Einkoppeln der
Strahlung in den Film notwendig.
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Oberflichenplasmonen-Resonanz (SPR)

Eine Technik, die ohne (Fluoreszenz-)Markierung auskommt und sich das evaneszente Feld
zunutze macht, ist die Oberflichenplasmonen-Resonanz (surface plasmon resonance, SPR).
Obwohl der zugrunde liegende quantenmechanische Effekt schon einige Jahrzehnte bekannt
st [Otto, 1968; Kretschmann und Raether, 1968], wurde erst 1983 die Mdglichkeit zur
Echtzeitbeobachtung von Affinitatsreaktionen beschrieben [Liedberg et al., 1983].

Trifft monochromatisches, p-polarisiertes Licht (elektrische Feldkomponente verlduft parallel
zur Einfallsebene des Lichtes) auf die Grenzfliche zwischen einem optisch dichteren und
einem optisch diinneren Medium und ist diese Grenzflache mit einem diinnen (< Wellenldnge
des monochromatischen Lichtes) Metallfilm beschichtet, so kdnnen die freien oszillierenden
Elektronen der Metallschicht mit dem evaneszenten Feld wechselwirken [O"Shannessy et al.,
1993].

Sofern die Resonanzbedingung erfiillt ist, konnen die Elektronen Licht absorbieren. Diese

kollektive Anregung der Elektronen bezeichnet man als ,,(Oberfldchen-)Plasmon* (Abb. 27).

Probe
Oberflachenplasmonwelle
Goldschicht
Glasprisma
reflek.
Licht

Abbildung 27: Oberflichenplasmonwelle, die an der Grenzfliche Goldschicht/Probe entlang wandert.
Als Plasmone werden die Schwingungsmodi der Elektronen bezeichnet, die um die Metallionenkerne
oszillieren. Erfiillt einfallendes Licht die Resonanzbedingung, so kann ein Teil der Lichtenergie in die
Oberflichenplasmonwelle eingekoppelt werden. Dies fiihrt zu einer Energieverminderung des
reflektierten Lichtes [Hartmann, 2004].

Die Energieabsorption durch die Elektronen hat zur Folge, dass die Intensitdt des reflektierten
Lichtes eines bestimmten Einstrahlwinkels (ndmlich der, fiir den die Resonanzbedingung
erfiillt ist) vermindert ist. Dieser Winkel wird als Resonanzwinkel bezeichnet. Er ist sowohl
von der Dicke des (eventuell zusdtzlich beschichteten) Metallfilms, der Wellenldnge des
einfallenden Lichtes und dem Brechungsindex auf beiden Seiten der Grenzfliche abhéngig.

Da die Eigenschaften des Metallfilms, die Wellenlédnge des eingestrahlten Lichtes und der
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Brechungsindex des optisch dichteren Mediums konstant sind, kann eine Brechungsindex-
anderung in unmittelbarer Ndhe der Metalloberflache bestimmt werden. Durch Interaktionen
von Analytmolekiilen mit der Metall- bzw. der biosensitiven Metallschicht kommt es zu
Brechungsindexdnderungen an der Metallschicht, welche dazu fiithren, dass sich die
Resonanzbedingung und somit auch der Resonanzwinkel dndert. Diese Winkelverschiebung

ist proportional zum Belegungsgrad der Oberfldche und wird zur Auswertung herangezogen

(Abb. 28).

Kivette mit
evaneszentes Probe

Feld

Prisma mit
Goldschicht

n
Detektor n

abgebildeter
Winkel

Abbildung 28: Resonanzwinkeldnderung bei der SPR durch Interaktion des Analyten mit der
(biosensitiven) Metallschicht. Bedingt durch Energieabsorption der Elektronen in der Metallschicht
weist die Intensitdt der reflektierten Strahlung eines bestimmten Einstrahlwinkels (der fiir den die
Resonanzbedingung erfiillt ist) ein Minimum auf (nl). Durch Anlagerung des Analyten an die
biosensitive Metalloberfliche wird die Resonanzbedingung gedndert, was dazu fiihrt, dass das
Minimum der reflektierten Strahlung bei einem anderen Einstrahlwinkel vorliegt (n2, n3). Diese
Winkelverschiebung wird bei der SPR zur Auswertung herangezogen.

Zur Herstellung des Metallfilms konnen Gold, Silber, Kupfer oder Aluminium verwendet
werden. Am héufigsten werden jedoch Gold und Silber genutzt. Gold zeigt bei gleicher
Brechungsindexdnderung eine grofere Winkelverschiebung und ist chemisch stabiler als
Silber. Silber liefert dagegen ein besseres Signal/Rauschverhéltnis. In neuerer Zeit wird
versucht, die positiven Eigenschaften beider Metalle in bimetallischen Schichten zu nutzen
[Zynio et al., 2002]. Dabei wird Gold als &duflere Schicht verwendet und verhindert so eine
Oxidation des Silbers.
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Die herausragenden Eigenschaften der SPR sind:

1. Es ist keine Probenmarkierung notwendig. Dies hat den groflen Vorteil, dass
Biomolekiile keine strukturellen Verdnderungen erleiden, die etwa durch
Fluoreszenz-, Farbstoff-, Enzym- oder radioaktive Markierung vorkommen
konnen.

2. SPR arbeitet zerstorungsfrei, d.h. der Analyt kann einer weiteren, z.B. massen-
spektroskopischen Untersuchung zugefiihrt werden.

3. Der Verlauf einer Affinititsreaktion, wie z.B. einer Antigen-Antikorper Reaktion,
kann in Echtzeit verfolgt und kinetische Parameter bestimmt werden [Green et al.,

2000].

Der Nachteil der Methode, dass Molekiile < 500 Da nur schwer detektierbar sind, kann in

vielen Féllen durch kompetitive oder ,,Sandwich-Techniken® umgangen werden [Keusgen,

2002].

Die Oberfldchenplasmonen-Resonanz wird erfolgreich eingesetzt zur Analyse von Antigen-
Antikorper, Protein-Protein oder Protein-DNA Interaktionen, aber auch zur Detektion der
Konformationsianderung immobilisierter Proteine oder zur Untersuchung der Beziehung

zwischen Struktur und Funktion antibakterieller synthetischer Peptide [Homola et al., 1999].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Plasmonic® (Abb. 29) der Hofmann Sensorsysteme
eingesetzt. Es wird mit einem Kiivettensystem, d.h. nicht im Durchfluss betrieben. Dieses
System ermoglicht es, acht Messungen simultan auszufiihren. Dabei kann eine
Durchmischung des Kiivetteninhaltes mit Hilfe der Pipettiereinheit auf mechanischem Wege
erreicht werden. Das Plasmonic® verwendet als ,,optisch dichteres* Medium ein Glasprisma,

das mit einer Goldschicht ausgertistet ist.
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Autosampler
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Optik mit
Temperaturkontrolle

Abbildung 29: SPR-Gerit Plasmonic® (Quelle: Hofmann Sensorsysteme).

Das Plasmonic® arbeitet mit einer defokussiven Optik. Dabei wird die Strahlung
unterschiedlicher Einstrahlwinkel auf verschiedene Stellen des Prismas geleitet (Abb. 30).
Dies geschieht mit Hilfe einer Zylinderlinse, die sich zwischen der Lichtquelle und dem

Prisma befindet.

Klvette
/

<+«—— Goldschicht

f x Ii<—§ﬁ?§y

Glasprisma

einfallende reflektierte

Strahlung Strahlung

Abbildung 30: Strahlengang der defokussiven Optik des Plasmonic®. Die Strahlung unterschiedlicher
Einfallswinkel wird auf verschiedene Stellen des Prismas geleitet [Hartmann, 2004].

Als Lichtquelle dient eine Laserdiode, die einen elliptischen Strahlenkegel aussendet. Durch
die Zylinderlinse ist es moglich, die Strahlendivergenz in der Einfallsebene zu erhalten. Dabei
werden alle zur Ermittlung des Resonanzwinkels in Betracht kommenden Einfallswinkel

umfasst. Die Strahlendivergenz wird also im Plasmonic® dazu genutzt, ohne
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Strahlformungsoptik und ohne Anderung der Ausrichtung der Lichtquelle die reflektierende
Schicht mit Licht verschiedener Einfallswinkel auszuleuchten. Dies ermoglicht eine
kostengiinstigere Bauweise. Auf der anderen Seite erfordert diese Technik eine hohe
Prizision bei der Herstellung der Goldschicht sowie der Immobilisierung der biosensitiven
Schicht. Grund hierfiir ist, dass im Verlauf beispielsweise einer biomolekularen
Interaktionsanalyse bei Fortschreiten der Prozesse an der Oberfliche unterschiedliche
Messpunkte zur Auswertung herangezogen werden. Inhomogenititen wiirden zu
Ungenauigkeiten innerhalb einer Messung fiihren. Die Detektion der reflektierten Strahlung

erfolgt mit Hilfe einer CCD-Kamera.

I1.5. Immobilisierung
Wie bereits in der Definition dargestellt, besteht ein Biosensor aus Biomolekiilen, die in
direktem Kontakt mit dem physikalischen Transducer stehen. Zu diesem Zweck muss die

biologische Komponente auf der Oberfliache des Transducers immobilisiert werden (Abb. 31).

/X weiterer
— Probenbestandteil

/\ ® —
Analyt 4‘

Biokomponente
M Spacer
~———

Aminooberflache

Polymer-Layer

KEIN SIGNAL

Transducer

Abbildung 31: Schematische Funktionsweise eines Biosensors. Darstellung von Basisstrategien zur
Immobilisierung von Biokomponenten am Beispiel funktionalisierter Aminooberflachen.
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Bei diesem Vorgang ist wichtig, dass es keine signifikante Beeinflussung der Stabilitit,
Funktionalitdt und Substratspezifitit der immobilisierten DNA, Enzyme, Antikoérper und
sonstiger Proteine gibt [Keusgen, 2002]. Heute stehen zahlreiche Immobilisierungtechniken
zur Verfiigung, die diese Anforderungen erfiillen [Weetall, 1993; Turkova, 1999; Guilbault,
1988; Keusgen, 1999; Milka et al., 2000]. Allgemein konnen Biomolekiile durch kovalente
Bindung, Komplexbildung, Adsorption, Zucker-Lektin oder Biotin-(Strept)Avidin Bindung
sowie durch die Integration in Gele immobilisiert werden.

Geeignete kovalente Immobilisierungsprotokolle wurden bisher zumeist empirisch ermittelt.
In diesem Zusammenhang stellt die SPR ein zweckmédBiges Werkzeug dar, um derartige
Immobilisierungsprozesse entwickeln und beurteilen zu konnen. Hierbei ist die Aufnahme
von Reaktionskinetiken (Bindungskinetiken) ein wesentlicher Bestandteil der Methode
[Liedberg et al., 1983]. Durch eine ansonsten markierungsfreie Detektion konnen zusétzliche
Verdnderungen der immobilisierten Biokomponente vermieden werden.

Generell werden Triagermaterialien vor der Immobilisierung einer Biokomponente aktiviert,
um eine moglichst hohe Zahl an Bindungsstellen zu generieren. Da die direkte
Immobilisierung eines Biomolekiils auf einer Trigeroberfliche zu einem Verlust der
biologischen Aktivitét fiihren kann, wird die Oberflache in vielen Féllen nach der Aktivierung
mit einem Spacer (Abstandshalter) versehen. Dies sind meist bifunktionale Molekiile, die
sowohl eine Bindung mit den funktionellen Gruppen der Triageroberflidche als auch mit dem

Biomolekiil eingehen konnen (Abb. 32).
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] Abbildung 32: Basisstrategien zur
= - . !

0 Immobilisierung von Biomolekiilen an

aminofunktionalisierten Goldoberflachen.
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I1.6. Antikorper

Antikorper sind Plasmaproteine, die spezifisch an Antigene binden. Jedes Antikdrpermolekiil
besitzt eine einzigartige Struktur, die es ermoglicht, ein bestimmtes Antigen zu binden. Die
Grundstruktur ist jedoch bei allen Antikérpern gleich, man fasst sie daher unter dem
Oberbegriff Inmunglobuline zusammen.

Ein Antikorpermolekiil (IgG) besteht aus jeweils zwei identischen leichten (je 25 kDa) und
schweren (je 50 kDa) Peptidketten, welche zusammen die charakteristische Y-Form bilden

(Abb. 33) [Diamandis und Christopoulus, 1996].

Antigen- Antigen-
Bindungsstelle Bindungsstelle
\ hinge*- /

Region

Fab-
Fragment
leichte Kette
O <4—— Kohlenhydrat
Fc-
Fragment
schwere Kette

HOOC COOCH

Abbildung 33: Schematischer Aufbau eines Antikorpers (IgG-Molekiil).

Je eine leichte Kette ist iiber eine oder mehrere Disulfidbriicken an eine schwere Kette
gebunden. Die beiden schweren Ketten sind ebenfalls durch eine oder mehrere
Disulfidbriicken in der sogenannten ,,hinge““~-Region miteinander verbunden. In dieser Region
ist das Molekiil beweglich, was eine Variation des Abstandes der Antigenbindungsstellen
ermoglicht. Sowohl die leichten als auch die schweren Ketten besitzen Regionen mit
konstanter und Bereiche mit stark variierender Aminosduresequenz. Die konstanten Regionen
der schweren Ketten bilden den ,,Full des Y*. Hier liegen auch die C-terminalen Enden der
beiden Peptidketten. Die variablen Regionen am Aminoende der leichten und schweren
Ketten bilden zusammen die beiden Antigenbindungsstellen an den Enden der ,,Arme des Y*.
Die Sequenzvariabilitdt ist in den variablen Regionen nicht iiberall gleich. Es gibt drei
besonders variable Bereiche, die als hypervariable Regionen bezeichnet werden. Die
Abschnitte zwischen diesen Bereichen sind hinsichtlich ihrer Sequenz relativ konstant und

werden Gerlistregionen genannt. Diese Geriistregionen bilden die strukturelle Basis der
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variablen Region (B-Faltblitter). Die hypervariablen Regionen erzeugen dabei drei Schleifen
an einem Rand eines jeden Faltblattes, die sich im gefalteten Protein nebeneinander befinden.
Ebenso liegen im Antikdrpermolekiil jeweils die hypervariablen Schleifen einer leichten und
einer schweren Kette zusammen. Auf diese Weise entsteht eine hypervariable Oberflache, die
die antigenbindende Stelle bildet [Janeway und Travers, 1995].

Durch enzymatische Spaltung mit Papain in der ,,hinge*“-Region erhdlt man zwei spezifische
sogenannte Fab-Fragmente (Fragment antigen binding) mit der Antigenbindungsstelle und ein
konstantes Fc-Fragment (Fragment crystallizable). Spaltung mit Pepsin fiihrt zu einem (Fab),-

Fragment, bei dem die ,,Arme* des Antikdrpermolekiils verbunden bleiben (Abb. 34).

Antigen-
Bindungsstelle

\ »hinge*- Papain \ C Q
Region _>
Fab-Fragment \l l +

Fab

— HOOC COOH

qr .

Pepsin

Fc-Fragment

HOOC  COOH +

kleine

Fragmente
(Fab),

Abbildung 34: Enzymatische Spaltung eines IgG-Molekiils. Spaltung mit Papain fiihrt zu zwei Fab-
Fragmenten, Spaltung mit Pepsin zu einem (Fab),-Fragment.

Das Fc-Fragment eines Antikorpers ist fiir die Abtotung bzw. Beseitigung antikorper-
markierter Antigene entscheidend. Fiir die Beseitigung durch Phagozytose sind Leukozyten
zustindig, die die konstante Region (Fc) des Antikorpermolekiils mit Hilfe von Fc-
Rezeptoren erkennen .

Die Immunglobuline kénnen in fiinf Klassen eingeteilt werden: Immunglobulin M (IgM), G
(IgG), A (IgA), D (IgD) und E (IgfE) [Diamandis und Christopoulus, 1996]. Die
Klassifizierung erfolgt nach der Anzahl Y-formiger Einheiten und auf Basis struktureller
Unterschiede in den schweren Ketten. Wéhrend es nur zwei Typen von leichten Ketten gibt (i
und 1), sind es bei den schweren deren fiinf (y, o, p, & und €). Das oben beschriebene IgG
Molekiil besitzt beispielsweise zwei schwere Ketten vom y-Typ und ein Molekulargewicht
von ~150 kDa. IgA- und IgM-Molekiile sind dagegen aus zwei (IgA) bzw. finf (IgM)
Einheiten aufgebaut. Dabei sind die Einheiten durch Peptidketten und Disulfidbriicken
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miteinander verbunden. Ein IgM-Molekiil enthélt im Unterschied zu IgG zehn statt nur zwei

Antigenbindungsstellen (Abb. 35).

v N

—— /
Abbildung 35: Schema eines IgM-Molekiils.
JKette Fiinf IgM Monomere sind iiber Disulfidbriicken
und eine Polypeptidkette (J-Kette) miteinander
— verkniipft. Das IgM-Molekiil verfiigt somit iiber

zehn Antigenbindungsstellen.

/ Disulfidbindung \

Die verschiedenen Immunglobulinklassen nehmen unterschiedliche Aufgaben im Korper
wahr: IgA ist beispielsweise der Hauptantikbrper in &duBleren Sekreten (Speichel,
Trénenfliissigkeit) und bildet die erste Abwehr gegen bakterielle und virale Antigene,
wihrend IgG als vorherrschender Antikorper im Serum in zahlreiche Immunantworten durch
Bindung des Antigens einerseits und Bindung an die Fc-Rezeptoren von Makrophagen

andererseits eingebunden ist.

Antigen-Antikorper Wechselwirkung

Antigene sind Proteine, Nukleinsduren, Kohlenhydrate, Lipide oder Kombinationen aus
diesen, die eine Immunantwort in dem entsprechenden Wirt hervorrufen kénnen und von den
gebildeten Antikorpern erkannt werden [Wu, 2000]. Die Eigenschaft, eine Immunantwort
auslosen zu konnen, nennt man Immunogenitét. Dabei sind kleine Molekiile meist nicht in der
Lage, eine Immunantwort auszuldsen. Sie werden erst durch Kupplung an ein Makromolekiil
immunogen.

Die Region eines Antigens, die von einem Antikorper erkannt wird, bezeichnet man als
Epitop oder antigene Determinante. Da ein Epitop nur einen sehr kleinen Teil eines Antigens
umfasst, ist es moglich, dass ein anderes Antigen liber ein gleiches Epitop verfiigt. Dies ist
dann die molekulare Basis fiir Kreuzreaktionen.

Die Bindung des Antigens an den Antikdrper erfolgt durch eine Kombination verschiedener,
nichtkovalenter Wechselwirkungen. Im Einzelnen sind dies Wasserstoffbriickenbindungen,
ionische Wechselwirkungen (Coulomb-Wechselwirkungen), van-der-Waals-Krifte und
hydrophobe Wechselwirkungen. Die weitreichenden Krifte wie ionische Wechselwirkungen

und Wasserstoffbriicken sind wichtig fiir die Bindungsrate des Antigen-Antikorper Kom-



56 Grundlagen

plexes, die weniger weit reichenden sind wichtig fiir die Stirke der Bindung. Je stirker die
Bindung des Antigens zum Antikorper ist, um so geringer ist die Dissoziationsrate. Typische

Dissoziationskonstanten liegen bei Antigen-Antikdrper-Komplexen bei 107 bis 107 M.

I1.7. Polyphenoloxidasen

Polyphenoloxidasen sind Enzyme, die fiir die Qualitit pflanzlicher Lebensmittel von
Bedeutung sind, da sie die ,,enzymatische Briunung“ unter anderem bei Apfeln und
Kartoffeln verursachen [Rompp-Lexikon, 1997]. Diese Enzyme, die mit Sauerstoff und
zahlreichen Mono-, Di- und Polyphenolen reagieren, werden auch Tyrosinasen, Laccasen,
Cresolasen, Catecholasen oder Phenolasen genannt. Tyrosinasen (E.C. 1.14.18.1,
Monophenol-Monooxygenase) und Laccasen (E.C. 1.10.3.2, O,-Oxidoreduktasen) gehdren
zur Familie der Typ-3-Kupferproteine, die eine Vielzahl biologischer Funktionen erfiillen. So
dienen Hidmocyanine als Sauerstofftransportproteine im Blut von Arthropoden und
Mollusken, Tyrosinasen (Monophenolase-Aktivitit) hydroxylieren Mono- zu ortho-

Diphenolen und oxidieren diese weiter zu ortho-Chinonen [Salvato und Beltramini, 1990].

OH

| O
OH O
" v we - e

Abbildung 36: Bildung von ortho-Chinon aus Brenzkatechin.

Wihrend die meisten Polyphenoloxidasen zwei Kupferionen als prosthetisches Zentrum
besitzen, sind die Laccasen durch vier Kupferionen gekennzeichnet [Baiocco et al., 2003].
Gruppiert nach pflanzlicher und fungaler Herkunft sind Laccasen kupferhaltige
Phenoloxidasen, die phenolische Substrate (Mono-, Di- und Polyphenole) [Buswell und
Odier, 1987; Fakoussa und Hofrichter, 1999] iiber Ein-Elektronen-Reaktionen zu Phenoxyl-
Radikalen oxidieren, wiahrend Sauerstoff zu Wasser reduziert wird (Abb. 37) [Solomon und

Lowery, 1993].
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Laccase + O, +H,O = LaccaseHO,OH (1)
LaccaseHO,OH + 2¢” + 2H' < Laccase(OH), + H,O (2)
Laccase(OH), + 2¢” + 2H' = Laccase + 2H,0 (3)

Abbildung 37: Enzymatische Katalyse der Laccase-Reaktion.

Weitere Reaktionen der Radikale kénnen sowohl enzymatisch als auch nicht-enzymatisch
erfolgen [Reinhammer und Malmstrom, 1981; Messerschmidt, 1997]. Laccasen stellen eine
inhomogene Enzymgruppe glykosilierter Proteine mit einer hohen Variabilitit der
Molekulargewichte dar, die fiir biotechnologische Applikationen wie z.B. Ligninabbau
eingesetzt werden. Bei Anwesenheit von Mediatorsubstanzen (z.B. ABTS, Syringaldazin) ist

auch die Oxidation nicht-phenolischer aromatischer Komponenten mdoglich.

ABTS-Assay

Zur Uberpriifung der Laccase-Aktivitit verwendet man im Allgemeinen einen Farbtest auf
Basis von Syringaldazin oder ABTS (2,2 -Azino-di-[3-ethylbenzhiazolin-6-sulfonat]) [Childs
und Bardsley, 1975].

HSC\\
OH *H,N -0,S s N
: "L
\\CH3

OH
N
HO N

OH

Syringaldazin ABTS

Abbildung 38: Strukturen von Substratmolekiilen zur Uberpriifung der Laccase-Aktivitit.

Beide Substanzen bilden nach enzymatischer Aktivierung farbige Radikalkationen (Abb. 39)

aus, die photometrisch vermessen werden konnen (ABTS: 420nm, Syringaldazin: 530nm).

CH,CH, CH,CH, (|3H2CH3 CH,CH, CH,CH, ?HZCH3
R—N N—R N R—N N—R R—N N—R
\ + — 2
/K\ % )\ ? % /K\ %
R N—N” R R “N—=N7 R R NN R

Abbildung 39: Schematischer Darstellung der Bildung von ABTS-Radikalen.
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Charakterisierung der Modellanalyte

Fiir die Entwicklung eines neuen elektrochemisch-analytischen Detektionssytems sind einfach
handhabbare Modellanalyte wie beispielsweise Polyphenole noétig. Polyphenole sind
sekundére Pflanzenstoffe, die in vielen Obstarten zum Geschmack und der Farbe betragen.
Dartliber hinaus spielen sie eine entscheidende Rolle als Antioxidantien, zur Vorsorge
kardiovaskuldrer Krankheiten und erlangen eine immer grofere Bedeutung als
antikarzinogene Substanzen [Arce et al., 1998] . Sie agieren als freie Radikalfdnger, dienen
zur Neutralisation sauerstoffreaktiver Verbindungen und bilden charakteristisch geféarbte
Metallkomplexe. Man teilt sie hauptsidchlich in Phenolsduren und Flavonoide ein. In Friichten
und Gemiisen kommen Phenolsduren vor allem in Form von Zimt- und
Benzoesdurenderivaten vor (z.B. Kaffeesdure aus Kaffee). Bei den Flavonoiden handelt es
sich um eine Gruppe wasserloslicher Pflanzenpigmente, die man in zahlreiche Untergruppen
wie den Anthocyanen (z.B. Malvidin) oder Flavonolen (z.B. Quercetin) einteilt [Belitz und

Grosch, 1992].

NH, OH OH OH
| . [ o
OH OH OH
Dopamin Resorcin Brenzkatechin Pyrogallol
OH
COOCH
HO O
H OH OH
H OH OH
OH OH OH O
Phloroglucin Gallusséure Quercetin

OH
HO

OH OH

Resveratrol Kaffeesaure

Abbildung 40: Strukturen der in dieser Arbeit verwendeten Polyphenole.
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Dariiber hinaus wurde mit Dopamin ein zur Gruppe der Katecholamine zdhlender
Neurotransmitter verwendet. Wasserstoffperoxid wurde verwendet, um Wechselwirkungen
zwischen den phenolischen Substanzen und deren Reaktionsprodukten mit dem

elektrochemischen Detektor und der Kapillare auszuschlieB3en.
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II1. Material und Methoden

II1.1. Material

II1.1.1. Chemikalien und Biochemikalien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und deren Bezugsquelle sind in

Tabelle 7a-b aufgefiihrt. Die verwendeten Biochemikalien entsprechend in Tabelle 8.

Chemikalie Bezugsquelle
N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), 99% Acros, Geel (Belgien)
3,4-Dihydroxycinnaminséaure, 99%
Gallusséaure, 98%
3-Hydroxytyraminhydrochlorid, 99%
Phloroglucin, wasserfrei, 99%
Quercetin, Dihydrat 99%
Syringaldazin, 99%

2,2°-Azino-di-[3-ethylbenzhiazolin-6-sulfonat] (ABTS) Fluka, Buchs (Schweiz)
3-Aminopropyltriethoxysilan, purum
Bernsteinsaureanhydrid, puriss.
1,4-Butandioldiglycidylether
Cobalt(ll)chlorid-Hexahydrat, puriss. p.a.
3-Mercaptopropionsaure, 80%
N-Hydroxysuccinimid (NHS), purum
Natriumacetat, wasserfrei, puriss. p.a.
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, puriss. p.a.
Natriumborhyrdid, purum p.a.

Natriumperiodat, 99%

2-Butanon KMF, Bonn
Natriumcarbonat, wasserfrei, reinst

Tabelle 7a: Verwendete Chemikalien und deren Bezugsquellen.
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Chemikalie Bezugsquelle

Aceton, SupraSolv Merck KGaA, Darmstadt
Brenzkatechin, p.a.
Citronenséure-Monohydrat, p.a.
N,N’-Diisopropylcarbodiimid
N,N-Dimethylformamid, SupraSolv
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, reinst
1,4-Dioxan

Glutardialdehyd, 50%

Kaliumpermanganat, p.a.

Natriumchlorid, p.a.

Salzsaure, 32%, p.a.

Schwefelsaure, 95-97%, p.a.

Toluol, SupraSolv

Wasser, p.a.

Wasserstoffperoxid, 30%, p.a.

Amino-Polyethylenglykol 3000Da Rapp-Polymere, Tubingen
Diamino-Polyethylenglykol 2000Da
Dicarboxy-Polyethylenglykol 2000Da

Kaliumhydroxyid, puriss. Riedel-de Haen, Buchs
Resorcin, puriss. p.a. (Schweiz)
Salpetersaure, 65%

Ethanol, ROTIPURAN, p.a. Rot, Karlsruhe
Na,Na-Bis(carboxymethyl)-L-lysin-trifluoracetat, ~95% Sigma-Aldrich, Tauf-
MES Hydrat, 99% kirchen

Bronidox L, >99%

Pyrogallol

Resorcin, 99%
Resveratrol, 99%

Methanol, p.a. SDS, Peypin (Frankreich)

Tabelle 7b: Verwendete Chemikalien und deren Bezugsquellen.
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Biochemikalie Bezugsquelle
BSA (Albumin fraction V) Merck KGaA, Darmstadt
Legionella pneumophila -spezifischer monoklonaler Antikdrper, |Streckert Diagnostica,
LP-F-003 Witten
Legionella pneumophila -Lysat

Tabelle 8: Verwendete Biochemikalien und deren Bezugsquellen.

Verwendetes Wasser wurde mit den Milli-Q Reagent und Purelab plus Anlagen der Firma

Millipore (Eschborn) entmineralisiert.

I11.1.2. Enzyme

Enzym Bezugsquelle
Laccase aus Agaricus bisporus 6,3U/mg Fluka, Buchs (Schweiz)
Laccase aus Trametes versicolor 26,8U/mg
Tyrosinase aus Agaricus bisporus 216U/mg

Tabelle 9: Verwendete Enzyme und deren Bezugsquellen.

I11.1.3. Losungen und Puffer

Es wurden die in Tabelle 9a-c aufgefiihrten Losungen und Puffer verwendet.

Bezeichnung Zusammensetzung Herstellung
ABTS 3 mM 2,2°-Azino-di- mit MES-Puffer (50 mM) auf
[3-ethylbenzhiazolin-6-sulfonat] 0,019g(12 ml auffullen
Bernsteinsaure- Bernsteinsédureanhydrid 1g(in 25 ml Natriumphosphatpuffer
anhydrid 0,25 M (0,05 M) Iésen und mit NaOH

auf pH 6,0 einstellen

Boratpuffer 0,2 M Natriumtetraborat-Decahydrat 76,27g|in 1,0 | H,O I6sen, pH 10,0 mit

pH 10,0 Natronlauge einstellen,
0,2 pm filtrieren

Brenzkatechin Brenzkatechin 0,055g(in 50 ml Elektrophoresepuffer
10 mM |6sen, 0,2 um filtrieren

Tabelle 9a: Verwendete Losungen und Puffer.
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Bezeichnung

Zusammensetzung

Herstellung

Carbonat-/Hydrogen-

carbonatpuffer 0,1 M,
pH 8,6

Natriumhydrogencarbonat

8,449

in 1,0 | H,O lésen, pH 8,6 mit
0,1 M Natriumcarbonatlsg.
einstellen, 0,2 um filtrieren

3,4-Dihydroxy-
cinnaminsaure
50 mM

3,4-Dihydroxycinnaminséaure

0,225¢

in 25 ml Elektrophoresepuffer
I6sen, 0,2 um filtrieren

Dopamin 10 mM

Dopamin

0,0474g

in 25 ml Elektrophoresepuffer
I6sen, 0,2 um filtrieren

Elektrophorese-
puffer 10 mM, pH 7,3

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat

0,534g
0,468g

in jeweils 300 ml H,O I6sen, mit
Natriumdihydrogenphosphat-
Dihydrat auf pH 7,3 einstellen,
0,2 um filtrieren und entgasen

Elektrophorese-
puffer 15 mM, pH 7,3

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat

0,89
0,79

in jeweils 300 ml H,O l6sen, mit
Natriumdihydrogenphosphat-
Dihydrat auf pH 7,3 einstellen,
0,2 um filtrieren und entgasen

Gallussaure
50 mM

Gallussaure

0,212g

in 25ml Elektrophoresepuffer
I6sen, vortexen, 0,2 um filtrieren

Konigswasser

Salzsaure, 32%
Salpetersaure, 65%
(V:V Salzsaure:Salpetersaure 3:1)

eml
2ml

Sauren vorsichtig unter dem
Abzug mischen

Mercaptopropion- 3-Mercaptopropionsaure 20plin 20 ml Ethanol Idsen, vortexen

saure, 0,1 %

Natriumphosphat- Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 0,89g|in jeweils 25 ml H,O I6sen, mit

puffer 0,2 M, pH 5,5 |Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat 0,78g|Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat auf pH 5,5 einstellen,
0,2 um filtrieren

Natriumphosphat- Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 0,225g|in jeweils 25 ml H,O I6sen, mit

puffer 0,05 M, pH 6,0 [Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat 0,195¢g|Dinatriumhydrogenphosphat-

Dihydrat auf pH 6,0 einstellen,
0,2 um filtrieren

Tabelle 9b: Verwendete Losungen und Puffer.
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Bezeichnung Zusammensetzung Herstellung
Glutardialdehyd Glutardialdehyd 50% 2ml}in 8ml PBS-Puffer (pH 7,3)
10% I6sen
MES-Puffer MES Hydrat 0,488g|in 50 ml H,O Idsen, pH 5,5
50 mM, pH 5,5 mit Natronlauge einstellen,

0,2 um filtrieren
PBS-Puffer Natriumchlorid 7,0g[in 1,0 | H,O lésen, pH 7,3 mit
pH 7,3 Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 4,27g|Natronlauge einstellen,
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat 0,949|0,2 um filtrieren
Bronidox L 0,59
Phloroglucin Phloroglucin 5mM 0,0315g|in 50 ml Elektrophoresepuffer
5mM |6sen, vortexen, 0,2 um filtrieren
Pyrogallol 15 mM Pyrogallol 0,0472g|in 25 ml Elektrophoresepuffer
|6sen, vortexen, 0,2 pum filtrieren
Quercetin 50 mM Quercetin 0,423g|in 25 ml Elektrophoresepuffer
I6sen, vortexen
Resorcin 100 mM Resorcin 0,55g(in 50 ml Elektrophoresepuffer
[6sen, 0,2 pum filtrieren
Resveratrol Resveratrol 0,57g]in 25 ml Elektrophoresepuffer
100 mM I6sen, vortexen
Substratpuffer Natriumacetat 0,82g|in 100 ml H,O Iésen, pH 5,5
0,1 M, pH5,5 mit 0,1M Citronenséureldsung

0,2 um filtrieren

Tabelle 9¢: Verwendete Losungen und Puffer.

Die Kalibrierung des pH-Meters erfolgte bei pH 4,01, 7,00 und 10,00 mit Kalibrierungs-

puffern der Firma Merck (Darmstadt).
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II1.1.4. Gerate und Materialien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Geridte und Materialien sind in Tabelle 10

aufgelistet.

Gerat/Material

Hersteller bzw. Bezugsquelle

Adhasivkleber
Chiphalterung HSS
Chiphalterung GBF

Einmalkivetten fur die SPR
Glasradierstift 30103
goldbeschichtete Prismen fiir die SPR
Hochspannungsnetzgerét Eigenbau

Hochspannungsnetzgeréat III/SPS
Hochspannungsnetzgerat MCN 35-2000
HPLC-Pumpe Waters 510
Injektionsschlauch PEEK 0,005" x 1/32"
Injektionsschlauch PEEK 0,03" x 1/16"
LTCC-Keramikchips

Mikrokuvette Quarz SUPRASIL, 20ul
Mikroskop Bresser Researcher ICD
Multimeter 176 DMM

NanoPorts 6/32coned

pH-Meter CG 701

Potentiostat PalmSens

Pumpschlauch 2-Stopp Tygon2075
Roéhrchen aus PP, 14ml mit Schraubver-
verschluss

Schlauchpumpe MC-MS CA418
Schittler Titramax 101

Spektrometer, Uvikon 810

SPR-Gerat Plasmonic

Sterilfilter, 0,2um und 0,45um
Trockenschrank T6030

Ultraschallbad Bransonic 12 Typ B16
Vakuumpumpe

Variomag Electronicriihrer Poly 15
Vortexer Vibrofix VF1 Electronic
Waage H11W

Upchurch Scientific, Oak Harbor (USA)
Hofmann-Sensor-Systeme, Wallenfels
Gesellschatft fur Biotechnologische
Forschung, Braunschweig

Jandratek, Wallenfels

Faber-Castell, Stein

Jandratek, Wallenfels

Elektronische Entwicklungsabteilung der
Pharmazeutischen Chemie, Uni Marburg
VIAelectronic, Hermsdorf

F.u.G Elektronik GmbH, Rosenheim
Millipore, Milford (USA)

Upchurch Scientific, Oak Harbor (USA)
Upchurch Scientific, Oak Harbor (USA)
VIAelectronic, Hermsdorf

Hellma GmbH, Mihlheim

Meade Instruments Europe GmbH, Borken
Keithley Instruments Inc, Cleveland (USA)
Upchurch Scientific, Oak Harbor (USA)
Schott, Mainz

Palm Instruments BV, BZ Houten (Niederlande)
Ismatec, Wertheim-Mondfeld

Greiner, Nurtingen

Ismatec, Wertheim-Mondfeld
Heidolph, Schwabach

Kontron, Trappes (Frankreich)
Jandratek, Wallenfels

Schleicher und Schuell, Dassel
Heraeus, Hanau

PCE-Group oHG, Meschede

KNF Neuberger Laboport, Freiburg
H+P Labortechnik GmbH, OberschleiRheim
Janke + Kunkel, Staufen

Mettler, Giessen

Tabelle 10: Verwendete Gerdte und Materialien.
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I11.2. Amperometrische Messungen mit LTCC-Keramikchips

II1.2.1. LTCC-Keramikchip

Die in dieser Arbeit verwendeten LTCC-Keramikchips wurden von der Firma VIAelectronic,

Hermsdorf, hergestellt (Abbildung 41).

Abbildung 41: Foto des verwendeten LTCC-Keramik-
Chips (aus DuPont™  951-Folien) der Firma
VIAelectronic, Hermsdorf.

Fiir die Herstellung der ungesinterten Keramik (griine Folien, green sheets), gibt es mehrere
Hersteller, deren Produkte sich in Zusammensetzung, Herstellung und somit
Materialeigenschaften unterscheiden. Der fiir uns von der Fa. VIAelectronic hergestellte,
dreiteilige Multilayer-Chip besteht aus DuPont™ 951-Folien (Wilmington, USA). Auf den
ersten Layer werden Elektrodenkontakte im Siebdruckverfahren aufgebracht. Ein zweiter
Layer mit ausgestanzten Kapillaren wird plan auf den ersten gelegt. Offnungen fiir Reservoire
und Elektrodenkontakte werden aus einer dritten Folie gestanzt, plan aufgelegt und mit den

anderen fixiert (Abb. 42). AnschlieBend erfolgt das Sintern bei 850 °C.

| A

3. Layer: Ausgestanzte Reservoire
und Elektrodenkontakte

L m—

2. Layer: Ausgestanzte Kapillaren,
Reservoire und Elektrodenkontakte

1. Layer:
Aufgebrachte Elektrodenkontakte

Abbildung 42: Schematische Querschnittszeichnung der fiir diese Arbeit hergestellten LTCC-
Keramikchips.
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II1.2.2. Eigenschaften und Kenngrofien der verwendeten LTCC-Keramik-

Chips
Wesentliche physikalische Materialeigenschaften sind in Tabelle 11 aufgelistet:

Materialeigenschaften von DuPont 951™-Folien
7,8

Dielektrizitdtskonstante bei 1 MHz
Schrumpfungsfaktor (X-,Y-Achse) 12,7% + 0,3%
Schrumpfungsfaktor (Z-Achse) 15,0% + 0,5%
Dichte 3,1g/em’
Oberflachenrauhheit <0,245um
Wirmeleitfahigkeit 3,0W/mK

Tabelle 11: Auflistung grundlegender physikalischer Materialeigenschaften von DuPont 951™

Folien.
Bei allen Keramikchips wurden die Grundabmessungen beibehalten (sieche Abbildungen

43a-c).

Elektrodenkontakte fir die Hochspannung

Pufferinjektion Probeninjektion
Pufferauslass

Leitungsbahnen  Probenauslass Trennkanal  Arbeifselektroden-
kentakt ! kontakt

1
1
[}
1
1
i
1
[}
1
1
|
1
1
[}
1
[}
1
1

a)

Abbildung 43a: Schematische Aufsicht auf einen Keramikchip. Der Injektionskanal ist keine
durchgehende Kapillare, sondern beinhaltet auf Hohe des Trennkanals eine Versatzbreite von 210 um

(+/- 2 pm).
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Leiterbahn zum

Elektrodenkontakt .
Arbeitselektrode
Z_._E]_Z 4
. 125 Referenzelektrode
FAostand der Elektroden: B.138
Hochspannungs-
Pl 2 kontakt

Kapillare

Iy ]G]

Arbeitselektrode Hochspannungs-

Isolation kontakt

b) Referenzelektrode C)

Abbildung 43b+c: Abb. b stellt eine VergroBerung des Pufferauslasses mit den verwendeten
Elektroden dar (GroBenangaben in mm). (Quelle: VIAelectronic, Hermsdorf). Abb. c zeigt eine
40fache VergroBerung der Elektrodenkontaktierung.

Amperometrische Messungen wurden mit den folgenden Chiptypen durchgefiihrt:

Typ A:
Fiir die unmittelbar mit der Elektrolytlosung in Kontakt stehenden

internen Hochspannungskontakte und die Arbeitselektrode wurde Gold

verwendet. Die Referenzelektrode bestand aus Silber. Alle &uBeren .
Abbildung 44a

Elektrodenkontakte (Abb. 44a-b) und die Leitungsbahnen wurden aus

einer Palladium-Silber-Legierung hergestellt.

Typ B:

Kontaktiert wie Typ A, jedoch wurden die dufleren Kontakte zusdtzlich

mit einer Schicht Létzinn beschichtet. Abbildung 44b

Typ C: AR

Die Hochspannungskontakte, die dufleren Elektrodenkontakte und die RE

Leitungsbahnen bestanden aus einer Gold-Platin-Legierung. HY
Abbildung 44c¢

Abbildungen  44a-c:  Hochspannungskontakte  der ~ LTCC-Keramikchips. a:  AuBerer
Hochspannungskontakt aus einer Palladium-Silber-Legierung, b: Mit Lotzinn behandelter
beschichteter &dullerer Hochspannungskontakt aus einer Palladium-Silber-Legierung, c: Innerer
Hochspannungskontakt aus einer  Gold-Platin-Legierung  (AE:  Arbeitselektrode, RE:
Referenzelektrode, HV: Hochspannungskontakt).
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Die grundlegenden Abmessungen bleiben bei allen Chiptypen gleich (Tab. 12).

Chipparameter

Kapillarlédnge 46,3mm

Detektorfliche der Arbeitselektrode  [0,015mm?

Detektorfliche der Referenzelektrode [0 2mm?

Kapillarquerschnitt (je nach Charge) |80um x 80um; 80um x 90pum
Probenvolumen der [80um x 80um  |1,344nl (+/- 0,013nl)
Kapillare 80um x 90um  |1,512nl (+/- 0,014nl)
Gesamtoberfldche der Trennkapillare 3,0986mm”

Gesamtvolumen der Trennkapillare |296,32nl

Verhiltnis Oberfliche/Volumen 10,5 um'l
Kapillarwiderstand 35-50 MQ
Versatzbreite 210pm (+/- 2um)

Tabelle 12: Auflistung der LTCC-Chipparameter.

I11.3. Systemaufbau

Fiir die Durchfiilhrung amperometrischer Messungen wurden die folgenden in Abb. 45

dargestellten Gerite verwendet.

Hochspannungsnetzgerat Multimeter

Hochspannungs-
netzgerat fur
elektrokinetische
Injektionen

PDA Potentiostat Chiprack Keramikchip

Abbildung 45: Ubersicht der fiir eine amperometrische Messung verwendeten Gerite. Der
Faradaysche Kifig ist nicht dargestellt.
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Das selbstkonstruierte Hochspannungs-
netzgerdt  besitzt eine  maximale
Ausgangsspannung von 1100 V und
einen integrierten DC/DC-Wandler. Fiir
die  Programmierung der elektro-
kinetischen Injektion wurde ein SPS-
Steuerrelais von Siemens (Siemens

LOGO! 12/24RC, Miinchen) verwendet.

Abbildung 46: Eigenbau des Hochspannungsnetzgerites.

O-Ring Reservoirabdichtung ~ spitzer Federkontakt

Wichtig fiir die amperometrischen
Detektion ist eine geeignete Chiphalterung
zur Fixierung und Messung des Chips
(Abb. 47).

Die &uBleren Elektrodenkontakte wurden
iber Federkontakte aus Gold, die im
Deckel der Halterung befestigt waren,
abgegriffen.

Einlageflache des
LTCC-Mikrochips

Abbildung 47: Chiphalterung mit spitzen Federkontakten der Hofmann-Sensor-Systeme, Wallenfels.

Es wurden zwei, vom Grundaufbau identische Chiphalterungen verwendet. Diese
unterschieden sich hinsichtlich der Reservoirgro3e und der eingebauten Federkontakte. Die
mit halbkugelformigen Elektrodenkontakten ausgestattete Chiphalterung der Gesellschaft fiir
Biotechnologische Forschung (Technische Entwicklungsabteilung der GBF, Braunschweig)
wurde nur fiir die Trennkanalinjektion verwendet. Die Halterung von HSS (Hofmann-Sensor-
Systeme, Wallenfels) mit spitzen Elektrodenkontakten ist dariiber hinaus fiir alle
elektrokinetischen Messungen eingesetzt worden. Bei beiden Chiphalterungen wurden die
Reservoire mit O-Ringen (Durchmesser: 2 mm) zum Chip hin abgedichtet.

Die Kabel fiir Arbeits- und Referenzelektrode wurden an das Sensorkabel des Potentiostaten
(Palm Instruments BV, BZ Houten, Niederlande) angeschlossen. Eine mdgliche

Gegenelektrode wurde mit der Referenzelektrode zusammengeschaltet.
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Die Messung und Einstellung der Messparameter erfolgte iiber eine PDA-Software
(PalmTime ,,Version 1.4.3*“, BZ Houten, Niederlande). Die Hochspannungskontakte wurden
bei elektrokinetischer Beladungstechnik mit einem geeigneten HSPG-Gerdt (Fa.
VIAelectronic, Hermsdorf oder Eigenbau) verbunden. Mit diesem Gerdt konnte jeder
Hochspannungskontakt einzeln gesteuert werden. Fiir Messungen ohne elektrokinetische
Injektion wurde ein Mittelspannungsnetzteil (Modell: MCN 35-2000) der Fa. fug-Elektronik,
Rosenheim, benutzt.

Das Multimeter wurde bei der Verwendung des fug-Elektronik Netzgerites als
Gleichstromkontrolle eingesetzt. Bei dem HSPG-Gerét der Fa. VIAelectronic waren solche

Amperemeter integriert.

I11.4. Befiillungstechniken von LTCC-Keramikkapillaren

Ein grundlegendes Problem bei mikrofluidischen Anwendungen ist die blasenfreie Befiillung
der Kapillare mit einer Elektrolytlosung. Mit Hilfe von NanoPorts™, der Fa. Upchurch
Scientific, Oak Harbor, USA, konstruierten Komponenten fiir ,,Lab-on-a-chip“-Applikationen

ist eine blasenfreie Injektion von Pufferlosung moglich.

Abbildung 48: In den NanoPort™ (2) wird ein konischer
Anschlussstutzen (3) gedreht, der beispielsweise einen HPLC-Schlauch
fixiert und abdichtet. Die O-Dichtung (4) und die Adhésivringe (1)
dichten den Port zum benutzten Material nach unten hin ab.

~ Alle  NanoPort™  Komponenten  sind  aus  inertem

Polyetheretherketon (PEEK™) hergestellt.

0}

O—@O Abbildung 49: Chemische

Struktur von PEEK™,

Fiir die Fixierung des Ports auf dem Chip gab es zwei Moglichkeiten:

1. Fixierung mittels Adhidsivkleber (Upchurch Scientific, Oak Harbor, USA)

2. Fixierung mittels Chipklammer
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Zul.

Auf die Unterseite des Ports wurde ein Adhésivring (Abb. 48; 1) fixiert und zentral iiber die
Kapillar6ffnung des Chips positioniert. Eine Klammer diente zur Erhohung des
Anpressdrucks. Die Aushértung erfolgte fiir 90 min bei 125 °C in einem Trockenschrank. Die
Methode wurde insbesondere bei Silanisierungsprozessen verwendet. Der Port war danach
nur noch durch eine mindestens einstiindige Inkubation mit 2-Butanon entfernbar.

Eine weitere Moglichkeit war die Anbringung des Ports durch einen 2-Komponentenkleber.
Auch hier diente eine Klammer zur Erhdhung des Anpressdrucks. Der Kleber wurde entweder
fiir 24 h bei Raumtemperatur oder 1 h bei 50 °C ausgehértet. Fliissigkeitsdruck und die
geringe Chemikalienbestdandigkeit fiihrten zur Ablosung des Ports vom Chip. Deshalb wurden
weitere Versuche mit dieser Methode nicht durchgefiihrt.

Zu?l.:

Fiir einfache und schnelle Kapillarbefiillungen war es ausreichend, den Port nur mit einem
Dichtungsring zu versehen und mittels einer Klammer zu fixieren (Abb. 50). Die Dichtung
musste dabei exakt iiber der Kapillar6ffnung positioniert werden, um einen Verschluss der

Kapillare bzw. seitlichen Fliissigkeitsverlust zu vermeiden.

Fiir die Befiillung wurden Kapillar-PEEK™-Schlduche mit einem Innendurchmesser von

Abbildung 50: Fixierung eines
NanoPorts™  auf einem LTCC-
Keramikchip mittels Chipklammer.

150 um der Fa. upchurch, Oak Harbor, USA, verwendet. Ein Ende dieser ca. 15 cm langen
Schliuche wurde mind. 1 cm in einen Pumpschlauch (Tygon®MH2075, Fa. Ismatec)
geschoben und durch Verdrehen mit einem Stiick Kupferdraht abgedichtet. Das andere Ende
wurde durch den Anschlussstutzen geschoben und im NanoPort™ fingerfest verschraubt. Der
NanoPort™ wurde iiber den Pufferauslass positioniert, da so ein gleichmaBiger
Fliissigkeitsstrom durch Trenn- und Injektionskanal (Abb. 43a) gewihrleistet werden konnte.

Uber eine Schlauchpumpe erfolgte dann die Kapillarbefiillung.
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I11.5. Konditionierung der Kapillaren

Eine negativ geladene Kapillaroberflache ist nétig, um Proben auf Grund elektrophoretischer
Prozesse zur Kathode zu transportieren und zu detektieren. Die getesteten LTCC-
Keramikchips konnten nach einem Waschschritt mit Millipore®-Wasser fiir 15 min direkt zur
Kapillarelektrophorese eingesetzt werden. Zur Stabilisierung der Basislinie und des
Messsignals war es notig, die Kapillaren mit Kaliumhydroxid zu konditionieren. Dazu
wurden die Kapillaren fiir 15 min tiber das Schlauchpumpensystem (0,4 ml/min) in 0,1 M
KOH inkubiert. AnschlieBend erfolgte das Spiilen der Kapillaren mit Millipore®-Wasser fiir

15 min {iber das Schlauchpumpensystem (0,4 ml/min).

I11.6. Durchfiihrung amperometrischer Messungen

Jeder Keramikchip wurde zuerst fiir 10 min mit mehrfach filtriertem, entgastem Millipore®-
Wasser bei einer Pumpleistung von 0,2-0,3 ml/min gespiilt. Bei gleicher Pumpleistung
erfolgte anschlieBend die Befiillung mit einem Na,HPO,/NaH,POs-Elektrolypuffer fiir
10 min.

Der Port wurde entfernt und der Chip in der Aussparung des Chiphalters so positioniert, dass
die duBleren Elektrodenkontakte exakt unter den Federkontakten lagen. Zudem musste auf
eine exakte Stellung der Reservoirdichtungen iiber den Kapillaroffnungen geachtet werden.
Nach Ausrichtung des Chips wurde der Deckel der Halterung mit dem Unterbau iiber zwei
Réndelschrauben verschraubt. Die Chiphalterung befand sich zur Abschirmung

elektromagnetischer Strahlung in einem Faradayschen Kéfig.

Reservoir mit O-Dichtungsring Elektrodenkontakt

Abbildung 51: Positionierung des
Keramikchips in der Chiphalterung.
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Fiir die Probeninjektion wurden Fliissigkeitsreservoire, die sich im Deckel der Chiphalterung
befanden, ebenfalls mit Elektrolytlosung befiillt. Zur Verhinderung eines hydrostatischen
Fliissigkeitsstroms wurden die Reservoire der verwendeten Chiphalterungen ebenfalls mit der
sich in der Kapillare befindlichen Elektrolytlosung blasenfrei befiillt, um ein gleichméaBiges
Fliissigkeitsniveau zu erhalten.

Mit Hilfe der Messsoftware erfolgte dann die Konfiguration der Messparameter. Je nach
Testsubstanz wurde, sowohl bei der Trennkanalinjektion als auch bei der elektrokinetischen

Beladung, ein Arbeitspotential von 0,45-0,8 V verwendet.

I11.6.1. Trennkanalinjektion

Die Probenzugabe erfolgte bei dieser Messmethode in das Reservoir der Pufferinjektion. Der
Analyt wurde erst nach Messstart und Einstellung der Stromkennlinie auf einen niedrigen
Basisliniendrift hinzupipettiert. Die angelegte Trennspannung betrug zwischen 200 V und
400 V. Es wurden die bereits erlduterten Chiphalterungen verwendet (Kapitel II1.3.). Bei
Verwendung der Chiphalterung von HSS sind von 80 ul vorgelegtem Na,HPOs/NaH;PO4-
Elektrolypuffer 70 pl (bei der Chiphalterung der GBF 45 pl von vorgelegten 50 pl)
entnommen worden. Die gleiche Menge der Probenlosung wurde anschlieBend blasenfrei
unter zwei- bis dreimaligem auf- und abpipettieren hinzugegeben. Es war darauf zu achten,
dass keine Luftblasen ins System gelangten und keine Kontakte mit der Pipettenspitze beriihrt
wurden. Dies fiithrte zu unerwiinschten Spikes und Drifts der Basislinie. Das Multimeter, als
Kontrollmessgerit der angelegten Hochspannung, wird auf eine Skalierung im pA-Bereich
eingestellt. Der dabei gemessene Strom sollte wahrend der Messung nahezu konstant sein.
Kommt es zu groferen Stromschwankungen, ist die Ursache meist eine unvollstindige
Befiillung der Kapillare mit Puffer oder Gasbildung auf den Hochspannungskontakten oder in
der Kapillare. Nach Messende und Abschaltung des Hochspannungsnetzgerdtes wurden die
Reservoire vor dem Ausbau des Chips entleert. Die groen Reservoire wurden anschlie3end

zweimal mit je 100 pl und die kleinen zweimal mit je 40 pl Millipore®-Wasser gespiilt.
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I11.6.2. Elektrokinetische Beladung

Die elektrokinetische Beladung wurde mit den HSPG-Geriten (Kapitel I11.3.) und der HSS-
Chiphalterung (Hofmann-Sensorsysteme, Wallenfels) durchgefiihrt. Dabei sind zwei
Methoden getestet worden (Kapitel 11.2.3.). Bei der Verwendung des Eigenbaus war durch
vorgegebene Programmierung von Spannung und Timer keine weitere Einstellung mehr
ndtig. Nach Einstellung der Hochspannungsschaltung von Injektion und Trennung des HSPG-
Gerits von VIAelectronic sowie der Programmierung des Timers konnte die Messung
gestartet werden. Dabei war auf folgenden zeitlichen Ablauf zu achten: Nach Befiillung des
Chips mit dem Elektrolyten erfolgte die Aufnahme der Stromkennlinie ohne angelegte
Spannung. Dies diente zur Kontrolle des eingestellten Arbeitspotentials und moglicher
Stromschwankungen. Ursache konnte ein nicht genau positionierten Chips in der
Chiphalterung sein. Verlief diese Kontrolle positiv, konnte durch Befiillung des
Probeneinlasses (Austausch von 28 pl Puffer gegen die gleiche Probenmenge) die Injektion
durch Zuschaltung des Hochspannungsnetzgerites gestartet werden. Die Umschaltung von
Injektions- auf Trennmodus erfolgte automatisch {iber einen integrierten Timer nach 30 s.
Sowohl Injektions- als auch Trennspannung betrugen 400V. Nach der Umschaltung auf den
Trennmodus wurden die Injektionskontakte, unter Beriicksichtigung des Injektionsverfahrens,
auf 320 V oder auf hochohmig geschaltet. Nach Messende und Abschaltung des
Hochspannungsnetzgerites wurden die Reservoire vor dem Ausbau des Chips entleert. Die
groflen Reservoire wurden anschlieBend zweimal mit je 100 pl und die kleinen zweimal mit je

40 pl Millipore®-Wasser gespiilt.

I11.6.3. Sensoreniiberpriifung

Zur Testung der Sensorenfunktion ist der Keramikchip, wie bereits beschrieben, mit einem
Na,HPO4/NaH,PO4-Elektrolypuffer befiillt und in die Chiphalterung eingebaut worden. Die
zu testenden Analyte wurden entweder ohne oder mit angelegter Trennspannung (400 V) nach
Einstellung einer stabilen Basiskennlinie in das Reservoir des Pufferauslasses pipettiert. Von
den 80 pl (50 pl bei der Chiphalterung der GBF) vorgelegter Elektrolytlosung wurden 70 ul
(45 pl bei der Chiphalterung der GBF) entnommen und die gleich Menge des Analyten
vorsichtig und blasenfrei, unter zwei- bis dreimaligem auf- und abpipettieren, ohne Beriihrung
der Elektrodenkontakte hinzugegeben. Nach 400 s wurde die Messung gestoppt und die
Reservoire vor dem Ausbau des Chips entleert. AnschlieBend wurden die groen Reservoire

zweimal mit je 100 pl und die kleinen zweimal mit je 40 pl Millipore®-Wasser gespiilt.
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I11.6.4. Herstellung einer Silber/Silberchlorid-Referenzelektrode

Fiir die Generierung einer Silber/Silberchlorid-Elektrode wurde die aus Silber bestehende
Referenzelektrode mit 32 %iger HCI inkubiert. Dazu tropfte man 50 pl Salzsdure in den
Pufferauslass des Chips und lie3 diesen fiir ca. 15 min bei Raumtemperatur (RT) einwirken.
Eine weitere Moglichkeit bestand in der Schaltung der Referenzelektrode als Kathode und des
Hochspannungskontakts im Pufferauslass als Anode. Ein Strom von bis zu 5 Ampere wurde
dann fiir 3-5 s angelegt. Bei beiden Methoden wurde der Chip anschlieBend fiir 20 min mit
Millipore®-Wasser gespiilt (Schlauchpumpe: 0,2-0,3 ml/min).

I11.6.5. Reinigung der Elektrodenkontakte

Zur Reinigung der Goldkontakte wurden 30 ul eines Gemischs aus 32 %iger HCl und
65 %iger HNO; (V:V 3:1) auf die entsprechende Kapillar6ffnung pipettiert und sofort mit
Millipore®-Wasser wieder abgewaschen. AnschlieBend wurde der Chip 20 min lang mit

Millipore®-Wasser gespiilt (Schlauchpumpe: 0,2-0,3 ml/min).

I11.6.6. Silanisierung von LTCC-Keramiken

Wie bereits erwidhnt, gibt es zwei Moglichkeiten, NanoPorts™ auf einem Keramikchip zu
fixieren. Bei der Silanisierung von Mikrokapillaren war jedoch die Anbringung mittels
Adhisiv-Ringkleber wegen der besseren Chemikalienbestindigkeit zu bevorzugen.
Silanisierungsprotokolle von Hartmann (2004) und Piehler (2000) wurden in abgewandelter
Form auf die LTCC-Keramik {ibertragen.

Nach Fixierung des Ports iiber einen Adhédsiv-Ringkleber und Anschluss an das
Schlauchpumpensystem (SPS) wurden die Kapillaren bei RT 5 min mit Aceton gespiilt (0,2-
0,3 ml/min). Es folgte eine Inkubation der Chipkapillaren mit einer | M KOH-L6sung fiir 12-
16 h bei RT iiber SPS (0,2-0,3 ml/min). AnschlieBend wurden die Kapillaren mit Millipore®-
Wasser 15 min lang (0,4 ml/min) und mit Methanol und Toluol jeweils 5 min
(0,2-0,3 ml/min) lang durchspiilt. Beim Waschen von Methanol und Toluol wurde ein
Tygon®MH2075-Schlauch (Ismatec) verwendet, da andere Pumpschliuche Weichmacher
enthielten, die durch die verwendeten Chemikalien herausgewaschen werden konnten. Fiir
jeden einzelnen Inkubationsansatz mit den Chemikalien wurde ein eigener Pump- und

PEEK™.Schlauch verwendet.
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Der verwendete Tygon®-Schlauch war, obwohl er keine Weichmacher beinhaltete, nur
bedingt fiir Toluol geeignet. Da es bereits nach etwa 20 min zu einem sichtbaren Quellen und
EinreiBen des Pumpschlauchs kam, die Silanisierung mit 3-Aminopropyltriethoxysilan
(APTES) (Abb. 52) jedoch mehrere Stunden dauerte, wurde ein Beschichtungsverfahren mit
einer HPLC-Pumpe entwickelt.

@ @ Abbildung  52:  Schema  des

Schichtaufbaus einer silanisierten
LTCC-Keramikoberfliache.

el -001"1

Eine leere HPLC-Séule (0,8 cm x 25 cm) wurde an einem Ende mit PEEK™-Schlduchen so
prépariert, dass iiber sie ein Fliissigkeitsstrom durch die Chipkapillare moglich war. Wahrend
eine Offnung der HPLC-Séule mit Parafilm abgedichtet wurde, konnte die andere Seite mit
einer APTES-Losung (1 Gewichtsprozent, 175,5 mg APTES in 20 ml Toluol) befiillt, mit
einem Dichtungspfropf versehen und an die HPLC-Pumpe angeschlossen werden. Das in der
HPLC befindliche Methanol/Wassergemisch im Verhéltnis 1:1 driickte nun tiber den Pfropf
das Silanisierungsreagenz iiber die PEEK™-Schlduche durch die Kapillare des Keramik-
Chips. Der Chip wurde in einem Becherglas so positioniert, dass die drei offenen
Kapillar6ffnungen ebenfalls vollstindig mit Silanisierungsreagenz bedeckt waren. Die
Pumpleistung betrug 0,1 ml/min. Nach 10 min wurde der Chip 2 h stehen gelassen. Dieser
Vorgang wurde noch zwei weitere Male wiederholt.

Nach der Silanisierung wurde der Chip 5 min mit Toluol und Methanol (je 0,2-0,3 ml/min)
und 15 min lang mit Millipore®-Wasser (0,4 ml/min) gespiilt. Fiir eine anschlieBende
Inkubation mit 0,25 M Bernsteinsdureanhydridlésung wurde der Chip fiir 90 min an das
Schlauchpumpensystem angeschlossen (0,2 ml/min). Nach dem Spiilen mit Millipore®-
Wasser (0,2 ml/min) fiir 10 min konnte der Chip mit Elektrolytpuffer befiillt und getestet

werden.
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I11.6.7. Kontaktwinkelmessung von LTCC-Keramiken

Zur  Ermittlung  des  Hydrophobiezustandes = von ~ LTCC-Kermiken  wurden
Kontaktwinkelmessungen mit ca. 1 cm x 1 cm groBen Keramikfragmenten durchgefiihrt.
Dabei inkubierte man die Fragmente in einem Becherglas (5 ml/Fragment) 6 h lang bei RT
auf einem Schiittler (250 U/min) in verschiedenen Soluten. Als Solute wurden Millipore®—
Wasser, Aceton, Kaliumhydroxid (3 M), Kaliumhydroxid (3 M):Ethanol (V:V 1:1),
Kaliumhydroxid (3 M):Ethanol (V:V 1:5) und Piranha-Losung (60 %ige H,SO4 und 32 %ige
H,O, wurden im Verhidltnis 3:2 gemischt) verwendet. AnschlieBend wurden die
Keramikstiicke jeweils zweimal mit 10 ml Millipore®-Wasser in einem Becherglas fiir jeweils
10-20 s lang gespiilt und dann im Vakuum getrocknet.

Die Messungen und Auswertungen der Tropfenkontur und des Kontaktwinkels erfolgten nach
der Laplace-Young- bzw. Tangentenmethode bei RT mit einem 10 pl Tropfen (Millipore®-
Wasser). Bei der Laplace-Young-Methode werden in der Regel symmetrische Tropfen
vorausgesetzt, wihrend man bei dynamischen Tropfenrandwinkeln die Tangentenmethode
anwendet. Die Untersuchungen wurden freundlicherweise von der AG Frahm, Nees-Institut

fiir Biodiversitét der Pflanzen, Universitdt Bonn, durchgefiihrt.

I11.7. Herstellung biosensitiver Schichten

I11.7.1. Reinigung der Goldprismen

Die Reinigung der Goldprismen erfolgte in zwei Schritten. Zundchst wurden sie 5-10 min in
Aceton (6 ml/Goldprisma), dann 20 min in einer Mischung aus 0,1 M Kaliumhydroxid und
30 %igem Wasserstoffperoxid (V:V 1:1) bei 60-65 °C gereinigt (6 ml/Goldprisma). Im
Anschluss wurde griindlich mit Millipore®-Wasser gespiilt, danach mit Methanol, gefolgt von
Toluol. Dazu wurden die Triger nacheinander in jeweils drei mit 20 ml Millipore®-Wasser,
20 ml Methanol, dann in drei mit 20 ml Toluol gefiillten Bechergldsern fiir jeweils 30 bis 60 s

inkubiert. Die Goldprismen wurden ungetrocknet zur Beschichtung eingesetzt.

I11.7.2. Erzeugung und Aktivierung von Aminooberflachen
Zur Aminofunktionalisierung wurden die gereinigten Goldprismen sechs Stunden lang in
einer Losung aus 1 Massenprozent APTES in Toluol (6 ml/Goldprisma) bei Raumtemperatur

auf einem Probenschiittler (250 U/min) aminosilanisiert. AnschlieBend wurde griindlich mit
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Toluol (dreimal in jeweils 20 ml im Becherglas, 30 bis 60 s lang) und, abhidngig von der
weiteren Beschichtungsstrategie, mit weiteren Losungsmitteln bzw. mit Millipore®-Wasser
gesplilt. Die aminosilanisierten Triger wurden zur weiteren Beschichtung wiederum

ungetrocknet verwendet.

Aktivierung von aminosilanisierten Oberfléichen

Nach Aminofunktionalisierung wurden die Goldprismen mit Toluol, Methanol und
Millipore®-Wasser (dreimal je 20 ml in einem Becherglas, 30 bis 60 s lang) gespiilt. Zur
Aktivierung der Aminooberfliche inkubierte man die Tréger fiir 2 h in 10 % Glutardialdehyd
bei RT auf einem Schiittler (250 U/min). Nach dem Spiilen mit Millipore®-Wasser (jeweils
zweimal in je 20 ml im Becherglas, 30-60 s lang) und Wasser (p.a.) (einmal 30 s lang in 20 ml

im Becherglas) wurden die Trager im Vakuum getrocknet.

I11.7.4. Erzeugung und Aktivierung von Carboxyloberflichen

Immobilisierung von 3-Mercaptopropionsiure

Fiir die Herstellung von Carboxyloberflaichen wurden die gereinigten Goldprismen zweimal
in je 20 ml Ethanol (96%) bei RT 30-60 s gespiilt und 24 h lang mit einer 1 %igen 3-
Mercaptopropionsdure in 96 %igem Ethanol (6 ml/Prisma) bei Raumtemperatur auf einem
Schiittler (250 U/min) inkubiert. AnschlieBend wurden die Tréger dreimal griindlich in einem
Becherglas mit je 20 ml Millipore®-Wasser 30-60 s lang gespiilt. Dann erfolgte eine
Trocknung im Vakuum oder die Weiterbehandlung mit N-Hydroxysuccinimid (NHS)/ N,N"-
Diisopropylcarbodiimid (DIC) zur Aktivierung der Carboxylgruppen.

Umfunktionalisierung von Amino- in Carboxylgruppen

Dazu wurden Goldprismen mit Diamino-PEG funktionalisiert (Kapitel II1.7.5.) und in einer
0,25 M Bernsteinsdureanhydridlosung (11 ml/Prisma) bei RT auf einem Schiittler
(250 U/min) fiir 90 min inkubiert. Danach wurden die Goldprismen mit Millipore®-Wasser,
Methanol und Dioxan (dreimal je 20 ml in einem Becherglas, 30 bis 60 s lang) gespiilt.
Anschlielend erfolgte die NHS/DIC-Aktivierung.
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NHS/DIC-Aktivierung

Dazu wurden die Trager nacheinander in jeweils zwei mit je 20 ml Methanol und in zwei, mit
je 20 ml Dioxan gefiillten Bechergldsern, jeweils 30 bis 60 s lang inkubiert. In einem
Becherglas wurden 200 mg NHS und 400 mg DIC in 10 ml Dioxan geldst und der Trager 4 h
bei Raumtemperatur auf einem Schiittler (300 U/min) aktiviert. Anschliefend wurden die
Prismen nacheinander griindlich in je jeweils zwei mit 20 ml Dioxan, 20 ml Methanol und
20 ml Millipore®-Wasser gefiillten Becherglisern fiir 30-60 s gereinigt. Nach Trocknung im
Vakuum erfolgte der Einbau in das SPR-Gerit.

II1.7.5. Herstellung von Polymeroberflichen

Als Polymeroberflichen wurden Amino-, Diamino- und Dicarboxypolyethylenglykol
verwendet. Diese wurden {iber Butandioldiglycidylether (BDDG) als Spacer an
aminofunktionalisierte Goldtrager gekoppelt. Nach Herstellung einer aminofunktionalisierten
Oberfliache (Kapitel I11.7.2.) wurden die Prismen mit Toluol, Methanol und Millipore®-
Wasser (jeweils zweimal in je 20 ml im Becherglas, 30 bis 60 s lang) gespiilt. Die nassen
Trager wurden 16-18 h lang in einer Losung (11 ml/Prisma) aus BDDG,
Natriumtetraborhydrid und Natriumcarbonatlésung (0,2M, pH 10,0) bei RT auf einem
Schiittler (250 U/min) inkubiert. Bei der Immobilisierung von Aminopolyethylenglykol
wurde statt des Natriumcarbonatpuffers ein Na-Tetraboratpuffer (0,2 M, pH 10,0) verwendet.
Nach Entnahme und Spiilen mit Millipore®-Wasser (dreimal in je 20ml im Becherglas, 30 bis
60 s lang) erfolgte die Immobilisierung des Diamino- bzw. Dicarboxypolyethylenglykols (¢ =
50 mg/ml 0,2 M Natriumcarbonatpuffer pH 10,0) 24h lang bei RT auf einem Schiittler
(250 U/min). Die Immobilisierung von Aminopolyethylenglykol erfolgte unter gleichen
Bedingungen mit einem 0,2 M Na-Tetraboratpuffer (pH 10).

Die Triger wurden erneut mit Millipore®-Wasser gespiilt (dreimal in je 20 ml im Becherglas,
30 bis 60 s lang) und anschlieffend, je nach weiterer Immobilisierungstechnik, im Vakuum

getrocknet oder nass weiterverarbeitet.
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I11.7.6. Aktivierung von Polyethylenglykoloberflichen
Diaminopolyethylenglykol

Zur Aktivierung einer Diaminopolyethylenglykoloberfliche wurde eine Inkubation in 10 %
Glutardialdehyd (10 ml/Prisma) fiir 2 h bei RT auf einem Schiittler (250 U/min) durchgefiihrt.
Nach dem Spiilen in Millipore®-Wasser (jeweils zweimal in je 20 ml im Becherglas, 30-60 s
lang) und Wasser (p.a.) (einmal in 20 ml im Becherglas 30 s lang) wurden die Triger unter

Vakuum getrocknet.

Dicarboxypolyethylenglykol

Nach erfolgter Immobilisierung von Dicarboxypolyethylenglykol wurde der Triger
vakuumgetrocknet und in ein Gefal mit gesittigter Dimethylformamid-Atmosphire gelegt.
Anschliefend wurden 250 pl eines NHS/DIC-Gemisches (0,115 g NHS wurden in 1 ml DMF
unter Zugabe von DIC in einem 1,1fachen molaren Uberschuss gelost und dann 10 s lang
gevortext) wurden vorsichtig auf die Goldprismen pipettiert. Der Inkubator wurde luftdicht
verschlossen und die Trager 4 h lang bei RT inkubiert. Die Goldprismen wurden entnommen,
in DMF, Millipore®-Wasser (jeweils zweimal in je 20 ml im Becherglas, 30-60 s lang) und
Wasser (p.a.) (einmal in 20 ml im Becherglas fiir 30 s) gespiilt und anschliefend im Vakuum

getrocknet.

Aminopolyethylenglykol

Bei Aminopolyethylenglykol wurden mehrere Methoden zur Onlineoxidation der
Aminogruppen getestet. Onlineoxidation bedeutet in diesem Zusammenhang, dass im SPR-
Gerat getestet wurde. Die anschlieBende Verwendung von Antikorpern (Legionella
pneumophila) diente als Kontrolle zur Uberpriifung der Immobilisierung und Aktivierung.

In die Kavititen der SPR-Kiivette wurden 10 pul PBS-Puffer (pH 7,3) vorgelegt. Nach Zugabe
von 10 pl einer 0,1 M Natriumperiodatlosung erfolgte ein Durchmischen fiir 5 min mit
anschlieender Inkubation fiir 40 min. Bei dem Einsatz von Kaliumpermanganat (Inkubation:
60 min, 0,1 M) und Wasserstoffperoxid (Inkubation 60 min bei 1,5 %, Inkubation 20 min bei
5 %) wurde genauso verfahren. Nach den anschliefenden fiinf Spiil- und Mischschritten mit
je 10 ul PBS-Puffer (pH 7,3) fiir jeweils 1 min wurden 10 pl des Legionella pneumophila
spezifischen Antikorpers (0,5 mg/ml, 0,675 mg/ml) hinzupipettiert und 30 min inkubiert.
Abschliefend wurde erneut fiinf Mal mit je 10 pul PBS-Puffer (pH 7,3) fiir jeweils 1 min
gespiilt.



Material und Methoden 83

I11.7.7. H,-Substitution mit Bernsteinsidureanhydrid

Goldprismen mit Diaminopolyethylenglykol (Kapitel I11.7.6.) wurden 90 min in einer 0,25 M
Bernsteinsdureanhydridlosung (6 ml/Prisma) bei RT inkubiert. Nach dem Spiilen in
Millipore®-Wasser (jeweils zweimal in je 20 ml im Becherglas, 30-60 s lang) und Wasser
(p-a.) (einmal in 20 ml im Becherglas 30 s lang) wurden die Triger im Vakuum getrocknet.
Dann erfolgte die bereits im Kapitel II1.7.3. beschriebene Aktivierung der Carboxylgruppen
mit NHS/DIC.

I11.7.8. Blocken von SPR-Kiivetten mit Rinderserumalbumin (BSA)

SPR-Kiivetten wurden, um eine Adsorption des zu immobilisierenden Biomolekiils an der
Kiivettenwand zu unterbinden, fiir 30 min in einer BSA-Ldsung (25 mg BSA/15 ml
Millipore®-Wasser) inkubiert. Auf Grund der sehr englumigen Kavitidten (Abb. 53) kommt es
meist zu einem Lufteinschluss, so dass auf eine vollstindige Benetzung der einzelnen
Kavitdten mit der BSA-Losung zu achten ist. Anschlieend wird die Kiivette dreimal mit je
20 ml Millipore®-Wasser und einmal mit 20 ml Wasser (p.a.) griindlich gespiilt und im

Vakuum getrocknet.

II1.7.9. Aktivitatspriifung immobilisierter Enzyme

Absorptionmessung ,,offline*

Vor Beginn der SPR-Messung wurden jeweils 20 pl eines Natriumphosphatpuffers (0,2 M,
pH 5,5) fiir Laccasen und Tyrosinasen in die Kavitdten vorgelegt.

Nach Aufzeichnung der Bindungskinetiken mittels SPR wurden die einzelnen Kavititen bis
auf ein Restvolumen von 5 ul des vorgelegten Puffers entleert und die gesamte Halterung aus

dem SPR-Gerit entnommen (Abb. 53).
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Abbildung 53: Gold-
prisma,  Kunststoffkii-
vette und Halterung. Zur
Messung werden das
(beschichtete) Goldpris-
ma und die Kiivette in
die Halterung eingebaut
und mittels einer
Schublade (vergl. Abb.
-3 ; i 29) in das SPR-Gerit
 Kivette mit eingefiihrt.
y acht Kavitaten

Halterung

GoldpriSma
(Aufsicht)

Als Puffer wurden bei der Tyrosinase und den Laccasen Natriumphosphatpuffer (0,2 M, pH
5,5) verwendet. In jede einzelne, der mit Enzymen immobilisierten Kavitét, wurden 30 pl der
Substratlosung (ABTS bei Laccasen, Brenzkatechin bei Tyrosinase) unter vorsichtigem zwei-
bis dreimaligem Auf- und Abpipettieren und ohne Berithrung der Trageroberflache pipettiert.
Die Halterung wurde fiir die Dauer der Inkubation lichtgeschiitzt gelagert. Wahrend der
Inkubation (5 min) erfolgte der Nullabgleich des Photometers mit der eingesetzten
Substratlosung und der verwendeten Mikrokiivette. Zum Abstoppen der Reaktion wurden 5 pl
einer 8 %igen Schwefelsdurelosung unter vorsichtigem, zwei- bis dreimaligem Auf- und
Abpipettieren hinzugegeben. AnschlieBend wurden 30 pl des Reaktionsansatz vorsichtig aus
der Kavitidt entnommen, in eine Mikrokiivette tiberfiihrt und in einem Photometer vermessen.
Brenzkatechin und ABTS wurden bei einer Wellenldnge von 420 nm, Syringaldazin bei

530 nm bestimmt.

Absorptionsmessung ,,online*

Nach Aufzeichnung der Bindungskinetiken wurden die frisch hergestellten Substratlosungen
und das Stoppreagenz in die Mikrotiterplatte des SPR-Geréts pipettiert. Die einzelnen
Kavitdten wurden bis auf 5 pl des eingesetzten Puffers entleert. Als Puffer wurden bei der
Tyrosinase und den Laccasen ein Natriumphosphatpuffer (0,2 M, pH 5,5) eingesetzt. Nach
Zugabe von 30 ul des Substratreagenzes erfolgte eine Durchmischung fiir 5 s. Nach der
Inkubation (5 min) wurde zum Abstoppen der Reaktion 5 ul einer 8 %igen

Schwefelsdurelosung hinzupipettiert und fiir 5 s gemischt. Nach der Entnahme der
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Prismenhalterung aus dem SPR-Gerédt wurden die Losungen aus den einzelnen Kavitdten in
eine Mikrokiivette tiberfilhrt und photometrisch vermessen. Dabei durfte kein Kontakt
zwischen Pipettenspitze und Prismenoberfliche stattfinden. Je nach verwendeter
Substratlosung wurden die Proben bei unterschiedlichen Wellenldngen photometrisch

vermessen (Brenzkatechin und ABTS: 420 nm, Syringaldazin: 530 nm).

I11.7.10. Berechnung der Schichtdickenzunahme

Durch die Inkubation zu immobilisierender Komponenten auf der Tréageroberfliche kommt es
zu Anderungen des Brechungsindex, die in Form von Bindungskinetiken aufgezeichnet
werden. Dadurch war es zur Herstellung des Ausgangszustands erforderlich, nach jeder
Immobilisierung mit dem in der Messkavitit vorgelegten Puffer fiinf Mal zu spiilen. Zur
Berechnung der Schichtdickenzunahme wurde die Differenz zwischen Anfangssignal (vor der

Immobilisierung) und Endsignal (nach dem Spiilen) ermittelt.
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IV. Ergebnisse

IV.1. Entwicklung von Strategien zur Immobilisierung von Biomolekiilen

auf festen Tragern mit Hilfe der Oberfliichenplasmonen-Resonanz (SPR)

IV.1.1. Immobilisierung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Mikrototalanalysensystem auf LTCC-Basis entwickelt
werden, fiir das es erforderlich war, geeignete Immobilisierungsstrategien zu erarbeiten. Diese
Strategien sollten die Integration von phenoloxidierenden Enzymen, wie beispielsweise
Laccasen (O,-Oxidoreduktase, EC 1.10.3.2), in das mikrofluidische System ermoglichen.

Bei der Immobilisierung von Biomolekiilen ist es wichtig, dass diese stabil und ohne
wesentliche Verdnderung der Affinitit und Spezifitit an die Trégeroberfliche gebunden
werden konnen. Zur Entwicklung und Beurteilung derartiger Immobilisierungsprozesse eignet
sich besonders die Oberflichenplasmonen-Resonanz (SPR). Dies ist eine markierungsfreie
Detektion ohne zusétzliche Verdnderungen der immobilisierten Biokomponente. Dafiir waren
Goldoberflichen so zu modifizieren, dass mit Hilfe von Modellenzymen geeignete
Immobilisierungsprotokolle zur Herstellung von Polyethylenglykol- und Metallionen-

Oberflachen ausgearbeitet werden konnten.

IV.1.1.1. Vorbereitung der Triger
Um eine kovalente Beschichtung der Goldoberfliche zu ermdglichen, war es erforderlich,
diese in geeigneter Weise vorzubereiten. Zu diesem Zweck musste der Triager gereinigt und

funktionelle Gruppen in moglichst groer Zahl geschaffen werden.

IV.1.1.2. Reinigung der Goldprismen

Die Reinigung der Goldprismen erfolgte in zwei Schritten. Zunédchst wurden sie 10 min lang
in Aceton, dann 20 min in einer Mischung aus 30 %igem Wasserstoffperoxid und 0,1 M
Kaliumhydroxid (V:V 1:1) bei 60-65 °C gereinigt. Die Goldprismen wurden ungetrocknet zur

Beschichtung eingesetzt.
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IV.1.2. Erzeugung einer Aminooberfliche

Fir die Immobilisation verschiedenster Polyethylenglykol-Derivate war es erforderlich,
zunichst aminofunktionalisierte Goldoberflachen herzustellen. Dazu wurden die gereinigten
Goldprismen sechs Stunden lang in einer Losung aus 1 Massenprozent 3-APTES in Toluol
bei Raumtemperatur auf einem Probenschiittler (250 U/min) aminosilanisiert. Die
aminofunktionalisierten Prismen wurden zur weiteren Beschichtung ungetrocknet verwendet.
Da Goldoberflachen nicht iiber geeignete funktionelle Gruppen zur Aminosilanisierung
verfiigen, wurde mittels ESCA (Electron Spectroscopy for Chemical Analysis) iiberpriift, ob
die Silanisierung trotzdem moglich ist [Hartmann, 2004]. Die Untersuchungen ergaben die
Ausbildung einer 1-2lagigen Silanschicht auf der Goldoberfliche. Somit ist die

Aminosilanisierung auf einer gereinigten Goldoberfliche moglich.

IV.1.3. Erzeugung einer Carboxyloberfliche

Zur  Herstellung  weiterer  carboxylfunktionalisierter =~ Oberflichen  wurde — 3-
Mercaptopropionsdure (3-MPS) verwendet. Dazu wurden die gereinigten Goldprismen
zweimal in Ethanol (96 %) 30-60 s gespiilt. AnschlieBend wurde 24 h in einer 1 %igen 3-
MPS-Losung (in 96 %igem Ethanol) bei Raumtemperatur auf einem Probenschiittler
(250 U/min) inkubiert. Die Aktivierung funktionalisierter Oberflichen mit NHS/DIC erfolgte
nasschemisch. Fiir alle anderen Messungen wurden die carboxylfunktionalisierten Prismen

mittels Vakuum getrocknet.

— AU — AU
COOH
— Au + —> |—Au--- HS—\_
HS COOH
— AU — Au
3-MPS

Abbildung 54: Carboxylfunktionalisierung einer Goldoberfliche mit 3-MPS.

Bei der Funktionalisierung von Goldoberflichen mit Organothiol-Molekiilen wird die
schwache Schwefel-Wasserstoffbindung gespalten und eine Gold-Thiolat-Bindung entsteht
(Abb. 54). Es bilden sich selbstorganisierende Schichten, sogenannte SAMs (self-assembled
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monolayers) aus. Der Begriff bezeichnet komplexe und hochgeordnete Strukturen, zu

welchen sich Molekiile spontan bei der Adsorption auf ein Substrat organisieren kdnnen.

IV.1.4. Erzeugung von PEG-Oberflichen auf aminofunktionalisierten

Goldprismen

Polyethylenglykol (PEG) ist ein von der Kettenldnge abhdngiges, fliissiges oder festes,
chemisch inertes, wasserlosliches, nicht toxisches Polymer. Aufgrund dieser Eigenschaften
wird es beispielsweise in der Medizin als Wirkstofftréger eingesetzt. Dabei ist die Arznei mit
einer Hiille aus verzweigtem PEG umgeben (z.B. bei Interferon). Dies verlangsamt den
Abbau und die Folgen sind eine bessere Wirkung und weniger Nebenwirkungen. Durch die
Entwicklung geeigneter Beschichtungssysteme sollten Ansdtze erarbeitet werden, die zur
Integration von Enzymen in Mikrofluidikstrukturen dienen.

Polyethylenglykol ist fiir solche Anwendungen besonders geeignet. Aufgrund der
Molekiilstruktur minimiert es die Anzahl unspezifischer Bindungen auf funktionalisierten
Oberflachen. Zudem besitzt PEG eine ausgeprigte ,,Spacer-Funktion, die bei der
Immobilisierung von Biomolekiilen eine iibergeordnete Rolle spielen. Die Grundstruktur
linear gebauter PEG-Ketten besteht aus Monomeren (-CH,-CH,-O-), die ab einem

Polymerisationsgrad grofer zehn die sogenannte Madanderstruktur ausbilden (Abb. 55).

o) 0
/N /N
CH, CH, CH, C‘H2 ‘
]

CH, CH, CH, CH,

CH, CH, ] o .
Abbildung 55: Ausschnitt einer Madander-
\ / \ / \ / struktur von Polyethylenglykol.
0 0 O

Fiir die Immobilisierung von Biomolekiilen wurden aminofunktionalisierte Goldprismen mit

drei verschiedenen Polyethylenglykol-Derivaten beschichtet (Abb. 56).
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CH CH :
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CH CH Diamino-Polyethylenglykol
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Abbildung 56: Strukturen der in dieser Arbeit verwendeten Polyethylenglykol-Derivate. Die Zahl
unspezifischer Bindungsstellen auf der Oberflidche des Trégers sollte durch die Beschichtung mit PEG
verringert werden. Die Anlagerung von Amino-, Diamino- und Dicarboxy-PEG erfolgte iiber einen
Spacer an aminosilanisierte Oberflachen (Abb. 58).

----- APTES — PEG-Derivat

19benp|oo

Abbildung 57: Schema des Schichtaufbaus eines mit PEG-Derivaten beschichteten Goldtrégers.

Ausgehend von ungetrockneten, aminosilanisierten Goldprismen wurde zunidchst iiber die
Aminogruppe des Silans das homobifunktionale Epoxid 1,4-Butandioldiglycidylether
(BDDG) als Linker eingefiihrt. AnschlieBend erfolgte die Kupplung des PEG unter reduktiven
Bedingungen: Die Triager wurden fiir die Immobilisierung von Amino-PEG zwdlf Stunden
lang in einer Losung von BDDG (3 ml/10 ml Boratpuffer) und NaBH,4 (¢ = 6 mg/ml) in 0,2 M
Natriumtetraboratpuffer pH 10,0 bei Raumtemperatur auf einem Schiittler (250 U/min)
inkubiert. Analog erfolgte die Beschichtung mit Diamino- und Dicarboxy-PEG unter gleichen
Bedingungen. Anstelle eines Boratpuffers wurde ein 0,2 M Natriumcarbonatpuffer pH 10,0
verwendet. Anschliefend erfolgte die Aminierung der freien Epoxidgruppe durch die PEG-
Komponente (Abb. 58).
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Abbildung 58: Ubersicht der an der Amino-Polyethylenglykolbeschichtung eines aminosilanisierten
Goldtragers beteiligten Reaktionen.

Dazu wurden die Triger in einer Losung des jeweiligen Polyethylenglykols (¢ = 50 mg/ml)
24 h auf einem Probenschiittler (250 U/min) bei Raumtemperatur inkubiert. Abhingig von der
Beschichtungsstrategie erfolgte entweder eine direkte Weiterverarbeitung oder eine

Vakuumtrocknung.

IV.1.5. Immobilisierung von Antikorpern auf funktionalisierten PEG-

Oberfliachen

Die erfolgreiche Immobilisation von Enzymen auf Messelektroden der LTCC-Mikrochips
lasst sich nur unzureichend iiberpriifen. Die meisten Materialien, die fiir den Autbau von p-
CE Systemen verwendet werden, sind transparent und hdufig mit einer optischen Messeinheit
zur LIF Methode ausgestattet. Da keramische Materialien lichtundurchlissig sind, ist eine
Uberpriifung der Immobilisierungsstrategien beispielsweise mittels Fluoreszenzmarkierung
nicht moglich. Deshalb wurden die Immobilisierungsstrategien mittels SPR getestet. Die
aufgezeichneten Bindungskinetiken und die daraus moglicherweise resultierenden

Schichtdickenzuwéchse sollten anzeigen, ob die Immobilisierung der Biokomponente
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erfolgreich verlaufen ist. Da bei der Immobilisierung von phenoloxidierenden Enzymen keine
Angabe zu einer gerichteten Kupplung moglich war, wurden Antikorper fiir die
Modellentwicklung verwendet. Diese konnen iiber Antigene weitere Antikdrper binden,
wodurch ein Sandwichaufbau entsteht. Eine erfolgreiche Immobilisierung kann dann iiber die
Schichtdickenzunahme der Antikorper ermittelt werden. Als markierungsfreie, biologische
Testkomponente sollte der Antikdrper liber die Aminogruppen an das Polyethylenglykol
kovalent gebunden werden. Zur Messung wurden die einzelnen Kavititen
polyethylenglykolbeschichteter Goldprismen zundchst mit 10 pl PBS-Puffer pH 7,3 befiillt.
Nach Aufzeichnung der Basislinie erfolgte das Auffiillen auf 20 pl mit einer Legionella
pneumophila spezifischen Antikorperlosung. Wéhrend der 30-miniitigen Inkubation wurde

der Kavititeninhalt zu Beginn 5 Minuten lang durchmischt.

IV.1.5.1. Oxidation von Amino-PEG beschichteten Goldprismen

Zur Steigerung der Bindungsaffinitdt beschichteter Trager wurden die Hydroxylgruppen des
PEG mit verschiedenen Oxidationsmitteln (Natriumperiodat, Kaliumpermanganat und
Wasserstoffperoxid) zu Carboxylgruppen oxidiert. Nach Zugabe des Antikorpers sollte dieser
kovalent durch Bildung einer Sdureamidgruppe (-CO-NH-) an die Oberfldche kuppeln (Abb.
59). Die Oxidation erfolgte ,,online®, dass heil}t, im SPR-Gerit.

i
NaO— =0
(0]
112 CH, CH l (0] N
CH; \O/ 2 CHZ/OH Oxidation - ; Oxidation

n / H
O

polyethylenglykolbeschichteter Trager

. _CH, _COOH

Abbildung 59: Oxidation der Hydroxylgruppe des polyethylenglykolbeschichteten Tragers mit
Natriumperiodat, Kaliumpermanganat oder Wasserstoffperoxid zu einer Carboxylgruppe
(1: Goldtrager; 2: Primérbeschichtung aus APTES und BDDG).
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Oxidation Amino-PEG beschichteten Goldoberflichen mit Natriumperiodat

Zur Oxidation Amino-PEG beschichteter Goldoberflichen mit Natriumperiodat wurden 10 pl
PBS-Puffer (pH 7,3) in die Messkavitit vorgelegt und 10 ul 0,1 M Natriumperiodatldsung
hinzugegeben. Zu Beginn der 40-miniitigen Inkubationszeit des Natriumperiodats wurde der
Kavitdteninhalt fiir 5 min durchmischt. AnschlieBend wurde fiinf Mal mit PBS-Puffer pH 7,3
gespiilt.

280

260 « A/ Puffer
240
220 «

200 4 Natriumperiodat

180 1 * Puffer

160 1 W
140 <
\ Antikdrper

120 +

Signal [AU]

100

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Zeit [s]

Abbildung 60: Oxidation eines mit Amino-PEG beschichteten Goldprismas mit Natriumperiodat
(0,1 M) und anschlieBender Immobilisierung eines Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers
(c = 0,3 mg/ml in PBS-Puffer, pH 7,3)

Durch die Inkubation mit Natriumperiodat kam es zu einem Signalanstieg von 10 AU. Das
Signal der Bindungskinetik verlief nach Zugabe des Legionella pneumophila spezifischen
Antikorpers atypisch. Erwartet wurde ein hyperbolischer Verlauf der Anlagerungskinetik. Es
wurde letztendlich ein Schichtdickenzuwachs von 5 AU ermittelt. Somit kam es nach Zugabe

des Antikorpers zu keiner signifikanten Schichtzunahme.

Oxidation Amino-PEG beschichteter Goldoberfliichen mit Wasserstoffperoxid

Die Versuche mit Natriumperiodat flihrten zu keinem hyperbolischen Verlauf der
Bindungskinetik. Der Schichtzuwachs war minimal (Abb. 60). Deshalb wurde als weiteres
Reagenz zur Oxidation von PEG beschichteten Goldtragern Wasserstoffperoxid eingesetzt.
Dazu wurde die Messkavitit mit 10 pul PBS-Puffer (pH 7,3) befiillt und anschlieBend mit 1,5
oder 5 %iger Wasserstoffperoxidlosung auf 20 pl aufgefiillt (Abb. 61 und 62). Wahrend der

ersten 5 Minuten der 30-miniitigen Inkubationszeit wurde der Kavititeninhalt mechanisch
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durchmischt. Nach Zugabe des Antikdrpers (0,3 mg/ml) und einer erneuten Durchmischung

fiir 5 Minuten folgte eine 70 miniitige Inkubation.

1,5 %ige Wasserstoffperoxidlosung
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Abbildung 61: Immobilisierung eines Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers
(c = 0,3 mg/ml in PBS-Puffer, pH 7,3) auf einem mit Amino-PEG beschichteten Goldprisma. Die PEG
Schicht wurde vor der Immobilisierung mit Wasserstoffperoxid (1,5 %) oxidiert.

Die Bindungskurve zeigte wihrend der Inkubation mit Wasserstoffperoxid keinen Anstieg.
Die Immobilisierung des Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers fithrte zu einem
Schichtdickenzuwachs von 25 AU. Die Bindungskinetik verlief wiederum fiir die Anlagerung

eines Biomolekiils atypisch.

5 %ige Wasserstoffperoxidlosung

Bei der Verwendung von 1,5 %iger Wasserstoffperoxidlosung kam es zu einer geringen
Schichtdickenzunahme und einem atypischen Verlauf der Bindungskurve. In einer weiteren
Versuchsreihe wurde 5 %iger Wasserstoffperoxidlosung getestet. Die Versuchsdurchfiihrung
war mit den vorherigen Versuchen identisch. Die Inkubationszeit wurde aufgrund der hoheren

Konzentration auf 20 min reduziert.
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Abbildung 62: Immobilisierung eines Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers (¢ =
0,3 mg/ml in PBS-Puffer, pH 7,3) auf einem mit Amino-PEG beschichteten Goldprisma. Die PEG
Schicht wurde vor der Immobilisierung mit Wasserstoffperoxid (5 %) oxidiert.

Der Signalzuwachs betrug nach Zugabe der 5 %igen Wasserstoffperoxidlosung 13 AU. Die
Immobilisierung des Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers fiihrte zu einer
Schichtdickenzunahme von 24 AU. Die Bindungskinetik wies, wie bei der Verwendung von
1,5 %iger Wasserstoffperoxidlosung, keinen hyperbolischen Verlauf auf. Die Zunahme der

Schichtdicke war jedoch mit der einer 1,5 %igen Wasserstoffperoxidldsung vergleichbar.

Oxidation Amino-PEG beschichteter Goldoberfliche mit Kaliumpermanganat

Bei der Oxidation Amino-PEG beschichteter Goldtrager kam es durch die Immobilisierung
eines Legionella pneumophila spezifischen AntikOrpers nur zu einer geringen
Schichtdickenzunahme. Dariiber hinaus waren alle Versuche mit Natriumperiodat und
Wasserstoffperoxid durch einen peakéhnlichen Verlauf der Bindungskinetik bei der
Immobilisierung des Antikorpers gekennzeichnet.

Als weiteres Oxidationsmittel wurde eine 0,1 M Kaliumpermanganatlosung eingesetzt. Wie
bei den vorherigen Versuchen wurde die Messkavitit mit 10 ul PBS-Puffer (pH 7,3) befiillt.
Nach Einstellung der Basislinie erfolgte die Zugabe von 10 pl der Kaliumpermanganatlésung
(pH 7,0). Der Kavititeninhalt wurde wéhrend der ersten 5 Minuten der 60-miniitigen
Inkubation durchmischt. Die im Anschluss 70-miniitige Inkubation des Antikorpers (¢ =

0,3 mg/ml) verlief analog.
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Abbildung 63: Immobilisierung eines Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers
(¢ =0,3 mg/ml in PBS-Puffer, pH 7,3) auf einem mit Amino-PEG beschichteten Goldprisma. Die PEG
Schicht wurde vor der Immobilisierung mit Kaliumpermanganat (0,1 M, pH 7,0) oxidiert.

Durch Inkubation der beschichteten Goldoberflache mit Kaliumpermanganat kam es zu einem
Signalzuwachs von 144 AU. Fiinfmaliges Spiilen mit PBS-Puffer fiihrte zu keiner
signifikanten Abnahme des Signals. Nach Zugabe des Legionella pneumophila spezifischen
Antikorpers kam es zu einem Signalzuwachs von 195 AU. Sowohl das Bindungssignal des
Kaliumpermanganats als auch des Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers verliefen
hyperbolisch. Die Immobilisierung des Antikorpers fiihrte zu einem auffélligen Signalverlauf.
Nach einem Signalanstieg von etwa 250 AU blieb das Signal fiir rund 150 s auf diesem
Niveau, bevor es zu einer weiteren Zunahme tiiber die Dauer der Inkubation kam. Im
Vergleich mit den anderen getesteten Oxidationsmitteln wurde eine rund 8-fach grofBere
Schichtdickenzunahme gemessen. Die Methode mit Kaliumpermanganat war am besten
geeignet, um Antikorper iiber oxidierte Amino-PEG Schichten an Goldtrigern zu

immobilisieren.

In Tabelle 12 sind die Schichtdickenzuwidchse der Versuche zur Immobilisierung von

Antikorpern auf oxidierten Amino-PEG Oberfldchen zusammenfassend dargestellt.

Oxidationsmittel Konzentration [mM] Schichtdickenzuwachs [AU]
Natriumperiodat 0,1 5
Wasserstoffperoxid 0,4 25
Wasserstoffperoxid 1.4 24
Kaliumpermanganat 0,1 195

Tabelle 12: Bindungsdaten der Versuche zum Schichtdickenzuwachs von Antikdrpern auf oxidierten
Amino-PEG Oberflichen.
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IV.1.5.2. Immobilisierung von Antikorpern auf Goldtrigern mit

homobifunktionaler PEG-Beschichtung

Durch Immobilisierung von PEG-Derivaten auf Oberflichen lassen sich hydrophile und
biokompatible Schichten erzeugen. Die dabei ausgebildete Matrix kann zur Kupplung von
Biomolekiilen genutzt werden. Da das Amino-PEG iiber seine Amino- oder Hydroxylgruppe
an die Tragerdberfliche kuppeln kann, wurden homobifunktionale PEG-Molekiile verwendet
(Abb. 56). Somit war die freie, endstindige funktionelle Gruppe bekannt. Diese
homobifunktionalen PEG-Molekiille wurden, wie Amino-PEG, mittels BDDG an eine

aminosilanisierte Goldoberfldche gekuppelt (Abb. 64).

..... APTES BDDG PEG-Derivat Biomolekll

1abenpjoo

Abbildung 64: Schema des Schichtaufbaus eines mit einem PEG-Derivat beschichteten Goldtragers.

Dabei erfolgt die Aminierung bzw. Veresterung der freien Epoxidgruppe des Linkers mit der
funktionellen Gruppe des PEG-Derivats. Als weitere Polyethylenglykole wurden Diamino-
und Dicarboxy-PEG verwendet. Die Immobilisierung von Biokomponenten an Diamino-PEG
fiihrte erst zu einer Anlagerung von Bernsteinsdureanhydrid (Abb. 70). Dabei o6ffnete sich der
Furanring des Bernsteinsdureanhydrids und eine endstindige Carboxylgruppe wurde
ausgebildet. Diese wurde vor der Immobilisierung eines Biomolekiils mit NHS/DIC aktiviert.

Die Trager wurden in einer Losung aus 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Puffer (CBB-Puffer)
pH 10,0 und dem jeweiligen Polyethylenglykol (¢ = 50 mg/ml) 24 h auf einem
Probenschiittler (250 U/min) bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte eine direkte

Weiterverarbeitung oder eine Vakuumtrocknung.

Immobilisierung von Antikérpern auf aktivierten Dicarboxy-PEG Oberflichen

Wie bereits erwdhnt, ist bei der Immobilisierung von Biokomponenten an die
Carboxylgruppen des Dicarboxy-PEGs eine Aktivierung notig. Diese erfolgte mit einem
Gemisch aus NHS/DIC. Dazu wurde der Trdger nach erfolgreicher Beschichtung mit

Dicarboxy-PEG vakuumgetrocknet und anschlieBend in einen Glastrog iiberfiihrt. Ein in
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Dimethylformamid angesetztes Gemisch aus N-Hydroxysuccinimid und N’,N’-Diiso-
propylcarbodiimid wurde vorsichtig auf die Goldprismen pipettiert. Der Glastrog wurde
luftdicht verschlossen und die Prismen 4 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Diisopropylcarbodiimid lagert sich an die Carboxylgruppe des Polyethylenglykols an. NHS
greift nucleophil {iber eine seiner Hydroxylgruppe das C-Atom der Carboxylgruppe an und
aktiviert somit dieses. Dabei wird DIC mit einem Wassermolekiil als Abgangsgruppe
abgespalten. Das zu immobilisierende Biomolekiil lagert sich {iber freie Aminogruppen an das
aktivierte C-Atom an und wird unter Ausbildung einer Sdureamidgruppe, unter gleichzeitiger

NHS-Abspaltung, an das PEG gebunden (Abb. 65).
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Abbildung 65: Ubersicht der NHS/DIC-Aktivierung einer mit Dicarboxypolyethylenglykol
beschichteten, aminosilanisierten Goldoberflidche (1: Goldtriager; 2: Priméarbeschichtung aus APTES
und BDDG).

Die Messkavitit wurde mit 10 ul CBB-Puffer (pH 10,0) befiillt. Nach Einstellung der
Basislinie wurden 10 pl des Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers (¢ =
0,3 mg/ml) hinzupipettiert. Der Kavititeninhalt wurde wihrend der ersten fiinf Minuten der

60-miniitigen Inkubation durchmischt.
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Abbildung 66: Immobilisierung eines Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers (¢ =
0,3 mg/ml in Natriumcarbonatpuffer, pH 10,0) auf einem mit Dicarboxy-PEG beschichteten und mit
NHS/DIC aktivierten Goldprisma.

Nach Zugabe des Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers konnte eine fir
Biomolekiile typische Bindungskinetik beobachtet werden (Abb. 66). Es wurde ein
Schichtdickenzuwachs von 66 AU ermittelt.

Immobilisierung von Antikorpern auf Dicarboxy-PEG Oberflichen ohne NHS/DIC-
Aktivierung

Um den Einfluss der Aktivierung auf die Immobilisierung von Biokomponenten besser
beurteilen zu konnen, sollten auch Dicarboxy-PEG Triager ohne Aktivierung getestet werden.
Dazu wurden mit Dicarboxy-PEG beschichtete Goldprismen ohne NHS/DIC-Aktivierung in
gleicher Weise wie in Kapitel IV.1.5. vermessen. Nach Befiillung der Messkavitit mit 10 pl
CBB-Puffer erfolgte die Zugabe von 10 pl des Legionella pneumophila spezifischen
Antikdrpers (¢ = 0,3 mg/ml). Wahrend der ersten 5 Minuten der 60-miniitigen Inkubationszeit

wurde der Kavitdteninhalt mechanisch durchmischt (Abb. 67).
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Abbildung 67: Immobilisierung eines Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers
(c = 0,3 mg/ml in Natriumcarbonatpuffer, pH 8,6) auf einem mit Dicarboxy-PEG beschichteten
Goldprisma ohne NHS/DIC-Aktivierung.

Wie bei der Aktivierung der Dicarboxy-PEG Schicht mit NHS/DIC verlief die Bindungskurve
hyperbolisch. Nach fiinfmaligem Spiillen mit CBB-Puffer (pH 10,0) wurde eine
Schichtzunahme von 35 AU ermittelt. Somit wurde eine um 47 % niedrigere Schichtzunahme

als bei aktivierten Dicarboxy-PEG Oberflichen ermittelt.

Sandwichassay auf Dicarboxy-PEG

Wie die vorherigen Versuche zeigten, lassen sich Legionella pneumophila spezifische
Antikorper liber PEG-Derivate auf aminosilanisierten Oberflichen immobilisieren. Um darauf
aufbauend weitere Beschichtungsprotokolle entwickeln zu konnen, musste die strukturelle
Ausrichtung des immobilisierten Antikorpers untersucht werden. Dazu wurde ein Assay mit
zwei Antikorpern durchgefiihrt. Basis dieses so genannten “Sandwichassays® waren auf

Dicarboxy-PEG immobilisierte Antikdrper (Abb. 68).
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PEG-Derivat Abbildung 68: Schematischer Aufbau des
Sandwichassays auf einem Goldtrager mit PEG
G Oldtl‘éger Beschichtung.

Ein Antigen kann iiber sein Epitop an den Fab-Teil des immobilisierten Antikorpers binden.
Gibt man einen weiteren Antikorper, einen sogenannten Detektionsantikorper hinzu, sollte
dieser an das Antigen spezifisch binden.

Fiir die Durchfiihrung des Sandwichassays wurde, wie in Kapitel IV.1.5.2. beschrieben, ein
aminosilanisiertes ~ Goldprisma mit Dicarboxy-PEG  beschichtet. Alle  weiteren
Beschichtungsschritte erfolgten ,,online”. Die Messkavitit wurde mit 10 pul CBB-Puffer
befiillt und nach Einstellung der Basislinie mit einem Legionella pneumophila spezifischen
Antikorper auf 20 pl aufgefiillt. Der Kavititeninhalt wurde wihrend der ersten fiinf Minuten
der 60-miniitige Inkubationsdauer durchmischt. AnschlieBend erfolgte nacheinander die
Zugabe von 1 M Ethanolamin zur Beseitigung von Esterbindungen, des Blockingreagenz
BSA (0,25 mg/ml) und des Legionella pneumophila spezifischen Antigens fiir jeweils 30 min.
Abschliefend wurde erneut mit einem Legionella pneumophila spezifischen Antikorper fiir
60 min inkubiert (Abb. 69). Der Kavititeninhalt wurde die ersten fiinf Minuten wihrend jeden

Inkubationsschrittes durchmischt.
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Abbildung 69: Immobilisierung eines Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers (¢ =
0,3 mg/ml in Natriumcarbonatpuffer, pH 10,0) auf einem mit Dicarboxy-PEG beschichteten Goldchip
zur Testung der strukturellen Ausrichtung des Antikdrpers. Durchfiihrung eines Sandwichassays mit
einem Legionella pneumophila spezifischen Antigen (¢ = 10’ Partikel/ml). Zugabe von Ethanolamin (c
=1 M) und BSA (c = 0,25 mg/ml) zur Blockierung aktiver Bindungsstellen.

Die Immobilisierung des Fingerantikorpers flihrte zu einer Schichtzunahme von 30 AU. Der
Schichtdickenzuwachs des Detektionsantikorpers betrug nach dem fiinfmaligen Spiilen mit
CBB-Puffer 4 AU. Die Bindungskinetik verlief im Gegensatz zum Fangerantikrper atypisch.

Die Immobilisierung des Antigens flihrte zu keiner signifikanten Schichtdickendnderung.

Immobilisierung von Antikorpern auf aktivierten Diamino-PEG Oberflichen

Eine weitere Moglichkeit zur Kupplung von Biokomponenten an PEG beschichteten Triagern
besteht in der Verwendung von Diamino-PEG. Hierzu war es jedoch erforderlich, vor der
Antikorper-Immobilisierung die freie Aminogruppe des immobilisierten Diamino-PEG mit
Bernsteinsdureanhydrid zu einer Carboxylgruppe umzusetzen (Abb. 70). In einer 0,25 M
Bernsteinsdureanhydridlosung erfolgte die Inkubation fiir 90 min auf einem Probenschiittler
(250 U/min). Wiahrend dieses Vorgangs bildet sich eine Sdureamidgruppe aus, die durch
Reaktion des Furanderivates mit der Aminogruppe entsteht. AnschlieBend erfolgte die

Aktivierung der Carboxyloberfliche mit NHS/DIC (siehe Kapitel IV.1.5.2.)
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Abbildung 70: Ubersicht iiber die Umsetzung der freien Aminogruppe von Diamino-Polyethlenglykol
mit Bernsteinsdureanhydrid (1: Goldtrager; 2: Primirbeschichtung aus APTES und BDDG).

Die Messkavitit wurde mit 10 ul CBB-Puffer (pH 10,0) befiillt. Nach Einstellung der

Basislinie wurden 10 pl des Legionella pneumophila spezifischen Antikérpers (¢ =

0,3 mg/ml) hinzupipettiert. AnschlieBend wurde der Kavititeninhalt wihrend der ersten 5

Minuten der 60-miniitigen Inkubation durchmischt (Abb. 71).
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Abbildung 71: Immobilisierung eines Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers (¢ =
0,3 mg/ml in Natriumcarbonatpuffer, pH 10,0) auf einem mit Diamino-PEG beschichteten

Goldprisma.  Diamino-PEG ~ wurde zur  Schaffung
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Bernsteinsdureanhydrid umgesetzt und anschlieend mit NHS/DIC aktiviert.

mit



104 Ergebnisse

Nach Zugabe des Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers kam es zu einem
anndhernd hyperbolischen Verlauf der Bindungskurve. Die Zunahme der Schichtdicke betrug
51 AU und damit 25 % weniger als bei vergleichbaren aktivierten Dicarboxy-PEG
Oberflichen. Mit beiden Beschichtungsstrategien wurde ein Legionella pneumophila
spezifischer Antikérper auf aktivierten PEG-Oberflaichen immobilisiert. Das Verfahren der
indirekten Kupplung iiber Bernsteinsdureanhydrid fiihrte jedoch zu einer geringeren

Schichtdickenzunahme.

Immobilisierung von Antikorpern auf nicht aktivierten Diamino-PEG Oberflichen

In einem weiteren Versuch sollte gekliart werden, inwieweit die Aktivierung mit NHS/DIC
einen Einfluss auf die Hohe des Schichtdickenzuwachses bei Diamino-PEG Oberfldchen hat.
Dazu wurden Diamino-PEG beschichtete Goldprismen mit Bernsteinsdureanhydrid umgesetzt
und ohne Aktivierung getestet. Die Messkavitit wurde mit 10 pl CBB-Puffer befiillt. Nach
Zugabe von 10 pl des Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers (¢ = 0,3 mg/ml)
wurde der Kavititeninhalt zu Beginn der 60-miniitigen Inkubation fiinf Minuten durchmischt

(Abb. 72).
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Abbildung 72: Immobilisierung eines Legionella pneumophila Antikérpers (¢ = 0,3 mg/ml in
Natriumcarbonatpuffer, pH 10,0) auf einem mit Diamino-PEG beschichteten Goldprisma. Diamino-
PEG wurde zur Schaffung einer Carboxyloberfliche mit Bernsteinsdureanhydrid umgesetzt ohne
anschlieBende Aktivierung der Carboxylgruppe mit NHS/DIC.

Durch die Immobilisierung des Legionella pneumophila spezifischen Antikdrpers kam es zu
einer Schichtdickenzunahme von 43 AU. Der Anstieg der Bindungskurve verlief
hyperbolisch. Verglichen mit aktivierten Diamino-PEG Oberfldchen war der Wert um 15,5 %

geringer.
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IV.1.5.3. Ausrichtung der Antikorperbindung mit Hilfe von Na,Na-
Bis(carboxymethyl)-L-Lysin und Kobaltchlorid

\ Fab-Teil
Fc-Teil

HOOC COOH

\ /
\ /

\.E !
’ \\

Vd T T \,

’ ! 1 \\
/ / \ X
/ / \ \
/ / \

‘ / "liréig‘er | ‘

Abbildung 73: Schema der gerich-
teten  Immobilisierung  eines
Antikorpers durch Komplexbil-
dung mit Co®".

Der unter 1V1.5.2.3 durchgefiihrte Sandwichassay
fiihrte zu keiner Klarung der strukturellen Ausrichtung
des Antikérpers. Daraufhin sollte alternativ eine Co®'-
Beschichtung  entwickelt werden. Eine Co*'-
Beschichtung wurde bereits fiir Glastriger entwickelt
[Hartmann, 2004]. Damit war es moglich, Antikorper
an planare Glastrager zu binden. Die Bindung an die
Co*"-Oberfliche erfolgt gerichtet iiber
Komplexbildung der endstindigen Carboxylgruppen
des Fc-Teils des Antikdrpers [Hale, 1995]. Dies hatte
den Vorteil, dass der Fab-Teil des Antikorpers fiir das
Antigen frei zugénglich blieb (Abb. 73).

Die Co”*'-Beschichtung wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Es erfolgte zundchst die
Herstellung einer (Tri)carboxyloberfliche (Abb. 75), dann die Belegung mit Co”” (Abb. 74).

o3RI,

- = -

COOH

Abbildung 74: Schema des Schichtaufbaus einer Co**-Oberfliche.
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Abbildung 75: Reaktionsschema der (Tri)carboxylbeschichtung auf einer aminosilanisierten
Goldoberfléache.

Diese wurde online unmittelbar vor der Antikorper-Immobilisierung ausgefiihrt. Basis fiir die
Co*"-Beschichtung waren ungetrocknete, aminosilanisierte Goldprismen. Die Aminogruppen
des Trigers wurden mit Bernsteinsdureanhydrid umgesetzt. Bernsteinsdureanhydrid diente
zum einen als Spacer, zum anderen wurde eine Carboxyloberfliche erzeugt, die fiir die
weiteren Schritte erforderlich war. Dazu wurden die Goldprismen fiir 12 h in einer 0,25 M
Bernsteinsdureanhydridlosung bei Raumtemperatur inkubiert (Probenschiittler, 250 U/min).
Die so geschaffene Carboxyloberfliche wurde mittels einer Aktivierung mit NHS und DIC

fiir die Immobilisierung eines Triessigsdurederivates vorbereitet. Die Aktivierung geschah fiir
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4 h in einer Losung von 1,6 g DIC und 0,8 g NHS in 40 ml Dioxan (Schiittler, 250 U/min) bei
Raumtemperatur. AnschlieBend konnte das Triessigsdurederivat immobilisiert werden. Dazu
wurden die Goldprismen in einer Losung von No,Ne-Bis(carboxymethyl)-L-lysin-
trifluoracetat in einem 0,1 M Natriumhydrogencarbonatpuffer pH 8,3 (¢ = 0,15 mg/ml) ca.
18 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Trocknen im Vakuum konnten die Prismen zur
online-Beschichtung mit Co* (CoCl; x 6 HyO, ¢ = 5 mg/ml) verwendet oder im Exsikkator
gelagert werden.

Der zu immobilisierende Antikdrper soll iiber seine Carboxylgruppen am Fc-Teil an das
Metallion komplexiert werden. Durch die gerichtete Anlagerung iiber den Fc-Teil des
Antikorpers ist bei Bindung des Antigens die Immobilisierung eines weiteren Antikorpers
denkbar. Es wurden je ein Legionella pneumophila (Abb. 76) und ein rabbit anti-Salmonella
sp. (Abb. 77) spezifischer Antikorper (¢ = 0,3 mg/ml) verwendet. Vor Immobilisierung des
Fanger-Antikorpers fand zunichst die Kupplung von Co”" an das No,No-Bis(carboxymethyl)-
L-lysin-trifluoracetat durch Komplexierung statt. Dazu wurden 10 pl von Cobalt-(IT)-chlorid-
Hexahydrat (¢ = 20 mM) in die mit 10 pl CBB-Puffer (pH 10,0) befiillte Messkavitét
pipettiert, fiinf Minuten mechanisch durchmischt und fiir weitere 55 min bei Raumtemperatur
ohne Durchmischung inkubiert. Nach fiinfmaligem Spiilen mit CBB-Puffer erfolgte die
Immobilisierung des Fanger-Antikérpers. Die Kupplung des Antigens (¢ = 107 Partikel/ml)

und des Detektions-Antikdrpers wurden unter denselben Bedingungen durchgefiihrt.
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Abbildung 76: Immobilisierung eines Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers (¢ =
0,3 mg/ml in Natriumcarbonatpuffer (pH 10,0). Sandwichbeschichtung mit Cobalt-(II)-chlorid-
Hexahydrat (¢ = 20 mM) auf einem mit APTES beschichteten Goldprisma.
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Ein Schichtdickenzuwachs von 125 AU wurde bei der ersten Immobilisierung des Legionella
pneumophila spezifischen Antikorpers ermittelt. Nach Beschichtung mit Cobalt-(II)-chlorid-
Hexahydrat und spiilen mit Puffer kam es iiber einen Zeitraum von 40 min zu einem stetigen
Anstieg des Signals. Die Immobilisierung des Antikorpers fiihrte zu einem auffilligen
Signalverlauf. Nach einem Signalanstieg von etwa 167 AU blieb das Signal fiir rund 300 s auf
diesem Niveau, bevor es zu einer weiteren Zunahme iiber die Dauer der Inkubation kam.
Sowohl nach der Immobilisierung des Antigens als auch des zweiten Antikdrpers wurde das
Ausgangsniveau um jeweils 20 AU unterschritten. Da es zu keiner effektiven Signalzunahme
kam, wurde auf Basis der mit Co”" aktivierten Metallionen-Oberfliche ein Sandwichassay mit
einem polyklonalen rabbit anti-Salmonella sp. spezifischen Antikorper (¢ = 0,3 mg/ml) weiter

gearbeitet.
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Abbildung 77: Immobilisierung eines rabbit anti-Salmonella sp. spezifischen Antikorpers (¢ =
0,3 mg/ml in einem Natriumcarbonatpuffer, pH 10,0). Sandwichbeschichtung mit Cobalt-(1I)-chlorid-
Hexahydrat (20 mM) auf einem mit APTES beschichteten Goldchip.

Die Immobilisierung des rabbit anti-Salmonella sp. spezifischen Fanger-Antikorpers auf die
Co”" komplexierte Oberfliche fiihrte zu einem Schichtdickenzuwachs von 22 AU. Verglichen
mit immobilisierten Legionella pneumophila spezifischen Antikdrpern entsprach dieser
Signalzuwachs nur etwa 15 % der dort erzielten Schichtdickenzunahme. Der
Schichtdickenzuwachs betrug bei der Immobilisierung des Antigens 17 AU. Die
Immobilisierung des Detektions-Antikorpers ergab eine Zunahme von 33 AU. Bei allen
Immobilisierungen wurde ein anndhernd hyperbolischer Verlauf der Bindungskurve
beobachtet. Demnach kam es durch die Herstellung einer Co®" komplexierten Oberfliche zu
einer gerichteten Anlagerung des rabbit anti-Salmonella sp. spezifischen Antikorpern iiber

den Fc-Teil.
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IV.1.5.4. Immobilisierung von Antikorpern auf 3-MPS-Oberflichen

Alle bisher beschriebenen Versuche zur Immobilisierung von Antikérpern fanden auf PEG
beschichteten Oberfldchen statt. Daflir wurde ein aminosilanisierter Goldtrager mit Spacer
und PEG beschichtet. Aufgrund der Molekiilstruktur minimiert PEG die Anzahl
unspezifischer Bindungen auf funktionalisierten Oberflichen. Auflerdem besitzt es eine
ausgeprigte ,,Spacer“-Funktion. Durch die Verwendung von 3-Mercaptopropionsdure (MPS)
ist nur ein Beschichtungsschritt notig. Die Eigenschaften des PEGs sind jedoch nicht gegeben.
Neben einer Carboxylgruppe zur Kupplung der Biokomponente besitzt MPS eine
Thiolgruppe. Uber diese Thiolgruppe kann MPS, unter Ausbildung einer Gold-Thiolat-
Bindung, an die Goldoberfldche binden (Abb. 78).

—— AU

— Au---S
_\—COOH

— Au
Abbildung 78: Schema des Schichtaufbaus eines Goldtragers mit 3-Mercaptopropionsiure.

Zur Beschichtung mit MPS wurden die gereinigten Goldprismen fiir 24 h in einer 1 %igen
3-Mercaptopropionsdurelosung (in 96 %igem Ethanol) bei Raumtemperatur auf einem
Probenschiittler (250 U/min) inkubiert. Danach erfolgte eine Vakuumtrocknung. Bei einer
anschlieBenden NHS/DIC Aktivierung wurden die Triger in einen Glastrog iiberfiihrt. Ein in
Dimethylformamid angesetztes Gemisch aus N-Hydroxysuccinimid und
Diisopropylcarbodiimid wurde vorsichtig auf die Goldprismen pipettiert. Der Glastrog wurde
luftdicht verschlossen und die Prismen 4 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Messkavitdt wurde mit 10 ul CBB-Puffer befiillt. Nach Zugabe von 10 ul des Legionella
pneumophila spezifischen Antikorpers (¢ = 0,3 mg/ml) wurde der Kavititeninhalt zu Beginn

der 60-mintitigen Inkubation fiinf Minuten durchmischt (Abb. 79).
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Abbildung 79: Immobilisierung eines Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers (¢ =
0,3 mg/ml in PBS-Puffer, pH 8,6) auf einem mit 3-Mercaptopropionsdure beschichteten und mit
NHS/DIC aktivierten Goldprisma.

Nach Zugabe des Legionella pneumophila spezifischen Antikérpers kam es zu einem
atypischen Verlauf der Bindungskurve. Der Schichtdickenzuwachs betrug 44 AU. Verglichen
mit der Immobilisierung auf nicht aktivierten MPS-Oberflichen wurde bei gleichem

atypischen Signalverlauf eine 10 %ige Signalzunahme ermittelt.

Tabelle 13 zeigt zusammenfassend die Schichtdickenzunahmen aller Antikérper- und

Antigen-Anlagerungen der verschiedenen Versuche zur Erarbeitung geeigneter

Immobilisierungsstrategien auf SPR-Basis.

Versuch

Fangerak. [AU]

Antigen [AU]

Dicarboxy-PEG mit NHS/DIC Aktivierung 66 entfallt entfallt
Dicarboxy-PEG ohne NHS/DIC Aktivierung 35 entfallt entfallt
Sandwichassay auf Dicarboxy-PEG Basis 30 kein Zuwachs 4
Diamino-PEG mit NHS/DIC Aktivierung 50 entfallt entfallt
Diamino-PEG ohne NHS/DIC Aktivierung 44 entfallt entfallt
Sandwichassay auf Co**-Basis mit 125 kein Zuwachs kein Zuwachs
Legionella pneumophila sp. Antikdrper

Sandwichassay auf Co**-Basis mit 22 17 33
rabbit anti-Salmonella sp. Antikérper

3-MPS mit NHS/DIC Aktivierung 44 entfallt entfallt
3-MPS ohne NHS/DIC Aktivierung 40 entfallt entfallt

Tabelle 13: Bindungsdaten der Versuche zur Erarbeitung geeigneter Immobilisierungsstrategien auf

SPR-Basis.

Detektionsak. [AU]
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IV.2. Immobilisierung fungaler Polyphenoloxidasen auf funktionalisierten

Goldprismen

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Immobilisierungsstrategien mit Hilfe der SPR zur
Integration phenoloxidierender Enzyme, wie beispielsweise Laccasen, in LTCC-Mikrochips
erarbeiten werden. Die immobilisierten Enzyme sollten stabil und ohne wesentliche
Verdanderung der Affinitdt und Spezifitit an die Tridgeroberfliche binden. Dabei wurde
zundchst eine erfolgreiche Immobilisierung und die strukturelle Ausrichtung auf
funktionalisierten Oberflichen mittels Antikorpern getestet (siehe Kapitel 1V.1.5.2. und
IV.1.5.3).

Die Funktionalitdt und Substratspezifitit der verwendeten Polyphenoloxidasen wurde in zwei

Schritten analysiert:

1. Uberpriifung des Immobilisierungserfolges mittels SPR

2. Photometrische Funktionskontrolle

Mit Hilfe der Oberflachenplasmonen-Resonanz kann der Immobilisierungsumfang tiberpriift
werden. Die Kldrung der strukturellen Ausrichtung erfolgte mittels Sandwichassays. Da
dieses bei Enzymen nicht moglich ist, erfolgte die Funktionskontrolle photometrisch. Dabei
kommt es durch die Verwendung geeigneter Substrate zur Ausbildung von Radikalkationen,
die sich in einer Farbreaktion photometrisch auswerten lassen. Dadurch ist eine Aussage zur

Giite der Immobilisierung moglich.

IV.2.1. Vorbereitung der SPR-Kiivetten

Die Inkubation geeigneter Substrate zur photometrischen Funktionskontrolle erfolgte in der
Messkavitdt. Dazu ist es erforderlich, eine Adsorption des Biomolekiils an der
Kiivettenwandung zu verhindern. Dafiir wurden die SPR-Kiivetten 30 min in einer BSA-
Losung (¢ = 25 mg/15 ml Wasser) auf einem Probenschiittler (250 U/min) bei

Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Trocknung unter Vakuum.



112 Ergebnisse

IV.2.2. Immobilisierung von Phenoloxidasen

Die zur Familie der Typ-3-Kupferproteine zdhlende Tyrosinase (E.C. 1.14.18.1, Monophenol-
Monooxygenase) und zwei Laccasen (E.C. 1.10.3.2, O,-Oxidoreduktasen) wurden zur
Immobilisierung verwendet. Eingeteilt nach fungaler und pflanzlicher Herkunft sind Laccasen
kupferhaltige Phenoloxidasen, die phenolische Substrate zu Phenoxyl-Radikalen oxidieren.
Alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme sind fungaler Herkunft und stammen aus den

Basidiomyceten Agaricus bisporus (Tyrosinase, Laccase) und Trametes versicolor (Laccase).

‘ Diamino-PEG ]

NHS/DCC
Aktivierung

\

| |

Goldtrager Goldtrager Goldtrager Goldtrager Goldtrager

Abbildung 80: Vergleich der Beschichtungsmethoden bei der Immobilisierung von Phenoloxidasen
auf funktionalisierten Goldtréger.

Es kamen flinf Beschichtungsmethoden zum Einsatz, von denen eine auf gereinigten, nicht
funktionalisierten Goldtragern durchgefiihrt wurde. Zwei Immobilisierungsstrategien wurden
auf MPS beschichteten Oberflichen durchgefiihrt, von denen eine mit NHS/DIC aktiviert
war. Eine Immobilisierung erfolgte auf aminosilanisierten Goldtrdgern. Eine weitere wurde
auf Diamino-PEG Oberflichen durchgefiihrt. Hierzu war es jedoch erforderlich, vor der
Antikorper-Immobilisierung die freie Aminogruppe des immobilisierten Diamino-PEG mit
Bernsteinsdureanhydrid zu einer Carboxylgruppe umzusetzen (Abb. 70).

Die Messkavitit wurde mit 10 pl 0,2 M Natriumphosphatpuffer (pH 5,5) befiillt. Nach
Zugabe von 10 pl Enzymlosung (0,5 mg/ml) wurde der Kavititeninhalt zu Beginn der

30-miniitigen Inkubation 5 min durchmischt.
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IV.2.3. Photometrische Funktionskontrolle immobilisierter Phenoloxidasen
mit ABTS (2,2°-Azino-di-[3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonat])

Die Aktivitdt der immobilisierten Phenoloxidasen wurde durch Modifizierung bestehender
Farbassays mit Syringaldazin oder ABTS photometrisch bestimmt. Beides sind Diazo-

Verbindungen, die nach enzymatischer Umsetzung farbige Radikalkationen ausbilden (Abb.

81).
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Abbildung 81: Bildung des ABTS-Kationradikals (unten) aus ABTS (oben) durch Laccase.

In Abbildung 81 ist die enzymatische Umsetzung von ABTS zum Radikalkation durch
Laccase dargestellt. Die chemische Reaktion ist bei Syringaldazin (Abb. 39) identisch. Fiir die
Absorptionsmessung der Tyrosinase wurde Brenzkatechin als Substrat verwendet. Nach
Aufzeichnung der Bindungskinetiken wurden die einzelnen Kavitéten bis auf ein Volumen
von 5 ul entleert. Anschlieend erfolgte die Zugabe von jeweils 30 pl der Substratldsungen
(ABTS bei Laccasen, Brenzkatechin bei Tyrosinase) in die jeweiligen Kavititen. Die unter
Lichtausschluss ausgefiihrte fiinfminiitige Inkubation wurde durch Zugabe von 5 pl einer
8 %igen H,SO, beendet. Nach der Uberfiilhrung von 30 pl des Reaktionsansatzes in eine
Mikrokiivette erfolgte die photometrische Messung bei 420 nm (Brenzkatechin, ABTS) oder
530 nm (Syringaldazin). Bis zum Abstoppen der Reaktion konnten alle Reaktionsschritte auch
innerhalb (,,online*) des SPR-Gerétes durchgefiihrt werden.
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1V.2.4. Farbassay mit Syringaldazin

Eine Inkubation der Enzyme mit dem Substrat Syringaldazin sollte zu einer Violettfirbung
durch die Bildung von Radikalkationen fiihren. Sowohl in Natriumacetatpuffer als auch in
Natriumacetat-Methanol-Gemischen wurde das Reagenz gelost in die Messkavitét eingesetzt.
Die photometrische Messung fiihrte zu keinen messbaren Ergebnissen. Verldngerte
Inkubationszeiten und verschiedene Konzentrationen fithrten zum gleichen Ergebnis. Alle

Versuche wurden darauthin mit ABTS als Substrat durchgefiihrt.

IV.2.5. Laccase aus Agaricus bisporus

Die Aktivitdtsbestimmung immobilisierter Enzyme gliederte sich in zwei Schritte. Zur
Beurteilung  geeigneter Immobilisierungsstrategien dienten die  Aufnahmen der
Bindungskurve. Die Uberpriifung der Funktionsfihigkeit und Substratspezifitit erfolgte
anschlieBend photometrisch. Geeignete Immobilisierungsstrategien sollten durch vergleichen
der Absorptionswerte mit den ermittelten Schichtdickenzunahmen erarbeitet werden. Dazu
wurden die in Abb. 80 dargestellten Beschichtungsstrategien getestet.

In die Messkavitdt wurde 10 pl 0,2 M Natriumphosphatpuffer (pH 5,5) vorgelegt und nach
Einstellung der Basislinie mit der Enzymldsung (¢ = 0,5 mg/ml) auf 20 ul aufgefiillt. Der

Kavitdteninhalt wurde zu Beginn der 30-miniitigen Inkubation Smin durchmischt.

160

150 +

140

130 +

120 «

Signal [AU]

110 +

100 «

90 +

<+— Enzym

80

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Zeit [s]

Abbildung 82: SPR-Sensorgramme der Immobilisierung der Laccase aus Agaricus bisporus
(0,5 mg/ml) auf unterschiedlich funktionalisierten Goldoberflachen: ohne Funktionalisierung (1), 3-
Aminopropyltriethoxysilan ~ (2), Mercaptopropionsdure  ohne  NHS/DIC-Aktivierung  (3),
Mercaptopropionsdure mit NHS/DIC (4), Diamino-PEG (5) und ohne Funktionalisierung mit BSA
geblockt (6).
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Die Bindungskurven zeigten bei der Immobilisierung der Laccase aus Agaricus bisporus
einen Anstieg von 8-25 AU/10 s (Abb. 82). Mit 47 £ 2 AU wurde der hochste
Schichtdickenzuwachs bei der Immobilisierung auf einem  gereinigten, nicht

funktionalisierten Goldprisma ermittelt (Abb. §83).
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Abbildung 83: Vergleichende Darstellung der mittels SPR ermittelten Signaldifferenzen der aus
Agaricus bisporus immobilisierten Laccase bei unterschiedlichen Immobilisierungsverfahren.

Die Immobilisierung auf einem aminosilanisierten Goldtrdger fithrte zu einer
Schichtdickenzunahme von 38 + 6 AU. Fiir MPS beschichtete Goldprismen wurden 26 + 2
AU (nicht NHS/DIC aktiviert) und 28 + 6 AU (aktiviert) ermittelt. Die Zuwéchse lagen somit
42 % und 47 % unterhalb der durchschnittlichen Signalzunahme nicht funktionalisierter,
ungeblockter Goldprismen. Zwar differierte die Signalzunahme zwischen beiden Strategien
nur um 5 %, doch war die Standardabweichung bei NHS/DIC aktivierten MPS-Oberfldchen
mehr als 300 % hdoher. Signalzunahmen von 19 £ 3 AU wurden mit Bernsteinsdureanhydrid
umgesetzten und mit NHS/DIC aktivierten Diamino-PEG Oberflichen gemessen. Die
geringsten Zuwidchse wurden mit 9 = 1 AU auf BSA geblockten, nicht funktionalisierten
Oberfliachen gemessen.

Aussagen zur Funktionsfahigkeit waren erst nach der photometrischen Funktionskontrolle mit
1 M ABTS moglich. Alle immobilisierten Laccasen, deren aktives Zentrum fiir das Substrat
frei zuginglich war, konnten dieses zu Radikalkationen umsetzen (Abb. 81). Somit muss ein
hoher Schichtdickenzuwachs nicht unbedingt mit einer hohen Absorption korrelieren.

Bei BSA geblockten, nicht funktionalisierten Oberflichen wurde eine Absorption von

0,17 £ 0,06 AU gemessen. Die Absorption bei nicht funktionalisierten Oberfldchen betrug
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0,5 + 0,07, bei NHS/DIC aktivierten MPS-Oberflachen 0,48 + 0,06 (Abb. 84). Die Differenz
betrug bei Berechnung der Schichtdicke zwischen beiden Methoden noch 42 %. Nach der

Absorptionsmessung verringerte sich diese auf etwa 4 %.

Diamino-Polyethylenglykol ——
3-Aminopropyltriethoxysilan |—|—|
3-Mercaptopropionséaure mit
NHS
3-Mercaptopropionsaure
ohne NHS
ohne Funktionalisierung |—|—|
ohne Funktionalisierung, BSA
geblockt
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Absorption [AU]

Abbildung 84: Photometrische Funktionskontrolle der mittels verschiedener Strategien
immobilisierten Laccase aus Agaricus bisporus. Dargestellt sind die Absorptionswerte mit 1 mM
ABTS (2,2"-Azino-di-[3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonat])-Losung. Je hoher der Absorptionswert, desto
hoher die Aktivitdt des immobilisierten Enzyms.

Auf nicht aktivierten MPS-Oberflachen wurde eine Absorption von 0,36 + 0,05 ermittelt, die
25 % unter dem Durchschnittswert aktivierter MPS-Oberflichen lag. Die Absorption
immobilisierter Laccasen auf aminosilanisierten Oberflichen war unter Beriicksichtigung
eines Schichtdickenzuwachses von 37 £ 8 AU mit 0,23 + 0,05 gering. Die photometrische
Funktionsanalyse ergab fiir Diamino-PEG mit 0,16 + 0,03 die geringste Absorption.

Die Immobilisierung der Laccase aus Agaricus bisporus fithrte bei nicht funktionalisierten
und mit NHS/DIC aktivierten MPS beschichteten Goldtrigern zu den hochsten
Absorptionswerten (Tab. 15).

IV.2.6. Laccase aus Trametes versicolor

Mit der Laccase aus dem Schmetterlingsporling (7rametes versicolor) sollten weitere
Versuche zur Immobilisierung und Funktionsfahigkeit durchgefiihrt werden. Die biologische
Funktion stimmt mit der Laccase aus Agaricus bisporus liberein. Unterschiede bestehen

hinsichtlich des Molekulargewichtes und der Aktivitit. Das Molekulargewicht der aus
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Agaricus bisporus extrahierten Laccase betrdgt 65,0 kDa, die aus Trametes versicolor
53,3 kDa. Die Aktivitit der verwendeten Laccase aus Trametes versicolor war um den Faktor
4,25 hoher, weshalb eine ABTS-Konzentration von 0,1 mM eingesetzt wurde. Die
Durchfiihrung erfolgte unter denselben Bedingungen wie in Kapitel IV.2.5.

SPR-Messungen

Wie bereits in Abb. 80 dargestellt, wurden vier funktionalisierte und eine nicht
funktionalisierte Goldoberflache getestet. Dazu wurde die Messkavitidt mit 10 pl eines 0,2 M
Natriumphosphatpuffers (pH 5,5) befiillt. Nach Einstellung der Basislinie erfolgte die Zugabe
von 10 pl Enzymlésung (c = 0,5 mg/ml). AnschlieBend wurde der Kavititeninhalt zu Beginn

der 30-miniitigen Inkubation 5 min durchmischt.
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Abbildung 85: SPR-Sensorgramme der Immobilisierung der Laccase aus Trametes versicolor
(c = 0,5 mg/ml) auf unterschiedlich funktionalisierten Goldoberflichen: ohne Funktionalisierung (1),
Mercaptopropionsdure ohne NHS/DIC-Aktivierung (2), Mercaptopropionsdure mit NHS/DIC-
Aktivierung (3), 3-Aminopropyltriethoxysilan (4), Diamino-PEG (5) und ohne Funktionalisierung mit
BSA geblockt (6).

Die hochsten Schichtdickenzunahmen wurden bei der Verwendung eines gereinigten, nicht
funktionalisierten ~Goldtrdgers ermittelt (Abb. 85). Mit 34 £+ 2 AU lag der

Schichtdickenzuwachs 28 % unter dem immobilisierter Laccase aus Agaricus bisporus.
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Abbildung 86: Vergleichende Darstellung der mittels SPR ermittelten Schichtdickenzunahmen der
aus Trametes versicolor immobilisierten Laccase bei unterschiedlichen Immobilisierungsverfahren.

Die Immobilisierung auf NHS/DIC aktivierten MPS-Oberflichen fiihrte zu einer
Schichtdickenzunahme von 26 + 2 AU und 29 + 2 AU bei nicht aktivierten Oberflachen. Die
Bindungskurven verliefen bei allen hyperbolisch. Fiir Diamino-PEG wurde ein
Schichtdickenzuwachs von 24 + 4 AU, fiir aminosilanisierten Oberflichen von 18 £+ 3 AU
ermittelt. Der geringste Zuwachse an Schichtdicke wurde bei nicht funktionalisierten, BSA
geblockten Oberflachen beobachtet. Mit 4 = 1 AU lag der Schichtdickenzuwachs 50 % unter

dem immobilisierter Laccase aus Agaricus bisporus.
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Abbildung 87: Photometrische Funktionskontrolle der mittels verschiedener Strategien
immobilisierten Laccase aus Trametes versicolor. Dargestellt sind die Absorptionswerte bei
Verwendung von 0,1 mM 2,2°-Azino-di-[3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonat]-Losung (ABTS) als
Substrat. Je hoher der Absorptionswert, desto hoher die Aktivitit des immobilisierten Enzyms.
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Bei der photometrischen Funktionskontrolle wurde die hochste Absorption mit 0,24 + 0,03
bei der Immobilisierung auf aminosilanisierten Trigern ermittelt (Abb. 87). Die
Aufzeichnung der Bindungskinetik ergab fiir diese Immobilisierungsstrategie den geringsten
Schichtdickenzuwachs. Mit 0,16 + 0,04 bzw. 0,13 + 0,02 fiir nicht aktivierte bzw. aktivierte
MPS-Oberflichen wurden Absorptionswerte gemessen, die mit den ermittelten
Schichtdickenzuwéchsen korrelierten. Die Absorption betrug bei nicht funktionalisierten
Oberflachen 0,12 + 0,03. Derselbe Wert 0,12 + 0,02 wurde bei Diamino-PEG Oberflichen
gemessen (Tab. 15). Mit 0,06 £ 0,03 wurde bei BSA geblockten, nicht funktionalisierten
Oberflichen die geringste Absorption ermittelt. Diese Werte korrelierten mit den geringen
Schichtdickenzuwichsen von 4 +£ 1 AU.

In Bezug zu den SPR-Sensorgrammen erfolgte erst mit Hilfe der photometrischen
Funktionskontrolle eine genauere Aussage zur Giite der Immobilisierungsstrategien. Sterische
Hinderung des Substrats zum aktiven Zentrum, Anderungen der Proteinkonformation, sowie
Anderungen der Dissoziationskonstanten basischer und sauerer Seitenketten (Anderung der
elektrischen Ladungsverteilung) sind Faktoren, die dann bei der Charakterisierung der

Immobilisierungsstrategien beriicksichtigt werden miissen.

Konzentrationsabhéingigkeit immobilisierter Laccasen auf aktivierten
Mercaptopropionsiure-Oberflichen

Eine mogliche Abhingigkeit der Schichtdickenzunahme und der Absorption von der
Enzymkonzentration wurde mit einer Versuchsreihe der Laccase aus Trametes versicolor auf
aktivierten MPS-Oberfldchen getestet. Alle bisher mit Laccasen durchgefiihrten Messungen
erfolgten mit einer Konzentration von 0,3 mg/ml. Fiir die Messungen wurden mehrere
Enzymkonzentrationen von 0,2 mg/ml bis 1 mg/ml, in 0,2 mg/ml-Schritten, auf einer mit
NHS/DIC aktivierten MPS-Oberfliche aufgebracht. Nach Zugabe von 10 pl eines 0,2 M
Natriumphosphatpuffers (pH 5,5) in die Messkavitit wurden von jeder Enzymldsung 10 pl in
je eine Kavitit gegeben. AnschlieBend wurde der Kavititeninhalts zu Beginn der 30-
miniitigen Inkubation 5 min durchmischt.

Nach Aufzeichnung der Bindungskurven wurden die Schichtdickenzuwichse ermittelt und
gegen die eingesetzten Laccasekonzentrationen aufgetragen. AnschlieBend wurde die

Regressionsgerade berechnet (Abb. 88).
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Abbildung 88: Abhingigkeit des Signals von der Konzentration der Laccase aus Trametes versicolor
auf einen mit 3-Mercaptopropionséure beschichteten und mit NHS/DIC aktivierten Goldchip.

Als MaB fir die Giite des gewidhlten Regressionsansatzes wurde der
Determinationskoeffizient oder Bestimmtheitskoeffizient 1> als das Quadrat des
Korrelationskoeffizienten zwischen x und y angegeben. Fiir die Konzentrationsabhidngigkeit
der Signaldifferenzen wurde ein Determinationskoeffizient von 0,9931 ermittelt. Je grofer ,
desto hoher der Anteil der durch die Enzymkonzentration erkldrten Streuung des Signals.
Somit liegt > zwischen 0 und 1, wobei =0 bedeutete, dass Laccasekonzentration und
Signaldifferenz unkorreliert waren. Ist r* = 1 wiirden die x- und y-Werte eine Gerade bilden.
Eine lineare Abhdngigkeit der Signaldifferenz von der eingesetzten Enzymkonzentration
wurde durch das Bestimmtheitsmal} von 0,9931 ermittelt.

Ob diese Linearitdt auch bei der Absorption auftrat, wurde durch eine photometrische
Funktionskontrolle mit 0,5 mM ABTS getestet. Die ermittelten Absorptionswerte wurden
gegen die eingesetzte Enzymkonzentration aufgetragen. Im Anschluss daran folgte wiederum

die Berechnung einer Ausgleichsgeraden (Abb. 89).
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Abbildung 89: Abhéngigkeit der Absorption von der Konzentration der Laccase aus Trametes
versicolor auf einen mit 3-Mercaptopropionsdure beschichteten und mit NHS aktivierten Goldchip. Im
Anschluss daran erfolgte eine photometrische Funktionskontrolle mit 2,2°-Azino-di-[3-ethylbenz-
thiazolin-6-sulfonat].

Verglichen mit der Signalabhingigkeit wurde mit r* = 0,9905 ein nahezu gleicher

Determinationskoeffizient ermittelt. Eine linecare Abhidngigkeit von der -eingesetzten
Enzymkonzentration wurde demnach sowohl bei der Zunahme des Bindungssignals als auch

bei Messung der Absorption beobachtet.

IV.2.8. Tyrosinase aus Agaricus bisporus

Die Tyrosinase, eine Monophenol-Monooxygenase, wurde als weiteres mit den Laccasen
funktionell verwandtes Typ-3-Kupferprotein verwendet. Verglichen mit den Laccasen besitzt
das aus dem Basidiomyceten Agaricus bisporus stammende Enzym mit 125 kDa ein nahezu
doppelt so hohes Molekulargewicht. Die Aufnahme der Bindungskinetik und die
anschlieBende photometrische Funktionskontrolle erfolgte analog der Durchfiihrung bei
Laccasen (sieche Kapitel IV.2.5.). Die Absorptionsmessungen wurden mit einer 5 mM

Bernsteinsdureldsung anstelle von ABTS (siehe Kapitel 1V.2.3.) durchgefiihrt.
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Abbildung 90: SPR-Sensorgramme der Immobilisierung von Tyrosinase aus Agaricus bisporus
(0,5 mg/ml) auf unterschiedlich funktionalisierten Goldoberfldchen: ohne Funktionalisierung (1), 3-
Aminopropyltriethoxysilan ~ (2), = Mercaptopropionsdure ~ mit ~ NHS/DIC-Aktivierung  (3),
Mercaptopropionsdure  ohne  NHS/DIC-Aktivierung (4), Diamino-PEG (5) wund ohne
Funktionalisierung mit BSA geblockt (6).

Die hochsten Schichtdickenzunahmen wurden mit 61 + 6 AU bei der Verwendung eines
aminosilanisierten Goldtrdgers ermittelt (Abb. 90). Die Immobilisierung auf NHS/DIC
aktivierten MPS-Oberfldchen fiihrte zu einer Schichtdickenzunahme von 56 + 4 AU und
53 £ 5 AU bei nicht aktivierten Oberflichen. Bei Verwendung einer Diamino-PEG

Oberfliache wurde eine Zunahme der Schichtdicke von 49 + 1 AU gemessen.

Diamino-Polyethylenglykol HH

Aminopropyltriethoxysilan ——

3-Mercaptopropionsaure mit |
NHS

3-Mercaptopropionsaure ohne

NHS I

ohne Funktionalisierung ——

ohne Funktionalisierung, BSA '_|_|
geblockt

0 10 20 30 40 50 60 70 80
A Signal [AU]

Abbildung 91: Vergleichende Darstellung der mittels SPR ermittelten Schichtdickenzunahmen der
aus Agaricus bisporus immobilisierten Tyrosinase bei unterschiedlichen Immobilisierungsstrategien.
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Bei der Verwendung eines mit BSA geblockten, nicht funktionalisierten Goldtridgers wurde
ein Schichtdickenzuwachs von 21 + 2 AU ermittelt, 60 =+ 3 AU bei nicht geblockten
Goldtragern. Alle Messungen zeigten einen hyperbolischen Verlauf der Bindungskurve.

Fiir die Kupplung der Tyrosinase auf nicht funktionalisierten Oberflichen wurde mit 0,38 +
0,03 die hochste Absorption gemessen. Die geringste Absorption wurde mit 0,09 = 0,01 bei
nicht funktionalisierten, BSA geblockten Oberflichen ermittelt. Alle funktionalisierten
Oberfldchen lagen zwischen 39 % und 51 % unterhalb dieser Absorption. (Abb. 92).

Diamino-Polyethylenglykol |—|—|
3-Aminopropyltriethoxysilan |—|—|
3-Mercaptopropionsaure mit |
NHS
3-Mercaptopropionsaure I
ohne NHS
ohne Funktionalisierung ——
ohne Funktionalisierung, BSA :_'
geblockt
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Absorption [AU]

Abbildung 92: Photometrische Funktionskontrolle der mittels verschiedener Strategien
immobilisierten Tyrosinase aus Agaricus bisporus. Dargestellt sind die Absorptionswerte mit dem
Substrat Brenzkatechin (c = 5 mM). Je hoher der Absorptionswert, desto hoher die Aktivitit des
immobilisierten Enzyms.

Mit 0,23 £ 0,02 bzw. 0,19 = 0,03 fir nicht aktivierte bzw. aktivierte MPS-Oberfldchen
wurden Absorptionswerte gemessen, die mit den ermittelten Schichtdickenzuwéchsen
korrelierten (Tab. 14). Die Absorption immobilisierter Laccasen auf aminosilanisierten
Oberfliachen war unter Beriicksichtigung eines Schichtdickenzuwachses von 62 £ 6 AU, mit
0,19 £ 0,03 sehr gering. Die Absorption fiir Diamino-PEG Oberflachen betrug 0,21 £ 0,04.
Bei gereinigten, nicht funktionalisierten Oberflichen, korrelierte die Absorption mit dem
ermittelten Schichtdickenzuwachs. Die hochsten Schichtdickenzuwdchse wurden auf
aminosilanisierten Oberflichen gemessen. Mit 0,19 war jedoch die ermittelte Absorption am
geringsten und wies den gleichen Wert auf wie fiir NHS/DIC aktivierte MPS-Oberfléchen.

Auf nicht aktivierten MPS-Oberflichen wurde eine Absorption von 0,36 + 0,05 ermittelt, die
25 % unter dem Durchschnittswert aktivierter MPS-Oberflichen lag. Die Absorption

immobilisierter Laccasen auf aminosilanisierten Oberflichen war unter Berlicksichtigung
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eines Schichtdickenzuwachses von 37 £ 8 AU mit 0,23 £ 0,05 gering. Die photometrische
Funktionsanalyse ergab fiir Diamino-PEG mit 0,16 + 0,03 die geringste Absorption.

Die Immobilisierung der Laccase aus Agaricus bisporus fithrte bei nicht funktionalisierten
und mit NHS/DIC aktivierten MPS beschichteten Goldtrigern zu den hdchsten
Absorptionswerten (Tab. 15).

Tabelle 14 =zeigt zusammenfassend die Schichtdickenzunahmen aller immobilisierten
Phenoloxidasen (Laccasen, Tyrosinase) der verschiedenen Versuche zur Erarbeitung
geeigneter Immobilisierungsstrategien auf SPR-Basis. In Tabelle 15 sind die dazu

gemessenen Absorptionswerte aufgefiihrt.

Immobilisierungsstrategie |Agaricus bisporus [AU]Trametes versicolor [AU]| Tyrosinase [AU]
nicht funktionalisiert 47+ 2 34+2 50+3
nicht funktionalisiert, BSA geblockt 9+1 4+1 212
3-Aminopropyltriethoxysilan 388 18+3 62+ 6
MPS mit NHS/DIC aktiviert 272 262 56+4
MPS ohne NHS/DIC aktiviert 28+ 6 2012 53+5
Diamino-PEG 193 244 49+1

Tabelle 14: Bindungsdaten der Versuche zur Immobilisierung von Phenoloxidasen auf unterschiedlich
funktionalisierten Goldtragern.

Immobilisierungsstrategie |Agaricus bisporus [AU]Trametes versicolor [AU]| Tyrosinase [AU]
nicht funktionalisiert 0,50 + 0,07 0,12 + 0,03 0,38 + 0,03
nicht funktionalisiert, BSA geblockt 0,17 £ 0,06 0,09 +£0,07 0,08 +£0,01
3-Aminopropyltriethoxysilan 0,23+ 0,05 0,24 + 0,03 0,19 + 0,03
MPS ohne NHS/DIC aktiviert 0,35 + 0,05 0,16 +£ 0,04 0,24 + 0,04
MPS mit NHS/DIC aktiviert 0,48 + 0,06 0,13+ 0,02 0,19+ 0,03
Diamino-PEG 0,16 £0,03 0,12 £0,02 0,21 +0,04

Tabelle 15: Absorptionswerte der Versuche zur Immobilisierung von Phenoloxidasen auf
unterschiedlich funktionalisierten Goldtriagern.
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IV.3. Entwicklung eines Mikro-CE-Systems auf LTCC-Basis

Die Entwicklung eines Mikrototalanalysensystems auf LTCC-Keramikchips setzte die
Herstellung neuer Messkomponenten voraus. Neben einer speziellen, auf den Mikrochip
angepassten Kontaktierung lag ein weiterer Schwerpunkt auf der Entwicklung eines
effektiven Befiillungssystems der Mikrokapillaren. Anschlielend sollte das System durch ein

Hochspannungsnetzgerit und einen Potentiostaten zur Prozesskontrolle komplettiert werden.

IV.3.1. Hochspannungsnetzgerite (HSPG)

Um die fiir die CE noétige hohe Feldstirke zu liefern, ist eine regelbare Gleichspannungsquelle
erforderlich. Die iiber den Trennkanal angelegte Hochspannung ermdglicht eine Trennung der
Proben auf Grund ihrer Ladung und GroBe. Die in dieser Arbeit eingesetzten
Hochspannungsnetzgerite unterschieden sich in Aufbau, Spezifikation und Einsatzbereich
(Kapitel I11.3.).

Die mit dem MCN-35-2000, F.u.G. Rosenheim (Abb. 45), durchgefiihrten amperometrischen
Messungen beschrankten sich ausschlieBlich auf eine nicht elektrokinetische Probeninjektion.
Sowohl Injektion als auch Trennung erfolgten dabei {iber den Trennkanal
(Trennkanalinjektion).

Zur Verringerung der Probenmenge wurde die Probe mittels elektrokinetischer Verfahren
iiber einen Injektionskanal aufgetragen. Dafiir war ein Hochspannungsnetzgerit mit einzeln
ansteuerbaren Hochspannungskontakten nétig (siehe Kapitel I11.3.). Das erste von der Firma
VIAelectronic, Hermsdorf, entwickelte HSPG geniigte nicht den geforderten Anspriichen, so
dass ein eigenes konstruiert und gebaut wurde (Abb. 46).

Das Hochspannungsnetzgerdt (Eigenbau) wurde mit einem programmierbaren SPS-
Steuerrelais von Siemens (Siemens LOGO! 12/24RC, Miinchen) ausgestattet. Auflerdem
wurden  ein  integrierter  Gleichstromwandler = (DC/DC-Wandler) und  ein
Hochspannungsnetzteil mit einer maximalen Ausgangsspannung von 1100 V verwendet.
Durch eine modulartige Konstruktion ist ein schneller Austausch einzelner Komponenten, wie
dem Hochspannungsnetzteil, moglich.

Die Vorteile dieses Hochspannungsnetzgerites sind:

leichte Bedienbarkeit durch Programmsteuerung
geringe Herstellungskosten

einfache, modulartige Bauweise
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Das andere Hochspannungsnetzgerit zur elektrokinetischen Injektion wurde nach zahlreichen

Modifikationen ebenfalls fiir die elektrokinetische Injektion verwendet.

IV.3.2. Befiillung mikrofluidischer Systeme bei LTCC-Keramikchips

Neben der Konstruktion eines neuen ,,Lab-on-a-chip“-Systems auf LTCC-Basis sollte auch
eine geeignete Methode zur blasenfreien Befiillung des mikrofluidischen Systems entwickelt
werden. Hydrodynamische Verfahren mit Druck oder Vakuum sind aufgrund des Fehlens
geeigneter Komponenten nur unzureichend auf die Keramikchips iibertragbar. Somit wurde
mittels NanoPorts™ der Fa. Upchurch Scientific, Oak Harbor, USA, ein neues
Befiillungssystem auf LTCC-Keramikchips adaptiert (siche Kapitel I11.3.4.).

Der aus PEEK bestehende Port wurde iiber die Kapillar6ffnung des ,,Pufferauslasses®
positioniert und mittels O-Ring gegen seitlichen Fliissigkeitsverlust abgedichtet.
Anschliefend wurden die Kapillaren iiber ein System aus Kapillar- und Pumpschlduchen mit

Elektrolytlosung blasenfrei befiillt.

IV.3.3. Chiphalterungen mit integrierter Kontaktierung

Wichtig fiir die amperometrischen Detektion war eine geeignete Halterung zur Fixierung des

Chips (Abb. 93).

Federkontakt

A ; e
T

Abbildung 93: Chiphalterung
der Hofmann-Sensor-Systeme,
Wallenfels.

Pufferreservoir BNC-Hochspannungskontakt
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Die amperometrischen Messungen wurden mit zwei, vom Grundaufbau her identischen
Chiphalterungen durchgefiihrt. Diese bestanden aus einem miteinander zu verschraubenden
Unterbau und einem Deckel mit integrierten Federkontakten. Die im Deckel vorhandenen
Reservoire wurden mit O-Ringen zum Chip hin abgedichtet (Abb. 47).

Die von der Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung gefertigte Chiphalterung mit
halbkugelformigen Kontakten (Technische Entwicklungsabteilung der GBF, Braunschweig).
wurde nur flir die Trennkanalinjektion verwendet (GBF-Halterung). Die Halterung von HSS
(Hofmann-Sensor-Systeme, Wallenfels) mit spitzen Elektrodenkontakten wurde dariiber
hinaus fiir alle elektrokinetischen Messungen eingesetzt (HSS-Halterung). Aullerdem erfolgte
der Einbau von BNC-Hochspannungskontakten und einer Messanordnung mit externen
Platinkontakten. Die &uBleren FElektrodenkontakte wurden bei beiden Halterungen iiber

Federkontakte aus Gold, die im Deckel der Halterung befestigt waren, abgegriffen.

IV.3.4. Einfluss elektrischer und elektromagnetischer Storimpulse

Mit Hilfe der Kapillarzonenelektrophorese auf Mikrochips sollten Polyphenole aufgrund ihrer
Migrationszeiten getrennt und amperometrisch detektiert werden. Da die gemessenen Strome
sehr gering sind, konnen elektrische und elektromagnetische Storquellen zu einer
Beeinflussung der Messung fithren. Deshalb wurde die Chiphalterung zur Abschirmung in
einem Stahlkasten (Faradayscher Kéafig) positioniert. Mit Hilfe eines Sensors zur Messung der

Storimpulse wurden Vergleichsmessungen mit und ohne Faradayschem Kéfig durchgefiihrt

(Abb. 94a-b).

Strom [nA]
O P N W b O O N O ©

Abbildung 94a: Messung
ohne Faradayschem Kéfig.

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Spannung [V]
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Abbildung 94b: Messung
mit Faradayschem Kiéfig.
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Abbildung 94a-b: Uberpriifung der amperometrischen Detektionseinheit auf elektrische und
elektromagnetische Storfelder mit Hilfe eines Testsensors (Messbereich: 0 V bis 0,5 V; Scanrate:
0,05 V/s). Abb. 94a zeigt eine Messung ohne, Abb. 94b eine Messung mit Faradayschem Kéfig.

Die Messungen in einem Faradayschem Kiéfig fiihrten zu einem geringeren Grundrauschen
der Strom-Spannungs-Kurve. Somit wurden alle amperometrischen Messungen in dem

Faradayschen Kéfig durchgefiihrt.

IV.3.5. Kontaktwinkelmessungen

Eine negativ geladene Kapillaroberflidche ist nétig, um Proben auf Grund elektrophoretischer
Vorgidnge zur Kathode zu transportieren und zu detektieren (Kapitel 11.2.3.). Aufgrund der
chemischen Zusammensetzung der LTCC-Keramik konnten die Mikrochips nach 15-
miniitigem Spiilen mit Millipore®-Wasser direkt zur Kapillarelektrophorese eingesetzt
werden. Zur Stabilisierung der Basislinie und des Messsignals war es jedoch nétig, die
Kapillaren zu konditionieren (IV.4.1.).

Die Migrationszeit der Proben zur Kathode hingt von der negativen Oberflachenladung der
Kapillaren ab. Zur Erh6hung dieser wurden mehrere Losungen getestet. Anschlieend wurde
mittels Kontaktwinkelmessungen die Auswirkung auf die LTCC-Oberfliche ermittelt. Dazu
wurden die Keramikchips fiir 6 h in den entsprechenden Losungen inkubiert. Nach Spiilen mit
Millipore®-Wasser und Vakuumtrocknung erfolgte die Kontaktwinkelmessung mittels

Tangenten- und Laplace-Methode (Abb. 96).
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Flissigkeit
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Abbildung 95: Schematische Darstellung der Kontaktwinkelbestimmung (Feststoff: LTCC-Keramik).

Den Winkel, den ein Fliissigkeitstropfen auf der Oberfldche eines Feststoffs zu dieser bildet,
bezeichnet man als Kontaktwinkel (Abb. 95). Dieser ist abhingig von der Wechselwirkung
zwischen den Stoffen an der Berlihrungsfldche. Je groBer diese Wechselwirkung ist, desto

kleiner wird der Kontaktwinkel.

80 O Millipore®-Wasser
701 H Aceton
60 < 4 O3M KOH
°:. 50 4 E3M KOH:Ethanol
2 (ViV 1:1)
£ 0 3M KOH:Ethanol
2 491 (V:V 1:5)
f‘g 20 O Piranha-Lésung
s T &
: L
20 «
T
1
10 4
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Tangentenmethode (linker Winkel) Tangentenmethode (rechter Winkel) Laplace-Young-Methode

Abbildung 96: Bestimmung der Kontaktwinkel mit Hilfe eines 10 pul Wassertropfens auf LTCC-
Keramikchips mittels Tangenten- und Laplace-Young-Methode. Die Keramikchips wurden dazu fiir
6 h in verschiedenen Soluten inkubiert. Symmetrische Tropfenform (Laplace-Young-Methode);
dynamische Tropfenform (Tangenten-Methode).

Wiéhrend die Laplace-Young-Methode von einer symmetrischen, idealen Tropfenform
ausgeht, berticksichtigt die Tangentenmethode eine dynamische Tropfenform. Die Inkubation
mit Millipore®-Wasser ergab bei der Laplace-Young-Methode einen Kontaktwinkel von
62,6 £ 2,1 °. Bei der Tangentenmethode wurden 59,0 & 2,6 © fiir die linke und 61,4 + 5,6 ° fiir

die rechte Tropfenseite ermittelt. Die Kontaktwinkelmessung eines Wassertropfens auf einer
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mit Piranha-Losung behandelten LTCC-Oberfldche ergab eine Verringerung um etwa 60 %.
Somit wurden 26,1 £ 0,9 ° fiir die Laplace-Methode ermittelt. Bei der Tangenten-Methode
wurden 29,7 + 1,5 ° (linker Winkel) und 22,4 £ 0,8 ° (rechter Winkel) gemessen.

Nach Inkubation mit Aceton wurde ein Kontaktwinkel von 34,8 + 2.8 ° (links) und
38,6 + 3,8 ° (rechts) mit der Tangentenmethode gemessen. Die 3 M KOH-Losung fiihrte zu
Kontaktwinkeln von 26,8 + 2,7 © (links) und 28,2 + 4,0 ° (rechts). Bei einem 1:1-Gemisch von
3 M KOH und Ethanol verringerte sich der linke Kontaktwinkel auf 25,4 + 5,6 °© und der
rechte auf 23,8 + 6,6 °. Eine weitere Verringerung auf 14,6 + 2,2 ° (linker Kontaktwinkel) und
17,0 £ 3,5 © (rechter Kontaktwinkel) wurde bei 3 M KOH-Ethanol (V:V 1:5) behandelten
LTCC-Oberflichen gemessen. Durch zunehmende Hydrophilie kam es zu einem starken
Verlaufen des aufgebrachten Wassertropfens, so dass keine ideale Tropfenform mehr vorlag.
Somit waren Kontaktwinkelmessungen von KOH behandelten LTCC-Keramikchips mit der
Laplace-Young-Methode nicht méglich.

KOH-Losungen waren somit geeignet, die hydrophilen Eigenschaften von LTCC-
Keramikchips zu verbessern (Erhohung der Oberfldchenladungen). Es zeigte sich jedoch, dass
der Einsatz der getesteten KOH-Solute nicht praktikabel war. Hoher konzentrierte Losungen
fiihrten zu einer Ablosung der Glaskeramik (Isolation; Abb. 43b), die zur Begrenzung der
Detektionsflache bei Arbeits- und Referenzelektrode verwendet wurde. Somit wurde die

Konditionierung der Mikrokapillaren mit einer 0,1 M KOH-L&sung durchgefiihrt.

Tabelle 16 zeigt zusammenfassend die Kontaktwinkel eines Wassertropfens auf behandelte

LTCC-Oberflachen. Dies dient der Erarbeitung geeigneter Strategien zur Konditionierung von

Kapillaren.
Solut Kontaktwinkel [ °]
Tangentenmethode (links) | Tangentenmethode (rechts) | Laplace-Young-Methode

Millipore-Wasser 59,0+ 2,6 61,4+5,6 62,6 £2,1
Aceton 348+2,8 38,6 £3,8 nicht ermittelbar
3M KOH 26,827 28,2+4,0 nicht ermittelbar
3M KOH : EtOH (V:V 1:1) 25,4+5,6 23,8+6,6 nicht ermittelbar
3M KOH : EtOH (V:V 1:5) 14,6 £2,2 17,0+3,5 nicht ermittelbar
Piranha-Losung 297+15 22,4+0,8 26,1+0,9

Tabelle 16: Kontaktwinkel der Versuche zur Erhdhung der Hydrophilie von LTCC-Oberfldchen mit
unterschiedlichen Soluten.
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IV.3.6 Berechnung messspezifischer Parameter von LTCC-Keramikchips

Zur Beschreibung der Leistungsfahigkeit eines kapillarelektrophoretischen Trennsystems auf
LTCC-Keramikchips wurden neben den in Kapitel 1V.4.5.5. elektrochemisch-analytischen
Parametern wie der Migrationszeit, der Wanderungsgeschwindigkeit und der effektiven
elektrophoretischen Mobilitét, zahlreiche Leistungsdaten ermittelt. Dariiber hinaus waren zur

Spezifizierung der Trenneffizienz weitere Messparameter notig:

Leitfahigkeit des Elektrolytpuffers
Joulesche Warme

Feldstérke

Mobilitdt des elektroosmotischen Flusses

Stromdichte

Leitfihigkeit des Elektrolytpuffers

Der Transport von Proben aufgrund der Elektrophorese und Elektroosmose ist von der
angelegten Hochspannung und der Fahigkeit des Elektrolytpuffers abhéngig, den elektrischen
Strom zu leiten. Diese elektrische Leitfahigkeit wird als Kehrwert des spezifischen
elektrischen Widerstandes definiert. Die spezifische Leitfdhigkeit einer Elektrolytlosung
ergibt sich aus den effektiven Mobilititen aller in Losung befindlicher Teilchen (Gleichung
9). Um Losungen verschiedener Art und Zahl von Ionen vergleichen zu kénnen, wird die

Aquivalentleitfihigkeit berechnet (Gleichung 11).

Parameter Wert Einheit
Spezifische Leitfahigkeit Na,HPO,/NaH,PO, Puffer 0,128 R™*cm™
Aquivalentleitfahigkeit Na,HPO,/NaH,PO, Puffer 128 |R™cm™*mol”

Tabelle 17: Berechnete spezifische Leitfihigkeit und Agquivalentleitfihigkeit des verwendeten
Elektrolytspuffers (R™' = Leitwert [Siemens] mit R = Spannung/Stromstirke).

Fiir die kapillarelektrophoretischen Versuche wurde ein 10 mM Na,HPO4/NaH,PO,4 Puffer
pH 7,3 verwendet. Dafiir wurde eine spezifische Leitfahigkeit von 0,128 R *cm™ berechnet.

Die Aquivalentleitfahigkeit betrug 12,8 R™*cm™ *mol ™.
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Joulesche Wirme

Durch den elektrischen Stromfluss wird wéhrend einer elektrophoretischen Trennung ein Teil
der elektrischen Energie in Wéarme (Joulesche Wirme) umgesetzt. Diese abgegebene Wéarme
beeinflusst die Auflosung des Trennsystems durch Anderung des elektroosmotischen Flusses.

Die pro Volumeneinheit erzeugte Wiarme Q wurde nach Gleichung 10 berechnet (Tab. 18).

Trennspannung Wert Einheit
bei 300 V 535,47 wrcm™
bei 400 V 955,51 wrcm™
bei 500 V 1343,68 wrcm™

Tabelle 18: Berechnete Joulesche Wérme bei unterschiedlichen Trennspannungen.

Die bei einer Trennspannung angelegten 300 V fiihrten zu einer erzeugten Warmemenge von
535,47 W*cm™. Diese stieg mit zunehmender Hochspannung auf 955,51 W*cm™ (400 V)
bzw. 1343,68 W*cm™ (500 V) an.

Feldstirke
Die Stirke eines elektrischen Feldes an einem gegebenen Punkt im Raum wird als Feldstédrke

bezeichnet und ist fiir jede Trennspannung spezifisch (Tab. 19).

Trennspannung Wert Einheit
bei 300 V 64,8 viem™
bei 400 V 84,6 viem™
bei 500 V 108,0 v+em™

Tabelle 19: Berechnete Feldstédrke bei unterschiedlichen Trennspannungen.

Die ansteigende Trennspannung fiihrte zu einer Zunahme der Feldstirke. Bei einer
Trennspannung von 300 V wurden 64,8 V*cm™ berechnet. Die Feldstirke stieg mit

zunehmender Hochspannung von 84,6 V¥cm™ (400 V) auf 108,0 V¥em™ (500 V).
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Stromdichte

Alle ionischen Bestandteile des Elektrolytpuffers tragen zum Ladungstransport und somit
zum Strom bei. Die Stromdichte, durch das Ohmsche Gesetz mit der Feldstdrke verbunden, ist
proportional zu den Konzentrationen, den Ladungen und den Mobilitdten der verschiedenen

Ionen. Diese sollte nach Gleichung 8 fiir unterschiedliche Trennspannung berechnet werden

(Tab. 20).

Trennspannung Wert Einheit
bei 300 V 8,29 A*cm’?
bei 400 V 11,11 A*cm’?
bei 500 V 13,82 A*cm?

Tabelle 20: Berechnete Stromdichte des Elektrolytpuffers bei unterschiedlichen Trennspannungen
(A = SI-Basiseinheit der elektrischen Stromstérke).

Die Stromdichte bei einer Trennspannung von 300 V betrug 8,29 A*cm™ Bei einer

Hochspannung von 400 V wurden 11,11 A*cm™ und bei 500 V 13,82 A*cm™ ermittelt.

Mobilitit des elektroosmotischen Flusses

Die elektrophoretische Mobilitdt der Proben, die in diese Arbeit mittels
Kapillarelektrophorese ~ getestet ~ wurden, ist neben der  elektrophoretischen
Wanderungsgeschwindigkeit auch vom elektroosmotischen Fluss abhédngig. GrofBle und
Richtung des EOF hingen von der Beschaffenheit der Kapillaroberfliche und der
Pufferzusammensetzung ab. Der Beitrag des verwendeten Elektrolytpuffers zum
elektroosmotischen Fluss sollte bei unterschiedlichen Trennspannung nach Gleichung 16

berechnet werden (Tab. 21).

Trennspannung Wert Einheit
bei 300 V 3,56E-05 cm*s™
bei 400 V 4,78E-05 cm*s™
bei 500 V 5,93E-05 cm*s™

Tabelle 21: Berechnete Mobilitit des elektroosmotischen Flusses bei unterschiedlichen
Trennspannungen.

Die berechnete Mobilitdt des elektroosmotischen Flusses bei einer Trennspannung von 300 V

betrug 3,56*10° cm*s”. Bei einer Hochspannung von 400 V wurden 4,78*10° cm*s™

ermittelt. Diese Mobilitdt stieg mit zunehmender Hochspannung auf 593*10° cm*s™

(500 V).
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IV.4. Amperometrische Messungen zur Trennung von Polyphenolen
Innerhalb dieser Arbeit sollten auf LTCC-Keramikchips mit Hilfe der Kapillarelektrophorese
elektrochemisch aktive Substanzen getrennt und amperometrisch detektiert werden. Bei der
dabei angewendeten Kapillarzonenelektrophorese (CZE) ist die gesamte Kapillare mit einem
einheitlichen Elektrolytpuffer befiillt, um Stromtransport, einheitliche Feldstirke und
konstanten pH-Wert zu gewihrleisten. Dieses Trennverfahren, bei dem lonen auf Grund ihrer
Ladung und Grofe in einem elektrischen Feld getrennt werden, basiert auf der Wanderung
von Analyten mit einer ihrer Mobilitit entsprechenden Geschwindigkeit. Als
elektrochemisches Messverfahren wurde die Amperometrie verwendet, die aufgrund der
hohen Selektivitét bei geringer Nachweisgrenze eine grofle Bedeutung besitzt.

Das Messsignal ist von der Positionierung der Messzelle abhéngig. Diese werden meist, wie
in dieser Arbeit, in der end-capillary-Anordnung direkt vor dem Kapillarausgang positioniert
(Abb. 43a und c). Eine solche amperometrische Messzelle besteht aus einem Elektrolyten,
einer Arbeitselektrode (Messelektrode) und einer Referenzelektrode (Gegenelektrode). Eine
von aullen angelegte Gleichspannung bewirkt, dass die Arbeitselektrode polarisiert wird und
praktisch kein Strom flief3t [Haase, 2002]. Erst in Anwesenheit von Depolarisatoren (Analyt,
Probe) flieit ein konzentrationsabhéngiger Grenzstrom. Fiir die Entwicklung eines neuen
elektrochemisch-analytischen Detektionssytems sind einfach handhabbare Modellanalyte wie
beispielsweise Polyphenole notig. Neben den dargestellten Polyphenolen in Abbildung 40
wurde als nicht phenolische Substanz Wasserstoffperoxid getestet. Durch die Aufzeichnung
von Elektropherogrammen sollten die Migrationszeiten der -elektrochemisch aktiven
Substanzen ermittelt werden. Die Bestimmung analytischer Messparameter zur
Leistungsfahigkeit der kapillarelektrophoretischen Trennung auf LTCC-Keramikchips sollte

ebenfalls durchgefiihrt werden.

IV.4.1. Vorbereitung der Kapillaren
Um Polyphenole in LTCC-Keramikchips amperometrisch detektieren zu kdnnen, war es
erforderlich, diese in geeigneter Weise vorzubereiten. Zu diesem Zweck wurden die

Kapillaren gereinigt und konditioniert (Kapitel IV.4.1.).
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Reinigung mit Millipore®-Wasser

Zur Reinigung der Kapillaren und Uberpriifung der Mikrofluidik sollte jeder Keramikchip mit
Wasser gespiilt werden. Dazu wurden die Kapillaren nach 10-miniitigem Spiilen mit mehrfach
filtriertem und entgastem Millipore®-Wasser mit 0, M Natriumphosphatpuffer (pH 7,3)

befiillt und zur kapillarelektrophoretischen Trennung verwendet.

Konditionierung der Kapillaren

Zur Stabilisierung der Basislinie und des Messsignals war eine Konditionierung der
Kapillaren mit Kaliumhydroxidldsung nétig. Dazu wurden die Kapillaren 15 min mit 0,1 M
KOH gespiilt. Nach 15-miniitigem Spiilen der Kapillaren mit Millipore®-Wasser wurden
diese mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer befiillt. AnschlieBend wurde der Keramikchip in die

Halterung eingebaut.

Herstellung einer Silber/Silberchlorid-Elektrode

Als Referenzelektrode wird heute bevorzugt die Silber/Silberchlorid-Elektrode verwendet, um
den Umgang mit giftigem Quecksilber/Quecksilber(I)-Chlorid (Kalomel) zu vermeiden. Es
handelt sich um Elektroden zweiter Art (Metallionenelektroden), bei denen die Metallionen in
der Losung im Gleichgewicht mit einem schwerldslichen Salz des Metalls stehen.

Dazu wurde die aus Silber bestehende Referenzelektrode 15 min mit 32 %iger HCI inkubiert.
Zudem bestand die Moglichkeit, die Referenzelektrode als Kathode wund den
Hochspannungskontakt im ,,Pufferauslass® (Abb. 43a) als Anode zu schalten. Ein Strom von
bis zu 5 Milliampere wurde dann fiir 3-5 s angelegt. AnschlieBend wurden die Kapillaren

jeweils fiir 20 min mit Millipore®-Wasser gespiilt.

IV.4.2. Uberpriifung der amperometrischen Detektoreinheit (2-

Elektrodenanordnung)
Die amperometrische Detektoreinheit des LTCC-Keramikchips besteht aus einer 2-
Elektrodenanordnung mit Arbeits- und Referenzelektrode. Diese Messanordnung sollte vor

der elektrophoretischen Auftrennung aus folgenden Griinden getestet werden:

Funktionskontrolle von Arbeits-, Referenzelektrode und der Messanordnung

Uberpriifung der elektrochemischen Aktivitit des Analyten
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Dazu wurden die Kapillaren des LTCC-Keramikchips 15 min mit Millipore®-Wasser gespiilt,
mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer befiillt und in die Halterung eingebaut. Zur Verhinderung
eines hydrostatischen Fliissigkeitsstroms wurden die Reservoire der verwendeten
Chiphalterungen ebenfalls mit der sich in der Kapillare befindlichen Elektrolytlosung
blasenfrei befiillt, um ein gleichméBiges Fliissigkeitsniveau zu erhalten.

Nach Einstellung der Basislinie wurden bei der HSS-Halterung von 80 ul vorgelegtem
Natriumphosphatpuffer (pH 7,3) 70 pl aus dem Detektorreservoir entnommen (45 pl bei
GBF-Halterung). Die gleiche Menge der Probenldsung wurde anschlieBend blasenfrei unter

zwei- bis dreimaligem auf- und abpipettieren hinzugegeben.

Testung der amperometrischen Detektoreinheit mit Brenzkatechin
Zur Uberpriifung der Detektoreinheit wurden LTCC-Keramikchips mit und ohne verzinnter
Kontaktierung der Hochspannungskontakte verwendet. Dabei erfolgte die Kontrolle mit

unterschiedlich konzentrierten Brenzkatechinlésungen (2,5 mM bis 5 mM).

Testung unterschiedlicher Chiphalterungen

Die Detektorfunktion der LTCC-Keramikchips wurde mit unterschiedlichen Chiphalterungen
getestet. Eine Halterung (GBF) ist mit kugelférmigen, die andere mit spitzen Federkontakten
ausgestattet (HSS). Nach Einstellung der Basislinie wurden 70 pl (HSS) bzw. 45 ul (GBF)
des vorgelegten Elektrolytlpuffers entnommen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe einer

2,5 mM Brenzkatechinlosung ohne Anlegen einer Hochspannung (Abb. 97).
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Abbildung 97: Elektropherogramme der Uberpriifung der Detektorfunktion von einem Keramikchip
durch direkte Injektion von Brenzkatechin (¢ = 2,5 mM) auf den Detektor (E,.: 0,8 V) ohne angelegte
Hochspannung. Elektropherogramme: (1) HSS-Chiphalterung, (2) GBF-Chiphalterung.
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Bei den verwendeten Halterungen kam es zu einem peakihnlichen Stromverlauf. Nach einer
Messdauer von 600 s wurde fiir die GBF-Halterung ein Strom von 64 nA gemessen. Der

ermittelte Strom bei der HSS-Halterung lag bei 111 nA und damit etwa 75 % hoher.

LTCC-Keramikchip mit verzinnter dufSerer Kontaktierung
Zur Funktionskontrolle der amperometrischen Messeinheit wurden nach Einstellung der
Basislinie 70 pl vorgelegten Elektrolytldsung entnommen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe

einer 2,5 mM oder 5 mM Brenzkatechinlosung. Es wurde keine Hochspannung angelegt.
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Abbildung 98: Uberpriifung der Detektorfunktion eines Keramikchips mit verzinnten duBeren
Kontakten durch direkte Injektion von Brenzkatechin auf Arbeits- und Referenzelektrode (E,q: 0,8 V,
HSS-Chiphalterung) ohne angelegte Hochspannung. Elektropherogramme: (1) 2,5 mM, (2) 5 mM,
(3) 2,5 mM nach Behandlung der Referenzelektrode mit HCI.

Die direkte Injektion von Brenzkatechin (¢ = 2,5 mM) auf den Detektor fiihrte zu einem
peakédhnlichen Stromanstieg auf 75 nA (Abb. 98, Elektropherogramm 1). Anschliefend kam
es iiber einen Zeitraum von 600 s zu einem Abfall des Signals auf 15 nA. Bei einer
Konzentration von 5 mM stieg der Strom auf 220 nA. Nach 600 s wurde ein Strom von 68 nA
gemessen (Abb. 98, Elektropherogramm 2). Das dritte Elektropherogramm zeigt die Injektion
von Brenzkatechin (¢ = 2,5 mM) nach Behandlung der Referenzelektrode mit HCI. Wie bei
den vorigen Messungen wurde ein peakdhnlicher Stromverlauf mit einem Maximalwert von
211 nA beobachtet. Nach einer Inkubationszeit von 600 s verringerte sich dieser auf 95 nA.
Verglichen mit nicht behandelten Referenzelektroden betrug die Zunahme zwischen 50 %

(c =5 mM) und 85 % (c = 2,5 mM) des nach 600 s gemessenen Stroms.
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Einfluss der Hochspannung auf den Detektor

Die Messungen zur Detektorkontrolle erfolgten ohne angelegte Hochspannung. Bei einer
angelegten Hochspannung von 400 V sollte der Einfluss auf die amperometrische
Detektoreinheit ermittelt werden. Nach Einstellung der Basislinie wurden 70 upl der
vorgelegten Elektrolytlosung entnommen und das gleiche Volumen Brenzkatechinlosung

(c =2,5 mM) zugegeben.
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Abbildung 99: Elektropherogramme der Uberpriifung der Detektorfunktion von einem Keramikchip
durch direkte Injektion von Brenzkatechin (¢ = 2,5mM) auf den Detektor (E,: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) bei angelegter Hochspannung von 400 V. Elektropherogramme: (1) ohne HCI-
Behandlung (2) nach Behandlung der Referenzelektrode mit HCI, (3) nach 9 Messungen mit dem
Keramikchip.

Die Injektion von Brenzkatechin auf die Messeinheit fithrte zu einem peakdhnlichen
Stromanstieg auf 30 nA (Abb. 99, 1. Elektropherogramm). Durch Behandlung der
Referenzelektrode mit HCI wurde eine 272 %ige Zunahme des Stroms auf 78 nA gemessen
(Abb. 99, 2. Elektropherogramm). Das dritte Elektropherogramm zeigt den Stromverlauf des

LTCC-Keramikchips nach 9 Messungen mit einem maximalen Strom von 11 nA.

IV.4.3. Konditionierung der Kapillaroberfliche mit Kaliumhydroxid

Die Kapillaren der LTCC-Keramikchips waren nach 10-miniitigem Spiilen mit Millipore®-
Wasser fiir kapillarelektrophoretische Versuche verwendbar. Eine Konditionierung der
Kapillaroberflaiche mit KOH fiihrte jedoch zur Stabilisierung und Erhéhung des Messsignals.
Deshalb wurden die Kapillaren vor der Befiillung mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer 15 min
lang mit 0,1 M KOH behandelt. Anschlieend erfolgte der Einbau in die Chiphalterung und

die Befiillung der Reservoire.
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Amperometrische Detektion von Wasserstoffperoxid

In konditionierten und nicht behandelten Kapillaren sollte der Signalverlauf bei der
amperometrischen Detektion von elektroaktiven Substanzen beobachtet werden. Dabei wurde
zunichst Wasserstoffperoxid verwendet, um mogliche Einfliisse der Polyphenole auf den
elektroosmotischen Transport unter Hochspannung auszuschlieen. Eine Hochspannung von
400 V wurde tiber dem Trennkanal eines unbehandelten LTCC-Keramikchips angelegt. Nach
Einstellung der Basislinie wurden 70 pl der vorgelegten Elektrolytlosung aus dem Reservoir
der ,Pufferinjektion” (Abb. 43a) entnommen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von
Wasserstoffperoxid (¢ = 110 uM). Nach der Messung wurde der Chip entnommen, mit 0,1 M
KOH konditioniert und erneut mit Elektrolytlosung befiillt. Die Zugabe von
Wasserstoffperoxid erfolgte wie beschrieben iiber die ,,Pufferinjektion* (Abb. 100).
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Abbildung 100: Elektropherogramme der Uberpriifung des Einflusses einer KOH-Konditionierung
auf die amperometrische Detektion (E,.: 0,45 V, HSS-Chiphalterung) von H,O, (¢ = 110 pM) in
einem Keramikchip bei direkter Trennkanalinjektion und einer Trennspannung von 400 V.
Elektropherogramme: (1) mit Millipore®-Wasser vorbehandelt, (2) konditioniert mit 0,1 M KOH.

Die Injektion von Wasserstoffperoxid fiihrte zu einer Sattigungskennlinie des Stromsignals.
Bei der amperometrischen Detektion in unbehandelten Kapillaren kam es zu einem Anstieg
des Signals auf 2 nA nach einer Messdauer iiber 700 s (Abb. 100, Elektropherogramm 1).
Eine Steigerung von etwa 150 % auf 5 nA wurde bei konditionierten Kapillaren beobachtet

(Abb. 100, Elektropherogramm 2).
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Amperometrische Detektion von Brenzkatechin

Als phenolische Testsubstanz wurde Brenzkatechin verwendet. Dabei erfolgte nach Anlegen
einer 400 V Hochspannung iiber den Trennkanal die Einstellung der Basislinie. Im Austausch
gegen 70 pl des vorgelegten Elektrolytpuffers erfolgte die Zugabe von Brenzkatechin
(c = 2,5 mM) in das Reservoir der ,,Pufferinjektion” (Abb. 43a). Der Chip wurde nach der
Messung entnommen, mit 0,1 M KOH konditioniert und erneut mit Elektrolytlosung befiillt.
Die Zugabe von Brenzkatechin erfolgte in die Pufferinjektion-Kavitét (Abb. 101).
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Abbildung 101: Elektropherogramme der Uberpriifung des Einflusses einer KOH-Konditionierung
auf die amperometrische Detektion (E,q: 0,8 V, GBF-Chiphalterung) von Brenzkatechin (¢ = 2,5 mM)
in einem Keramikchip bei direkter Trennkanalinjektion der Probe und einer Trennspannung von

400 V. Elektropherogramme: (1) mit Millipore®-Wasser vorbehandelt, (2) konditioniert mit 0,1 M
KOH.

Die amperometrische Detektion von Brenzkatechin in einem unbehandelten LTCC-
Keramikchip fiihrte zu einem langsamen Anstieg des Signals. Bei der Verwendung
konditionierter Kapillaren wurde ein Stromanstieg auf 219 nA ermittelt (Abb. 101,
Elektropherogramm 2). Ein Anstieg des Stromsignals auf 45 nA wurde iiber einen Zeitraum

von 100 s bei nicht konditionierten Kapillaren beobachtet (Abb. 101, Elektropherogramm 1).

Amperometrische Detektion von Polyphenolgemischen

Polyphenolgemische sollten mittels CZE aufgrund ihrer Migrationszeiten getrennt werden.
Dabei wurde der Signalverlauf der amperometrischen Detektion in konditionierten und nicht
behandelten Kapillaren beobachtet. Das Polyphenolgemisch, bestehend aus Dopamin
(c =100 uM), Pyrogallol (¢ = 300 uM) und Gallussédure (c = 5 mM) wurde elektrokinetisch in
den Keramikchip injiziert (Kapitel IV.4.5.) und bei 400 V Hochspannung getrennt. Der Chip
wurde nach der Messung entnommen, mit 0,1 M KOH konditioniert und erneut mit

Elektrolytlosung befiillt (Abb. 102).
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Abbildung 102: Elektropherogramme der Uberpriifung des Einflusses einer KOH-Konditionierung
auf die amperometrische Detektion (E,: 0,8 V, HSS-Chiphalterung) eines Gemisches aus Dopamin
(c = 100 uM), Pyrogallol (¢ = 300 uM) und Gallussdure (¢ = 5 mM) in einem Keramikchip bei
elektrokinetischer Probeninjektion und einer iiber dem Trennkanal angelegten Spannung von 400 V.
Elektropherogramme: (1) unbehandelt, (2) konditioniert mit 0,1 M KOH.

Die Konditionierung der Kapillaren eines LTCC-Keramikchips fiihrte zu einer Stabilisierung
der Basislinie und des Messsignals bei der amperometrischen Detektion von
Polyphenolgemischen. Bei der Detektion von Gallussdure in konditionierten Kapillaren wurde
ein plateaudhnlicher Stromverlauf tiiber 150 s beobachtet. Eine Verbesserung der

Trenneffizienz wurde durch Konditionierung nicht erreicht.

Tabelle 22 zeigt zusammenfassend die Signalhohen der verschiedenen Versuche zur
Uberpriifung der amperometrischen Detektoreinheit von LTCC-Keramikchips. Tabelle 23

gibt die Signalh6hen der verschiedenen Versuche zur Konditionierung von LTCC-Kapillaren

wieder.
Versuche zur Uberpriifung der Messeinheit [Hochspannung|Konzentration| Signalhéhe
| [mM] [nA]
Brenzkatechin keine 2,5 111 +£3,5
Brenzkatechin, GBF-Halterung keine 2,5 64+2,1
Brenzkatechin, verzinnte Kontakte keine 2,5 15+3,1
Brenzkatechin, verzinnte Kontakte keine 5,0 68 +4,0
Brenzkatechin, verzinnte Kontakte, HCI-Inkubation keine 2,5 95+ 3,8
Brenzkatechin 400 2,5 29+1,1
Brenzkatechin, HCI-Inkubation 400 2,5 78+1,4
Brenzkatechin, nach 9. Messung 400 2,5 11+0,8

Tabelle 22: Gemessene Strome zur Uberpriifung der amperometrischen Messeinheit durch direkte
Injektion von Brenzkatechin in die Pufferauslass-Kavitét.
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Versuche zur Konditionierung Hochspannung | Konzentration | Signalhéhe
A4 [mM] [nA]
Wasserstoffperoxid, unbehandelte Kapillaren 400 0,1 2+0,3
Wasserstoffperoxid, behandelte Kapillaren 400 0,1 5+0,3
Brenzkatechin, unbehandelte Kapillaren 400 2,5 45+4,0
Brenzkatechin, behandelte Kapillaren 400 2,5 219+131

Tabelle 23: Gemessene Strome zur Uberpriifung des Einflusses einer Konditionierung der Kapillaren
mit 0,1 M KOH.

IV.4.4. Trennkanalinjektion

Durch die CZE sollten Polyphenole amperometrisch detektiert und aufgrund ihrer
Migrationszeiten getrennt werden. Der Probeninjektion kommt dabei eine zentrale Bedeutung
zu. Eine hohe Trenneffizienz in der CZE wird durch ein geringes Injektionsvolumen erreicht,
um keinen signifikanten Beitrag zur Bandenverbreiterung zu leisten. Neben der
elektrokinetischen Injektion (siche Kapitel 1V.4.5.) wurde innerhalb dieser Untersuchungen
mit der Trennkanalinjektion eine nicht elektrokinetische Probenaufgabe durchgefiihrt. Dabei
wurde zur Ermittlung von Migrationszeiten und Stromfluss nur mit angelegter Trennspannung
(Hochspannungsnetzgerit: F.u.G Elektronik GmbH, Rosenheim) gemessen.

Dazu wurde die gesamte Kapillare mit einem einheitlichen Elektrolytpuffer gefiillt. Dies
sollte den Stromtransport, einheitliche Feldstirke und einen konstanten pH-Wert
gewihrleisten. Die Probenzugabe erfolgte bei dieser Messmethode in die Kavitdten der
Pufferinjektion. Die Probensubstanz wurde erst nach Messstart und Einstellung der
Stromkennlinie auf einen niedrigen Basisliniendrift hinzugegeben. Die angelegte

Trennspannung betrug zwischen 200 V und 400 V.

IV.4.4.1. Einfluss der Trennspannung auf den Elektrolytpuffer

Die lonenstirke des Puffers besitzt beispielsweise liber Peakform oder Joulesche Wérme
einen vielféltigen Einfluss auf das Trennsystem. In Vorversuchen stellte sich ein 10 mM
NaH,PO4/Na,HPO4-Puffer (pH 7,3) als geeigneter Elektrolytpuffer zur Kapillar-
elektrophorese heraus. Dieser wurde bei einer angelegten Trennspannung von 400 V getestet.
Nach Befiillung der Kapillaren mit dem Elektrolytpuffer erfolgte das Anlegen der Spannung
iber den Trennkanal und die Aufzeichnung der Stromkennlinie (Abb. 103). Dabei wurden das

selbstkonstruierte Hochspannungsnetzgerdt und das der Firma VIAelectronic, Hermsdorf
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(HSPG Modell 1), verwendet um mogliche geritespezifische Einfliisse auf die Messung zu

untersuchen(Kapitel I11.3.).

20

10

0
210
-20 <
-30 < W 3

-40 4

Strom [nA]

-50

0 100 200 300 400 500 600
Zeit [s]

Abbildung 103: Testung des eingesetzten Elektrolytpuffers (10 mM NaH,PO4/Na,HPOy,,
pH 7,3) mit verschiedenen Hochspannungsnetzgeriten bei einer angelegten Trennspannung
von 400 V (Ep: 0,8 V, HSS-Chiphalterung). Elektropherogramme: (1) Hoch-
spannungsnetzgerdt fiir direkte Trennkanalinjektion, (2) HSPG Modell 1, (3) HSPG
Eigenbau.

Die Verwendung des HSPGs zur direkten Trennkanalinjektion fithrte wéhrend der
siebenminiitige Messdauer zu einem Basisliniendrift von etwa 3 nA (Abb. 103,
1. Elektropherogramm). Die Messungen 2 und 3 stellen die Elektropherogramme der
verwendeten Hochspannungsnetzgeriate zur elektrokinetischen Injektion dar. Bei diesem
Injektionsverfahren kommt es durch Umschaltung der Injektions- auf Trennspannung zu
Beginn der Messung (abhéngig von der Injektionsdauer) zu starken Schwankungen der
Stromstirke. Die Basislinienmessung des Elektrolytpuffers mit dem HSPG Modell 1 zeigte
iiber die Dauer von 5 min eine Schwankung von 6 nA (Abb. 103, 2. Elektropherogramm).
Eine Drift von 8 nA wurde mit dem selbst konstruierten HSPG gemessen (Abb. 103,
3. Elektropherogramm).
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IV.4.4.2. Trennkanalinjektion von Wasserstoffperoxid

Wie in Kapitel 1V.4.3. beschrieben, wurde der Signalverlauf bei der amperometrischen
Detektion von Wasserstoffperoxid ermittelt. Dabei sollten zunidchst mogliche Einfliisse der
Hochspannung auf Polyphenole wédhrend der Migration und der Detektion ausgeschlossen
werden. Dazu wurde eine Hochspannung von 400 V {iber den Trennkanal angelegt. Nach
Einstellung der Basislinie wurden 70 pl (45 pl bei Verwendung der GBF-Chiphalterung) der
vorgelegten Elektrolytlosung aus dem Reservoir der Pufferinjektion entnommen.
Anschlieend erfolgte die Zugabe des gleichen Volumens einer Wasserstoffperoxidlosung.
Bei einer angelegten Trennspannung von 400 V wurde eine Wasserstoffperoxidldsung

(c =350 uM) iiber die Pufferinjektion in den Trennkanal injiziert (Abb. 104).
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Abbildung 104: Elektropherogramm der amperometrischen Detektion von H,O, (¢ = 350 uM) in
einem Keramikchip bei direkter Trennkanalinjektion und einer angelegten Trennspannung von 400 V
(Elektrolytpuffer: 15 mM Na,HPO4/NaH,PO, (pH 7,3), E,o: 0,5 V, GBF-Chiphalterung).

Die amperometrische Detektion einer 350 pM Wasserstoffperoxidlosung fiihrte zu einem
Anstieg des Stroms auf 15 nA. Wihrend der restlichen Messdauer kam es zu Schwankungen
um diese Niveau von *+ 2,5 nA. Es wurde eine Migrationszeit von 155 s ermittelt.

Die Konzentration des Wasserstoffperoxids wurde auf 135 pM verringert und die

Referenzelektrode mit HCI (Kapitel IV.4.1.) behandelt (Abb. 105).
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Abbildung 105: Elektropherogramm der amperometrischen Detektion von H,O, (¢ = 135 pM) in
einem Keramikchip nach vorheriger Behandlung der Referenzelektrode mit HCl bei direkter
Trennkanalinjektion und einer Trennspannung von 400 V (E,: 0,5 V, GBF-Chiphalterung).

Fin Stromanstieg auf 6 nA wurde bei der amperometrischen Detektion von
Wasserstoffperoxid (¢ = 135 uM) gemessen. Verglichen mit den gemessenen 15 nA einer
350 uM Wasserstoffperoxidlosung verringerte sich das Messsignal um etwa 60 %. Die
Migrationszeit betrug 149 s.

Die Reproduzierbarkeit der Elektropherogramme wurde mit einem neuen, unbehandelten
LTCC-Keramikchip {iberpriift. Dazu wurde in drei aufeinanderfolgenden Messungen
Wasserstoffperoxid (¢ = 135 pM) in die Pufferinjektions-Kavitit gegeben. Die
Trennspannung betrug 400 V.
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Abbildung 106: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion von H,O, (¢ = 135 uM) in
einem Keramikchip. Direkte Trennkanalinjektion der Probe bei einer angelegten Trennspannung von
400 V. Elektropherogramme: Aufeinanderfolgende amperometrische Messungen (1-3)
(Elektrolytpuffer: 15 mM Na,HPO,/NaH,PO, (pH 7,3), E,o: 0,5 V, GBF-Chiphalterung).
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Die amperometrische Detektion von Wasserstoffperoxid (¢ = 135 uM) fiihrte ohne Inkubation
der Referenzelektrode mit HCI zu einer Séttigungskennlinie des Stroms auf etwa 5 nA (Abb.
106, Elektropherogramm 1). Dabei wurde eine Verringerung um 0,5 nA bei der 2. Messung
beobachtet. Nach der 3. Messung verringerte sich das Stromsignal um etwa 1 nA. Die

Migrationszeiten betrugen 154 s (1. Messung), 151 s (2. Messung), 145 s (3. Messung).

Tabelle 24 zeigt zusammenfassend die Signalh6éhen der verschiedenen Versuche zur

Trennkanalinjektion von Wasserstoffperoxid in LTCC-Keramikchips.

Versuche mit Wasserstoffperoxid Konzentration | Signalhéhe
[uM] [nA]
Trennkanalinjektion 350 15,0
Trennkanalinjektion, HCI-Inkubation 135 6,0
Trennkanalinjektion, 1.Messung 135 50
Trennkanalinjektion, 2.Messung 135 4,5
Trennkanalinjektion, 3.Messung 135 4,0

Tabelle 24: Gemessene Strome bei der amperometrischen Detektion von Wasserstoffperoxid durch
Trennkanalinjektion.

IV.4.4.3. Trennkanalinjektion von Polyphenolen

Die Injektion von Polyphenolen in das mikrofluidische System des LTCC-Keramikchips
wurde, wie bei Wasserstoffperoxid, tiber das Reservoir der Pufferinjektion ausgefiihrt. Dazu
wurde eine Hochspannung iliber den Trennkanal angelegt. Nach Einstellung der Basislinie
erfolgte die Entnahme eines definierten Volumens (abhéngig von der Chiphalterung) des
vorgelegten Elektrolytpuffers aus dem Reservoir der Pufferinjektion. Im Anschluss folgte die

Zugabe des gleichen Volumens einer Polyphenolldsung.

Pyrogallol
Bei der amperometrischen Detektion von Pyrogallol (Abb. 40) wurde eine Trennspannung
von 300 V angelegt. Nach der Probenzugabe erfolgte die Ermittlung von Detektionsstrom und

Migrationszeit.
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Abbildung 107: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion von Pyrogallol (c = 2,5 mM)
in einem Keramikchip bei direkter Trennkanalinjektion der Probe. Identischer Injektionszeitpunkt bei
einer angelegten Trennspannung von 300 V (E,.: 0,8 V, GBF-Chiphalterung).

Eine Stromzunahme von 62 nA wurde bei der amperometrischen Detektion von Pyrogallol
(c = 2,5 mM) gemessen (Abb. 107, Elektropherogramm 1). Nach 200 s kam es zu einer
weiteren Zunahme auf 80 nA, bevor das Stromsignal iiber einem Zeitraum von 400 s stetig bis
auf 10 nA abfiel. Die gemessene Migrationszeit betrug 220 s. Unter gleichen
Versuchsbedingungen wurde nach Reinigung der Kapillaren erneut Pyrogallol zugegeben.
Verglichen mit der hyperbolischen Zunahme der 1. Messung wurde ein peakdhnlicher Anstieg
des Detektionsstroms auf 114 nA beobachtet (Abb. 107, Elektropherogramm 2). Es wurde

eine Migrationszeit von 251 s ermittelt.
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Bei einer Trennspannung von 300 V wurde Pyrogallol in die Kavitédt der Pufferinjektion eines
Keramikchips mit verzinnten duBleren Kontakten und Hochspannungskontakten aus Platin

injiziert (Abb. 108). Die Injektionen erfolgten zu identischen Zeitpunkten.
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Abbildung 108: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (E,: 0,8 V, GBF-
Chiphalterung) von Pyrogallol in unterschiedlichen Keramikchips bei einer angelegten Trennspannung
von 300 V. Identischer Zeitpunkt der direkter Trennkanalinjektion: (1) Injektion von 2,5 mM, (2)
Injektion von 5 mM in einen Keramikchip mit verzinnten &ufleren Kontakten und
Hochspannungskontakten aus Platin.

Eine Zunahme des Stroms auf etwa 120 nA wurde bei der amperometrischen Detektion von
Pyrogallol (¢ = 2,5 mM) gemessen (Abb. 108, Elektropherogramm 1). Verglichen mit einer
5 mM Probenlosung (Abb. 108, Elektropherogramm 2) wurde ein etwa 90 % geringeres

Stromsignal ermittelt. Die Differenz der Migrationszeiten betrug mehr als 100 s.
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Dopamin

Wie bei Pyrogallol (Abb. 108) wurde fiir diese Messung ein LTCC-Keramikchip mit
verzinnten duBleren Kontakten getestet. Die Hochspannungskontakte bestanden jedoch aus
Gold. Bei der amperometrischen Detektion von Dopamin wurde eine Trennspannung von

400 V angelegt. Nach der Probenzugabe erfolgte die Messung von Detektionsstrom und

Migrationszeit.
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Abbildung 109: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (E,: 0,8 V, GBF-
Chiphalterung) von Dopamin (¢ = 2,5 mM) in Keramikchips mit verzinnten &dulleren Kontakten bei
einer angelegten Trennspannung von 400 V. Identischer Zeitpunkt der direkten Trennkanalinjektion
der Probe: (1) Detektion mit 20-fach vermessenen Chip, (2) Detektion eines neuen, unbehandelten
Keramikchips.

Die amperometrische Detektion von Dopamin (¢ = 2,5 mM) in einem bereits mehrfach
verwendeten Keramikchip mit verzinnten Kontakten fiihrte bei einer Trennspannung von
400 V zu einer Stromzunahme von 15 nA (Abb. 109, Elektropherogramm 1). Eine Zunahme
von 52 nA wurde bei der Verwendung eines neuen, unbehandelten Keramikchips gemessen
(Elektropherogramm 2). Der Stromabfall nach 138 s auf —22 nA war keine direkte Folge der

Probeninjektion. Diese erfolgte bereits nach 100 s.

Zur amperometrischen Detektion von Polyphenolen in LTCC-Keramikchips mit verzinnten
duleren Kontakten wurden Chiphalterungen mit kugelférmigen und spitzen Federkontakten
verwendet. Mittels Dopamin als Testsubstanz sollten Einfliisse der Chiphalterung auf
Migrationszeit und Stromsignal ermittelt werden. Dazu wurde ein Keramikchip zunéchst mit
der GBF-, dann mit der HSS-Chiphalterung getestet. Es wurde eine 400 V Trennspannung zur
Ermittlung von Migrationszeit und Stromsignal angelegt (Abb. 110).
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Abbildung 110: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (E,.: 0,8 V) von Dopamin
(c = 2,5 mM) in einem Keramikchip mit verzinnten dufleren Kontakten bei einer angelegten
Trennspannung von 400 V und direkter Trennkanalinjektion: (1) kugelférmige Elektrodenkontakte in
der GBF-Chiphalterung, (2) spitze Elektrodenkontakte in der HSS-Chiphalterung.

Die Verwendung kugelformiger Federkontakte fiihrte zu einem Anstieg des Detektionsstroms
auf 90 nA bei einer Migrationszeit von 143 s (Abb. 110, Elektropherogramm 1). Eine
Zunahme auf 159 nA wurde bei der HSS-Chiphalterung gemessen (Elektropherogramm 2).
Die Migrationszeit betrug 144 s.
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Phloroglucin

Die amperometrische Detektion von Phloroglucin wurde bei einer Trennspannung von 400
V mit Hilfe einer HSS-Chiphalterung durchgefiihrt. Die Probeninjektion erfolgte wie in
Kapitel IV.4.4. beschrieben.
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Abbildung 111: Amperometrische Detektion (E,o: 0,8 V, HSS-Chiphalterung) von Phloroglucin
(c = 15 mM) in einem Keramikchip. Trennkanalinjektion bei einer angelegten Trennspannung von
400 V.

Die Migrationszeit von Phloroglucin betrug 226 s. Es wurde ein Signalpeak von 8 nA
gemessen. Der Stromabfall zu Beginn der Messung (120 s) auf —10 nA war keine direkte

Folge der Probeninjektion. Diese erfolgte bereits nach 100 s.

Brenzkatechin

Die gemessenen Elektropherogramme (Abb. 107-109) zeigten bei der Trennkanalinjektion
bisweilen unterschiedliche Verldufe des Detektorstroms. Mit Brenzkatechin (¢ = 2,5 mM)
sollte durch Injektion der Probe in verschiedene Reservoire ein Nachlaufen des
Elektrolytpuffers aus den Seitenkapillaren untersucht werden. Nach Einstellung der Basislinie
wurden 70 pl des vorgelegten Elektrolytpuffers aus dem Reservoir der Pufferinjektion
entnommen. Die Zugabe des gleichen Volumens der Probenlosung erfolgte anschlieBend. In
derselben Art und Weise wurde bei der Verwendung der Kavititen von Puffereinlass und
Pufferauslass verfahren. Dabei wurden 25 ul des vorgelegten Elektrolytpuffers durch
Brenzkatechin ersetzt (Abb. 112).
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Abbildung 112: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (Ep: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) von Brenzkatechin (¢ = 2,5 mM) in einem Keramikchip bei einer angelegten
Trennspannung von 400 V und direkter Trennkanalinjektion der Probe in unterschiedliche
Kapillar6ffnungen: (1) Injektion in Probeneinlass, Probenauslass und Puffereinlass, (2) Injektion in
Puffereinlass, (3) Injektion in Probeneinlass und -auslass (Seitenkapillaren).

Die Probeninjektion in die Kavitdt des Puffereinlasses fiihrte zu einem Stromanstieg auf
65 nA (Abb. 112, Elektropherogramm 2). Ein Anstieg auf 83 nA wurde bei der Injektion von
Brenzkatechin in die Reservoire Probeneinlass, Probenauslass und Puffereinlass gemessen
(Abb. 112, Elektropherogramm 1). Die amperometrische Detektion von Brenzkatechin fiihrte
nach Injektion der Probe in die Seitenkapillaren (Probeneinlass und Probenauslass) zu einem

Detektionsstrom von 60 nA.

IV.4.4.4. Amperometrische Detektion von Brenzkatechin in einem

funktionalisierten LTCC-Keramikchip

Mit Hilfe des elektroosmotischen Flusses war auf Grund einer negativ geladenen
Kapillaroberfliche ein Transport und somit amperometrische Detektion der Polyphenole an
der Kathode moglich. Zur Steigerung der Anzahl negativer Ladungen an der
Kapillaroberfldache sollten bereits getestete Beschichtungsprotokolle verwendet werden (Abb.
80). Dazu wurden die Kapillaren nach einer 16-stiindigen Inkubation mit 1 M KOH mit
Millipore®-Wasser, Methanol und Toluol gespiilt. AnschlieBend erfolgte die Silanisierung der
Kapillaren mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (1 Gewichtsprozent) {iber eine HPLC-Pumpe fiir
6 Stunden. Nach der Silanisierung wurden die Kapillaren mit Toluol, Methanol und
Millipore®-Wasser ~ gespiilt.  AnschlieBend  erfolgte  der  Anschluss an  das
Schlauchpumpensystem und die 90-miniitige Inkubation der Kapillaren mit 0,25 M
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Bernsteinsdureanhydridlésung. Nach dem Spiilen mit Millipore®-Wasser fiir 10 min konnte

der Keramikchip mit Elektrolytpuffer (pH 7,3) befiillt und getestet werden.

Testung der amperometrischen Detektoreinheit

Die Beschichtungsreagenzien zur Funktionalisierung der Kapillaren kamen aufgrund der
Befiillungstechnik mit der Detektoreinheit in Kontakt. Einfliisse auf den amperometrischen
Detektor des LTCC-Keramikchips auf Grund der Immobilisierungen sollten durch
Messungen vor und nach der Silanisierung ermittelt werden. Dazu wurde {iber den
Trennkanal eines unbehandelten Keramikchips eine Hochspannung von 400 V angelegt. Nach
Einstellung der Basislinie wurden 70 pl der vorgelegten Elektrolytpuffer aus dem
Detektorreservoir entnommen und durch Zugabe von Brenzkatechin (¢ = 2,5 mM) ersetzt.
Nach Beendigung der Messung erfolgte die Funktionalisierung mit APTES und
Bernsteinsdureanhydrid (siehe Kapitel 1V.4.5.3). Im Anschluss wurde eine weitere Testung

der Messeinheit durchgefiihrt (Abb. 113).
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Abbildung 113: Uberpriifung der Detektorfunktion eines Keramikchips vor und nach einer
Silanisierung mittels direkter Injektion von Brenzkatechin (¢ = 2,5 mM) auf Arbeits- und
Referenzelektrode  (E,.: 0,8 'V, HSS-Chiphalterung) ohne angelegte Hochspannung.
Elektropherogramme: (1) nicht silanisiert, (2) mit APTES wund Bernsteinsdureanhydrid
funktionalisiert.

Ein Stromanstieg um 129 nA wurde nach 600 s bei Testung der Messeinheit vor der
Silanisierung ermittelt (Abb. 113, Elektropherogramm 1). Das 2. Elektropherogramm zeigt
den Stromverlauf nach Behandlung mit APTES und Bernsteinsdureanhydrid. Dabei wurde ein

Strom von 90 nA gemessen.
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Amperometrische Detektion von Brenzkatechin

Nach  erfolgter  Funktionalisierung der LTCC-Kapillaren mit APTES und
Bernsteinsdureanhydrid wurde Brenzkatechin (¢ = 2,5 mM) bei einer angelegten
Trennspannung von 400 V amperometrisch detektiert. Aufgrund der Funktionalisierung
wurde ein geringerer Fliissigkeitsstrom (Fluidik) des Elektrolytpuffers in den Kapillaren
beobachtet. Somit wurde die Probe in die Reservoire Probencinlass, Puffereinlass und
Probeneinlass injiziert. AnschlieBend erfolgte die Ermittlung von Migrationszeit und

Detektionsstrom in einem silanisierten Keramikchip (Abb. 114).
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Abbildung 114: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (E,: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) von Brenzkatechin (¢ = 2,5 mM) in einem mit APTES silanisierten und mit
Bernsteinsdureanhydrid funktionalisierten Keramikchip. Probeninjektion in Probenauslass, Puffer-,
und Probeneinlass nach direkter Trennkanalinjektion bei einer angelegten Trennspannung von 400 V:
(1-4) Reihenfolge der durchgefiihrten Messungen.

Eine Wiederholung der Messungen mit Brenzkatechin fithrte zu einer Abnahme des
Detektionsstroms. Wurde in der ersten Messung ein Strommaximum von 42 nA gemessen,
verringerte sich dieses iiber 31 nA (2. Messung) auf 17 nA in der 3. Messung. Bei der 4.
Messung konnte keine eindeutiger Signalpeak ermittelt werden. Es kam zu einem

Stromanstieg liber einen Zeitraum von etwa 350 s auf 20 nA.
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Zusammenfassend sind die Ergebnisse der verschiedenen Versuche zur Trennkanalinjektion

von Polyphenolen in LTCC-Keramikchips in Tabelle 25 dargestellt.

Versuche mit Polyphenolen Konzentration | Signalhche
[mM] [nA]
Pyrogallol
Pyrogallol 2,5 62
Pyrogallol 25 114
Pyrogallol, Platinelektroden, verzinnte Kontakte 2,5 120
Pyrogallol, Platinelektroden, verzinnte Kontakte 5,0 15
Dopamin
Dopamin, verzinnte Kontakte 25 15
Dopamin, verzinnte Kontakte, neuer Chip 2,5 52
Dopamin, verzinnte Kontakte, GBF-Halterung, konditioniert 25 90
Dopamin, verzinnte Kontakte, HSS-Halterung, konditioniert 2,5 159
Phloroglucin
Phloroglucin 15,0 8
Brenzkatechin
Brenzkatechin, Injektion in Reservoir 3 2,5 65
Brenzkatechin, Injektion in Reservoir 1, 2 und 3 25 83
Brenzkatechin, Injektion in Reservoir 1 und 2 2,5 60
silanisierter LTCC-Chip
Testung der Messeinheit mit Brenzkatechin vor der Silanisierung 25 159
Testung der Messeinheit mit Brenzkatechin nach der Silanisierung 25 90
Brenzkatechin, 1. Injektion in Reservoir 1, 2 und 3 25 42
Brenzkatechin, 2. Injektion in Reservoir 1, 2 und 3 25 31
Brenzkatechin, 3. Injektion in Reservoir 1, 2 und 3 25 17
Brenzkatechin, 4. Injektion in Reservoir 1, 2 und 3 25 nicht ermittelbar

Tabelle 25: Gemessene Strome bei der amperometrischen Detektion von Polyphenolen. Die Injektion
erfolgte iiber den Trennkanal bei einer angelegten Hochspannung von 400 V (Versuche mit Pyrogallol
bei 300 V).

IV4.4.5. Trennung und Detektion von Polyphenolgemischen

Innerhalb dieser Untersuchungen sollten auf LTCC-Keramikchips mit Hilfe der
Kapillarzonenelektrophorese Polyphenolgemische in die Kapillaren injiziert und die einzelnen
Polyphenole anhand ihrer Migrationszeit getrennt werden. Diese Untersuchungen wurden wie
Kapitel 1V.4.4.3. beschrieben mittels Trennkanalinjektion ausgefiihrt. Dazu wurde die
gesamte Kapillare mit dem Elektrolytpuffer befiillt. AnschlieBend erfolgte das Anlegen einer

400 V Hochspannung iiber den Trennkanal. Die Proben wurde nach Messstart und
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Einstellung der Stromkennlinie auf einen niedrigen Basisliniendrift in die Pufferinjektions-
Kavitdt injiziert. Im Anschluss erfolgte die Identifizierung der Polyphenole aufgrund der

ermittelten Migrationszeiten.

Gemisch aus zwei Polyphenolen

Die Trenneffizienz des LTCC-Systems wurde zundchst mit zwei Polyphenolen getestet.
Dabei wurden Gemische aus Dopamin mit Brenzkatechin und Dopamin mit Pyrogallol in
unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Die Injektion erfolgte wie in Kapitel 1V.4.4.3.

beschrieben (Abb. 115).
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Abbildung 115: Detektion (E,: 0,8 V, HSS-Chiphalterung) von Gemischen aus zwei Polyphenolen
in verschiedenen Keramikchips bei einer Trennspannung von 400 V und direkter Trennkanalinjektion
zum selben Zeitpunkt: (1) je 2,5 mM Dopamin und Brenzkatechin, (2) 0,3 mM Dopamin und 4,5 mM
Pyrogallol.

Das erste Elektropherogramm zeigt die amperometrische Detektion eines Gemisches aus
Dopamin und Brenzkatechin (¢ = je 2,5 mM). Dabei wurde ein Stromanstieg auf 57 nA bei
Dopamin und 59 nA bei Brenzkatechin gemessen. Die Migrationszeit betrug fiir Dopamin
110 s, fiir Brenzkatechin 159 s. Ein Gemisch aus Dopamin (¢ = 0,3 mM) und Pyrogallol
(c = 4,5 mM) fiihrte zu einem Stromsignal von 9 nA bei Dopamin und 55 nA bei Pyrogallol
(Abb. 115, Elektropherogramm 2). Dabei wurde eine Migrationszeit von 108 s fiir Dopamin
und 164 s fiir Pyrogallol ermittelt. Die Migrationszeiten der einzelnen Polyphenole wurden

bereits in Einzelversuchen ermittelt und zur Auswertung herangezogen.
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Gemisch aus drei Polyphenolen
Gemische aus zwei Polyphenolen konnten durch CZE getrennt und aufgrund ihrer
Migrationszeiten identifiziert werden. Nach diesem Ergebnis sollte die Trennung eines

Gemisches aus drei Polyphenolen durchgefiihrt werden (Abb. 116 und 117).
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Abbildung 116: Elektropherogramm der amperometrischen Detektion (E,: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) eines Polyphenolgemisches in einem Keramikchip bei angelegter Trennspannung von
400 V und direkter Trennkanalinjektion von je 1,6 mM Dopamin, Brenzkatechin und Pyrogallol.

Die amperometrische Detektion eines Gemisches aus Dopamin, Brenzkatechin und Pyrogallol
(c = je 1,6 mM) fiihrte zu keiner Trennung der einzelnen Polyphenole. Es wurde ein
Stromanstieg auf 73 nA gemessen. Die Detektionszeit von 108 s entsprach der Migrationszeit

von Dopamin.

Es konnte keine Trennung von Gemischen mit den Polyphenolen Dopamin, Brenzkatechin
und Pyrogallol erzielt werden. Anderungen der Hochspannung, des Injektionsverfahren und
des Puffersystems fiihrten zu keiner Verbesserung der Trennleistung. Somit sollte fiir weitere
Versuche Brenzkatechin gegen Phloroglucin ausgetauscht werden. Zudem wurden die

Polyphenole in unterschiedlicher Konzentration eingesetzt (Abb. 117).
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Abbildung 117: Elektropherogramm der amperometrischen Detektion (E,: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) eines Polyphenolgemisches in einem Keramikchip bei angelegter Trennspannung von
400 V und direkter Trennkanalinjektion von Dopamin (¢ = 1 mM), Pyrogallol (¢ = 2,5 mM) und
Phloroglucin (¢ = 5 mM).

Ein Gemisch aus Dopamin (¢ = 1 mM), Pyrogallol (¢ = 2,5 mM) und Phloroglucin (c =
5 mM) konnten aufgrund der Migrationszeiten in einem LTCC-Keramikchip getrennt werden.
Dabei fiihrte die amperometrische Detektion zu einem Stromanstieg auf 10 nA (Dopamin),
29 nA (Pyrogallol) und 30 nA (Phloroglucin). Die Migrationszeiten betrugen 109 s, 140 s und
174 s.

Tabelle 26 zeigt zusammenfassend die Ergebnisse zur Trennung von Polyphenolen aus
Gemischen der verschiedenen Versuche zur Erarbeitung eines geeigneten Trennsystems auf

LTCC-Keramikchips.

Polyphenolgemische Differenz der Migrationszeiten [s] Trennung
Probe 1 und 2 Probe 2 und 3
Dopamin und Brenzkatechin 21 X ja
Dopamin und Pyrogallol 40 X ja
Dopamin, Brenzkatechin und Pyrogalol X nein
Dopamin, Pyrogallol, Phloroglucin 38 | 60 ja

Tabelle 26: Trennung von Polyphenolgemischen. Aufbringen der Probe mittels Trennkanalinjektion
bei einer angelegten Hochspannung von 400 V.
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IV.4.4.6. Gesamtiibersicht gemessener Migrationszeiten von Polyphenolen
Abbildung 118 und Tabelle 27 zeigen zusammenfassend die ermittelten Migrationszeiten aller
verwendeter Polyphenole mit der Methode der Trennkanalinjektion zur Erarbeitung eines

mikrofluidischen Trennsystems auf LTCC-Basis.

Brenzkatechin [200V] =

Brenzkatechin [300V] =g

Brenzkatechin [400V] =

Dopamin [300V] =g

Dopamin [400V] H
Dopamin, Silanchip [400V] ] =
Phloroglucin [300V] ] | |
Pyrogallol [200V] ] | |
Pyrogallol [300V] ] -
Wasserstoffperoxid [300V] ] | |

Substanz

Wasserstoffperoxid [400V] =

0 50 100 150 200 250 300

Migrationszeit [s]

Abbildung 118: Ubersicht der Migrationszeiten (Mittelwert aus drei Messungen) von
Wasserstoffperoxid und der eingesetzten Polyphenole in einem konditionierten LTCC-Keramikchip
bei direkter Trennkanalinjektion. Die angelegte Trennspannung ist in Klammern angegeben.

Substanz Hochspannung [V] | Migrationszeit [s] | Standardabweichung [s] |
Brenzkatechin 200 185 12,0
Brenzkatechin 300 168 7,8
Brenzkatechin 400 125 7,1
Dopamin 300 152 8,1
Dopamin 400 107 2,7
Dopamin(Silanchip) 400 133 12,8
Phloroglucin 300 228 19,4
Pyrogallol 200 240 24,2
Pyrogallol 300 215 18,1
Wasserstoffperoxid 300 170 15,8
Wasserstoffperoxid 400 144 9,5

Tabelle 27: Numerische Auflistung der Migrationszeiten (Mittelwert aus drei Messungen) von
Wasserstoffperoxid und der eingesetzten Polyphenole bei direkter Trennkanalinjektion in LTCC-
Keramikchips.
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IV.4.5. Elektrokinetische Injektion von Polyphenolen in LTCC-

Keramikchips

Die Probenaufgabe in das Reservoir des Puffereinlasses, fiihrte bei der Trennkanalinjektion zu
einem stetigen NachflieBen der Probenlosung in den Trennkanal. Dies bewirkte ein
plateaudhnliches Stromsignal mit geringer Trenneffizienz. Das Injektionsvolumen in der CE
muss jedoch fiir eine hohe Trenneffizienz minimiert sein um den Beitrag zur
Bandenverbreiterung gering zu halten. Demnach darf die injizierte Probe bei einem
Gesamtvolumen von einigen Mikrolitern nur wenige Nanoliter betragen. Somit findet bei der
CE auf Mikrochips ausschlieBlich die elektrokinetische Injektion Anwendung. Die Probe wird
durch Anlegen geeigneter Potentiale an den Elektroden iiber den Trennkanal
elektrophoretisch und elektroosmotisch in die Kapillare transportiert (Abb. 17). Durch
gegenldufige Elektrolytstrome wird die Probe im Injektionskreuz fokussiert und nach dem
Umschalten der elektrischen Felder tiber den Trennkanal aufgetrennt.

Ziel sollte die Entwicklung eines geeigneten elektrokinetischen Injektionsverfahren zur
amperometrische Detektion von Polyphenolen sein. Zudem sollten Polyphenolgemische auf
Grund ihrer Migrationszeiten mittels Kapillarzonenelektrophorese getrennt werden.Dazu
wurde die HSS-Chiphalterung an das Hochspannungsnetzgerdt zur elektrokinetischen
Beladung angeschlossen. AnschlieBend wurden die Kapillaren mit Elektrolytpuffer befiillt
und der LTCC-Keramikchip in die Halterung eingebaut. Die Aufnahme der Stromkennlinie
erfolgte zur Kontrolle des eingestellten Arbeitspotentials und mdglicher Stromschwankungen
zunichst ohne angelegte Spannung. Nach Zuschaltung des Hochspannungsnetzgerites wurde
durch Befiillung des Probeneinlasses (Austausch von 28 pl Puffer gegen die gleiche
Probenmenge) die Messung gestartet. Die Umschaltung von Injektions- auf Trennmodus
erfolgte automatisch iiber einen integrierten Timer nach 30 s. Sowohl Injektions- als auch
Trennspannung betrugen 400 V. Nach Umschaltung auf den Trennmodus wurden die
Injektionskontakte, unter Beriicksichtigung des Injektionsverfahrens, auf 320 V oder auf
hochohmig geschaltet. Vor dem Ausbau des LTCC-Keramikchips wurden die Reservoire

entleert und mit Millipore®-Wasser gespiilt.
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IV.4.5.1. Reinigung der Elektrodenkontakte

Mit zunehmenden Messungen kam es zu Ablagerungen auf der Arbeitselektrode. Dies fiihrte
zu einem abnehmenden Stromsignal.

Da mechanische Reinigungen zu Beschiddigungen an der Messeinheit fiihrten, sollten
Schwefelsédure, Salpetersidure, Kaliumhydroxid und Konigswasser getestet werden, um diese
Ablagerungen zu entfernen (Abb. 177). Dazu wurden diese auf den amperometrischen
Detektor pipettiert. Nach der Inkubationszeit wurde das Reservoir entleert und die Kapillaren

20 min lang mit Millipore®-Wasser gespiilt.

Substanz Konzentration [M] | Inkubationsdauer [min] | Ergebnis
Schwefelsaure 1 20 -
Schwefelsdure 2 20 -
Salpetersaure 0,1 20 -
Salpetersdure 1 20 -
Kaliumhydroxid 0,1 20-60 -
Kaliumhydroxid 1 20-60 -
Kdnigswasser 2 0,1 +

Tabelle 28: Reinigung der Arbeitselektrode (“-*“: keine Entfernung; “+*“: Entfernung der
Ablagerungen).

Die Verwendung von Konigswasser filihrte bei einer Einwirkzeit von etwa 3-5 s zu einer
Entfernung der Ablagerungen auf der Arbeitselektrode. Die Versuche mit den anderen

Substanzen verliefen negativ.
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IV.4.5.2. Elektrolyttestung bei unterschiedlichen Potentialschaltungen
Durch gegenlédufige Elektrolytstrome wird bei der elektrokinetischen Beladung die Probe im
Injektionskreuz fokussiert und ein Nachlaufen aus den seitlichen Kapillaren verhindert. Zur

Erzeugung solcher Elektrolytstrome ist das Anlegen geeigneter Potentiale an den Elektroden

erforderlich (Abb. 119).
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Abbildung 119: Schematische Darstellung zur Schaltung der Hochspannungskontakte bei Injektion
und Trennung (HV: Hochspannung).

In dieser Arbeit wurden zwei Trennschaltungen zur amperometrischen Detektion von

Polyphenolen getestet (Abb. 119).

1. Schaltung der Hochspannungskontakte auf hochohmig (Float)
2. Schaltung der Hochspannungskontakte auf etwa 80 % der Trennspannung (Stromfluss

betragt 0 Ampere)

Diese Schaltungen sollten zunidchst nur mit dem verwendeten 0,1 M Natriumphosphatpuffer
(pH 7,3) iberpriift werden (ohne Testsubstanz). Dazu wurden die Kapillaren mit
Elektrolytpuffer befiillt und der LTCC-Keramikchip in die HSS-Halterung eingebaut. Nach
Kontrolle des eingestellten Arbeitspotentials und moglicher Stromschwankungen wurde die
Messung durch Zuschaltung der Hochspannung gestartet. Dabei erfolgte die Umschaltung
von Injektions- auf Trennungsmodus automatisch iiber einen integrierten Timer nach 30 s.

Sowohl Injektions- als auch Trennspannung betrugen 400 V.
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Abbildung 120: Amperometrische Detektion (E,.: 0,8 V, HSS-Chiphalterung) des verwendeten
0,1 M Natriumphosphatpuffers (pH 7,3) bei einer angelegten Trennspannung von 400 V. Testung
unterschiedlicher Schaltungsmodi der Kontakte fiir die elektrokinetische Injektion fiir jeweils 30 s: (1)
Schaltung auf jeweils 320 V mit HSPG Modell 1, (2) Schaltung auf jeweils 80 % der angelegten
Trennspannung mit HSPG Eigenbau, (3) Schaltung auf hochohmig mit HSPG Eigenbau, (4) Schaltung
auf hochohmig mit HSPG Modell 1.

Die Stromschwankungen zu Beginn der Messungen beruhten auf dem Umschalten der
Hochspannung von Injektions- auf Trennmodus. Die Testung des Elektrolytpuffers fiihrte bei
allen amperometrischen Messungen tiber einen Zeitraum von 300 s zu einer Signaldrift von

etwa 5-8 nA.

IV.4.5.3. Amperometrische Detektion von Polyphenolen nach

elektrokinetischer Injektion

Fiir die Entwicklung eines neuen elektrochemisch-analytischen Detektionssystems auf LTCC-
Mikrochips wurden die Polyphenole Brenzkatechin, Dopamin, Pyrogallol, Gallussdure,
Quercetin, Resveratrol, Resorcin und Kaffeesdure als Modellanalyte verwendet (Abb. 40).
Aufgrund von Vorversuchen sollte der Focus auf Brenzkatechin, Dopamin, Pyrogallol und
Gallussdure liegen. Durch die Auswertung der Elektropherogramme  sollten
substanzspezifische und analytische Messparameter ermittelt werden. Diese sollten zur
Beurteilung der Leistungsfihigkeit der kapillarelektrophoretischen Trennung auf LTCC-
Keramikchips herangezogen werden. Dazu wurden die Kapillaren nach Konditionierung mit
KOH und Behandlung der Referenzelektrode mit HCl mit Elektrolytpuffer befiillt.
Anschliefend wurde der LTCC-Keramikchip in die HSS-Halterung eingebaut. Die Messung

wurde nach Kontrolle des eingestellten Arbeitspotentials gestartet. Dabei erfolgte die
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Umschaltung von Injektions- auf Trennmodus automatisch iiber einen integrierten Timer nach

30 s. Die angelegte Injektions- und Trennspannung betrug 400 V.

1V.4.5.3.1. Brenzkatechin

Die elektrokinetische Injektion von 1,2-Dihydroxybenzol erfolgte durch unterschiedliche
Schaltung der Injektionskontakte (Kapitel IV.4.5.2.) bei einer angelegten Injektions- und
Trennspannung von jeweils 400 V. Dazu wurden die Kapillaren mit KOH konditioniert und
die Referenzelektrode mit HCl behandelt. AnschlieBend wurden die Kapillaren mit
Elektrolytpuffer befiillt und in die HSS-Halterung eingebaut. Dabei erfolgte zundchst die
Einstellung der Basislinie und die Kontrolle des eingestellten Arbeitspotentials ohne
angelegte Hochspannung. Nach Zuschaltung des Hochspannungsnetzgerites wurde durch
Befiillung des Probeneinlasses (Austausch von 28 pl Puffer gegen die gleiche Probenmenge)
die Messung gestartet. Die Umschaltung von Injektion- auf Trennmodus erfolgte automatisch
tiber einen integrierten Timer nach 30 s.

Eine Brenzkatechinlésung (¢ = 5 mM) wurde durch Schaltung der Injektionskontakte auf
80 % der angelegten Trennspannung (Abb. 121, Elektropherogramm 1) und Schaltung der
Injektionskontakte auf hochohmig (Abb. 121, Elektropherogramm 2) amperometrisch
detektiert (Abb. 121).
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Abbildung 121: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (E,: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) von Brenzkatechin (¢ = 5 mM) in einem Keramikchip bei einer angelegten
Trennspannung von 400 V und elektrokinetischer Injektion: (1) Schaltung der Injektionskontakte auf
80 % der angelegten Trennspannung, Migrationszeit: 177 s, (2) Schaltung der Injektionskontakte auf
hochohmig, Migrationszeit: 160 s. Dargestellt ist der fiir die Detektion relevante Zeitraum.
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Bei der amperometrischen Detektion von Brenzkatechin (¢ = 5 mM) wurde ein Stromanstieg
beobachtet, der nach 250 s bis 300 s auf das Ausgangsniveau zuriickging. FEine
Stromzunahme von 24 nA wurde bei der amperometrischen Detektion von Brenzkatechin
gemessen (1. Messung). Die Peakfliache betrug 9,5 AU, die Migrationszeit 177 s. Nach 10-
miniitigem Spiilen mit Millipore®-Wasser wurden die Kapillaren erneut mit Elektrolytpuffer
befiillt. Die anschlieBende Messung bei hochohmig geschalteten Injektionskontakten fiihrte zu
einer Migrationszeit von 160 s (2. Messung). Es wurde eine Stromzunahme von 20 nA

ermittelt. Die Peakfldche betrug 6,9 AU.

Die Schaltung der Injektionskontakte auf 80 % der Trennspannung fiihrte zu einem
Stromfluss von 0 Ampere im Injektionskanal. Folglich fliet wihrend des Trennmodus mittels
elektroosmotischen Flusses keine Probe aus den seitlichen Kapillaren in den Trennkanal. Es
sollte eine Verringerung der angelegten Hochspannung auf 60 % der Trennspannung getestet
werden (Abb. 122). Dies wurde mit Brenzkatechin (¢ = 5 mM) unter gleichbleibenden

Versuchsbedingungen durchgefiihrt.
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Abbildung 122: Amperometrischen Detektion (E,q: 0,8 V, HSS-Chiphalterung) von Brenzkatechin
(c = 5SmM) in einem Keramikchip mit einer Injektionsspannung von 60 % der angelegten 400 V
Trennspannung. Dargestellt ist der fiir die Detektion relevante Zeitraum. Migrationszeit: 209 s.

Verglichen mit der Migrationszeit bei einer Injektionsspannung von 80 % der angelegten
Trennspannung (Abb. 122) erhohte sich diese auf 209 s. Bei nahezu identischem Stromverlauf
wurde ein Anstieg um 18 nA und eine daraus resultierende Peakfldche von 6,7 AU ermittelt.

Zudem wurde im Injektionskanal ein Strom von —0,13 mA gemessen.
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Eine mdogliche Konzentrationsabhéngigkeit der Stromzunahme und der Peakfliche wurde in
einer Versuchsreihe mit konditionierten Kapillaren getestet. Fiir die Messungen wurde
Brenzkatechin in Konzentrationen von 0,025 mM bis 0,5 mM elektrokinetisch injiziert.
Hohere Konzentrationen flihrten zu einem Anstieg der Strome, die erst nach 300 s bis 500 s
auf das Ausgangsniveau zuriickfielen (Abb. 121).

Dazu wurde ein LTCC-Keramikchip 10 min lang mit Millipore®-Wasser gespiilt und mit
Elektrolytpuffer befiillt. Nach Einbau in die HSS-Halterung erfolgte zunédchst die Aufnahme
der Stromkennlinie zur Kontrolle des eingestellten Arbeitspotentials und mdglicher
Stromschwankungen. Dies wurde ohne angelegte Hochspannung durchgefiihrt. Nach
Zuschaltung des Hochspannungsnetzgerdtes wurde die Messung durch Befiillung des
Probeneinlasses gestartet. Dabei wurden 28 pl Elektrolytpuffer gegen die gleiche Menge
Brenzkatechin ausgetauscht. Die Umschaltung von Injektions- auf Trennmodus erfolgte

automatisch iiber einen integrierten Timer nach 30 s (Abb. 123 und 124).
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Abbildung 123: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (Ep: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) von Brenzkatechin in einem Keramikchip nach elektrokinetischer Injektion bei einer
Trennspannung von 400 V: (1) 0,5 mM, Migrationszeit: 119 s, (2) 0,25 mM, Migrationszeit: 139 s, (3)
0,1 mM, Migrationszeit: 137 s. Dargestellt ist der fiir die Detektion relevante Zeitraum.

Die amperometrischen Detektion von Brenzkatechin fiihrte bei einer Trennspannung von
400 V zu Migrationszeiten von 119 s (0,5 mM), 139 s (0,25 mM) und 137 s (0,1 mM). Die
Peakflachen betrugen entsprechend 6,0 AU, 2,9 AU und 1,5 AU.
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Das erste Elektropherogramm zeigt die amperometrische Detektion von 0,05 mM
Brenzkatechin (Abb. 124). Die Migrationszeit betrug 127 s bei einer ermittelten Peakflidche
von 0,14 AU. Die Verwendung von 0,025 mM Brenzkatechin fiihrte zu einer Peakfliche von
0,11 AU. Es wurde eine Migrationszeit von 124 s gemessen (Abb. 124, Elektropherogramm
2).
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Abbildung 124: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (Ep: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) von Brenzkatechin in einem Keramikchip nach elektrokinetischer Injektion bei einer
Trennspannung von 400 V: (1) 0,05 mM, Migrationszeit: 127 s, (2) 0,025 mM, Migrationszeit: 124 s.
Dargestellt ist der fiir die Detektion relevante Zeitraum.

Die Ermittlung der Peakbreite an der Peakbasis ist ein wichtiger Messparameter zur
Berechnung der Effizienz eines elektrophoretischen Trennsystems. Diese sollte in

Abhingigkeit der eingesetzten Konzentration ermittelt werden (Abb. 125).
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Abbildung 125: Vergleich der von Brenzkatechin ermittelten durchschnittlichen Peakbreiten in
Abhingigkeit von der Konzentration (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen).
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Die Peakbreite bei einer Konzentration von 0,025 betrug 44,5 + 0,6 s. Bei 0,05 mM wurden
50,5 £+ 5,2 s ermittelt. Eine Zunahme von 23 % auf 73,3 + 3,4 s wurde bei einer Konzentration
von 0,1 mM beobachtet. Bei einer 0,25 mM Brenzkatechinldsung stieg die Peakbreite um
mehr als 100 % auf 151,0 £ 20,8 s.

Zur Beurteilung der Trenneffizienz eines kapillarelektrophoretischen Systems sollte als
weiterer Messparameter die Signalhohe ermittelt werden. Da bei hoheren Konzentrationen der
zunehmende Stroms erst nach einigen hundert Sekunden auf das Ausgangsniveau zuriickfallt,
wurden nur Elektropherogramme bis zu einer Brenzkatechinkonzentration von 0,25 mM
ausgewertet. Die ermittelten Signalhdhen wurden gegen die eingesetzten Konzentrationen
aufgetragen. AnschlieBend sollte zur Uberpriifung des linearen Zusammenhangs zwischen

Signalhohe und Konzentration das Bestimmtheitsmal3 ermittelt werden.
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Abbildung 126: Kalibrationsgerade zur Abhéngigkeit der Signalhdhe von der Konzentration bei der
Bestimmung von Brenzkatechin (Mittelwerte aus drei Messungen).

Im Konzentrationsbereich von 0,025 mM bis 0,25 mM wurde ein linearer Verlauf der
Kalibrationsgerade beobachtet. Es wurde ein Bestimmtheitsmall von 0,9915 ermittelt. Die

zugrunde liegenden Messwerte sind in Tabelle 62 zusammengefasst.

Bei gut aufgeldsten Peaks ist die Peakfliche zur Konzentration des Analyten proportional.
Aufgrund der unsymmetrischen Peaks sollte zur Beurteilung des elektrophoretischen
Trennsystems auf LTCC-Mikrochips die Peakfldche ausgewertet werden. Diese wurden nach
Aufzeichnung der Bindungskurven ermittelt und gegen die eingesetzten Konzentrationen

aufgetragen. AnschlieBend erfolgte die Berechnung der Regressionsgerade (Abb. 127).
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Abbildung 127: Abhéngigkeit der Peakflaiche von der Konzentration von Brenzkatechin (Mittelwerte

aus drei Messungen).

Ein linearer Verlauf der Kalibrationsgeraden wurde im Konzentrationsbereich von 0,025 mM

bis 1 mM beobachtet. Es wurde ein Bestimmtheitsmal von 0,9757 ermittelt. Die zugrunde

liegenden Messwerte sind in Tabelle 65 zusammengefasst.

Zusammenfassend werden in Tabelle 29 die wichtigsten elektrochemisch-analytischen

Messparameter bei der amperometrischen Detektion von Brenzkatechin zur Erarbeitung eines

geeigneten Trennsystems auf LTCC-Keramikchips aufgezeigt.

Elektrochemisch-analytische Messparameter von Brenzkatechin

Migrationszeit [s]

134,2+15,1

Durchschnittliche effektive Migrationszeit der Komponente [cm*s'l]

3,1¥10% + 2,5%10°

Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm?s™ V]

3,5%10%

Tabelle 29: Ermittelte elektrochemisch-analytische Messparameter bei der amperometrischen

Detektion von Brenzkatechin bei einer angelegten Trennspannung von 400 V.
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1V.4.5.3.2. Dopamin
Das zur Gruppe der Katecholamine gehérende Dopamin (3,4-Dihydroxyphenethylenamin)

wurde entsprechend den Versuchen mit Brenzkatechin bei einer angelegten Injektions- und
Trennspannung von jeweils 400 V elektrokinetisch injiziert und anschlieend amperometrisch
detektiert. Durch die Auswertung von Elektropherogrammen sollten elektrochemisch-
analytische Messparameter von Dopamin ermittelt werden. Dazu wurden die Kapillaren nach
der Konditionierung mit Elektrolytpuffer befiillt und in die HSS-Halterung eingebaut. Die
Einstellung der Basislinie erfolgte zur Kontrolle des eingestellten Arbeitspotentials und
moglicher Stromschwankungen ohne angelegte Hochspannung. Nach Zuschaltung des
Hochspannungsnetzgerites wurde durch Befiillung der Probeneinlass-Kavitdt (Austausch von
28 ul Puffer gegen die gleiche Probenmenge) die Messung gestartet. Die Umschaltung von
Injektion- auf Trennmodus erfolgte automatisch iiber einen integrierten Timer nach 30 s.
Nach jeder Messung wurde der LTCC-Keramikchip aus der Halterung ausgebaut und 15 min
lang mit Millipore®-Wasser gespiilt. Fiir weitere Messungen wurden die Kapillaren erneut mit
Elektrolytpuffer befiillt und in die HSS-Halterung eingebaut. Die Dopaminldsungen wurden
durch Schaltung der Injektionskontakte auf hochohmig elektrokinetisch injiziert (Abb. 128).
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Abbildung 128: Abhéngigkeit der Signalhohe von der Dopaminkonzentration. Elektropherogramme
der amperometrischen Detektion (E,.: 0,8 V, HSS-Chiphalterung) von Dopamin in einem
Keramikchip nach elektrokinetischer Beladung und angelegter Trennspannung von 400 V: (1)
0,5 mM, Migrationszeit: 112 s, (2) 0,25 mM, Migrationszeit: 108 s, (3) 0,1 mM, Migrationszeit: 115 s,
(4) 0,05 mM, Migrationszeit: 129 s, (5) 0,025 mM Migrationszeit: 115 s. Dargestellt ist der fiir die
Detektion relevante Zeitraum.
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Bei der amperometrischen Detektion von Dopamin wurde ein peakdhnlicher Verlauf der
Stromkurven im Konzentrationsbereich von 0,025 mM bis 0,5 mM beobachtet. Fiir die

eingesetzten Konzentrationen wurden folgende Migrationszeiten und Peakflichen ermittelt

(Tab. 30):

Konzentration [nM] | Migrationszeit [s] | Peakflache [AU]
0,5 112 3,94
0,25 108 1,78
0,1 115 0.86
0,05 129 0,31
0,025 115 0,08

Tabelle 30: Auflistung der in Abbildung 128 ermittelten Migrationszeiten und Peakflédchen.

Die in diesem Versuch ermittelten Peakflichen (Tab. 30) wurden gegen die eingesetzten
Konzentrationen aufgetragen. AnschlieBend sollte zur Uberpriifung des linearen
Zusammenhangs zwischen Peakfliche und Konzentration das Bestimmtheitsmal3 ermittelt

werden.
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Abbildung 129: Kalibrationsgerade zur Abhéngigkeit der Peakfliche von der Konzentration auf Basis
der in Abb. 128 durchgefiihrten amperometrischen Detektion von Dopamin.

Ein linearer Verlauf der Kalibrationsgeraden wurde im Konzentrationsbereich von 0,025 mM
bis 0,5 mM beobachtet. Das ermittelte Bestimmtheitsmall betrug 0,997. Die zugrunde

liegenden Messwerte sind in Tab. 65 zusammengefasst.
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Zur Berechnung der Effizienz eines elektrophoretischen Systems sollte die Peakbreite an der

Peakbasis in Abhédngigkeit der Dopaminkonzentration ermittelt werden (Abb. 130).
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Abbildung 130: Vergleich der von Dopamin ermittelten durchschnittlichen Peakbreiten in
Abhingigkeit von der Konzentration (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen).

Im Konzentrationsbereich von 0,025 mM bis 0,25 mM kam es zu einem Anstieg der
Peakbreite von 46,8 + 5,1 s auf 65,2 + 2,6 s. Eine Steigerung um 80 % auf 116,8 + 10,7 s
wurde bei einer Konzentration von 0,5 mM ermittelt. Bei 1 mM wurde ein weiterer Anstieg

um 30 % auf 149,0 + 30,3 s beobachtet.

Ein  weiterer =~ Messparameter  zur  Beurteilung der  Trenneffizienz  eines
kapillarelektrophoretischen Systems ist die Signalhdhe. Da bei hoheren Konzentrationen der
zunehmende Stroms erst nach einigen hundert Sekunden auf das Ausgangsniveau zuriickfallt,
wurden nur Elektropherogramme bis zu einer Konzentration von 0,2 mM ausgewertet. Die

ermittelten Signalhdhen wurden gegen die eingesetzten Konzentrationen aufgetragen.
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Abbildung 131: Kalibrationsgerade zur Abhéngigkeit der Signalhdhe von der Konzentration bei der
Bestimmung von Dopamin (Mittelwerte aus fiinf Messungen).

Im Konzentrationsbereich von 0,0125 mM bis 0,2 mM wurde ein linearer Verlauf der
Kalibrationsgeraden beobachtet. Es wurde ein Bestimmtheitsma3 von 0,9885 ermittelt. In
Tab. 61 sind die zugrunde liegenden Daten zusammengefasst.

Wie bereits erwdahnt wurden in dieser Arbeit zwei Methoden der elektrokinetischen Injektion
(“pinched*“-Injektion) von Polyphenolen getestet (Abb. 119). Bei den in Abbildung 128
dargestellten Elektropherogrammen wurden die Hochspannungskontakte auf hochohmig
geschalten. Diese sollten nun auf 80 % der Trennspannung eingestellt werden.

Die Versuchsdurchfiihrung ist mit den in Kapitel IV.4.5.3.1. gemachten Angaben identisch.
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Abbildung 132:  Elektropherogramme in  Abhéngigkeit der Signalhdhe von der
Dopaminkonzentration. Detektion (Ep.: 0,8 V, HSS-Chiphalterung) von Dopamin in einem
Keramikchip nach elektrokinetischer Beladung. Schaltung der Injektionskontakte auf 320 V bei
angelegter Trennspannung von 400 V: (1) 50 uM, Migrationszeit: 101 s, (2) 25 uM, Migrationszeit:
97 s, (3) 12,5 uM, Migrationszeit: 95 s. Dargestellt ist der fiir die Detektion relevante Zeitraum.
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Die amperometrischen Detektion von Dopamin (¢ = 50 puM) fiihrte bei Schaltung der
Injektionskontakte auf 320 V zu einer Migrationszeit von 101 s (Abb. 132,
Elektropherogramm 1). Fiir Konzentrationen von 25 puM bzw. 12,5 uM wurden
Migrationszeiten von 97 s bzw. 95 s ermittelt (Abb. 132, Elektropherogramm 2 und 3). Die
Peakflichen betrugen 0,36 AU (50 uM), 021 AU (25 uM) und 0,07 AU
(12,5 uM).

Die Migrationszeiten und Peakfldchen von Dopamin sollten in weiteren Versuchen in LTCC-
Keramikchips mit verzinnten, externen Elektrodenkontakten und Hochspannungskontakten
aus Platin ermittelt werden. Nach Konditionierung der Kapillaren erfolgte der Einbau in die
HSS-Halterung. Die Messung wurde nach Zuschaltung des Hochspannungsnetzgerites durch

Befiillung der Probeneinlass-Kavitit mit Dopaminldsung gestartet.
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Abbildung 133: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (Ep,: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) von Dopamin (¢ = 100 uM) in verschiedenen Keramikchips bei einer angelegten
Trennspannung von 400 V: (1) Keramikchip ohne verzinnte duflere Kontakte, Migrationszeit: 115 s,
(2) Chip mit verzinnten Kontakten, Migrationszeit: 128 s. Dargestellt ist der fiir die Detektion
relevante Zeitraum.

Die amperometrische Detektion von Dopamin (¢ = 100 uM) fiihrte bei der
kapillarelektrophoretischen ~ Trennung in  LTCC-Keramikchips  ohne  verzinnte
Hochspannungskontakte zu einer Migrationszeit von 115 s (Abb. 133, Elektropherogramm 1).
Das 2. Elektropherogramm zeigt die amperometrische Detektion von Dopamin in einem
Keramikchip mit verzinnten Kontakten. Das Stromsignal schwankte um etwa * 2,5 nA. Es
wurde eine Migrationszeit von 128 s ermittelt. Die Peakflichen betrugen 0,32 AU (nicht
verzinnte Elektrodenkontakte) und 0,50 AU (verzinnte Elektrodenkontakte).
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Zur Beurteilung des elektrophoretischen Trennsystems auf LTCC-Keramikchips sollte
aufgrund der unsymmetrischen Peakform die Peakfliche berechnet werden. Diese wurden
nach Aufzeichnung der Elektropherogramme ermittelt und gegen die eingesetzten
Dopaminkonzentrationen aufgetragen. AnschlieBend erfolgte die Ermittlung der

Regressionsgerade (Abb. 134).
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Abbildung 134: Abhingigkeit der Peakfliche von der Konzentration bei der Bestimmung von
Dopamin (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen).

Im Konzentrationsbereich von 0,0125 mM bis 1 mM wurde ein linearer Verlauf der
Kalibrationsgeraden beobachtet. Es wurde ein Bestimmtheitsmall von 0,9947 ermittelt. Die

zugrunde liegenden Messwerte sind in Tab. 65 zusammengefasst.

Zusammenfassend werden in Tabelle 31 die wichtigsten ermittelten elektrochemisch-
analytischen Messparameter bei der amperometrischen Detektion von Dopamin zur

Erarbeitung eines geeigneten Trennsystems auf LTCC-Keramik aufgezeigt.



176 Ergebnisse

Elektrochemisch-analytische Messparameter HSPG pH-Wert Messwert
Modell 1 |Eigenbau| 7,3 | 9,0

Migrationszeit [s] X X 1136 +11,2
Migrationszeit [s] X X 110,8+8,9
Migrationszeit [s] X X 78,6 £10,7
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X X 3,710% + 2,510
der Komponente [cm*s'l]
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X X 3,910% + 3,0v10°
der Komponente [cm*s'l]
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X X |4,6%102 1,010
der Komponente [cm*s'l]
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm?s ™ v X X 4,110*
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm?s ™ v X X 4,510
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm?s ™ v X X 6,010

Tabelle 31: Ermittelte elektrochemisch-analytische Messparameter bei der amperometrischen
Detektion von Dopamin bei einer angelegten Trennspannung von 400 V sowie die Uberpriifung
unterschiedlicher Hochspannungsnetzgerite (HSPG) und der pH-Werte.

IV.4.5.3.3. Pyrogallol
Als weiteres Polyphenol wurde 1,2,3-Trihydroxybenzol (Abb. 40) entsprechend den

vorherigen Versuchen bei einer angelegten Injektions- und Trennspannung von jeweils 400 V
elektrokinetisch injiziert und anschlieBend amperometrisch detektiert. Die aufgenommenen
Elektropherogramme sollte zur Ermittlung elektrochemisch-analytischer Messparameter
herangezogen werden. Zudem sollte der Einfluss des pH-Wertes auf Migrationszeit und
Peakform untersucht werden. Dazu wurden die Kapillaren, wie in Kapitel IV.4.1.
beschrieben, konditioniert und mit dem 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,3) befiillt. Die
Probeninjektion erfolgte in die Probeneinlass-Kavitit nach Zuschaltung des
Hochspannungsnetzgerdtes. Der LTCC-Keramikchip wurde nach jeder Messung aus der
Chiphalterung ausgebaut und 15 min lang mit Millipore®-Wasser gespiilt. Die
Pyrogallollosung wurde durch Schaltung der Injektionskontakte auf hochohmig
elektrokinetisch injiziert (Abb. 134).
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Abbildung 135:  Elektropherogramme in  Abhéngigkeit der Signalhdhe von der
Pyrogallolkonzentration. Detektion (Ep.: 0,8 V, HSS-Chiphalterung) von Pyrogallol in einem
Keramikchip nach elektrokinetischer Beladung bei angelegter Trennspannung von 400 V: (1) 0,8 mM,
Migrationszeit: 149 s, (2) 0,4 mM, Migrationszeit: 138 s, (3) 0,2 mM, Migrationszeit: 127 s.
Dargestellt ist der fiir die Detektion relevante Zeitraum.

Die amperometrische Detektion von Pyrogallol (¢ = 0,8 mM) fiihrte zu einem Stromanstieg
von 35 nA, der erst nach 150 s auf das Ausgangsniveau zuriickfiel (Abb. 134,
Elektropherogramm 1). Die Migrationszeit betrug 149 s und die Peakfliche 6,0 AU. Bei
Konzentrationen von 0,4 mM (Abb. 134, Elektropherogramm 2) und 0,2 mM (Abb. 134,
Elektropherogramm 3) kam es nach dem Signalpeak zu einer Abnahme des Stroms iiber einen
Zeitraum von etwa 100 s. Die Migrationszeiten betrugen 138 s (0,4 mM) und 127 s (0,2 mM).
Fiir die Peakflachen wurden 2,7 AU (0,4 mM) und 0,9 AU (0,2 mM) ermittelt.
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Die in diesem Versuch ermittelten Peakflichen wurden gegen die eingesetzten
Konzentrationen aufgetragen. Ergénzt wurde dies durch eine Testreihe mit einer Schaltung

der Injektionsspannung auf 80 % der angelegten Trennspannung (Abb. 136).
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Abbildung 136: Kalibrationsgeraden zur Abhéngigkeit der Peakfliche auf Basis der in Abb. 135
durchgefiihrten Pyrogallolbestimmung. Vergleich der Schaltmodi des Injektionssystems: (1)
hochohmige Schaltung, (2) Schaltung auf 80 % der Trennspannung (graphisch nicht dargestellt).

Bei hochohmiger Schaltung der Injektionskontakte wurde im Konzentrationsbereich von
0,2 mM bis 0,8 mM Pyrogallol ein linearer Verlauf der Kalibrationsgeraden beobachtet. Es
wurde ein Bestimmtheitsmal3 von 0,9994 ermittelt. Bei einer Schaltung der Injektionskontakte
auf 80 % der Trennspannung betrug das BestimmtheitsmaBl 0,8928. Zusammenfassend sind

die verwendeten Messwerte in Tab. 65 dargestellt.

Die Migrationszeit von Pyrogallol sollte in Abhéngigkeit vom pH-Wert des Elektrolytpuffers
ermittelt werden. Nach Vorbehandlung der Keramikchips mit KOH und HCI erfolgte die
Befiillung mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 4,9). Unter Verwendung der HSS-Halterung
wurde die Pyrogallolldsung, nach Zuschaltung der Hochspannung, in die Puffereinlass-
Kavitdt pipettiert. Die Probe wurde durch Schaltung der Injektionskontakte auf hochohmig
elektrokinetisch injiziert. GleichermaBlen erfolgte die Durchfiihrung mit dem Elektrolytpuffer
pH 7,3 und pH 9,0 (Abb. 137).
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Abbildung 137: Ermittlung der Migrationszeit in Abhidngigkeit vom pH-Wert des
Elektrophoresepuffers am Beispiel von Pyrogallol (¢ = 1 mM). Elektrokinetische Injektion bei
angelegter Trennspannung von 400 V in einem LTCC-Keramikchip (Mittelwerte aus mindestens drei
Messungen).

Die Migrationszeit von Pyrogallol betrug bei einem Elektrolytpuffer mit pH 4,9
238,0 + 15,9 s. Eine Verringerung um 62 % auf 145,5 + 12,8 s (HSPG Eigenbau) wurde bei
einem Elektrolytpuffer mit pH 7,3 ermittelt. Um weitere 44 % auf 94,6 = 17,1 s verringert
sich die Migrationszeit bei Verwendung eines Elektrolytpuffers pH 9,0. Zudem wurde im
Vergleich mit dem eingesetzten Elektrolytpuffer pH 7,3 keine Verbesserung der Peakform
beobachtet.

Die Peakbreite sollte zur Beurteilung der Effizienz des kapillarelektrophoretischen
Trennsystems in Abhédngigkeit der Pyrogallolkonzentration ermittelt werden. Dazu wurde die
Peakbreite durch Anlegen einer Basislinie aus den Elektropherogrammen bestimmt und gegen

die Konzentration aufgetragen (Abb. 138).
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Abbildung 138: Vergleich der von Pyrogallol ermittelten durchschnittlichen Peakbreiten in
Abhéngigkeit von der Konzentration (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen).

Im Konzentrationsbereich von 0,075 mM bis 0,1 mM Pyrogallol kam es zu einem Anstieg der
Peakbreite von 33,3 + 0,6 s auf 36,3 + 4,6 s. Eine Steigerung um 48 % auf 53,8 + 5,4 s wurde
bei einer Konzentration von 0,25 mM ermittelt. Bei Konzentrationen von 0,4 mM und

0,8 mM betrug die Peakbreite 140,0 £ 16,9 sund 169,0 + 11,6 s.

Die vorherigen Versuche zeigten, dass hohere Konzentrationen zu einer Sattigungskennlinie
des Stroms fiihren. Diese fillt erst nach einigen hundert Sekunden auf das Ausgangsniveau
zuriick. Somit wurden nur Elektropherogramme bis zu einer Konzentration von 0,6 mM
ausgewertet. Die berechneten Signalhohen wurden gegen die eingesetzten Konzentrationen
aufgetragen. AnschlieBend sollte zur Uberpriifung des linearen Zusammenhangs zwischen

Signalhohe und Konzentration das Bestimmtheitsmal3 ermittelt werden.
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Abbildung 139: Kalibrationsgerade zur Abhéngigkeit der Signalhohe von der Konzentration bei der
Bestimmung von Pyrogallol (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen).

Bei den ermittelten Signalhohen wurde im Konzentrationsbereich von 0,075 mM bis 0,6 mM
ein linearer Verlauf der Kalibrationsgerade beobachtet. Die Standardabweichungen betrugen
etwa 8 % im Durchschnitt. Lediglich bei der Verwendung von 0,25 mM und 0,4 mM
Pyrogallollosungen wurden 17 % bzw. 15 % berechnet. Das ermittelte Bestimmtheitsmal3

betrug 0,9627. Die zugrunde liegenden Messwerte sind in Tab. 63 zusammengefasst.

Die aufgezeichneten Elektropherogramme sind bei den untersuchten Polyphenolen durch
breite, asymmetrische Peaks gekennzeichnet. Zudem strebt die Stromstéirke bei steigenden
Konzentrationen einem Maximalwert (Sattigungswert) zu. Deshalb ist es erforderlich, zur
Beurteilung des elektrophoretischen Trennsystems auf LTCC-Mikrochips die Peakfliche zu
berechnen. Diese wurden nach Aufzeichnung der Elektropherogramme ermittelt und gegen
die eingesetzten Konzentrationen aufgetragen.

Fiir den Konzentrationsbereich von 0,075 mM bis 0,6 mM Pyrogallol wurde ein linearer
Verlauf der Regressionsgeraden beobachtet. Es wurde ein Bestimmtheitsmall von 0,9886

ermittelt (Abb. 140). Die zugrunde liegenden Messwerte sind in Tab. 65 zusammengefasst.
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Abbildung 140: Kalibrationsgerade zur Abhéngigkeit der Peakfliche bei der Bestimmung von
Pyrogallol bei hochohmiger Schaltung der Injektionskontakte (Mittelwerte aus mindestens drei
Messungen).

Wie bereits erwdhnt, kam es bei steigenden Konzentrationen zur Ausbildung einer
Sattigungskennlinie des Stroms. Die in Abb. 140 berechneten Peakflichen wurden durch
Messpunkte bei Konzentrationen von 0,8 mM, 1 mM, 5 mM und 15 mM ergénzt und
logarithmisch aufgetragen. Dies ergab eine logarithmische Abhéngigkeit der Peakfliche und
der Pyrogallolkonzentration. Die Standardabweichungen lagen zwischen 8 % und 23,2 %
(1 mM). Das Bestimmtheitsmal3 betrug 0,9845. Die zugrunde liegenden Messwerte sind in

Tab. 63 zusammengefasst.
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Abbildung 141: Logarithmisch aufgetragene Kalibrationsgerade zur Abhéngigkeit der Peakfliche bei

der Bestimmung von Pyrogallol bei hochohmiger Schaltung der Injektionskontakte (Mittelwerte aus
mindestens drei Messungen).
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In Tabelle 32 sind zusammenfassend die ermittelten elektrochemisch-analytischen
Messparameter bei der amperometrischen Detektion von Pyrogallol zur Beurteilung eines

geeigneten Trennsystems auf LTCC-Keramikchips dargestellt.

Elektrochemisch-analytische Messparameter HSPG pH-Wert Messwert
Modell 1| Eigenbau |4,9 | 7,3] 9,0

Migrationszeit [s] X X 150,6 + 13,3
Migrationszeit [s] X X 1455+128
Migrationszeit [s] X X 946+17,1
Migrationszeit [s] X X 238,0+ 159
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X X 2,7%10% + 2,5*10°
der Komponente [cm*s'l]
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X X 2,8<10% + 2,410
der Komponente [cm*s'l]
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X X | 3,9:10? +1,5*10%
der Komponente [cm*s'l]
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X X 1,8*102 +2,0710°
der Komponente [cm*s'l]
Effektive elektrophoretische Mobilitt [cm?s ™| X X 3,1*10*
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm®s™ V™| X X 3,2*10™
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm?s ™| X X 5,010
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm®s™ V"] X X 1,9%10™

Tabelle 32: Ermittelte elektrochemisch-analytische Messparameter bei der amperometrischen
Detektion von Pyrogallol bei einer angelegten Trennspannung von 400 V. Testung unterschiedlicher
Hochspannungsnetzgerite (HSPG) und pH-Werte.

1V.4.5.3.4. Gallussaure

Als weiteres Polyphenol sollte Gallussdure (Abb. 40) entsprechend den vorherigen Versuchen
bei einer angelegten Injektions- und Trennspannung von jeweils 400 V elektrokinetisch
injiziert und anschlieBend amperometrisch detektiert werden. Die Vorbehandlung der
Kapillaren ist mit den in Kapitel IV.4.1. gemachten Angaben identisch. Die
Gallussdurelosungen wurden durch Schaltung der Injektionskontakte auf hochohmig
elektrokinetisch injiziert (Abb. 142). Die aufgenommenen Elektropherogramme wurden zur

Bestimmung elektrochemisch-analytischer Messparameter herangezogen.
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Abbildung 142: Elektropherogramme zur  Abhéngigkeit der Signalhdhe von der
Gallussdurekonzentration. Detektion (Ep.: 0,8 V, HSS-Chiphalterung) von Gallussdure in einem
Keramikchip nach elektrokinetischer Beladung bei angelegter Trennspannung von 400 V: (1) 5 mM,
Migrationszeit: 199 s, (2) 2,5 mM, Migrationszeit: 197 s (3) 1 mM, Migrationszeit: 195 s, (4)
0,75 mM, Migrationszeit: 181 s. Dargestellt ist der fiir die Detektion relevante Zeitraum.

Die amperometrische Detektion einer 2,5 mM Gallussdurelosung fiihrte zu einem
Stromanstieg von 31 nA, der erst nach 100 s auf das Ausgangsniveau zuriickfiel (Abb. 142,
Elektropherogramm 1). Es wurde eine Peakfliche von 4,06 AU ermittelt. Die Migrationszeit
betrug 199 s. Bei einer 2,5 mM Losung bildete sich nach einer Stromzunahme von 30 nA eine
Sattigungskennlinie {iber einen Zeitraum von 50 s. Es wurde eine Migrationszeit von 197 s
ermittelt, die Peakfldche betrug 2,28 AU (Elektropherogramm 2). Migrationszeiten von 195 s
und 181 s wurden bei peakdhnlichem Stromverlauf einer 1| mM und 0,75 mM Ldsung

ermittelt (Elektropherogramm 3 und 4). Die Peakflichen betrugen 0,67 AU bzw. 0,40 AU.
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Die in diesem Versuch ermittelten Peakflichen wurden gegen die eingesetzten

Gallussdurekonzentrationen aufgetragen (Abb. 143).

44 y=08605x-0,134
R?=0,9888

Peakflache [AU]

0 1 2 3 4 5 6
Konzentration [mM]

Abbildung 143: Kalibrationsgerade zur Abhidngigkeit der Peakfliche auf Basis der in Abb. 142
durchgefiihrten Gallussdurebestimmung.

Die in Abb. 143 berechneten Peakflachen zeigten im Konzentrationsbereich von 0,75 mM bis

5 mM einen linearen Verlauf der Regressionsgeraden. Es wurde ein Bestimmtheitsmall von

0,9887 ermittelt.

Beim Auftrag der Peakbreite gegen die Konzentration wurde im Konzentrationsbereich von

0,5 mM bis 1,25 mM lediglich eine Differenz der Peakbreite von 8 s gemessen (Abb. 144).
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Abbildung 144: Vergleich der von Gallussdure ermittelten durchschnittlichen Peakbreiten in
Abhéngigkeit von der Konzentration (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen).
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Die Peakbreiten betrugen 63,0 £ 6,2 s (0,75 mM), 67,0 £ 14,6 s (0,5 mM) und 71,3 £ 14,5 s
(1,25 mM). Eine Verbreiterung des Peaks um etwa 36 % auf 96,5 £+ 8,9 s wurde bei einer
Konzentration von 2,5 mM ermittelt. Die Erhohung der Konzentration auf 5 mM fiihrte zu

einer Verdoppelung der Peakbreite auf 196,0 £ 32,7 s.

Als weiterer Messparameter elektrophoretischer Trennungen wurde die Signalhohe
ausgewertet. Ab einer bestimmten, substanzabhingigen Konzentration, wurde ein
Maximalwert des Detektionsstroms beobachtet. Diese Sattigungskennlinie wurde nach einem
Stromanstieg von etwa 30 nA bis 40 nA erreicht. Die Verringerung auf das Ausgangsniveau
erfolgte konzentrationsabhéngig erst nach einer bestimmten Zeit. Somit wurde die maximal

auswertbare Konzentration fiir Gallussdure auf 2,5 mM festgelegt (Abb. 145).
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Abbildung 145: Kalibrationsgerade zur Abhéngigkeit der Signalhohe bei der Bestimmung von
Gallusséure (Mittelwerte aus mindestens drei Messungen).

Im Konzentrationsbereich von 0,5 mM bis 2,5 mM wurde bei den ermittelten Signalhdhen ein
linearer Verlauf der Kalibrationsgerade beobachtet. Dabei wurden Standardabweichungen im

Bereich zwischen 5,3 % (2,5 mM) und 36,6 % (1 mM) ermittelt. Das Bestimmtheitsmal}

betrug 0,9134. In Tabelle 64 sind die zugrunde liegenden Messwerte zusammengefasst.

Wie bereits dargestellt (Kapitel IV 4.5.3.1-3) waren auch die Elektropherogramme von
Gallussdure durch breite, asymmetrische Peaks gekennzeichnet. Zudem wurde beobachtet,
dass die Stromstirke mit zunehmender Konzentrationen einen Maximalwert (Sattigungswert)
erreicht. Folglich wurde die Signalh6he nur bis zu einer bestimmten Konzentration ermittelt.
Zur besseren Darstellung des elektrophoretischen Trennsystems auf LTCC-Mikrochips wurde

somit die Peakfldche berechnet (Abb. 146).
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Abbildung 146: Kalibrationsgerade zur Abhéngigkeit der Peakfliche bei der Bestimmung von
Gallussdure und hochohmiger Schaltung der Injektionskontakte (Mittelwerte aus mindestens drei
Messungen).

Die anschlieBende Berechnung der Regressionsgerade zeigte fiir den Konzentrationsbereich
von 0,25 mM bis 2,5 mM einen linearen Verlauf. Das Bestimmtheitsmal} betrug 0,9961. Die

Darstellung erfolgte aufgrund der in Tabelle 65 zusammengefassten Messwerte.

Zur Beurteilung eines geeigneten kapillarelektrophoretischen Trennsystems auf LTCC-Basis
sind wichtige elektrochemisch-analytische Messparameter nétig. Dazu zéhlt beispielsweise
die Migrationszeit. Der Vergleich mit anderen Trennsystemen machte die Ermittlung der
durchschnittlichen effektiven Migrationszeit (Wanderungsgeschwindigkeit) und der
effektiven elektrophoretischen Mobilitdt notwendig. Diese Daten wurden fiir Gallussdure in

Tabelle 33 zusammengefasst.

Elektrochemisch-analytische Messparameter HSPG Messwert
Modell 1 Eigenbau

Migrationszeit [s] X 2235+15,8
Migrationszeit [s] X 197,6 £ 10,7
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X 1,8¢10% + 1,2*10°
der Komponente [cm*s'l]
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X 2,0¢10% +1,1*10°
der Komponente [cm*s'l]
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm?s™ V] X 2,1*10™
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm®*s™ V] X 2,4*10™

Tabelle 33: Ermittelte elektrochemisch-analytische Messparameter bei der amperometrischen
Detektion von Gallussdure bei einer angelegten Trennspannung von 400 V. Testung unterschiedlicher
Hochspannungsnetzgerite (HSPG) und pH-Werte.
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IV.4.5.3.5. Quercetin

Wie bereits in Kapitel IV.4.5.3. erwéhnt, sollte der Focus der untersuchten Polyphenole auf
Brenzkatechin, Dopamin, Pyrogallol und Gallusséure liegen. Als zusitzliche Substanz sollten
neben Resorcin (Kapitel 1V.4.5.3.6.), Resveratrol (Kapitel 1V.4.5.3.7.) und Kaffeesdure
(Kapitel 1V.4.5.3.8.), das zu den Flavonoiden zdhlende Quercetin entsprechend den
vorherigen Versuchen elektrokinetisch injiziert und anschlieBend amperometrisch detektiert
werden. Unter Berticksichtigung der liangeren Migrationszeit erfolgte die automatische
Umschaltung von Injektion- auf Trennmodus nach 60 s.

Quercetin besitzt nur eine geringe Loslichkeit in wéssrigem Milieu. Eine Inkubation in
weniger polaren Losungen wie beispielsweise Ethanol oder Ethanol-Wasser-Gemischen
fiihrte aufgrund sehr starker Schwankungen der Basislinie zu nicht auswertbaren
Elektropherogrammen. Somit wurde die entsprechende Menge Quercetin in ein
Reaktionsgefd3 gegeben, mit dem Elektrolytpuffer vermischt und kurz vor Zugabe in das
Reservoir fiir 15 s gevortext.

Die Quercetinlosungen wurden durch Schaltung der Injektionskontakte auf hochohmig
elektrokinetisch injiziert. Die aufgenommenen Elektropherogramme wurden zur Bestimmung

elektrochemisch-analytischer Messparameter herangezogen (Abb. 147).
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Abbildung 147: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (E,: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) von Quercetin (¢ = 12,5 mM) in einem Keramikchip nach elektrokinetischer Injektion
bei einer angelegter Trennspannung von 400 V: (1) 1. Messung, Migrationszeit: 256 s, (2) 2. Messung,
Migrationszeit: 257 s. Dargestellt ist der fiir die Detektion relevante Zeitraum.
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Die Migrationszeiten betrugen fiir eine 12,5 mM Quercetinldsung 256 s bzw. 257 s. Es wurde
eine Peakfliche von 0,39 AU (Abb. 147, Elektropherogramm 1) und 0,30 AU
(Elektropherogramm 2) ermittelt. Die Peakbreite betrug bei beiden Messungen etwa 40 s.
Eine Signalhdhe von 24 nA wurde beim ersten Elektropherogramm gemessen, 18 nA bei der

zweiten Messung.

In Tabelle 34 sind die wichtigsten ermittelten elektrochemisch-analytischen Messparameter

bei der amperometrischen Detektion von Quercetin zusammengefasst.

Elektrochemisch-analytische Messparameter von Quercetin
Migrationszeit [s] 273,0+19,9
Durchschnittliche effektive Migrationszeit der Komponente [cm*s™] 1,4*10° + 1,2*10°
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm®*s ™ *V™] 1,7*10™

Tabelle 34: Ermittelte elektrochemisch-analytische Messparameter bei der amperometrischen
Detektion von Quercetin bei einer angelegten Trennspannung von 400 V. Testung bei hochohmiger
Schaltung der Injektionskontakte. Elektrolytpuffer pH 7,3.

IV.4.5.3.6. Resorcin

Nach Konditionierung der Kapillaren mit KOH und Behandlung der Referenzelektrode mit
HC1 wurde 1,3-Dihydroxyphenol (Abb. 40) durch Schaltung der Injektionskontakte auf
hochohmig elektrokinetisch injiziert. Die Befiillung und der Einbau des LTCC-Keramikchips
wurde wie in Kapitel IV.4.5. beschrieben ausgefiihrt. Anschlieend erfolgte nach Zuschaltung
der Hochspannung die Probenzugabe in die Probeneinlass-Kavitit. Die Injektionszeit wurde

auf 30 s eingestellt (Abb. 148).
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Abbildung 148: FElektropherogramme der amperometrischen Detektion unterschiedlicher
Konzentrationen von Resorcin (1: 500 mM, 2: 100 mM) in einem Keramikchip nach
elektrokinetischer Injektion bei 400 V Trennspannung: (1) 500 mM, Migrationszeit: 120 s,
(2) 100 mM, Migrationszeit: 101 s. Dargestellt ist der fiir die Detektion relevante Zeitraum
(Epot: 0,8 V, HSS-Chiphalterung, HSPG-Eigenbau).

Die amperometrische Detektion von Resorcin (¢ = 500 mM) fiihrte zu einer Migrationszeit
von 120 s (Abb. 148, Elektropherogramm 1). Die Peakfliche betrug 0,09 AU. Bei einer
100 mM Losung wurde bei einer Peakfliche von 0,04 AU eine Migrationszeit von 101 s

ermittelt.

In Tabelle 35 sind aufgrund der ermittelten Messdaten, die Migrationszeit, die
durchschnittliche effektive Migrationszeit (Wanderungsgeschwindigkeit) und die effektive

elektrophoretische Mobilitit zusammengefasst.

Elektrochemisch-analytische Messparameter von Resorcin
Migrationszeit [s] 104,6 £ 13,9
Durchschnittliche effektive Migrationszeit der Komponente [cm*s™] 3,9:10% +5,010°
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm**s™*Vv™] 4,8*10™

Tabelle 35: Ermittelte elektrochemisch-analytische Messparameter bei der amperometrischen
Detektion von Resorcin bei einer angelegten Trennspannung von 400 V. Testung bei hochohmiger
Schaltung der Injektionskontakte. Elektrolytpuffer pH 7,3.



Ergebnisse 191

IV.4.5.3.7. Resveratrol

Die Durchfiihrung der amperometrischen Detektion von Resveratrol (3,4",5-Stilbentriol; Abb.
40) wurde wie in Kapitel 1V.4.5.3.6. beschrieben durchgefiihrt Die {iber den Trennkanal
angelegte Hochspannung betrug 400 V (Abb. 149).
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Abbildung 149: Elektropherogramm der amperometrischen Detektion von Resveratrol (¢ = 10 mM,
Migrationszeit: 150 s) in einem Keramikchip bei elektrokinetischer Injektion und 400 V angelegter
Trennspannung. Dargestellt ist der fiir die Detektion relevante Zeitraum (E,: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung, HSPG Eigenbau).

Bei einer Losung von 10 mM Resveratrol wurde eine Migrationszeit von 150 s ermittelt. Die
Peakflache betrug 0,47 AU. Nach einem Stromanstieg um 11 nA fiel das Signal iiber einen
Zeitraum von 20 s auf das Grundniveau. Dabei kam es zu weiteren kurzfristigen Peaks von

etwa 2 nA (Abb. 149).

Die wichtigsten elektrochemisch-analytischen Messparameter der amperometrischen

Detektion von Resveratrol sind in Tabelle 46 zusammengefasst.

Elektrochemisch-analytische Messparameter von Resveratrol
Migrationszeit [s] 136,6 + 15,9
Durchschnittliche effektive Migrationszeit der Komponente [cm*s™] 3,0:102 +3,7%10°
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm?*s™ V] 3,4+10™

Tabelle 36: Ermittelte elektrochemisch-analytische Messparameter bei der amperometrischen
Detektion von Resveratrol bei einer angelegten Trennspannung von 400 V. Testung bei hochohmiger
Schaltung der Injektionskontakte. Elektrolytpuffer pH 7,3.
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IV.4.5.3.8. Kaffeesaure

Kaffeesdure (Dihydroxycinnaminsidure) sollte wie die vorherigen Polyphenole mittels
elektrokinetischer Injektion in den LTCC-Mikrochip injiziert werden. Die amperometrische
Detektion erfolgte nach elektrophoretischem Transport iiber den Trennkanal bei einer
Hochspannung von 400 V. Die Vorbehandlung des LTCC-Keramikchips erfolgte wie in
Kapitel IV.4.1. beschrieben. Unter Verwendung der HSS-Halterung erfolgte die Befiillung
mit der Probe iiber die Probeneinlass-Kavitit. Die Umschaltung von Injektion- auf
Trennmodus erfolgte automatisch nach 60 s.

Die Kaffeesdurelosung wurde durch Schaltung der Injektionskontakte auf hochohmig
elektrokinetisch injiziert. Zur Bestimmung elektrochemisch-analytischer Messparameter

wurden die aufgenommenen Elektropherogramme herangezogen (Abb. 150).
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Abbildung 150: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (E,,: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) von Dihydroxycinnaminsdure (¢ = 25 mM) in einem Keramikchip bei
elektrokinetischer Injektion und 400 V Trennspannung: (1) 1. Messung, Migrationszeit: 240 s, (2) 2.
Messung, Migrationszeit: 277 s, (3) 3. Messung, Migrationszeit: 283 s. Dargestellt ist der flir die
Detektion relevante Zeitraum.

Die amperometrische Detektion von Kaffeesdure fiihrte bei einer Losung von 25 mM zu
Migrationszeiten von 240 s (Abb. 150, Elektropherogramm 1), 277 s (Abb. 150,
Elektropherogramm 2) und 283 s (Abb. 150, Elektropherogramm 3). Die Peakflichen
betrugen 1,07 AU, 0,54 AU und 0,36 AU. Der Signalverlauf war bei der amperometrischen

Detektion von Kaffeesdure durch einen sehr langsamen Anstieg des Signals gekennzeichnet.
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Elektrochemische-analytische Messparameter die mit Kaffeesdure ermittelt wurden sind in

Tabelle 37 zusammengefasst.

Elektrochemisch-analytische Messparameter von Kaffeesaure
Migrationszeit [s] 272,3+8,1
Durchschnittliche effektive Migrationszeit der Komponente [cm*s™] 1,5%102 + 3,7*10™
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cms V] 1,710

Tabelle 37: Ermittelte elektrochemisch-analytische Messparameter bei der amperometrischen
Detektion von Kaffeesdure bei einer angelegten Trennspannung von 400 V. Testung bei hochohmiger
Schaltung der Injektionskontakte. Elektrolytpuffer pH 7,3.

IV.4.5.4 Messparameter unterschiedlicher Hochspannungsnetzgeriite

In dieser Arbeit wurden zwei Hochspannungsnetzgerite zur amperometrischen Detektion von
Polyphenolen eingesetzt. Diese unterschieden sich hinsichtlich Aufbau, Spezifikation und
Einsatzbereich (Kapitel II1.3.). Neben dem selbstkonstruierten Hochspannungsnetzgerit
wurde das HSPG Modell 1 nach elektrotechnischen Modifikationen im Systemaufbau

ebenfalls zur elektrokinetischen Injektion eingesetzt.

Migrationszeit
Die Polyphenole Dopamin, Gallussdure und Pyrogallol wurden mit beiden
Hochspannungsnetzgerdten gemessen. Zur amperometrische Detektion der anderen

Polyphenole wurde ausschlieBlich das selbstkonstruierte HSPG verwendet (Abb. 46)
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Abbildung 151: Vergleich der Migrationszeiten ausgewéhlter Polyphenole in Abhingigkeit der
eingesetzten Hochspannungsnetzgeréte bei einem pH-Wert von 7,3. Die Trennspannung betrug 400 V.
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Die Messungen fiihrten bei Verwendung des HSPG Modell 1 zu hoheren Migrationszeiten
und hoheren Standardabweichungen. Eine Verringerung der Migrationszeit um 2,5 % von
113,6 £ 11,2 s (HSPG Modell 1) auf 110,8 £ 8,9 s (HSPG Eigenbau) wurde bei der
amperometrischen Detektion von Dopamin beobachtet. Um 13,1 % auf 197,6 £ 10,7 s (HSPG
Modell 1: 223,5 £ 15,8) s nahm die Migrationszeit bei Gallussdure ab. Bei Pyrogallol wurde
eine Abnahme von 150,6 + 13,2 s auf 145,5 + 12,8 s (HSPG: Eigenbau) beobachtet.

Wanderungsgeschwindigkeit
Einen genaueren Vergleich der Migrationszeiten in unterschiedlichen Messsystemen lésst sich
unter Berticksichtigung der effektiven Trennstrecke durch die Wanderungsgeschwindigkeit

ausdriicken (Abb. 152). Die effektive Lange des Trennkanals betrug 4,11 cm.
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Abbildung 152: Vergleich der Wanderungsgeschwindigkeiten ausgewéhlter Polyphenole in
Abhiéngigkeit der eingesetzten Hochspannungsnetzgeréte bei einem pH-Wert von 7,3.

Bei der Wanderungsgeschwindigkeit von Dopamin wurde eine Verringerung um 5,6 % von
3,9%107 + 3,0¥10 s (Eigenbau) auf 3,7*107 + 2,5%107 s (HSPG Modell 1) beobachtet. Um
13,0 % auf 2,0¥107 + 1,1*10° s (HSPG Modell 1: 1,8*107 + 1,2*10” s) nahm die
Wanderungsgeschwindigkeit bei Gallussdure ab. Bei Pyrogallol wurde eine Abnahme von

2,8%1072 +2,5%107 s (Eigenbau) auf 2,7*107 + 2,4*10™ s (HSPG Modell 1) beobachtet.
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Ionenmobilitit

Die effektive Geschwindigkeit einer Probe ist die Summe der elektrophoretischen und
elektroosmotischen Geschwindigkeit. Durch Anlegen einer Spannung wandern die durch das
elektrische Feld beschleunigten Ionen mit einer Mobilitdt die nach Gleichung 4 berechnet
wurde. Dabei wird zwischen der gesamten Kapillarlinge und der Trennldnge unterschieden,
da das elektrische Feld iiber die Gesamtlinge abfillt, die Proben aber nur die effektive
Kapillarldnge in der Migrationszeit durchwandern (Abb. 153).
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Abbildung 153: Vergleich der durchschnittlichen Ionenmobilitdit ausgewahlter Polyphenole
(Dopamin, Pyrogallol, Gallusséure) unter Beriicksichtigung der verwendeten
Hochspannungsnetzgerite bei einem pH-Wert von 7,3.

Die Tonenmobilitit von Dopamin verringerte sich von 4,6¥10™ + 2,3*10” s (Eigenbau) auf
4,3%107 + 3,0%10” s (HSPG Modell 1). Um 10,0 % von 2,4¥10™ + 2,5%107 s auf 2,1*10™* +
1,510 s (HSPG Modell 1) nahm die Ionenmobilitit bei Gallussiure ab. Bei Pyrogallol
wurde eine Abnahme von 3,3*10™ + 3,6%107 s (Eigenbau) auf 3,2*¥10™ + 2,5%10° s (HSPG
Modell 1) beobachtet.
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IV.4.5.5. Gesamtiibersicht amperometrisch detektierter Polyphenole

Mit LTCC-Mikrochips wurden Dopamin, Pyrogallol, Gallussdure und Quercetin
amperometrisch detektiert (Abb. 154). Abhédngig von Ionenstirke und pH-Wert des
eingesetzten Puffers wurden die Proben iiber ihre unterschiedlichen Migrationszeiten auf
Grund des elektroosmotischen Flusses identifiziert.

In den folgenden Abbildungen (Abb. 155-157) und Tabellen (Tab. 38-40) sind die wichtigsten
elektrochemisch-analytischen =~ Messparameter ~und  Nachweisgrenzen  bei  der
amperometrischen Detektion von Polyphenolen zur Beurteilung eines geeigneten

Trennsystems auf LTCC-Keramikchips zusammengefasst.
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Abbildung 154: Vergleich von vier Elektropherogrammen unterschiedlicher Polyphenole. Detektion
(Epor: 0,8 V, HSS-Chiphalterung) der einzelnen Polyphenole in aufeinanderfolgenden Messungen in
einem Keramikchip bei elektrokinetischer Injektion und einer angelegter Trennspannung von 400 V.
Umschaltung auf Trennmodus nach 30 s bzw. 60 s. Dargestellt ist der flir die Detektion relevante
Zeitraum.

Leistungsdaten des LTCC-Systems

Zur Beurteilung eines Trennsystems auf Grundlage von LTCC-Keramikchips sollten neben
elektrochemisch-analytischen Parametern zahlreiche Leistungsdaten ermittelt werden. Dazu
zahlte das Grundrauschen, die Basislinienstabilitit und die Nachweis- und
Bestimmungsgrenze der untersuchten Proben. Die Messwerte des Grundrauschens und der
Basisliniendrift (nA/300 s) bei der Verwendung unterschiedlicher Keramikchips und

Hochspannungsnetzgerite sind in Tabelle 38 zusammengefasst.
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Parameter Wert [nA]

Grundrauschen LTCC-Chips ohne verzinnte Elektrodenkontakte 1,0
Grundrauschen LTCC-Chips mit verzinnten Elektrodenkontakten 2,5
Drift der Basislinie bei 300 s; HSPG Modell 1, hochohmige Schaltung 6,0
Drift der Basislinie bei 300 s; Eigenbau, hochohmige Schaltung 50
Drift der Basislinie bei 300 s; HSPG Modell 1, 80 % der Trennspannung 55
Drift der Basislinie bei 300 s; HSPG Eigenbau, 80 % der Trennspannung 7,5
Drift der Basislinie eines LTCC-Chips mit verzinnten Elektrodenkontakten 11,0
bei 300 s, HSPG Modell 1, hochohmige Schaltung

Drift der Basislinie eines LTCC-Chips mit verzinnten Elektrodenkontakten 10,5
bei 300s, Eigenbau, hochohmige Schaltung

Tabelle 38: Messparameter des kapillarelektrophoretischen Trennsystems auf LTCC-Basis bei der

Verwendung unterschiedlicher Keramikchips und Hochspannungsnetzgerite.

Auf Basis der in Tabelle 38 dargestellten Messwerte zum Grundrauchen des LTCC-Systems

sollte fiir jedes in dieser Arbeit getestete Polyphenol die Nachweis- und Bestimmungsgrenze

ermittelt werden (Tab. 39).

Substanz Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
(3 * Grundrauschen) [mM] (10 * Grundrauschen) [mM]

Dopamin 0,0125 0,06
Brenzkatechin 0,025 0,12
Gallussaure 0,25 0,5
Pyrogallol 0,05 0,1
Quercetin 5 7,5
Resveratrol 5 7,5
Kaffeesaure 10 25

Resorcin 100 400

Tabelle 39: Auflistung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der in dieser Arbeit getesteten
Polyphenole auf Basis von LTCC-Keramikchips.
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Migrationszeit
In Abbildung 155 sind die Migrationszeiten der getesteten Polyphenole zur Erarbeitung eines

geeigneten mikrofluidischen Trennsystems auf LTCC-Keramikchips zusammengefasst.
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Abbildung 155: Ubersicht der Migrationszeiten der untersuchten Polyphenole in einem LTCC-
Keramikchip bei elektrokinetischer Injektion und einer Trennspannung von 400 V bei einem pH-Wert
von 7,3.

Wanderungsgeschwindigkeit
Die Beriicksichtigung der effektiven Trennstrecke von 4,11 cm fiihrte zur Berechnung der
Wanderungsgeschwindigkeit bzw. der durchschnittlichen effektiven Migrationszeit der

einzelnen Komponenten (Abb. 156)
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Abbildung 156: Vergleich der Wanderungsgeschwindigkeit der untersuchten Polyphenole auf Basis
der in Abb. 155 ermittelten Migrationszeiten.



Ergebnisse 199

Effektive elektrophoretische Geschwindigkeit (Ilonenmobilitit)
Der Messparameter der effektiven elektrophoretischen — Geschwindigkeit  unter
Berticksichtigung der effektiven Trennstrecke des Analyten, wird aus elektrophoretischer und

elektroosmotischer Geschwindigkeit berechnet (Abb. 157).
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Abbildung 157: Vergleich der lonenmobilitit der untersuchten Polyphenole unter Beriicksichtigung
der effektiven Kapillarldnge, der durchschnittlichen Migrationzeit und der Trennspannung von 400 V
bei einem pH-Wert von 7,3.

Die berechneten effektiven Migrationszeiten und die effektiven elektrophoretischen
Mobilititen der untersuchten Polyphenole bei unterschiedlichen pH-Werten und
Hochspannungsnetzgeriten sind zur Beurteilung eines geeigneten Trennsystems auf LTCC-

Keramikchips notwendig. Diese Messwerte sind zusammengefasst in Tabelle 40 dargestellt.
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Phenol pH-Wert | Durchschnittliche effektive Migrationszeit |Effektive elektrophoretische Mobilitat
der Komponente [cm/s] [cm*s™V"]
Dopamin pPH 7,3y 3,610 4,1*10"
pH7.3 3,910 45210
pH 9,0 5,2+10° 6,0110"
Pyrogallol pPH7,3 2,7+10° 3,1*10*
pH 9,0 4,3410” 5,0¢10*
pH7,3 2,8+107 3,2¢10"*
pH4,9 1,7410” 1,9*107
Brenzkatechin [PH 7,3 (1) 3,0110° 3,5%10™
Gallussiure  |pH 7,3 (3 1,8410” 2,1*10*
pH 7,3 2,010 2,410
pH 4,9 5 1,7%10° 1,9+10"
Phloroglucin  |PH 7.3 (1) 1,8410° 2,1*10"
Quercetin  [PH 7.3 1,5*10” 1,7%107
Resveratrol  |PH 7,3y 3,0:10” 3,4*10™
Resorcin PH7,3 2 4,210° 4,8*10™
Kaffeesaure |PH 7.3y 1,5%10° 1,7¥10"

Tabelle 40: Ubersicht iiber die berechnete effektive Migrationszeit und die effektive
elektrophoretische Mobilitdt der untersuchten Polyphenole bei unterschiedlichen pH-Werten. Die
hinter dem pH-Wert angegebene Nummer stellt das jeweils verwendete Hochspannungsnetzgerit dar
(1: Modell 1, 2: Eigenbau).

IV.4.5.6. Trennung und amperometrische Detektion von
Polyphenolgemischen in einem LTCC-Keramikchip nach

elektrokinetischer Injektion

Innerhalb  dieser Untersuchungen wurde gezeigt, dass sich mit Hilfe der
Kapillarzonenelektrophorese auf LTCC-Keramikchips einzelne Polyphenole amperometrisch
detektieren und auf Grund ihrer Migrationszeiten elektrophoretisch trennen lassen. In
weiteren Versuchen sollten Polyphenolgemische in die Kapillaren injiziert und die einzelnen
Polyphenole auf Grund ihrer Migrationszeit getrennt werden.

Die Vorbehandlung der Keramikchips erfolgte wie in Kapitel 1V.4.1. beschrieben. Die
Polyphenolgemische wurden durch Schaltung der Injektionskontakte auf hochohmig iiber die
Probeneinlass-Kavitét elektrokinetisch injiziert. Die elektrophoretische Trennung wurde bei
einer angelegten Hochspannung von 400 V durchgefiihrt. Die Identifizierung der einzelnen

Polyphenole erfolgte auf Grund der ermittelten Migrationszeiten.
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Amperometrische Detektion eines Polyphenolgemisches mit zwei Substanzen

Die Trenneffizienz des LTCC-Systems wurde zundchst mit zwei Polyphenolen getestet.
Dabei wurden bevorzugt Gemische aus Dopamin und Pyrogallol in unterschiedlichen
Konzentrationen eingesetzt. Die Injektion erfolgte, wie in Kapitel 1V.4.5.3. beschrieben,

elektrokinetisch in die Kavitit des Probeneinlass (Abb. 158).
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Abbildung 158: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (Ep,: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) eines Gemisches aus Dopamin (¢ = 0,05 mM) und Pyrogallol (¢ = 0,5 mM) in einem
Keramikchip bei elektrokinetischer Injektion und 400 V Trennspannung: (1) Migrationszeiten: 107 s
Dopamin, 144 s Pyrogallol, (2) Migrationszeiten: 110 s Dopamin, 156 s Pyrogallol. Dargestellt ist der
fiir die Detektion relevante Zeitraum.

Ein Polyphenolgemisch aus 0,05 mM Dopamin und 0,5 mM Pyrogallol wurde aufgrund der
Migrationszeiten bestimmt. Fiir Dopamin wurden 107 s (Abb. 158, Elektropherogramm 1)
und 110 s (Abb. 158, Elektropherogramm 2) ermittelt. Die durchschnittliche Migrationszeit
von 110,8 £ 8,9 s bei Einzelmessungen verringerte sich um etwa 10 % auf 100,7 + 7,9 s bei
der amperometrischen Detektion eines Polyphenolgemisches aus zwei Substanzen und 400 V
Trennspannung. Die Peakfldchen betrugen 0,23 AU und 0,35 AU. Die Migrationszeiten von
Pyrogallol betrugen 144 s (Elektropherogramm 1) und 156 s (Elektropherogramm 3).
Verglichen mit der Migrationszeit bei Einzelmessungen von 145,5 £ 12,8 s verringerte sich
diese in der Mischung um 3,5 % auf 140,6 + 11,8 s. Mit 0,90 AU und 0,93 AU wurden
anndhernd identische Peakflichen ermittelt. Die Migrationszeiten der einzelnen Polyphenole

wurden bereits in Einzelversuchen ermittelt und zur Auswertung herangezogen.
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Abbildung 159: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (E,,: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung) eines Gemisches aus Dopamin (¢ = 0,05mM) und Pyrogallol (¢ = 0,2 mM) in einem
Keramikchip bei elektrokinetischer Injektion und 400 V Trennspannung: (1) Migrationszeiten: 100 s
Dopamin, 138 s Pyrogallol, (2) Migrationszeiten: 96 s Dopamin, 132 s Pyrogallol. Dargestellt ist der
fiir die Detektion relevante Zeitraum.

In weiteren Versuchen wurde die Pyrogallolkonzentration auf 0,2 mM verringert (Abb. 159).
Die Migrationszeit von Dopamin betrug 100 s (Abb. 159, Elektropherogramm 1) und 96 s
(Abb. 159, Elektropherogramm 2). Fiir die Peakfliche wurden 0,13 AU und 0,15 AU
berechnet. Die Ermittlung der Migrationszeiten von Pyrogallol ergaben 138 s
(Elektropherogramm 1) und 132 s (Elektropherogramm 2). Die Peakfldchen betrugen 0,45
AU und 0,59 AU.
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Tabelle 41 zeigt zusammenfassend den Vergleich elektrochemisch-analytischer
Messparameter bei der amperometrischen Detektion von Einzelmessungen und

Polyphenolgemischen am Beispiel von Dopamin und Pyrogallol.

Dopamin Messwert
Migrationszeit [s] 110,8 + 8,9
Migrationszeit im Substanzgemisch [s] 100,7+7,9
Durchschnittliche effektive Migrationszeit 3,9*107 + 3,010
der Komponente [cm*s™]
Durchschnittliche effektive Migrationszeit 4,1*10% + 3,7*10°
der Komponente im Substanzgemisch [cm*s-1]
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm?*s V] 4,510
Effektive elektrophoretische Mobilitat im Substanzgemisch [cm**s™*v™] 4,6*10™
Pyrogallol Messwert
Migrationszeit [s] 1455+12,8
Migrationszeit im Substanzgemisch [s] 140,6 £11,8
Durchschnittliche effektive Migrationszeit 2,8*107? + 2,4*10°
der Komponente [cm*s™]
Durchschnittliche effektive Migrationszeit 2,9*107 + 2,5*10°
der Komponente im Substanzgemisch [cm*s-1]
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm?*s™**v™] 3,2¢10™
Effektive elektrophoretische Mobilitat im Substanzgemisch [cm?s™*V™] 3,2*10™

Tabelle 41: Ermittelte elektrochemisch-analytische Messparameter bei der amperometrischen
Detektion von Dopamin und Pyrogallol bei einer angelegten Trennspannung von 400 V. Vergleich
zwischen Einzelmessungen und in Substanzgemischen. Testung bei hochohmiger Schaltung der
Injektionskontakte. Elektrolytpuffer pH 7,3.
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Amperometrische Detektion eines Polyphenolgemisches mit drei Substanzen

Auf Grund der durchfiihrbaren elektrophoretischen Trennung von Gemischen aus zwei
Polyphenolen sollten Gemische aus drei Analyten elektrokinetisch injiziert und
amperometrisch detektiert werden (Abb. 160 und 161). Die Identifizierung erfolgte iiber einen

Vergleich der Migrationszeiten mit durchgefiihrten Einzelmessungen.
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Abbildung 160: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (Ep: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung, Umschaltung auf Trennmodus nach 70 s) eines Gemisches aus Dopamin,
Brenzkatechin und Pyrogallol in einem Keramikchip bei elektrokinetischer Injektion und 400 V
Trennspannung: (1) Dopamin (¢ = 0,2 mM), Brenzkatechin und Pyrogallol (¢ = je 0,4 mM), (2)
Dopamin (¢ = 0,05 mM), Brenzkatechin und Pyrogallol (c = je 0,25 mM). Dargestellt ist der fiir die
Detektion relevante Zeitraum.

Die amperometrische Detektion eines Polyphenolgemisches aus Dopamin, Brenzkatechin und
Pyrogallol fiihrte zu keiner eindeutigen Trennung der Einzelsubstanzen auf Grund der
Migrationszeiten. Das erste Elektropherogramm zeigte bei Konzentrationen von 0,2 mM
Dopamin und je 0,4 mM Brenzkatechin und Pyrogallol nur zwei Stromzunahmen. Eine
Verringerung der Konzentration auf 0,05 mM Dopamin und je 0,25 mM Brenzkatechin und
Pyrogallol (Elektropherogramm 2) sowie weitere Anderungen von Konzentrationen,
Hochspannung und Injektionsverfahren (nicht abgebildet) fiihrten zu keiner Verbesserung der
Trenneffizienz. Die Migrationszeiten der einzelnen Polyphenole wurden bereits in

Einzelversuchen ermittelt und zur Auswertung herangezogen.

In weiteren Versuchen sollte Brenzkatechin gegen Gallussdure ausgetauscht werden. Es
wurde ein Polyphenolgemisch aus 0,1 mM Dopamin, 0,3 mM Pyrogallol und 5 mM

Gallussdure hergestellt. Fiir eine bessere Auswertung der Proben wurden unterschiedliche
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Konzentrationen eingesetzt. Das Polyphenolgemisch wurde durch Schaltung der

Injektionskontakte auf hochohmig elektrokinetisch injiziert (Abb. 161).
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Abbildung 161: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (Ep: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung, Umschaltung auf Trennmodus nach 70 s) eines Gemisches aus Dopamin (¢ = 0,1 mM),
Pyrogallol (¢ = 0,3 mM) und Gallussdure (¢ = 5 mM) in einem Keramikchip bei elektrokinetischer
Injektion, hochohmiger Schaltung der Injektionskontakte und 400 V angelegter Trennspannung: (1)
Verwendung von HSPG Modell 1, (2) Verwendung HSPG Eigenkonstruktion. Dargestellt ist der fiir
die Detektion relevante Zeitraum.

Die Einzelkomponenten eines Polyphenolgemisches aus Dopamin, Pyrogallol und
Gallussidure wurden amperometrisch detektiert und aufgrund der Migrationszeiten bestimmt.
Die Verwendung des HSPG Modell 1 (Elektropherogramm 1) fiihrte zu Migrationszeiten von
102 s (Dopamin), 143 s (Pyrogallol) und 203 s (Gallusséure). Bei dem selbstkonstruierten
Hochspannungsnetzgerit (Elektropherogramm 2) wurden 92 s (Dopamin), 130 s (Pyrogallol)
und 208 s ermittelt.

Die Signalhdhen betrugen beim selbstkonstruierten Hochspannungsnetzgerdt 14 nA
(Dopamin), 22 nA (Pyrogallol) und 26 nA (Gallussdure). Diese waren damit um 36 %
(Dopamin), 45 % (Pyrogallol) und 38 % (Gallussdure) hoher als bei dem HSPG Modell 1.
Verdnderungen der Konzentrationen, Hochspannung und Injektion fiihrten zu keiner

signifikanten Verbesserung der Trenneffizienz.
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Die durchgefiihrte Trennung eines Polyphenolgemisches mit drei Substanzen sollte mit einer

Schaltung der Injektionskontakte auf 80 % der angelegten Trennspannung wiederholt werden

(Abb. 162).
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Abbildung 162: Elektropherogramme der amperometrischen Detektion (E,: 0,8 V, HSS-
Chiphalterung, Umschaltung auf Trennmodus nach 70 s) eines Gemisches aus Dopamin (¢ = 0,1 mM),
Pyrogallol (c = 0,3 mM) und Gallusséure (¢ = 5 mM) in einem Keramikchip bei elektrokinetischer
Injektion und Schaltung der Injektionskontakte auf 80 % der angelegten 400 V Trennspannung: (1)
Verwendung von HSPG Modell 1, (2) Verwendung HSPG Eigenkonstruktion. Dargestellt ist der fiir
die Detektion relevante Zeitraum.

Die Bestimmung von Dopamin, Pyrogallol und Gallussdure aus einem Polyphenolgemisch
erfolgte auf Grund der Migrationszeiten. Verglichen mit dem Signalverlauf bei hochohmiger
Schaltung der Injektionskontakte wurde eine geringere Auflosung bei der amperometrischen
Detektion zwischen Dopamin und Pyrogallol erzielt. Zudem wurde bei Gallusséure ein
Stromanstieg beobachtet, der nach 150 s auf das Ausgangsniveau zuriickfiel. Die
Verwendung des HSPG Modell 1 (Abb. 162, Elektropherogramm 1) fiihrte zu
Migrationszeiten von 80 s (Dopamin), 113 s (Pyrogallol) und 181 s (Gallussdure). Bei dem
selbstkonstruierten Hochspannungsnetzgerit (Elektropherogramm 2) wurden 73 s (Dopamin),
103 s (Pyrogallol) und 166 s ermittelt. Verdnderungen der Konzentrationen, Hochspannung

und Injektionsverfahren fiihrten zu keiner signifikanten Verbesserung der Trenneffizienz.
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IV.4.5.7. Messparameter von Polyphenolgemischen
Mit Hilfe von LTCC-Mikrochips wurden die Einzelsubstanzen eines Polyphenolgemisches
nach kapillarelektrophoretischer Trennung amperometrisch detektiert und auf Grund ihrer

Migrationszeiten differenziert (Abb. 161).

Migrationszeit
Ein Polyphenolgemisch aus Dopamin, Gallussdure und Pyrogallol wurde mit beiden
Hochspannungsnetzgeridten kapillarelektrophoretisch aufgetrennt. Die Migrationszeiten

wurden fiir jedes Polyphenol ermittelt (Abb. 163)
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Abbildung 163: Vergleich der Migrationszeiten von Substanzgemischen aus drei Polyphenolen
(Dopamin,  Pyrogallol und  Gallussdure) unter Beriicksichtigung der  eingesetzten
Hochspannungsnetzgeridte bei elektrokinetische Injektion und 400 V Trennspannung in einem
Keramikchip.

Die amperometrischen Messungen fiihrten bei Verwendung des HSPG Modell 1 zu héheren
Migrationszeiten bei geringeren Standardabweichungen. Eine Verringerung der
Migrationszeit um 12 % von 94,2 £ 9,1 s auf 83,4 + 10,0 s wurde bei der amperometrischen
Detektion von Dopamin beobachtet. Um 10,1 % auf 116,4 £ 14,3 s (HSPG Modell 1:
128,4 + 11,5s) verringerte sich die Migrationszeit bei Pyrogallol. Die Migrationszeit von

Gallusséure verringerte sich von 196,0 £ 14,9 s auf 184,8 + 14,5 s (Eigenbau).
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Wanderungsgeschwindigkeit
Ein genauerer Vergleich der Migrationszeiten in unterschiedlichen Messsysteme ldsst sich
unter Beriicksichtigung der effektiven Trennstrecke mit der Wanderungsgeschwindigkeit

ausdriicken (Abb. 164). Die effektive Lénge des Trennkanals betrug 4,11 cm.
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Abbildung 164: Vergleich der Wanderungsgeschwindigkeiten von Polyphenolen in Gemischen bei
einem pH-Wert von 7,3. Messung mit hochohmiger Schaltung der Injektionskontakte bei Verwendung
unterschiedlicher Hochspannungsnetzgerite.

Bei der Wanderungsgeschwindigkeit von Dopamin wurde eine Verringerung um 4,8 % von
5,0¥10% + 5,3*107 s (Eigenbau) auf 4,8%107% + 4,6%107 s (HSPG Modell 1) beobachtet. Um
9.0 % auf 3,3*10% + 3,6¥*10° s (HSPG Eigenbau: 3,6¥10% + 54*10° s) nahm die
Wanderungsgeschwindigkeit bei Pyrogallol ab. Bei Gallussdure wurde eine Abnahme von

2,3%107% + 3,6¥107 s auf 2,2*107 + 3,0¥10 s (Eigenbau) ermittelt.

Effektive elektrophoretische Geschwindigkeit

Die Summe aus elektrophoretischer und elektroosmotischer Geschwindigkeit ergibt die
effektive Geschwindigkeit einer Probe. Durch Anlegen einer Spannung wandern die durch
das elektrische Feld beschleunigten Ionen mit einer Mobilitét, die nach Gleichung 4 berechnet

wurde (Abb. 165).
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Abbildung 165: Vergleich der lonenmobilitit von Polyphenolen in Gemischen bei einem pH-Wert
von 7,3. Messung mit hochohmiger Schaltung der Injektionskontakte bei Verwendung
unterschiedlicher Hochspannungsnetzgerite.

Die Ionenmobilitit von Dopamin verringerte sich von 5,9*10 + 4,810 s (Eigenbau) auf
53*107 + 1,4%10”° s (HSPG Modell 1). Um 14,2% auf 3,9%10* + 4,2*¥10” s (Eigenbau:
4,4%10™ + 4,4%¥10” s) nahm die Tonenmobilitit bei Pyrogallol ab. Bei Gallussdure wurde eine

Zunahme von 2,6*10™ + 3,6%10” s (Eigenbau) auf 2,7¥10™ + 4,3*10” s beobachtet.
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Tabelle 42 zeigt zusammenfassend den Vergleich elektrochemisch-analytischer
Messparameter (Migrationszeit, durchschnittliche effektive Migrationszeit und effektive
elektrophoretische Mobilitét) bei der amperometrischen Detektion von Dopamin, Pyrogallol
und Gallussédure in Polyphenolgemischen zur Beurteilung eines geeigneten Trennsystems auf

LTCC-Basis.

Dopamin Hochspannungsnetzgerat Messwert
Modell 1 Eigenbau
Migrationszeit [s] X 942+91
Migrationszeit [s] X 83,4 10,0
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X 4,84107 + 4,6*10°
der Komponente [cm*s'l]
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X 504107 + 5,3*10°
der Komponente [cm*s'l]
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm®s ™ *v] X 5,010
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm?s ™ V™) X 5,7%10
Pyrogallol Hochspannungsnetzgerat Messwert
Modell 1 Eigenbau
Migrationszeit [s] X 128,4+ 11,5
Migrationszeit [s] X 116,4 + 14,3
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X 3,3*107 + 3,6*10°
der Komponente [cm*s'l]
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X 3,6*10° +5,4*10°
der Komponente [cm*s'l]
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm®s ™ *v] X 3,7*10*
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm?s ™ V™) X 4,1%10"
Gallussaure Hochspannungsnetzgerat Messwert
Modell 1 Eigenbau
Migrationszeit [s] X 196,0 + 14,9
Migrationszeit [s] X 1848 + 14,5
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X 2,3*10° + 3,6*10°
der Komponente [cm*s'l]
Durchschnittliche effektive Migrationszeit X 2,3*10° + 2,5210°
der Komponente [cm*s'l]
Effektive elektrophoretische Mobilitat [cm®s™*v] X 2,4*10™
Effektive elektrophoretische Mohilitat [cm®s V] X 2,6¥10"

Tabelle 42: Ermittelte elektrochemisch-analytische Messparameter bei der amperometrischen
Detektion von Dopamin, Pyrogallol und Gallussidure in Polyphenolgemischen bei einer angelegten
Trennspannung von 400 V. Testung verschiedener Hochspannungsnetzgerdte bei hochohmiger
Schaltung der Injektionskontakte. Elektrolytpuffer pH 7,3.
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V. Diskussion

V.1. Entwicklung von Strategien zur Immobilisierung von Biomolekiilen

auf festen Tragern mit Hilfe der Oberflichenplasmonen-Resonanz (SPR)

Zur Integration von Biomolekiilen in ein mikrofluidisches Trennsystem war es erforderlich,
geeignete Immobilisierungsstrategien zu erarbeiten. Das Immobilisat sollte ohne signifikante
Verdnderungen von Affinitdt und Spezifitit an die Trégeroberfliche binden konnen. Géngige
Methoden zur Entwicklung und Beurteilung von Immobilisierungsprozessen beruhen auf der
Markierung des Analyten, beispielweise durch Fluorophore. Dieses Labeling stellt nicht nur
einen weiteren zeitaufwendigen Schritt dar, er kann auch zu einer Anderung der Affinitit und
Spezifitit des Biomolekiils fithren. Deshalb haben sich in den letzten Jahren fiir die
biomolekulare Interaktionsanalyse markierungsfreie Methoden wie die SPR durchgesetzt
[Piehler et al., 2002]. Dafiir war eine Funktionalisierung der Goldoberflichen mit
verschiedenen Substanzen erforderlich. In dieser Arbeit wurden iiberwiegend amino- und
carboxylfunktionalisierte Oberflichen verwendet. Diese funktionellen Gruppen waren auf
Grund von Vorversuchen fiir die Immobilisierung von Biomolekiilen am besten geeignet.

Bevor die Biokomponenten auf die Goldoberfliche aufgetragen werden konnten, musste
dieser in geeigneter Weise vorbereitet werden. Die Oberfldche sollte gereinigt und aktiviert
werden. Unter Aktivierung ist dabei die Schaffung einer moglichst hohen Anzahl an
funktionellen Gruppen zu verstehen, die fiir die nachfolgenden Immobilisierungsschritte
genutzt werden konnten. Die Reinigung erfolgte mit einem Gemisch aus Wasserstoffperoxid
und Kaliumhydroxid. Da hiufig hydrophobe Filme auf den Goldtridgern zu erkennen waren,
wurde eine Behandlung mit Aceton zusétzlich vorgeschaltet. Hartmann (2004) zeigte mit
Hilfe der ESCA (Electron Spectroscopy for Chemical Analysis), dass nach einer
Funktionalisierung mit APTES eine 1-2lagige Silanschicht auf der Goldoberflache vorlag.
Fine mogliche Anlagerung des Silans an den Goldtrager konnte aufgrund einer

Verschmutzung der Oberfldche mit Fremdpartikeln erfolgen (Abb. 166).

R D Abbildung 166: Schems
e 0 I N der Hydratisierung der
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Die Lagerung der Goldprismen in Millipore®-Wasser konnte zu einer Hydratisierung des
Goldes gefiihrt haben [Hartmann, 2004]. Dabei wire es moglich, dass die Wassermolekiile,
vergleichbar mit den Silanolgruppen von Glas reagierten und so die Silanschicht durch

,Qrafting* fixiert wird.

V.1.1. Immobilisierung von Antikorpern auf funktionalisierten PEG-

Oberfliachen

V.1.1.1. Heterobiofunktionale PEG-Oberfliache

Zusiétzlich zur Entwicklung eines Mikrototalanalysensystems sollten Strategien zur
Immobilisierung von phenoloxidierenden Enzymen in das amperometrische Trennsystem auf
LTCC-Basis erarbeitet werden. Die Immobilisierung phenoloxidierender Enzyme sollte zu
keiner Beeintrichtigung von Funktionalitdt und Stabilitét fithren. Dieses ist mit Hilfe einer
photometrischen  Funktionskontrolle mdglich. Fiir die Entwicklung geeigneter
Immobilisierungsprotokolle wurden zundchst Antikorper als Modellkomponenten verwendet.
Dabei bestand der erste Beschichtungsschritt in einer erfolgreichen Aminosilanisierung
(1-2lagige Silanschicht) der Goldoberfliche mit APTES [Hartmann, 2004].

Zur Immobilisierung von Biomolekiilen ist die Beschichtung des Tridgers mit
Abstandsmolekiilen, so genannten ,,Spacern, vorteilhaft. Dadurch entsteht eine grofere
Distanz zur Trégeroberfliche, mit einer mdglicherweise besseren Bindung des Biomolekiils.
In dieser Arbeit wurde Polyethylenglykol (PEG) als Spacer verwendet. PEG ist ein gut
untersuchtes Polymer zur kovalenten Modifikation von Biomolekiilen und Oberfldchen fiir
pharmazeutische und biotechnologische Anwendungen [Roberts et al., 2002]. Die
Konjugation von PEG mit Biomolekiilen fiihrt beispielsweise zur Abschirmung antigener und
immunogener Epitope und zu einer Inkorporation verschiedener funktioneller Gruppen.
Zudem wurde eine signifikante Kontrolle der Protein-Adsorption bei der Oberflachen-
Immobilisierung von PEG erreicht [Llanos und Sefton, 1993; Mrksich und Whitesides, 1996].
PEG verringert die Anzahl unspezifischer Bindungen auf der Oberfliche und ist aufgrund
seiner Loslichkeit in wissrigen und organischen Soluten fiir die Endgruppen-Derivatisierung
und Konjugation biologischer Komponenten geeignet [Roberts et al., 2002]. Da homo- oder
heterobifunktionale PEG-Derivate nicht ohne Aktivierung an die Aminogruppe des Silans
binden, wurde das homobifunktionale Butandioldiglycidylether (BDDG) verwendet. Neben

der Funktion als Spacer wurde es in dieser Arbeit als Linker zwischen silanisierter Oberflache
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und PEG verwendet. Bei heterobifunktionalen PEG-Molekiilen, wie beispielsweise Amino-
PEG, sollte die Aminogruppe des PEG mit der entstindigen Epoxidgruppe des
immobilisierten Butandioldiglycidylethers reagieren (Abb. 167).
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Abbildung 167: Reaktion der Aminogruppe des PEGs mit der freien Epoxidgruppe des
funktionalisierten ~Goldtragers. X: Mit BDDG silanisierte Goldoberfliche, R: Rest des
Polyethylenglykols.

Das Stickstoffatom {ibt einen elektronenziehenden Effekt auf die Wasserstoffatome aus und
besitzt somit eine negative Partialladung. Es greift das C-Atom der Epoxidgruppe nucleophil
an. Ein H-Atom der Aminogruppe lagert sich unter Ausbildung einer Hydroxylgruppe an das
O-Atom des Epoxids.

Ziel sollte es sein, den zu immobilisierenden Antikorper kovalent {iber eine Sdureamidgruppe
an die Oberfldche zu binden. Somit wiirde der Antikorper auf der Oberfliche binden und
durch die kovalente Bindung die stabilste Valenzbindung aufweisen. Dazu war es zunichst
erforderlich, die Bindungsaffinitit des polyethylenglykolbeschichteten Trigers zu steigern.
Mit Hilfe verschiedener Oxidationsmittel sollten dazu die Hydroxylgruppen des PEG zu
Carboxylgruppen oxidiert werden (Abb. 59). Die Verwendung von Natriumperiodat und
Wasserstoffperoxid fiihrte bei Zugabe eines Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers
zu starken Erhohungen des Messsignals. Dieses ist jedoch nicht auf eine umfangreiche
Bindung des Antikdrpers zuriickzufiihren. Das brechungsindexbereinigte Messsignal, welches
man nach dem Austausch der Antikorperlosung gegen reine Pufferlosung erhélt, zeigte nur
eine geringe Anlagerung des Antikdrpers (Abb. 60 bis 62). Das SPR-Messprinzip beruht auf
einer Detektion der Anderung des Brechungsindexes in unmittelbarer Nihe der Goldschicht.
Somit iiben Brechungsindexdnderungen der Losung iiber der Metallschicht einen Einfluss auf
das Messsignal aus [Hartmann, 2004]. Das brechungsindexbereinigte Messsignal ist in diesem
Zusammenhang als die Differenz zu verstehen, die aus den Signalen bei mit Puffer bedeckten
Messfldache vor und nach der Aufgabe einer Biokomponente ermittelt wird. Das Messsignal
des Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers verlief nach Zugabe auf die Amino-
PEG Oberfliche peakformig. Nach Erreichen des Signalmaximums wurde iiber einen
Zeitraum von etwa fiinf Minuten ein Abfall des Signals beobachtet. Die

Schichtdickenzuwiéchse betrugen 5 bis 25 AU. Eine solche Form der Bindungskurve ist fiir



214 Diskussion

die Kinetik der Anlagerung einer Biokomponente an eine biosensitive Oberflache untypisch.
Ein moglicher Grund wiren Pufferzusdtze der Antikorperlosung, die eine sofortige, starke
Anderung des Brechungsindexes in der Nihe der Metallschicht bewirkten. Ursachen kénnten
eine hohe Salzkonzentration oder Spuren organischer Losungsmittel sein. Ebenso ist der
Einfluss von Konservierungsstoffen wie beispielweise Thiomersal denkbar. Ein moglicher
Effekt des Verdiinnungspuffers (PBS-Puffer pH 7,3) kann ausgeschlossen werden, da die
Kavititen vor der Antikorperaufgabe mit diesem befiillt waren.

Nach Erreichen eines Maximums nimmt das Messsignal iiber einen Zeitraum von fiinf
Minuten ab. Dies entspricht zeitlich genau dem verwendeten Mischmodus. Lediglich Scher-
oder Druckeffekte konnten beispielsweise durch Beeinflussung des Belegungsgrades auf der
beschichteten Oberflidche als moglicher Grund in Betracht kommen.

Bei Oxidation des beschichteten Tragers mit Natriumperiodat bzw. Wasserstoffperoxid
wurden nur geringe Schichtdickenzuwichse ermittelt (Tab. 12). Die morphologische Struktur
der beschichteten Oberfliche konnte ein Grund fiir die geringe Signalzunahme sein. Zwar
wurde die gesamte Goldoberfliche mit den Beschichtungschemikalien behandelt, doch
besteht die Moglichkeit der Ausbildung lokaler Fehlstellen [Mrksich und Whitesides, 1996].
Dadurch wiirde sich die Anzahl effektiver Bindungsstellen verringern.

Wie bereits erldutert, besteht das heterobifunktionale PEG-Derivat aus einer Amino- und
einer Hydroxylgruppe als endstdndige, funktionelle Gruppe. Der stirkere induktive Effekt der
Aminogruppe sollte somit zur bevorzugten Anlagerung an die freie Epoxidkomponente des
BDDGs fiihren. Trotzdem kann die Moglichkeit einer Bindung des PEG-Molekiils iiber seine
Hydroxylgruppe an die funktionalisierte Oberfliche nicht vollends ausgeschlossen werden.
Dadurch wiirde sich eine aminofunktionalisierte Oberflidche ausbilden mit dem Ergebnis einer
fehlenden Umsetzung zu einer Carboxylgruppe.

Wie bereits erwihnt, sollte die Hydroxylgruppe des immobilisierten Polyethylenglykols mit
Hilfe von Oxidationsmitteln zu einer Carboxylgruppe umfunktionalisiert werden. Die
Bindung des Antikorpers an die Oberfliche wiirde somit iiber eine Saureamidbindung
erfolgen. Der Oxidationsprozess einer Hydroxylgruppe zu einer Carboxylgruppe verlduft iiber
ein Aldehyd als Zwischenstufe (Abb. 59). Sollte die Oxidation nur bis zur Zwischenstufe
ablaufen, kdme es zur einer nucleophilen Addition des Amins der Biokomponente an die

Aldehydgruppe unter Bildung eines Halbaminals als Zwischenprodukt (Abb. 168).
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Abbildung 168: Mechanismus der Iminbildung aus primédren Aminen und Aldehyden.

Sowohl die Imin- als auch die Amidbindung sind kovalente Bindungen. Somit wiirde auch bei
einer unzureichenden Oxidation eine stabile Immobilisierung des Antikorpers an der
biosensitiven Oberflache vorliegen.

Der Oxidationsgrad der Oberfliche ist vom verwendeten Oxidationsmittel abhidngig.
Natriumperiodat ist ein schwécheres Oxidationsmittel als Wasserstoffperoxid mit dem
Resultat einer geringeren Schichtdickenzunahme aufgrund einer niedrigeren Oxidationsrate
der PEG-Oberflache. Dies wiirde die geringe Schichtdickenzunahme von 5 AU im Vergleich
zu den etwa 25 AU bei Wasserstoffperoxid erklédren. Verglichen mit Natriumperiodat und
Wasserstoffperoxid ist Kaliumpermanganat das stérkste Oxidationsmittel [Schréter et al.,
1990]. Eine vollstindigere Oxidation der Amino-PEG Oberflachen durch Kaliumpermanganat
erklart moglicherweise den fast 8-fach hoheren Schichtdickenzuwachs auf 195 AU (Abb. 63).
Das SPR-Sensorgramm zeigte eine Bindungskurve, die fiir die Anlagerungskinetik einer
Biokomponente ebenfalls atypisch verlief. Wie bereits diskutiert, konnten Pufferzusitze der
Antikorperlosung wie beispielsweise Konservierungsstoffe, organische Losungsmittel oder
eine hohe Salzkonzentration, eine sofortige, starke Anderung des Brechungsindex bewirken.
Die Adsorption von Biomolekiilen an Oberflichen ist ein komplizierter und vielseitiger
Prozess [Ramsden, 1995]. Abbildung 169 zeigt mogliche Effekte bei der Adsorption von

Biomolekiilen an Oberfliachen.
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Biomolekiil: reversible Denaturierung
und Konformationsanderung Biomolekul A Biomolekil B
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Abbildung 169: Mdglichkeiten der Adsorption von Biomolekiilen, insbesondere von Proteinen, auf
Oberflachen. A: Adsorption an der Oberfliche durch Diffusion/Konvektion, B: Dissoziation eines
Biomolekiils an ein anderes, C: Reversible Denaturierung und Konformationsdnderung, D:
Dissoziation des verdnderten Biomolekiils, E: Denaturierung mit dem Ergebnis einer irreversiblen
Adsorption, F: Austausch eines Biomolekiils mit einem anderen aus der Losung.

Die Adsorption von Biomolekiilen an biosensitive Oberflichen kann durch weitere Faktoren,
wie beispielsweise elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den Biomolekiilen,
Interaktion/Coadsorption mit niedermolekularen Ionen oder dem pH-Wert, beeinflusst werden
[Sadana, 1992]. Dies wiren weitere FErklirungen flir die Unterschiede im
Schichtdickenzuwachs und dem atypischen Verlauf der Bindungskinetiken. Die Kavititen
wurden nach der Inkubation mit dem Oxidationsmittel fiinfmal mit PBS-Puffer gespiilt. Da
mit der SPR eine Brechungsindexdnderung in unmittelbarer Néhe der Metalloberfliche
bestimmt wird, fiihrte ein Entleeren der Kiivette zu einem Einfluss auf das Messsignal. Bis
zur Neubefiillung der Kiivette ist somit kein Plasmon und damit auch kein Messsignal zu
beobachten. Dieses Problem wurde durch eine Teilbefiillung der Kavitdt umgangen
[Hartmann, 2004]. Eine wiederholte Teilentleerung war nétig, um ein von dem
Brechungsindex der Analytlosung bereinigtes Material zu erhalten.

Moglich ist auch, dass trotz mehrmaligem Spiilen mit Puffer noch Reste der Oxidationsmittel
vorliegen. Eine Interaktion mit Antikdrpern konnte zu einer Beeintrdchtigung in der

Adsorption an die funktionalisierte Oberfldche fithren [Sadana, 1992].
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V.1.1.2. Homobiofunktionale PEG-Oberflichen

Wie in V.1.1.1 diskutiert, fiihrte die Verwendung eines heterobifunktionalen PEG-Derivates
zu geringen Schichtdickenzuwéchsen und atypischen Verldufen der Bindungskinetik. Das
eingesetzte Amino-PEG kann iiber seine Amino- oder Hydroxylgruppe an die
Trégeroberfliche kuppeln. Da fiir weitere Beschichtungsvorginge die freie funktionelle
Gruppe bekannt sein muss, wurden homobifunktionale PEG-Derivate, wie beispielsweise

Diamino- oder Dicarboxy-PEG, verwendet.

Dicarboxy-PEG

In dieser Arbeit war ein verwendetes homobifunktionales PEG-Derivat das Dicarboxy-PEG.
Dabei bindet eine Carboxylgruppe unter Ausbildung eines Esters an die freie Epoxidgruppe
des BDDG (Abb. 65). Anschlieend wurde die zweite Gruppe durch NHS/DIC aktiviert.
Dabei stellen aktivierte Carboxylgruppen ein bevorzugtes acylierendes Agens der
Proteinmodifikation dar [Roberts et al., 2002]. Mit NHS hergestellte Aktivester reagieren mit
primdren Aminen unter physiologischen Bedingungen zu stabilen Amiden. Die Aktivierung
der PEG-Carboxylgruppe zum Bernsteinsdure-Aktivester erfolgte durch NHS und einem
Carbodiimid (Abb. 65).

Die Abhéngigkeit des Schichtdickenzuwachses von der Aktivierung endstidndiger
Carboxylgruppen mit NHS zeigte sich bei der Immobilisierung eines Legionella pneumophila
spezifischen Antikorpers auf biosensitiven Oberfldchen (Abb. 66 und 67). Verglichen mit der
Bindungskinetik bei oxidierten PEG-Hydroxylgruppen wurde ein typischer Verlauf des
Messsignals bei der Immobilisierung von Antikdrpern beobachtet (Abb. 66). Dabei wurde bei
aktivierten PEG-Carboxylgruppen eine Schichtdickenzunahme von 66 AU ermittelt, bei nicht
aktivierten 35 AU. Durch die Aktivierung der PEG-Carboxylgruppe wurde eine hohere
Anzahl aktiver Gruppen geschaffen, die mit primidren Aminen zu Sdureamiden reagieren
konnen. Der etwa 50 % geringere Schichtdickenzuwachs bei nicht aktivierten
Carboxylgruppen zeigte aber auch, dass eine Aktivierung forderlich, jedoch nicht zwingend
notwendig sein muss. Die Aktivierung fordert die Ausbildung einer kovalenten Bindung
zwischen Oberfliche und Antikorper. Das diese bei einer Nichtaktivierung der
Carboxylgruppen ebenfalls ausgebildet wird, ist nicht vollends auszuschlieBen.

Wahrscheinlicher ist jedoch eine adsorptive Bindung des Antikorpers an die Oberfldche.
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Sandwichassay auf Dicarboxy-PEG

Die in V.1.1.2. durchgefiihrten Versuche zeigten die erfolgreiche Immobilisierung eines
Legionella pneumophila spezifischen Antikdrper auf Dicarboxy-PEG beschichteten
Oberfldachen. Dabei bestehen mehrere Moglichkeiten, wie der Antikorper an die Oberfldche
kuppelt (Abb. 170).

Antikorper

/
/\ /)j}/mtgen
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beschichtete Oberflache
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Abbildung 170: Schematische Darstellung zur Ausrichtung eines Antikorpers (Fangerantikorper) auf
einer biosensitiven Oberfliche und moglicher Aufbau eines Sandwich-Assay. A: Bindung an die
Oberfliche iiber den Fc-Teil des Antikorpers. Antigenbindung und Kupplung eines
Detektionsantikorpers iiber den Fab-Teil mdglich; B: Bindung an die Oberfldche {iber Seitenketten des
Fc-Teil des Antikorpers. Ebenfalls Kupplung eines Detektionsantikdrpers moglich; C: Bindung des
Antikorpers iiber den Fab-Teil. Aufbau eines  Sandwich-Assay ist nur unter bestimmten
Voraussetzungen moglich.

Mit Hilfe eines Sandwich-Assays sollte die strukturelle Ausrichtung des auf Dicarboxy-PEG
immobilisierten Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers ermittelt werden (Abb. 69).
Der geringe Schichtdickenzuwachs des Detektionsantikrpers von 4 AU ist moglicherweise
darauf zuriickzufiihren, dass der Fab-Teil des Fiangerantikorpers fiir das Antigen nicht frei
zuginglich war. Dies ist beispielsweise durch Bindung tiber die Antigenbindungsstelle an die
Oberfliche moglich (Abb. 170; C). Ein weiterer Antikorper konnte aufgrund der sterischen
Behinderung nur erschwert an die beschichtete Oberfldche kuppeln.

Auffillig war die Form der Bindungskurve fiir die Kinetik der Anlagerung des
Detektionsantikdrpers. Dabei wurde der Legionella pneumophila spezifische Antikorper
sowohl als Fénger- als auch Detektionsantikorper eingesetzt. Wie bereits in Kapitel V.1.1.
diskutiert, fiihren Pufferzusitze der Antikorperldsung zu einer sofortigen Anderung des
Brechungsindex in der Néhe der Metallschicht und damit zu einem sofortigen Anstieg der

Bindungskurve.
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Eine weitere Moglichkeit besteht in unterschiedlichen Bindungsgeschwindigkeiten fiir
ionische und kovalente Bindungen, die zwischen Antikdrper und funktionalisierter PEG-
Oberflache ausgebildet werden. Moglicherweise liegen zu Beginn der Immobilisierung
tiberwiegend ionische Bindungen zwischen Antikdrper und Oberflache vor. Durch Druck-
und Sogwirkungen der automatischen Pipettiereinheit konnten Antikérper von der Oberfldche
auf Grund geringer Bindungsstirke abdissoziieren. Dies wiirde zu einer Abnahme des
Messsignals fiihren. Erst eine Absittigung der aktiven Bindungsstellen durch Antikorper, die
kovalent an der Oberfliche gebunden sind, wiirde zu einer Stabilisierung des Messsignals

fihren.

Diamino-PEG

Ein weitere Moglichkeit zur Kupplung von Antikorpern an beschichteten Goldoberflichen
bestand in der Verwendung von Diamino-PEG. Die Aminogruppe des immobilisierten PEGs
wurde durch Bernsteinsdureanhydrid zu einer Carboxylgruppe umgesetzt. Anschlieend
erfolgte eine Aktivierung mit NHS/DIC (Abb. 70). Die Immobilisierung eines Legionella
pneumophila spezifischen Antikdrpers fithrte nach fiinfmaligem Spiilen mit CBB-Puffer zu
einer Zunahme der Schichtdicke von 51 AU (Abb. 71). Verglichen mit der Immobilisierung
auf aktivierten Dicarboxy-PEG Oberfldchen bedeutete dies eine Verringerung um etwa 25 %.
Der zusitzliche Reaktionsschritt zur Umsetzung der Amino- in eine Dicarboxygruppe fiihrte
wahrscheinlich  zu einer Verringerung aktiver Bindungsstellen durch mogliche
Kreuzreaktionen. Sehr unwahrscheinlich ist die Ausbildung eines Anhydrids zwischen zwei
immobilisierten Molekiilen von Bernsteinsdureanhydrid. Dieses wiirde durch Wassermolekiile
sofort wieder aufgespalten. Wahrscheinlicher ist die direkte Verkniipfung zweier

Aminogruppen durch Bernsteinsdureanhydrid (Abb. 171).
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Abbildung 171: Schema einer Reaktion zwischen zwei, durch Bernsteinsdureanhydrid umgesetzte
Aminogruppen des Polyethylenglykols (1: Goldtrdger, 2: Primérbeschichtung aus APTES und
BDDG).
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In einer weiteren Versuchsreihe wurde die umgesetzte Carboxylgruppe nicht aktiviert. Dabei
wurde ein Schichtdickenzuwachs von 43 AU ermittelt (Abb. 72). Wie bereits bei der
Verwendung von Dicarboxy-PEG erwihnt, diirfte der Grund die fehlende Ausbildung stabiler
Amine sein. Verglichen mit nicht aktivierten Carboxylgruppen fiihren Aktivester an
Carboxylgruppen zu einer besseren Ausbildung von Sdureamidgruppen [Roberts et al., 2002].
Bei Dicarboxy-PEG Oberflichen reduzierte sich die Schichtdickenzunahme bei nicht
aktivierten Carboxylgruppen um etwa die Hilfte auf 35 AU. Trotzdem wurde bei Diamino-
PEG lediglich eine Verringerung um etwa 17 % auf 43 AU beobachtet. Im Idealfall wiren
alle Aminogruppen des Diamino-PEG durch Bernsteinsdureanhydrid zu einer Carboxylgruppe
umgesetzt worden. Dies hétte zu einem nahezu gleichen Schichtdickenzuwachs wie bei
Dicarboxy-PEG gefiihrt. Der Legionella pneumophila spezifische Antikorper konnte
beispielsweise iiber ionische Wechselwirkungen mit nicht umgesetzten Aminogruppen
interagieren. Dabei kdnnten dieser so positioniert sein, dass die aktive Substratbindungsstelle
sterisch frei zugénglich bleibt. Dies wiirde die um etwa 20 % hdhere Schichtdickenzunahme

erklaren.

V.1.2. Ausrichtung der Antikdorperbindung mit Hilfe von Na,Na-

Bis(carboxymethyl)-L-Lysin und Kobaltchlorid

Wie in Kapitel V.1.1. dargestellt, ist die Ausrichtung der Antikorperbindung auf PEG
beschichteten Oberflichen mit Hilfe der SPR nicht moglich. Dabei wurde versucht, den
Antikorper tiber Aminogruppen an aktivierte PEG-Carboxylgruppen zu binden. Eine weitere
Moglichkeit bestand in der Komplexbildung der endstindigen Carboxylgruppen des Fc-Teils
des Antikorpers an eine mit Kobaltchlorid behandelte Tricarboxyloberfliche (Abb. 75). Somit
wiirde der antigenbindende Fab-Teil frei zugédnglich bleiben. Durch die gerichtete Anlagerung
ist bei Bindung eines Antigens die Immobilisierung eines weiteren Antikdrpers moglich.

Die Verwendung eines Legionella pneumophila spezifischen Antikorpers fiihrte zu keiner
signifikanten Schichtdickenzunahme nach Immobilisierung des Detektionsantikdrpers (Abb.
76). Ein Grund konnte die bereits erwdhnte Ausrichtung des immobilisierten
Fingerantikorpers sein. Die Bindung eines (Finger-)Antikorpers an die Co”'-Oberfliche
erfolgt gerichtet iiber Komplexbildung der endstdndigen Carboxylgruppen des Fc-Teils des
Antikorpers (Abb. 75) [Hale, 1995]. Bindet der Antikorper iiber den Fab-Teil an die
Oberfliche, ist die Kupplung eines Antigens und somit des Detektionsantikorpers nicht

moglich. Auffillig war der Verlauf des brechungsindexbereinigten Messsignals bei der
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Antigen- und Fiangerantikdrper-Zugabe. Bei diesen wurde das Ausgangsniveau um etwa
20 AU unterschritten. Die Abdissoziierung des Co®" komplexierten Fingerantikorpers
wihrend der Waschschritte ist auf Grund der hohen Affinitit zwischen dem Metallion und
den Carboxylgruppen unwahrscheinlich. Es wiirde aber zu einer Abnahme der Schichtdicke
und somit des Messsignals fiihren. Ein weiterer Grund betrifft die Bindungsmdéglichkeiten der
verwendeten Antigene. Eine anschlieBende Detektion mit einem polyklonalen rabbit anti-
Salmonella sp. spezifischen Antikorper war moglich (Abb. 77), obwohl von einer ungefdhr
gleichen Antikorpergrole ausgegangen werden kann. Dies spricht dafiir, dass das
immobilisierte Salmonella-Antigen dem Antikorper eine Vielzahl an Bindungsmoglichkeiten
zur Verfiigung stellt und daher mehrere Antikérper an ein Antigenmolekiil binden kann.

Ein Schichtdickenzuwachs von 22 AU wurde bei der Immobilisierung des rabbit anti-
Salmonella sp. spezifischen Fingerantikdrpers beobachtet. Das Messsignal der Anlagerung
des Detektionsantikdrpers Ttbertraf dasjenige des Fiangerantikorpers. Unter idealen
Bedingungen wére ein gleich hoher Schichtdickenzuwachs erwartet worden. Dabei heif3t
ideal, dass jeder Fiangerantikorper ein Antigen bindet und jeder Fingerantikorper-
Antigenkomplex wiederum einen Detektionsantikdrper (gleiche Grofle wie Fiangerantikorper)
bindet. Das evaneszente Feld nimmt jedoch exponentiell in dem Raum {iber dem Prisma ab,
weshalb es nicht zu einer 100 %-igen Ubereinstimmung des Messsignale kommt. Je weiter
die Entfernung zur Metalloberfliche ist, umso geringer ist das erzeugte Messsignal. Jeder
Schritt des Sandwichassays findet in einem groferen Abstand zur Metalloberfliche und damit
auch bei einem verminderten evaneszenten Feld statt als der erste [Hartmann, 2004]. Bei einer
Salmonella-Antigenkonzentration ~ von 10’ Partike/ml kam es zu einem
brechungsindexbereinigten Messsignal, welches bei rund 133 % desjenigen des
Féngerantikorpers lag. Moglicherweise wird pro immobilisiertem Antigenmolekiil mehr als
ein Detektionsantikdrper gebunden. Dies ist moglich, da das verwendete Salmonella-Antigen
iiber eine Vielzahl an Bindungsmoglichkeiten fiir den Salmonella-spezitischen Antikorper
verfiigt. Prinzipiell kann an jeder Bindungseinheit ein Antikorper binden. Somit konnen
mehrere Antikorper an das Antigen binden [Hartmann, 2004]. Es ist wahrscheinlich, dass der
Féangerantikorper liber die Carboxylgruppen seines Fc-Teils an die Oberfliche bindet. Die
Antigenbindungsstelle wire frei zugénglich und iiber Fangerantikérper-Antigenkomplexe

konnte ein Detektionsantikorper gebunden werden.
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V.1.3. Immobilisierung von Antikorpern auf 3-MPS Oberflichen

Wie bereits diskutiert, sind zahlreiche Beschichtungsschritte zur Immobilisierung von
Antikorpern auf PEG-Oberflichen notwendig. Eine Mboglichkeit, die Anzahl der
Immobilisierungsschritte und somit von Fehlerquellen zu verringern, ist die Verwendung von
Mercaptopropionsdure (MPS). Durch die endstindige Carboxylgruppe liegt bereits die
gewiinschte funktionelle Gruppe vor (Abb. 78). MPS besitzt ,,Spacer-Funktion und auf
Grund der Thiolgruppe ist nur ein Beschichtungsschritt notwendig. Der Grund ist, dass die
Thiolgruppe mit der Goldoberfliche unter Ausbildung einer stabilen Gold-Thiolat-Bindung
reagiert. Somit entfdllt die Silanisierung und MPS kann direkt an die Oberfliche kuppeln. Die
Spezifitit von MPS gegeniiber Gold ist insbesondere fiir die geplante Entwicklung eines
Biosensors auf LTCC-Basis relevant [Hyung et al., 1997]. Die Integration von beispielsweise
Laccasen in das mikrofluidische Trennsystem wiirde durch Immobilisierung der aus Gold
bestehenden  Arbeitselektrode  erfolgen. Durch Reduzierung der Anzahl an
Immobilisierungsschritten wiirde sich auch ein moglicher Einfluss der Chemikalien auf
Detektoreinheit und Oberflichenstruktur verringern. Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung
von MPS ist die Ausbildung eines so genannten SAM (Self Assembled Monolayer). Darunter
versteht man die bei Adsorption von Sulfhydryl-terminierten organischen Molekiilen auf
glatten Goldoberflichen entstehende, selbstorganisierte Einzelschicht mit definierter,
geordneter Struktur. Dabei basiert die spontane Chemisorption der Schicht-Komponenten aus
Losung oder Gasphase direkt auf dem Substrat unter Bildung einer mehr oder weniger perfekt
geordneten Monolagenstruktur [Gupta et al., 2004; Tosatti, 1999]. Dieser ausgebildete
Monolayer sollte auf die Ausbildung einer Au-S-Bindungen zuriickgehen [Gooding und
Hibbert, 1999]. Die Bindungsart wird durch ein Thiolat erklirt, doch konnte bis heute dieser
Prozess durch Markierung der freiwerdenden H-Atome noch nicht geklart werden. Neben
Alkylthiolen zeigt auch die Thiolgruppe bifunktionaler Thiole, wie beispielsweise MPS, eine
hohere Affinitdt zu Gold. Somit sollte MPS ausschlieBlich {iber seine Thiolgruppe an die
Goldoberfliche kuppeln (Abb. 172).
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Abbildung 172: Schematische Darstellung einer SAM-Schicht von MPS auf einer Goldoberfliche.

Die Molekiile sind wegen der Au-S-Bindung geometrisch angeordnet. Zudem sind sie auf
Grund von Van-der-Waals Wechselwirkungen zwischen den Alkanketten dicht gepackt.
Dichte und Ordnungsgrad der Schicht hdngen vom Substrat, der Lange der Alkankette, der
GroBe und vom Typ der funktionellen Gruppe ab [Poirier und Pylant, 1996].
Mercaptopropionsdure besitzt zwar aufgrund der Thiolgruppe eine hohe Affinitit zu Gold; die
kurze Alkankette konnte jedoch die Dichte und den Ordnungsgrad der Schicht beeinflussen.
Die Folgen wiren moglicherweise keine gleichméBige Belegung der Oberfliche mit aktiven
Bindungsstellen. Es wiirde sich kein selbstorganisierender Monolayer, sondern eine
ungeordnete Struktur von MPS-Molekiilen auf der Oberfldche ausbilden.

Die Bildung eines SAM ist ein fiir Alkanthiole grundlegend bekannter Vorgang. Die
Alkankette liegt parallel zur Oberfliche und baut zundchst eine Schicht mit geringer Dichte
auf. Ist die Oberfldache belegt, macht die Einzelschicht einen Phaseniibergang durch. Dies hat
zur Folge, dass sich die Ketten ,normal“ zur Oberfliche ausrichten und eine dichtere
Phasenschicht ausbilden. Eine Orientierung erfolgt mit einem 20 bis 30 ° groBen Winkel zur
Flachenebene [Poirier und Pylant, 1996]. Dabei hingt die Adsorptionsgeschwindigkeit von
Faktoren, wie beispielsweise Temperatur, Konzentration und Kettenldnge der Immobilisate
ab. Somit sollte bei einem Molekiil mit kurzer Alkankette der Phaseniibergang wesentlich
schwieriger sein. Findet dieser nicht statt, wiirden die MPS-Molekiile iiberwiegend plan auf
der Oberfldache aufliegen. Die Folge wire ein Verlust an Bindungsstellen mit dem Resultat

eines geringen Schichtdickenzuwachses. Der Thioltyp bestimmt dabei nicht nur die
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Reaktivitidt des Monolayers, sondern auch die thermische Stabilitit. Diese vergro3ert sich mit
zunehmender Kettenldnge. Die chemische Reaktivitit wird durch die freie, endsténdige
funktionelle Gruppe des Thiolats bestimmt; diese nimmt mit zunehmenden Alter der Schicht
ab [Bain et al., 1989; Lee et al., 1998].

Die Zugabe eines Legionella pneumophila spezifischen Antikérpers auf eine mit NHS/DIC
aktivierte MPS-Oberfldche fiihrte zu einem Schichtdickenzuwachs von 44 AU. Dies
entspricht 66 % des Messsignals, welches bei Dicarboxy-PEG Oberflichen ermittelt wurde.
Ursachen fiir den peakférmigen Verlauf der Bindungskinetik wurden bereits in Kapitel V.1.1
diskutiert. Aufgrund des geringeren Molekulargewichtes und der Ausbildung eines SAM
wurde erwartet, dass eine hohere Anzahl von Bindungsstellen vorliegt, die zu einem
mindestens gleich groen Schichtdickenzuwachs fithren. Ein Grund fiir das im Vergleich mit
Dicarboxy-PEG geringere Messsignal konnte die Carboxylgruppe der Mercaptopropionsiure
sein.

Wie bereits diskutiert, findet die Ausbildung einer stabilen, selbstorganisierenden Schicht
besonders bei der Verwendung von Alkanthiolen statt. Die dichte Packung entsteht durch die
Ausbildung von Van-der-Waals Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten. Auf Grund der
geringen Molekiillainge diirfte die Ausbildung stabilisierender Van-der-Waals Kréfte nur
gering sein. Hinzu kommt, dass die entstindige Carboxylgruppe diese Ausbildung
wahrscheinlich sterisch behindert. Die Folge ist eine geringe Packungsdichte der Ketten und
einen verminderten Ordnungsgrad der Oberflichenbeschichtung. Somit wiirde eine geringere
Anzahl aktiver Bindungsstellen fiir die Immobilisierung von Antikérpern zur Verfiigung
stehen. Ebenfalls konnte dadurch der Phaseniibergang, also die Aufrichtung der
Thiolmolekiile, nicht oder nur unzureichend mit dem Ergebnis stattfinden, dass sich die
Thiole nahezu parallel zur Oberfliche ausrichten. Die Folge wire ebenfalls eine Verringerung
der Anzahl an Bindungsstellen. Die Ausbildung von SAMs mit Hilfe von bifunktionalen
Thiolen ist zwar moglich, doch entscheidend von der Kettenlinge und der funktionellen

Gruppe abhéngig [Poirier und Pylant, 1996].
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V.2. Immobilisierung fungaler Polyphenoloxidasen auf funktionalisierten

Goldprismen

Durch die Immobilisierung von Antikdrpern auf funktionalisierten Oberflichen sollten
Immobilisierungsstrategien mit Hilfe der SPR iiberpriift werden. Die Uberpriifung der
strukturellen Ausrichtung der Antikorper erfolgte dabei mit Hilfe von Sandwich-Assays. Bei
der Integration phenoloxidierender Enzyme in ein mikrofluidisches Trennsystem ist jedoch
ein anderer Losungsansatz notwendig. Die Enzyme sind dabei so auf der (Elektroden-)
Oberfldche zu immobilisieren, dass sie stabil und ohne signifikante Beeintrichtigung von
Affinitdt und Spezifitdt katalytisch aktiv sind. Dies bedeutet: 1) Die Substratbindungsstelle ist
nach der Immobilisierung frei zugéinglich, und 2) mogliche Konformationsinderungen
aufgrund der Immobilisierung an die Oberfliche beeinflussen nur gering die Affinitdt und
Spezifitit. Die biomolekulare Interaktion zwischen Enzym und Substrat ldsst sich nicht wie
bei Antikorper und Antigen mittels Sandwich-Assays tiberpriifen. Dies erfolgte photometrisch
mit Hilfe geeigneter Substrate.

Die Funktionskontrolle von Laccasen wird liberwiegend mit ABTS durchgefiihrt [Quan et al.,
2002]. Durch die Anwesenheit von Sauerstoff erfolgt die Umsetzung zu farbigen
Radikalkationen, die beispielsweise amperometrisch oder, wie in dieser Arbeit, photometrisch
vermessen werden konnen (Abb. 39 und 81). Im Gegensatz zu ABTS fiihrte die Verwendung
von Syringaldazin als phenolisches Substrats bei immobilisierten Laccasen zu keinem
photometrisch messbaren Ergebnis. In nicht immobilisierten Enzymlosungen wurde lediglich
eine sehr geringe Absorptionsdnderung von < 0,05 gemessen. Eine Verlingerung der
Inkubationszeiten und Anderungen in der Konzentration erzielten keine Verbesserung. Das
pH-Optimum ist stark substratabhingig und zeigt fiir phenolische Substrate wie Syringaldazin
ein glockenformiges Aktivitdtsprofil mit einem Optimum zwischen 3 und 4,5 [Galhaup,
2001]. Unter Beriicksichtigung der verwendeten Laccasen wurde in dieser Arbeit ein Puffer
mit einem pH-Wert von 5,5 eingesetzt. Die resultierende pH-Differenz wére ein moglicher
Grund fiir die photometrisch nicht messbare Umsetzung von Syringaldazin. Somit wurden

alle photometrischen Untersuchungen mit ABTS durchgefiihrt.

V.2.1. Laccase aus Agaricus bisporus

Laccase ist eine kupferhaltige Oxidase, welche phenolische Substrate (Mono-, Di- und
Polyphenole) [Buswell und Odier, 1987; Fakoussa und Hofrichter, 1999] iiber Ein-

Elektronen-Reaktionen zu Phenoxyl-Radikalen oxidiert, wéhrend Sauerstoff zu Wasser
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reduziert wird (Abb. 37) [Solomon und Lowery, 1993]. Die Laccase des Zuchtchampignons
Agaricus bisporus wurde auf unterschiedlich funktionalisierten Oberflichen immobilisiert
(Abb. 80). Nach Aufzeichnung der Bindungskurven mit der SPR erfolgte die photometrische
Funktionskontrolle.

Dabei konnte zunichst kein stabiler Absorptionswert gemessen werden. Bei dem Ubertrag der
ABTS-Substratlosung aus der SPR-Kavitit in eine Mikrokiivette wurde mdglicherweise
Laccase mit iibertragen. Dies kann durch Kontakt der Pipettenspitze mit der Oberfliche
geschehen. Dies wiirde in der Mikrokiivette zu einer weiteren enzymatischen Umsetzung von
ABTS und somit zu einem Ansteigen der Absorption fithren. Mit Hilfe von Schwefelsdure
wurde dieser Effekt verringert. Eine vollstdndige Inhibition wire moglicherweise durch den
Finsatz von Natriumazid denkbar [Johannes und Majcherczyk, 2000]. Azide hemmen
spezifisch Enzyme, die Schwermetalle enthalten. Laccasen gehdren zu den Typ-3-
Kupferproteinen und sollten somit durch Azide effektiv gehemmt werden. Verglichen mit
Schwefelsdure fiihrten Versuche jedoch zu keiner signifikanten Verbesserung. Eine weitere
Moglichkeit besteht in dem Einfluss durch den Mediator ABTS. Das immobilisierte Enzym
katalysiert die Oxidation von ABTS zum ABTS" -Radikal, welches die Laccase inhibieren
und auch denaturieren kann (Abb. 81) [Quan, 2002]. Ein weiterer Grund fiir die
schwankenden Absorptionswerte konnten Inkorporationen des ABTS""-Radikals in den
Enzymlayer durch elektrostatische oder kovalente Interaktionen sein. Die Stabilitit des
Radikals ist dabei beispielsweise vom pH-Wert und der Zusammensetzung des Puffers
abhingig. Abhdngig von der eingesetzten Laccase ist ein inhibitorischer Effekt bereits durch
eine erhohte ABTS-Konzentration mdglich [Bourbonnais und Paice, 1990].

Wie bereits erwidhnt, verlief die Funktionskontrolle der Laccasen in einem zweistufigen
Prozess. Dabei erfolgte zunichst eine Uberpriifung der erfolgreichen Immobilisierung auf
unterschiedlich funktionalisierten Oberflichen (Abb. 80.). Die hochste Zunahme der
Schichtdicke mit 47 + 2 AU wurde bei gereinigten, nicht funktionalisierten Goldchips
gemessen (Abb. 83). Die photometrische Funktionskontrolle ergab eine Absorption von
0,5 + 0,07. Eine Erklarung fiir die hohen Messwerte bei nicht funktionalisierten Oberflichen
konnte die bei Laccasen relativ hdufig verwendete Aminosdure Cystein sein [Koroljova-
Skorobogat'ka, 1998]. Moglicherweise kuppelt die Laccase iiber die Thiolgruppe von
Cysteinresten an die Goldoberfldche unter Ausbildung einer stabilen Gold-Thiolat-Bindung.
Eine weitere Maoglichkeit sind die von Andrade (1985) gemachten Angaben zu
Proteininteraktionen. Dabei dominieren hydrophobe Wechselwirkungen die Adsorption von
Proteinen. Je stirker hydrophob die Oberfldache ist, desto groBer ist die Proteinadsorption.

Verglichen mit den beschichteten Oberflichen weist die nicht funktionalisierte
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Goldoberfliche die grofite Hydrophobie auf. Nach einer Passivierung unspezifischer
Bindungsstellen der nicht funktionalisierten Goldoberfliche mit BSA wurde nur ein
Schichtdickenzuwachs von 9 AU gemessen. Verglichen mit einer nicht geblockten
Goldoberflache verringerte sich bei der photometrischen Funktionskontrolle die Absorption
um nahezu 70 %.

Im Gegensatz mit nicht funktionalisierten Goldoberflichen wurde bei Diamino-PEG und
MPS-Oberflichen eine Verringerung des Schichtdickenzuwachses von 40 bis 60 %
beobachtet. Obwohl bei aktivierten MPS-Oberflichen mit 0,48 + 0,06 die zweithOchsten
Absorptionswerte gemessen wurde, betrug der Schichtdickenzuwachs lediglich 28 + 6 AU.
Dagegen zeigten nicht aktivierte MPS-Oberfldchen, trotz eines etwa 10 % hdoheren
Schichtdickenzuwachs, nur eine Absorption von 0,36 = 0,05. Die Beschichtung des Goldchips
mit MPS fiihrt zur Ausbildung einer funktionalisierten Oberfliche mit Carboxylgruppen.
Deren Aktivierung fordert eine kovalente Bindung des Enzyms iiber Aminogruppen durch die
Ausbildung einer Sdureamidbindung. Gupta et al. (2004) zeigten, dass die kovalente
Kupplung von Laccase an einen selbstorganisierten Monolayer aus einem Thiol zu einer
signifikanten katalytischen Aktivitit fiihrt. Somit ist die vergleichsweise geringere Absorption
nicht aktivierter MPS-Oberflichen wahrscheinlich durch eine iiberwiegend adsorptive
Immobilisierung des Enzyms erkldrbar. Mit APTES aminofunktionalisierte Oberflachen
fiihrten zwar zu einem hohen Schichtdickenzuwachs von 37 + 8 AU; die Absorption betrug
jedoch lediglich 0,23 + 0,05. Dies ldsst sich moglicherweise durch eine hohere Anzahl
unspezifisch gebundener Laccasen auf der funktionalisierten Oberfliche erkldren. Dabei
beeinflussen zahlreiche Faktoren, wie beispielsweise ionische oder elektrostatische
Wechselwirkungen, die Adsorption [Sadana, 1992]. Die Kupplung der Laccase iiber Bereiche
des aktiven Zentrums wiirde somit zu keiner katalytischen Umsetzung des Substrates fiihren.
Eine weitere Moglichkeit besteht in Konformationsédnderungen des Enzyms zur Maximierung
der Interaktion mit der Oberfliche. Anpassungen fiir eine energetisch giinstigere Position
kénnen zu einer irreversiblen Adsorption und Anderung im Bereich der
Substratbindungsstelle fiihren [Green et al., 1999]. Mogliche Umorganisationen der Enzyme
auf der Oberfldche fithren zu differenten Adsorptionsraten. Dies wire eine Erklarung fiir die
hohe Standardabweichung von etwa 22 % bei der Immobilisierung auf APTES behandelten
Oberflachen [Green et al., 1999].

Die geringste Absorption wurde mit 0,16 + 0,03 AU bei Diamino-PEG Oberflichen ermittelt.
Dies korrelierte mit den geringen Schichtdickenzuwéchsen von 19 + 3 AU. Auf Grund der
GroBBe der PEG-Molekiile von etwa 3000 kDa verringert sich die Anzahl spezifischer

Bindungsstellen auf der Goldoberfldche. Zudem koénnen weitere Bindungsstellen durch die
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Umsetzung mit Bernsteinsdureanhydrid und die anschlieBende NHS/DIC-Aktivierung
verloren gehen (Abb. 171). Denkbar ist aber auch, dass es bei der Immobilisierung des
Spacers 1,4-Butandioldiglycidylether zu einem Verlust an Bindungsstellen kommt. Bindet der
Spacer lber beide Epoxidgruppen an den aminosilanisierten Trager, steht keine

Bindungsstelle flir die Immobilisierung von Diamino-PEG mehr zur Verfiigung (Abb. 173).

—NH\)\/O _NH\)\/O
\/\/\O%O \/
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Abbildung 173: Reaktion der zweiten Epoxidgruppe des BDDG mit dem aminobeschichteten
Goldtrager. Die Immobilisierung des Diamino-PEG ist im Anschluss nicht mehr moglich.

Prinzipiell zeigten alle verwendeten Oberflichen die Mdglichkeit zur Immobilisierung der
Laccase aus Agaricus bisporus. Es muss jedoch die Stabilitdit und Affinitdt der
immobilisierten Enzyme beriicksichtigt werden. Fiir weitere Versuche in einem
mikrofluidischen Trennsystem sind sicherlich kovalente Bindungen zu bevorzugen. Somit
wiren Diamino-PEG und aktivierte MPS Oberflachen erste Wahl. Diamino-PEG zeigte nur
eine geringe Schichtdickenzunahme und Absorption. Es ist jedoch die geringere Anzahl
aktivierter Bindungsstellen auf Grund der MolekiilgroBe des PEG-Derivates zu
berticksichtigen. Bei nicht funktionalisierten Oberflichen erfolgte die Kupplung der Laccase
tiberwiegend adsorptiv unter Beeintrachtigung des aktiven Zentrums. Dies erkldrt die im

Vergleich mit aktivierten MPS Oberfldchen geringere Absorption.

V.2.2. Laccase aus Trametes versicolor

Laccasen besitzen die Eigenschaft, eine grole Anzahl phenolischer Substrate zu oxidieren.
Obwohl die chemische Umsetzung nahezu identisch ist, unterscheiden sich Laccasen in
zahlreichen Faktoren wie beispielsweise Molekulargewicht, pH-Optimum und Umsatzrate.
Eine zweite fungale Laccase aus Trametes versicolor wurde auf den bereits in Kapitel V.2.1

diskutierten Oberflachen immobilisiert. Durch den zweistufigen Messprozess sollte zunichst
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die Immobilisierung {berpriift werden, bevor die eigentliche Funktionskontrolle mittels
Photometer erfolgte.

Nicht funktionalisierte Oberflichen zeigten mit 32 + 2 AU den hochsten
Schichtdickenzuwachs und mit 0,12 + 0,03 die geringste Absorption (Abb. 86 und 87). Bei
der Laccase aus Agaricus bisporus wurde bei diesem Beschichtungsverfahren die hochste
Absorption gemessen. Mdgliche Griinde wurden bereits in Kapitel V.2.1. diskutiert. Bei der
Laccase aus Trametes versicolor scheint dabei jedoch die Kupplung iiber Bereiche des
aktiven Zentrums zu erfolgen. Dies wiirde die im Vergleich zur Schichtdickenzunahme
geringen Absorptionswerte erkldren. Moglicherweise fiihrt auch eine Konformationsénderung
oder Denaturierung nach der Immobilisierung an die Goldoberfldche zu einer Abnahme in der
Substrataffinitdt [Sadana, 1992]. Verglichen mit nicht funktionalisierten Oberflichen wurde
eine doppelt so hohe Absorption bei APTES beschichteten Oberflichen gemessen (Abb. 86).
Der Zuwachs an Schichtdicke war jedoch mit 19 + 3 AU am niedrigsten. Die Laccase aus
Trametes  versicolor ist mit sieben N-Acetylglucosamin-Doméinen  glykosiliert.
Moglicherweise sind Wechselwirkungen einer oder mehrerer dieser Domédnen mit der
aminofunktionalisierten Oberfliche dafiir verantwortlich [Piontek et al., 2002]. Verglichen
mit den meisten kupferhaltigen Enzymen ist der Typ-1-Kupfer lediglich dreifach koordiniert
und weist keinen Axial-Liganden auf. Eine mogliche Konformationsdnderung nach der
Adsorption auf der Oberfliche konnte sich somit nachteilig auf den Zugang des Substrates
zum aktiven Zentrum auswirken. Der Schichtdickenzuwachs einer mit BSA geblockten, nicht
funktionalisierten Goldoberfliche betrug etwa 90 % dessen, was bei einer nicht geblockten
Oberfliche gemessen wurde. Die Verringerung der Absorption betrug etwa 50 % (Abb. 87).
Wie bereits in Kapitel V.2.1. diskutiert, verringert sich die Absorption durch die Passivierung
der unspezifischen Bindungen durch die Verwendung von BSA.

Die photometrische Funktionskontrolle bei Diamino-PEG und aktivierten MPS-Oberflachen
zeigte nur eine geringe Absorption von etwa 0,12. Erwartet wurde, wie bei der Laccase aus
Agaricus bisporus, eine hohere Absorption bei aktivierten MPS-Oberflichen. Durch die
Ausbildung eines selbstorganisierten Monolayers sollte eine Oberfliche mit hoher
Packungsdichte und somit zahlreicher aktiver Bindungsstellen entstehen. Mogliche Griinde
fiir die geringe Absorption konnten die bereits diskutierten strukturellen Unterschiede der
Laccase aus Trametes versicolor sein. Beispielsweise konnte eine geringere Anzahl von
Lysinseitenketten zu einer verminderten Ausbildung an Sdureamidgruppen fiihren. Sekundér-
oder Tertidrstrukturen des Enzyms konnten zudem einen erheblichen Einfluss auf
Konformationsinderungen besitzen. Anderungen der Dissoziationskonstanten saurer und

basischer Seitenketten und Hinderungen des Substrats auf Grund der Adsorption des Enzyms
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iiber das aktive Zentrum sind weitere mdgliche Griinde. Zur Untersuchung einer moglichen
Abhingigkeit der Schichtdickenzunahme und der Absorption wurde ein Intraassay auf
aktivierter MPS-Oberfldche durchgefiihrt. Im Konzentrationsbereich von 0,2 bis 1 mg
Enzym/ml zeigte sich eine lineare Abhéngigkeit zur Signaldifferenz (Abb. 88). Dabei wurde
eine Schichtdickenzunahme von jeweils 5 AU fiir jede Steigerung der Konzentration um
0,2 mg/ml ermittelt. Fiir dieselben Konzentrationsschritte wurde bei der anschlieBenden
photometrischen Funktionskontrolle eine Zunahme der Absorption um jeweils 0,2 ermittelt.
Somit wurde eine lineare Abhédngigkeit von der eingesetzten Enzymkonzentration sowohl bei
der Aufzeichnung des Bindungssignals als auch bei der photometrischen Funktionskontrolle

beobachtet.

V.2.3. Tyrosinase aus Agaricus bisporus

Die photometrische Funktionskontrolle wurde bei der Tyrosinase nicht mit ABTS sondern mit
einer 5 mM Brenzkatechinlosung durchgefiihrt. Die Umsetzung von Brenzkatechin zum
ortho-Chinon stellte sich in Vorversuchungen als geeignetere Methode dar. Die
Schichtdickenzunahmen der Tyrosinase lagen fiir die verwendeten funktionalisierten
Oberflachen in einem Bereich von 49 bis 62 AU. Verglichen mit der Zunahme des
Bindungssignals bei Laccasen konnte je nach Beschichtungsmethode ein Anstieg zwischen
10 und 50 % beobachtet werden. FEin Grund ist moglicherweise dass grofere
Molekulargewicht der Tyrosinase mit 125 kDa, wodurch eine groBere Anzahl aktiver
Bindungsstellen besetzt werden. Dies hat aber den Vorteil, dass groBere Proteine eine
stabilere Adsorption an Oberflichen aufweisen. Im Gegensatz zu kleinen, globuldren
Molekiilen belegen sie eine groflere Oberfliche und damit mehr Bindungsdoménen [Green et
al., 1999].

Nicht funktionalisierte Goldtrager zeigten mit 0,39 + 0,04 die hochsten Absorptionswerte.
Alle funktionalisierten Goldoberflichen lagen im Bereich von 0,19 bis 0,24. Mogliche
Erklarungsanséitze wurden bereits in Kapitel V.2.1. und V.2.2. diskutiert. Erfolgte vor der
Immobilisierung der Tyrosinase an die Goldoberfliche eine Inkubation mit BSA, verringerte
sich die Absorption um nahezu 80 % auf etwa 0,09. Durch die Inkubation der Oberfldche mit
BSA ist eine Kupplung der Tyrosinase iiber Thiolgruppen nicht mehr moglich. Verglichen
mit den {ibrigen funktionalisierten Oberflachen ist die hohe Absorption von 0,24 + 0,04 fiir
nicht aktivierte MPS Oberfldchen auffillig. Aktivierte MPS Oberflachen zeigten eine etwa
20 % geringere Absorption. Dabei wurde erwartet, dass bei einem selbstorganisierten

Monolayer die Kupplung iiber eine kovalente Bindung zu einer hoheren katalytischen
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Aktivitdit fihrt [Gupta et al., 1999]. Moglicherweise fiihrt dies jedoch zu einer
Immobilisierung, die einen ungehinderten Zugang des Substrates zur Bindungstasche nicht
mehr erméglicht. Das Ergebnis wire eine verminderte Absorption. Bei nicht aktivierten
Oberflichen kann die Immobilisierung, basierend auf iiberwiegend elektrostatischen und/oder
ionischen Wechselwirkungen, auch ohne Beteiligung von Aminogruppen erfolgen. Bei
Diamino-PEG Oberfldchen wird ebenfalls eine Aktivierung mit NHS/DIC durchgefiihrt. Die
Absorption war mit 0,21 etwa 10 % hoher als bei einer vergleichbaren Aktivierung auf MPS-
Oberfldchen. Bei dieser Methode bestand die Moglichkeit eines Verlustes an Bindungsstellen
durch eine Reaktion der Epoxidgruppe des immobilisierten Butandioldiglycidylethers mit der
aminofunktionalisierten Oberfldche (Abb. 173). Beriicksichtigt man zusétzlich die Gré3e von
Diamino-PEG, ist der Unterschied moglicherweise auf Struktur und Anordnung des
selbstorganisierenden Monolayers zuriickzufiihren. Wie bereits in Kapitel V.1.3. diskutiert, ist
die Packungsdichte und Anordnung eines SAM von zahlreichen Faktoren, wie beispielsweise
der Alkylkettenldnge oder zusédtzlicher funktioneller Gruppen, abhingig. Die Verwendung
von Mercaptopropionsdure konnte auf Grund der Carboxylgruppe zu einem niedrigeren
Belegungsgrad auf der Goldoberfliche fiihren. Zudem bewirken moglicherweise die
geringeren Van-der-Waals Kréfte zwischen den kurzen Alkylketten eine verminderte

Packungsdichte.

Die Versuche mit Tyrosinase und Laccasen aus Agaricus bisporus und Trametes versicolor
zeigten, dass diese phenoloxidierenden Enzyme auf funktionalisierten Oberflichen
immobilisiert werden konnen. Auf einer gereinigten, nicht funktionalisierten Oberfliche war
ebenfalls eine Immobilisation der Enzyme moglich. Fiir eine spétere Integration,
beispielsweise in ein mikrofluidisches Trennsystem, ist fiir ihre Funktion die Ausrichtung auf
der Oberfliche entscheidend. Dies wurde mit Hilfe eines Farbassays iiberpriift. Bei nicht
funktionalisierten Oberflichen wurden die hdchsten Absorptionswerte gemessen.
Funktionalisierte Oberflichen zeigten alle eine geringe Absorption, wobei jedoch die
Beschichtungsmethode zu beriicksichtigen ist. Der Verlust von Bindungsstellen aufgrund von
Kreuzreaktionen, eine moglicherweise geringe Oberflichendichte von MPS-beschichteten
Tragern oder die MolekiilgroBe von Diamino-PEG konnen zu einer Verringerung von
Bindungsstellen fiihren. Bei der Laccase aus Agaricus bisporus zeigten sich die hochsten
Absorptionswerte bei nicht funktionalisierten und aktivierten MPS-Oberflichen. Mit APTES
funktionalisierte Goldtrédger wiren zur Immobilisierung der Laccase aus Trametes versicolor
zu bevorzugen. Bei der Tyrosinase zeigte sich die hochste Absorption bei nicht

funktionalisierten Goldoberflichen. Die Kupplung beruht dabei auf adsorptiven Vorgéngen.
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Fiir eine Anwendung in einem mikrofluidischen System ist jedoch auch die Stabilitdt der
Immobilisierung entscheidend. Somit wéren aktivierte MPS- und Diamino-PEG-Oberflichen

auf Grund einer kovalenten Immobilisation der Enzyme besser geeignet.

V.3. Entwicklung eines Mikro-CE-Systems auf LTCC-Basis

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Entwicklung eines LTCC basierten Lab-on-a-chip-
Systems zwei neue Messkomponenten geplant und konstruiert. Zur potentiometrischen
Ansteuerung des integrierten elektrochemischen Detektors des Mikrochips war eine spezielle
Kontakthalterung notwendig. Ein preiswertes, modulartiges Hochspannungsnetzgerit wurde
zur elektrokinetischen Injektion bendtigt. Bei diesem Verfahren werden die Injektions- und
Trennkontakte durch unterschiedliche Elektrodenpotentiale belegt. Dabei ist die separate
Steuerung jedes Hochspannungskontaktes durch ein eigenes Hochspannungsmodul
erforderlich. Die zur Regelung von Injektions- und Trennmodus iiblichen Module wurden bei
dem selbstkonstruierten Hochspannungsnetzgerdt durch ein programmierbares SPS-
Steuerrelais ausgetauscht. Dies fiihrte zur Reduzierung von Herstellungskosten und
Geritegewicht. Zudem war die Bedienung benutzerfreundlicher.

Da es keine kommerziell erhdltlichen Kontaktierungssysteme fiir mikrofluidische
Anwendungen gibt, wurden zwei Chiphalterungen mit integrierter Kontaktierung hergestellt
(Abb. 93). Die HSS-Chiphalterung verfiigte zudem iiber eine Messanordnung aus externen
Platinkontakten. Somit wurde eine mdgliche Abhéngigkeit der amperometrischen Detektion
von Polyphenolen unter Verwendung von externen und integrierten Kontakten
ausgeschlossen.

Da die gemessenen Strome im Bereich weniger Nanoampere lagen, konnten elektrische und
elektromagnetische Stérquellen zu einer Beeinflussung der Messung fiihren. Deshalb wurde
die Messeinheit in einem Faradayschen Kéfig positioniert. Ohne diesen Stahlkifig wurde bei
den aufgezeichneten Elektropherogrammen ein Grundrauschen von etwa 0,5-1 nA (Abb. 94a-
b) beobachtet. In einem geschlossenen, geerdeten Kifig betrdgt die elektrische Feldstirke
null. Die Ladung, die an der Aullenseite eines geladenen Leiters konzentriert ist, hat somit
keinen Einfluss auf Objekte die sich innerhalb des vom Leiter umschlossenen Raumes
befinden. Somit ist die Storung der Messung durch externe Quellen nahezu ausgeschlossen.
Ein weiteres Kernelement zur Konstruktion eines geeigneten kapillarelektrophoretischen
Trennsystems war die Entwicklung einer geeigneten Methode zur blasenfreien Befiillung der
Kapillaren. Ein héufiges Problem bei der Befiillung ist die unzureichende Entfernung von

Lufteinschliissen in der Mikrokapillare. Diese konnen durch einen abreiflenden
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Fliissigkeitsstrom oder Inhomogenititen in der Kapillarwand entstehen. Freisetzungen von
Luftblasen in den Elektrolytstrom fiihren zu einem Stromanstieg im Trennkanal.

Die Ursache liegt darin, dass die Elektrolytlosung in der Kapillare als Ohmscher Widerstand
funktioniert. Die Zunahme des elektrischen Widerstands in der Kapillare durch vorhandene
Luftblasen fiihrt zu einem Stromanstieg und somit zu einem Drift der Basislinie. Die
beispielsweise auf fused-silica oder Polymeren angewendeten Mikrochipinjektionen erfolgen
tiberwiegend durch hydrodynamische Verfahren wie Druck oder Vakuum [Crabtree et al.,
2001]. Diese Techniken waren durch das Fehlen geeigneter Komponenten nicht auf LTCC-
Keramiken iibertragbar. Deshalb wurde ein Befiillungssystem auf Basis von
Polyetheretherketon (PEEK)-Schlduchen in Verbindung mit einer Schlauchpumpe entwickelt.
Mit Hilfe von NanoPorts™ wurde eine einfache und effiziente Methode zur Befiillung,

Reinigung und Konditionierung von Kapillaren auf LTCC-Keramikchips adaptiert.

V.3.1. Kontaktwinkelmessungen auf LTCC

Bei kapillarelektrophoretischen Trennungen ist die Mobilitdt der Proben abhingig von der
elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit und dem elektroosmotischen Fluss
[Ren und Li, 2002]. Dieser ldsst sich beschreiben als die Bewegung einer Fliissigkeit relativ
zu einer geladenen Oberfliche unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes (Abb. 11)
[Kuhn, 1995]. GréBe und Richtung des EOF sind von der Beschaffenheit der
Kapillaroberfliche und der Pufferzusammensetzung abhédngig. Da die amperometrische
Detektion kathodisch erfolgte, war zur Ausbildung einer elektrochemischen Doppelschicht
(Transport der Pufferlosung zur Kathode) eine negativ geladene Kapillaroberfliche
erforderlich (Kapitel I1.3.).

Mit Hilfe von Kontaktwinkelmessungen sollten geeignete Reagenzien zur Erhohung der
Hydrophilie auf LTCC-Oberflichen ermittelt werden. Somit wiirde sich bei zunehmender
Oberflachenladung die Migrationszeit verringern. Es wurden Substanzen ausgewihlt, die
bereits bei der Oberflichenbehandlung von fused-silica und LTCC-Keramiken Verwendung
fanden [Henry et al., 1999]. Neben KOH, KOH/Ethanol-Gemischen wurden die
Keramikoberfldchen mit Aceton, Wasser und Piranha-Losung inkubiert. Zur Untersuchung
moglicher Einfliisse auf den elektrochemischen Detektor wurden die Reagenzien ebenfalls in
die Kavitdt des Pufferauslasses gegeben.

Die Verwendung von Piranha-Losung fiihrte zu einer Schwarzfiarbung und Gasentwicklung

an der Referenzelektrode. Moglicherweise war der Grund dafiir die verwendete
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Schwefelsdure. Diese reagierte mit der Silberelektrode in einer irreversiblen Reaktion zu

Schwefeldioxid und Silbersulfat (Gleichung 31).

2 Ag +2 HzSO4 - AgQSO4 + SOz +2 Hzo

Gleichung 31: Reaktion von Silber mit Schwefelséure.

Eine Verwendung wiirde beispielsweise zu einer fehlerhaften Einstellung des
Elektrodenpotentials fiihren. Fiir weitere Versuche war die Piranha-Losung somit nicht
nutzbar. Zur Erhohung der hydrophilen Eigenschaften von LTCC-Keramiken schienen KOH-
Losungen geeignet zu sein. Verglichen mit den anderen Reagenzien wurden bei der
Verwendung von KOH-Losungen die niedrigsten Kontaktwinkel gemessen. Eine hohe
Hydrophilie fithrt zu einer hoheren Benetzbarkeit der Oberfliche und somit geringen
Kontaktwinkeln. Somit sollte die Hydrophilie bei diesen Substanzen am hdochsten sein.
Beispielsweise ergab die Inkubation der Keramikoberflichen mit einem Gemisch aus 3 M
KOH und Ethanol (V:V 1:5) Kontaktwinkel von 14,6 + 2,2 ° bei der Tangentenmethode
(Tab. 16). Nur mit dieser Methode sind unsymmetrische Tropfen, wie sie bei der Messung auf
LTCC-Oberfldachen auftraten, zu vermessen [Exl und Kindersberger, 2004]. Eine Inkubation
mit Aceton fiihrte ebenfalls zu einer Erhéhung der Hydrophilie. Der Kontaktwinkel war mit
etwa 36 © mehr als doppelt so hoch als bei einer Inkubation mit KOH.

Ein Grund, warum eine hohe Hydrophilie bei Verwendung von KOH-Ldsungen vorliegt
konnte die chemische Zusammensetzung der LTCC-Keramik sein. Ausgangsmaterial zur
Herstellung der LTCC-Mikrochips waren Dupont 951™-Folien. Diese Folien bestehen auf
einem a-AlLO; (Korund) basierten Glas-Keramik-Composit, das mit der Glasphase CaO-
PbO-B,05-Si0; vermischt ist [Wagner, 2004]. Hauptbestandteile sind Al,O3 (42,43 %), SiO;
(27,20 %), PbO (8,25 %) und CaO (4,03 %). Weitere Bestandteile sind Metalloxide (z.B.
CrO, ZnO, K,0, ZrO4). Nach dem Sintern zeigt das Tape Bestandteile von Korund und
Anorthit (CaAl,Si,0g3), ein zur Gruppe der Feldspate gehorendes Silikat-Mineral mit triklinem
Kristallsystem. Obwohl diese Silikate unldslich in Sduren und Laugen sind, konnte es durch
die Einwirkung der getesteten Solute, insbesondere von KOH, zu einer Erhéhung der
Oberflichenladung gekommen sein. Beigefiigte organische Binder, Plastifikatoren,
organische Losungsmittel oder Bestandteile des Glaspulvers konnten nach dem Sintern als
Schicht auf der Oberfliche vorhanden sein. Eine Entfernung durch die verwendeten

Chemikalien wiirde zur Verbesserung der Hydrophilie beitragen.



Diskussion 235

Eine weiterer Grund ist moglicherweise die Kristallstruktur der LTCC-Oberfliche. KOH
konnte mit den Kristallatomen so interagieren, dass Sauerstoff in Form von —O" an der
Oberflache vorliegt (Abb. 174). Dies wiirde ebenfalls eine Erhohung der Hydrophilie
bewirken. Die zur Herstellung von LTCC-Applikationen notwendigen griinen, ungesinterten
Folien sind Glas-Keramik-Gemische, dessen Hauptbestandteile auch im Glas zu finden sind.
Bei lidngerer Einwirkung von alkalischen Losungen auf Glas beobachtet man eine Triibung
auf Grund der Interaktion der OH -Ionen, die mit polymeren Silikaten reagieren (Abb. 174)
[Vogel, 1992].

Si— O—Si1 + |OH- > Si Ql + —Si— O-H
| | B | I

Abbildung 174: Reaktion von OH -lonen aus alkalischen Losungen mit Silikaten.

Die Reaktion der Hydroxidionen mit den Silikaten erfolgt dabei unter gleichméBiger
Abtragung der Siliziumoxidschicht. Die Geschwindigkeit dieses Vorgangs wird schon durch
kleine Mengen von in Losung gegangenem [Al(OH)4] oder SiO;" stark vermindert.

Es zeigte sich jedoch, dass die Verwendung der getesteten KOH-Ldsungen nicht praktikabel
war. Die verwendeten KOH-Losungen waren zu konzentriert und fiihrten mit zunehmender
Messdauer (> 50 Messungen) zu einer langsamen Auflosung der Glaskeramik (Isolation) von
Arbeits- und Referenzelektrode (Abb. 53b-c). Um diese trotz des beschriebenen Effektes zu
verwenden, wurde die Konzentration auf 0,1 M reduziert. Eine mikroskopische Betrachtung

der Glaskeramik zeigte nach mehr als 100 Messungen keine Verdnderung.

V.3.2. Berechnung messspezifischer Parameter von LTCC-Keramikchips
Zur Charakterisierung der Trenneffizienz eines kapillarelektrophoretischen Trennsystems
wurden die Messparameter Feldstirke, Stromdichte, elektrophoretische Mobilitdt und

Joulesche Wirme ermittelt.

Feldstirke und Stromdichte
Die Berechnung der Feldstirke und der Stromdichte erfolgte in Abhdngigkeit von der
angelegten Hochspannung und der Kapillarlinge des LTCC-Mikrochips. Bei 400 V wurde

eine Feldstirke von 84,6 V¥cm™ ermittelt (Tab. 19). Unter Beriicksichtigung eines kiirzeren
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Trennkanals wurden bei einer vergleichbaren LTCC-Applikation Feldstirken von mehr als
200 V*cm™ angelegt [Henry et al., 1999]. Hohere Feldstirken erwiesen sich bei den
verwendeten LTCC-Keramikchips als nicht praktikabel. Der Grund ist das bei
Trennspannungen von mehr als 500 V hdhere Grundrauschen und Schwanken des
Messsignals. Dies ldsst sich wahrscheinlich durch die zusétzlichen, seitlich integrierten
Elektrodenkontakte erkldren. Diese Kontakte sollten spiter zur Messung weiterer Parameter
genutzt werden. Aufgrund von Leitungsbahnen fiihrten diese bis in den Trennkanal und

bewirkten moglicherweise somit eine Storung des homogenen elektrischen Feldes (Abb. 175).

elektrische Feldlinien
‘V Eleltrodenkontakt

V>

<«— Kapillare

=
v

Abbildung 175: Schematische Darstellung der elektrischen Feldlinien bei zusitzlichen
Elektrodenkontakten in der Kapillare.

Elektrophoretische Mobilit:it

Die elektrophoretische Mobilitdt ist die Summe aus der -elektrophoretischen
Wanderungsgeschwindigkeit und des elektroosmotischen Flusses. Wie bereits in Kapitel
V.3.1. erwédhnt, hidngen Richtung und GroBe des EOF von der Beschaffenheit der
Kapillaroberfliche = und der  Pufferzusammensetzung ab. Der  Beitrag des
Natriumphosphatpuffers zum elektroosmotischen Fluss wurde bei unterschiedlichen
Hochspannungen berechnet (Tab. 21). Neben den in Kapitel V.3.1. erwdhnten Faktoren hangt
die Mobilitdt des elektroosmotischen Flusses von der angelegten Hochspannung ab und

vergrofert sich mit zunehmender Spannung (Gleichung 15 und 16).
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Joulesche Wirme

Wihrend einer elektrophoretischen Trennung wird ein Teil der elektrischen Energie in Wérme
umgewandelt, die den elektroosmotischen Fluss beeinflusst. Diese Joulesche Warme wurde
nach Gleichung 10 bei unterschiedlichen Trennspannungen berechnet (Tab. 18). Da diese
freiwerdende Wéarme den elektroosmotischen Fluss beeinflusst, ist der Abtransport iiber die
LTCC-Keramik von Bedeutung. Die Féhigkeit eines Stoffes, thermische Energie zu
transportieren, wird durch die spezifische Wirmeleitfahigkeit angegeben. Die meisten
kapillarelektrophoretischen Anwendungen werden auf Glaschips durchgefiihrt mit einer
Wiarmeleitfahigkeit fiir Glas von 1,0 W/m*K [Vogel, 1992]. Die in dieser Arbeit verwendeten
DuPont 951™-Folien besitzen mit 3,0 W/m*K eine um 200 % hohere spezifische
Leitfahigkeit [Dateninformationsblatt, DuPont]. Dies bedeutet, dass LTCC-Keramiken
entstandene Wérme schneller ableiten als Glas. Somit wird der Einfluss auf die

elektrophoretische Trennung gering gehalten und die Messungen sollten stabiler ablaufen.

V.4. Amperometrische Messungen zur Trennung von Polyphenolen

Die  Amperometrie  besitzt als  elektrochemisches  Detektionsverfahren  fiir
kapillarelektrophoretische Messungen eine Nachweisgrenze von 10 bis 10® M [Kappes und
Hause, 2000]. Verglichen mit der Potentiometrie (10° bis 107 M) und der
Leitfihigkeitsmessung (10 M), ist die Nachweisgrenze bei der Amperometrie um den Faktor
10 bis 100 groBer. Bei der Laser induzierten Fluoreszenz, der hdufigsten Detektionsmethode
kapillarelektrophoretischer Anwendungen, ist diese mit 10”2 M um 50 % héher [Kuhn, 1995].
Der Vorteil elektrochemischer Detektionen ist jedoch die kostengiinstige Miniaturisierbarkeit
des Gerites und der Messeinheit. Die Messelektroden waren bei den verwendeten LTCC-

Keramikchips vor dem Kapillarausgang (end-capillary) positioniert (Abb. 43b-c).

V.4.1. Vorbereitung der Kapillaren

Vor Durchfithrung einer amperometrischen Messung war eine Vorbereitung der Kapillaren
und der Referenzelektrode erforderlich. Dazu gehdrte zum einen die Konditionierung der
Kapillaren mit KOH-Losung und zum anderen die Herstellung einer Silber/Silberchlorid-
Referenzelektrode. Die Behandlung mit KOH fiihrte zu einer Stabilisierung der Basislinie und
des Messsignals (Abb. 100). Wie in Kapitel V.2. erldutert, wurde durch die Inkubation der
LTCC-Keramik mit KOH eine Erhdhung der Hydrophilie erreicht. Je hoher die Hydrophilie
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der Oberfliche ist, desto groBer ist der EOF und desto geringer ist die Migrationszeit. Dabei
bewirkt eine gleichmiBige Hydrophilie ein flaches, stempelformiges und stabiles Profil des
elektroosmotischen Flusses (Abb. 13).

Die Referenz- oder Bezugselektrode wurde zur Messung des Elektrodenpotentials an der
Arbeitselektrode eingesetzt. Diese Potentialmessung erfolgte hochohmig und daher nahezu
stromlos. Zur Verringerung des Ohmschen Spannungsabfalls wurde diese aus Silber
bestehende Elektrode moglichst dicht an die Arbeitselektrode positioniert. Bei
amperometrischen Messungen wurden jedoch Schwankungen im Gleichgewichtspotential und
der Basislinie beobachtet. Die Verwendung eines Natriumphosphatpuffers als
Elektrolytpuffer fiihrte moglicherweise an der Oberfliche der Silberelektrode zur Ausbildung
von Ag,O mit einem unterschiedlichen Gleichgewichtspotential als AgCl (Gleichung. 32)
[Boehme, 2001].

2Ag +20H — Ag,0+ H,0

Abbildung 32: Bildung von Silberoxid.

Durch Verdnderungen der Elektrodenoberfliche verdndern sich nur die absoluten Messwerte.
Diese Anderungen sind jedoch nur voriibergehend, was wahrscheinlich in den
Gleichgewichtspotentialen von Silberoxid begriindet liegt. Mit 0,34 V ist es deutlich groBer
als Silberchlorid (0,22 V) im Bezug zu einer Normalwasserstoffelektrode [Weast, 1987]. Die
in der Nernst-Gleichung dargestellte Aktivitit der Metallionen ist somit durch das
entsprechende Loslichkeitsprodukt und die Aktivitidt der Anionen des schwerldslichen Salzes
bestimmt. Elektroden 2. Art, wie die Silber/Silberchlorid-Elektroden, zeichnen sich durch
eine rasche und gut reproduzierbare Einstellung der Gleichgewichtsgalvanispannung aus und
bewirken somit eine geringere Schwankung der Basislinie und des Messsignals [Buchberger,

1998].

V.4.2. Uberpriifung der amperometrischen Detektoreinheit

Die integrierte amperometrische Messeinheit aus Arbeitselektrode und Referenzelektrode war
eine 2-Elektrodenanordnung. Die Funktionsiiberpriifung der Messanordnung und der
elektrochemischen Aktivitit des Analyten wurde mit verschiedenen Chiphalterungen und
unterschiedlich kontaktierten LTCC-Keramikchips durchgefiihrt. Zudem wurde der Einfluss

der Hochspannung auf den Detektor tiberpriift.
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Die verwendeten GBF- und HSS-Chiphalterungen unterschieden sich in den verwendeten
Federkontakten (Abb. 176). Dies waren bei der GBF-Halterung halbkugelformige, bei der
HSS-Halterung spitze Federkontakte.

<+ Deckel Chiphalterung

Federkontakt: halbkugelférmig

Federkontakt: spitz

Abbildung 176: Schematische Darstellung der verwendeten Federkontakte.

Die Verwendung der HSS-Halterung fiihrte im Vergleich zur halbkugelférmigen
Kontaktierung der GBF-Halterung zu einem 75 % hoheren Messsignal bei der
amperometrischen Detektion von Brenzkatechin (¢ = 2,5 mM; Abb. 97). Ein Grund wére die
Beriihrungsfliche zwischen Federkontakt und externem Elektrodenkontakt. Das Abgreifen
des Signals und der Hochspannung erfolgte iiber Palladium-Silber-Kontakte auf dem LTCC-
Keramikchip. Obwohl Silber als Edelmetall relativ reaktionstrige ist, lauft es bei Luftkontakt
mit der Zeit schwarz an (Abb. 177).

Abbildung 177: Aufnahme (40-fach) eines oxidierten Palladium-
Silber-Kontaktes (oxidiert: dunkle Bereiche; nicht oxidiert: helle
Bereiche).

Insbesondere Schwefelwasserstoff, welches aus Laborluft stammen kann, oxidiert das Silber

zu Silbersulfid (Ag,S) nach Gleichung 33:

4Ag+2H,S+0, —=2Ag,S + 2H,0

Gleichung 33: Oxidation von Silber zu Silbersulfid durch Schwefelwasserstoff.
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Licht, hohere Temperaturen, Feuchtigkeit, Schwefelspuren und Sauerstoff beschleunigen
diesen Prozess. Eine Palladium-Silber-Legierung, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurde,
macht Silber zwar anlaufbestindiger, doch kann der Oxidationsprozess dadurch nicht
unterbunden werden. Somit wurde mit zunehmender Messdauer nicht nur eine sichtbare
Ausbildung der Oxidschicht beobachtet, sondern auch ein gréferes Grundrauschen.
Moglicherweise liegt ein kugelformiger Kontakt nur auf der Oxidschicht auf und fiihrt so zu
einer verminderten Signaliibertragung. Spitze Kontakte wurden durch die anliegende
Druckfeder in die Legierung gedriickt. Somit ist die Kontaktfliche zwischen Federkontakt
und Oxidschicht minimiert. Das Ergebnis ist ein hoheres Signal bei Verwendung spitzer
Federkontakte. Um einen Einfluss der Oxidschicht weitestgehend auszuschlieBen, wurden die

externen Kontakte des Keramikchips in regelmdfigen Abstinden vorsichtig mit einem

Glasradierer gereinigt. Dies fithrte zu einer Entfernung der Oxidschicht auf der

Kontaktoberflache (Abb. 178).

Abbildung 178: Aufnahme (40-fach)
eines  gereinigten  Palladium-Silber-
Kontaktes (links) und eines neuen
Kontaktes (rechts).

Elektrochemische Detektionen von LTCC-Keramikchips mit verzinnten dufleren Kontakten
wurden mit unterschiedlich konzentrierten Brenzkatechinlosungen durchgefiihrt. Auf Grund
der Bildung einer Oxidschicht auf den externen Kontakten wurde ausschlieBlich mit spitzen
Federkontakten gemessen. Ohne angelegte Hochspannung wurde bei der amperometrischen
Detektion von Brenzkatechin eine lineare Abhédngigkeit der Signalhdhe von der
Konzentration beobachtet (Abb. 98). Da hohere Konzentrationen zu einer hoheren Umsatzrate
an der Arbeitselektrode fithren, steigt auch das Messsignal. Eine weitere Erhohung des
Stromsignals wurde nach Inkubation der Referenzelektrode mit Salzsdure beobachtet. Bei der
amperometrischen Detektion von Brenzkatechin wurde bei vergleichbaren Konzentrationen
ein etwa 85 % hoheres Signal gemessen. Ursache ist die in Kapitel V.4.1. erlduterte
Problematik einer nicht reproduzierbar -einstellbaren Potentialdifferenz zwischen der
Referenzelektrode aus Silber und der Arbeitselektrode. Dieses ist jedoch fiir ein konstantes
Elektrodenpotential notwendig. Erst dadurch liegen wihrend der elektrochemischen

Detektion gleichbleibende Redoxbedingungen an der Arbeitselektrode vor.
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Eine Funktionsiiberpriifung der aus Arbeits- und Referenzelektrode bestehenden
elektrochemischen Detektionseinheit mittels Brenzkatechin erfolgte unter Zuschaltung der
Hochspannung. Dabei zeigte sich mit zunehmender Anzahl und Dauer der Messungen eine
Abnahme des Stromsignals. Bei den in Abb. 99 dargestellten Elektropherogramme kommt es
nach Zugabe des Analyten zu einem starken Stromanstieg. Der anschlieBende Abfall des
Signals tiber die restliche Messdauer ldsst sich durch das bei elektrophoretischen Prozessen
auftretende “Elektroden-Fouling® erkldren. Darunter versteht man die Reduzierung der
Elektrodenantwort durch Adsorption des Analyten und/oder seiner Oxidationsprodukte an der
Arbeitselektrode [Moane et al., 1998]. Die Ablagerungen fiihren zu einer groferen
Diffusionsstrecke der Analyte zur Elektrodenoberfliche. Die elektrochemische Umsetzung
verzogert sich und durch die Verringerung der effektiven Elektrodenoberfliche vermindert
sich ebenfalls das elektrochemische Signal. Dadurch wird die Diffusion des Analyten zur
Elektrodenoberfliche zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt.

Die Zugabe des Analyten flihrte zu einem starken Anstieg des Detektionsstroms. Bereits
wihrend der ersten Redoxreaktionen kann es zu Ablagerungen auf der Arbeitselektrode
kommen (siche Kapitel V.4.4.4.).

Es muss beriicksichtigt werden, dass die oben genannten Elektropherogramme eine direkte
Injektion der Probe auf den Detektor darstellen. Die Probenmenge und damit auch der Grad
des Elektroden-Foulings verringerte sich in den folgenden Versuchen auf Grund
elektrokinetischer Injektionsverfahren auf wenige Nanoliter und damit das Volumen, welches
zum Detektor transportiert wird. Verglichen mit der direkten Injektion ist somit wahrend der
Messung eine grolere effektive Elektrodenoberfliche zur elektrochemischen Umsetzung iiber
eine ldngere Zeit verfiigbar.

Unter dem FEinfluss der Hochspannung wurden ebenfalls Elektroden-Fouling und hoéhere
Signale nach Ausbildung einer Silber/Silberchlorid-Referenzelektrode beobachtet. Im
Gegensatz zu einer nicht behandelten Referenzelektrode wurde bei konditionierten
Referenzelektroden eine etwa 2,5-fache Erhdhung des Stroms ermittelt (Abb. 99). Nach
mehreren Messungen verringerte sich der Strom auf etwa 90 % des bei konditionierten
Referenzelektroden gemessenen Signals. Eine Mdglichkeit zur Minimierung der Ablagerung
auf der Arbeitselektrode und Erhohung der Sensitivitdt ist die Verwendung einer Platin-
Arbeitselektrode mit elektrochemisch aufgebrachtem Zinn [Hilmi et al., 1997]. Der dabei

zugrunde liegende Mechanismus ist noch nicht vollstindig geklart.
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V.4.3. Konditionierung der Kapillaroberfliche mit Kaliumhydroxid

Wie in Kapitel V.3.1. erldutert, war zur Stabilisierung und Erhéhung des Messsignals eine
Konditionierung der Kapillare mit KOH erforderlich. Die bei der Kontaktwinkelmessung
ermittelten Messwerte zur Hydrophilie sollten durch Elektropherogramme von
Wasserstoffperoxid, Brenzkatechin und Polyphenolgemischen bestdtigt werden. Verglichen
mit den nicht behandelten Kapillaren fiihrte die amperometrische Detektion von
Wasserstoffperoxid und Brenzkatechin in konditionierten Kapillaren zu einer 150 %-igen
bzw. 300 %-igen Zunahme des Detektionsstroms (Abb. 100 und 101).

Eine Mdglichkeit wire die bessere Probenzonenseparierung bei KOH behandelten Kapillaren.
Durch die Inkubation mit KOH wurde eine gleichmédfBige Beschaffenheit der
Kapillaroberflaiche erreicht. Die dadurch zunehmende Hydrophilie fiihrte zu einem
homogenen, stempelformigen FlieBprofil. Zudem kam es zu einer Stabilisierung der
Basislinie und des Messsignals (Abb. 13). Der dadurch resultierende stabilere
elektroosmotische Fluss kdnnte zu einer exakteren Separierung der Proben in diskrete Zonen
fiihren. Aus der Korrelation von Hydrophilie und EOF ist ebenfalls die um etwa 5 %
verringerte Migrationszeit erkldrbar (Abb. 101). Die Abhingigkeit des elektroosmotischen
Flusses vom Zeta-Potential und somit dem Grad der Hydrophilie ist der Grund fiir den
groBBeren EOF (Gleichung 16).

Es konnte gezeigt werden, dass bei direkter Probeninjektion in die Kavitit des Pufferauslass,
eine Behandlung der Referenzelektrode mit Salzsdure zu einer Verdoppelung der Signalhdhe
fiihrt. Eine weitere Erhohung des Signals wurde durch Konditionierung der Kapillaren mit
Kaliumhydroxid erreicht. Dabei wurde stoffabhidngig, eine Steigerung von 50 bis 100 %
beobachtet.

V.4.4. Trennkanalinjektion

Die Probeninjektion besitzt bei der Entwicklung eines kapillarelektrophoretischen
Trennsystems eine bedeutende Funktion. Die amperometrische Detektion von Polyphenolen
und ihre Trennung nach der Migrationszeit wurde neben einer elektrokinetischen Injektion
(Kapitel V.4.5.) zundchst mit einer nicht elektrokinetischen Probenaufgabe durchgefiihrt.
Dadurch sollte die Detektoreinheit und die Fluidik der Kapillaren iiberpriift werden. Dabei
erfolgte die Probeninjektion in die Kavitit zur Pufferinjektion (Abb. 43a).
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V.4.4.1. Einfluss der Trennspannung auf den Elektrolytpuffer

Der  Elektrolytpuffer ~wurde zundchst mit den zur Verfligung stehenden
Hochspannungsnetzgeriten bei unterschiedlichen Injektionsverfahren unter dem Einfluss der
angelegten Hochspannung getestet. Die Griinde, einen Puffer mit geringer Ionenstirke und
neutralem pH-Wert zu verwenden, waren Grofle und Stabilitdt des EOF. Bei einem pH-Wert
von 7-8 liegt ein konstanter EOF vor. Da die Ionenstédrke reziprok zum EOF ist, bewirkt eine
groBBere Tonenstérke eine Verringerung des EOF [Kuhn, 1995].

Verglichen mit der Trennkanalinjektion betrug der Basisliniendrift bei elektrokinetischer
Injektion mehr als das Doppelte. Eine mdgliche Ursache konnten Feldeffekte der angelegten
Spannungen und Potentiale wihrend Injektion und Trennung sein. Eine Uberlagerung der
elektrischen Feldlinien kdnnte zu einer Beeinflussung des Zeta-Potentials und somit des
elektroosmotischen Flusses fiihren. Das Umschalten von Injektions- auf Trennmodus fiihrte
zu Beginn der Messung zu starken Schwankungen der Basislinie (Abb. 103).

Grundsitzlich sind mehrere Ursachen des Rauschens denkbar, wie beispielsweise das
Eigenrauschen des Potentiostaten, die Arbeitselektrode selbst oder das CE-System
(Elektroden, Kapillare und Hochspannungsquelle). Bei amperometrischen Messungen zeigte
sich, dass das Rauschen mit dem Anlegen der Elektrophoresespannung deutlich anstieg
[Wilke, 2002]. Das CE-System, einschlieBlich des Hochspannungsgerits, stellt offenbar eine
wesentliche Quelle des Rauschens dar. Es sind wahrscheinlich unmittelbare elektrische
Auswirkungen durch die galvanische Kopplung von Elektrophorese und Detektionsstromkreis
zu erwarten, die zu einer Verdnderung der effektiven Spannung an der Arbeitselektrode
fiihren [Wilke, 2002]. Die Funktion des Elektrolytpuffers entspricht dem eines Ohmschen
Widerstandes. Kommt es in der Kapillare zu lokalen Konzentrationsgeféllen, wiirde dies zu
einer Verdnderung der Ladungsdichte an der Oberflache fiihren. Aufgrund der Abhéngigkeit
des Zeta-Potentials von der Ladungsdichte (Gleichung 17) wiirden Anderungen zu einem
verminderten Oberflichenpotential fithren. Die Folge wire eine Verminderung der
elektrischen Doppelschicht und somit der Geschwindigkeit des EOF, denn dieses ist vom
Zeta-Potential abhingig (Gleichung 16). Ein weiterer Grund konnte die Abhéngigkeit des
spezifischen Widerstandes (Berechnung des Widerstandes eines Leiters iiber seine
geometrischen Abmessungen) von der Temperatur sein. Der Einfluss der Messtemperatur auf
kapillarelektrophoretische Trennsysteme wurde durch Arundell et al. (2000) beschrieben. Die
Temperatur beeinflusst die Viskositdt des Elektrolytpuffers und damit die Geschwindigkeit
des elektroosmotischen Flusses. Anderungen in der Geschwindigkeit des EOF fiihren zu
Anderungen in der Basislinie. Ebenso sind unmittelbare Einfliisse des Elektrophoresestroms

wegen der Jouleschen Warmeentwicklung in der Kapillare zu erwarten. Diese nach Gleichung
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10 pro Volumeneinheit erzeugte Wiarme beeinflusst den elektroosmotischen Fluss durch
Anderung der Viskositit [Kuhn, 1995]. Demnach gilt die allgemeine Temperaturabhiingigkeit
nicht nur fiir die Detektion sondern auch fiir Gleichgewichte und Prozesse, die sich in der
Kapillare abspielen. Obwohl es nach Chang und Edward (1993) zu selbstregulierenden
Vorgéngen in der Kapillare kommen kann, sind in der Kapillare auch unregelmiflige Bereiche
beziiglich Elektrolytzusammensetzung, Geschwindigkeit und Temperatur zu erwarten. Eine
Stromzunahme fiihrt zu einer zunehmenden Erwdrmung der Kapillare und somit des
Elektrolytpuffers. Dies fiihrt wiederum zu einer Erhdhung der elektrischen Leitfahigkeit des
Puffers und somit des Grundrauschens.

Wihrend der elektrophoretischen Trennung wurde mit Hilfe eines zwischengeschalteten
Amperemeters eine geringfiigige Anderung des Stroms von wenigen Mikroampere
beobachtet. Da die vom Hochspannungsgerit gelieferte Trennspannung stabil war, sind die
Schwankungen des Stroms nur auf Widerstandsschwankungen in der Kapillare
zuriickzufiihren [Wilke, 2002]. Temperaturschwankungen in der Kapillare gehen einher mit
entsprechenden Schwankungen der Leitfahigkeit und anderer physikalischer Parameter, wie
beispielsweise Viskositit, lonenbeweglichkeit und Zeta-Potential. Somit ist ein besonderer
Punkt der Wirmeleitkoeffizient des benutzten Materials. Im Vergleich mit fused-silica
besitzen LTCC-Keramiken eine um den Faktor 3 hohere Wirmeleitfahigkeit [DuPont
Dateninformationsblatt]. Einfliisse der Temperatur kénnen dadurch aber nur verringert und
nicht génzlich ausgeschlossen werden. Dies muss fiir die kapillarelektrophoretischen
Messungen der Polyphenole beriicksichtigt werden. Durch einen temperaturgeregelten

Apparateaufbau wire eine weitere Reduzierung der Temperatureffekte moglich.

V.4.4.2. Trennkanalinjektion von Wasserstoffperoxid

Um zundchst mogliche Reaktionen der Polyphenole, wie beispielsweise die Adsorption an die
Kapillarwand oder die Ausbildung von Polymerisationsprodukten wihrend der Migration und
der Detektion auszuschlieBen, wurde zundchst Wasserstoffperoxid amperometrisch detektiert.
Dabei wurde kein linearer Anstieg des Detektionsstroms sondern die Ausbildung eines
Signalplateaus beobachtet (Abb. 100). Dies ist durch die Injektionsmethode erklérbar.

Bei der Trennkanalinjektion kommt es aufgrund der Probeninjektion in die Kavitdt des
Puffereinlasses zu einem permanenten Transport der Probe zum Detektor. Wenn das Potential
der Arbeitselektrode dem Oxidations- bzw. Reduktionspotentials des Depolarisators
(Wasserstoffperoxid oder Polylphenol) entspricht, so werden diese an der Arbeitselektrode

oxidiert oder reduziert [Haase, 2002]. Die dann stattfindende elektrochemische Reaktion
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wirkt der weiteren Aufladung der Doppelschichtkapazitidt der Elektrode entgegen und es
beginnt ein Strom zu flieBen. Dabei unterscheidet man zwischen einem Faraday’schen und
einem kapazitiven Strom. Das Messsignal einer elektrochemischen Umsetzung an der
Elektrodenoberfliche bezeichnet man als Faradayschen Strom. Zu diesem Signal kommt noch
ein nicht Faradayscher Strom dazu, der als so genannter kapazitiver Strom bezeichnet wird
und nicht mit der elektrochemischen Umsetzung von Analyten an der Elektrode verbunden ist
[Buchberger, 1998]. Dabei spielt die Grenzfliche zwischen Elektrode und Elektrolyt eine
wesentliche Rolle. An dieser liegt eine elektrochemische Doppelschicht vor, welche einen
Kondensator darstellt. Eine elektrochemische Umsetzung fiihrt dann zu einer Verringerung
der Doppelschichtkapazitit und einem Stromfluss. Werden alle Analyten, die die
Arbeitselektrode erreichen, entladen, so dass die Depolarisationskonzentration an der
Elektrodenoberflache auf Null absinkt, kann der Strom nicht weiter steigen. Dieser bleibt
konstant, bis das Elektrodenpotential einen Wert erreicht hat, bei dem eine weitere
elektrochemische Reaktion stattfinden kann [Haase, 2002].

Verglichen mit nicht konditionierten Referenzelektroden wurde bei HCl behandelten
Silberelektroden ein 20 % hoheres Stromsignal gemessen (Abb. 100). Ursache diirfte der in
Kapitel V.4.2. beschriebene Vorgang der besser einstellbaren und reproduzierbareren
Gleichgewichtsspannung bei AgCl sein.

Die Abnahme der Signalhdhe mit zunehmender Messdauer ist nicht auf den Effekt des
Elektroden-Foulings zuriickzufiihren. Wasserstoffperoxid wurde an der Arbeitselektrode nach
Gleichung 34 oxidiert.

0,+ 2H + 2¢’

H,0,

Gleichung 34: Reaktion von Wasserstoffperoxid an der Arbeitselektrode.

Die gebildeten Reaktionsprodukte tragen nicht zu einem moglichen Elektroden-Fouling der
Arbeitselektrode bei. Wahrscheinlich ist der Grund die Bildung unterschiedlicher Metalloxide
an der Referenzelektrode in Abhéngigkeit des vorhandenen Elektrolytpuffers. Bei reinen
Silberelektroden konnte sich moglicherweise auf dessen Oberfliche durch Natriumphosphat
als Elektrolytpuffer Ag,O bilden. Somit konnte es iiber eine lingere Messdauer zu einer
Verminderung von AgCl an der Elektrodenoberfliche kommen. Fehlstellen auf der
Silber/Silberchlorid-Elektrode konnten mit anderen Metalloxiden besetzt werden. Diese
Effekte wiirden zu Schwankungen in den Gleichgewichtspotentialen bzw. der

Elektrodenpotentialen mit einer verringerten elektrochemischen Umsetzung an der
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Arbeitselektrode fithren. Die Verringerung des Signals um etwa 1 nA konnte auf mogliche
Temperatureffekte und somit Anderungen der Viskositit bei den einzelnen Messungen

zurickzufihren sein.

V.4.4.3. Trennkanalinjektion von Polyphenolen

Die Probeninjektion der Polyphenole erfolgte ebenfalls {iber die Kavitéit des Pufferreservoirs.
Auf Grund des stetigen Probentransports zum Detektor wurde ein Signalverlauf wie bei der
amperometrischen Detektion von Wasserstoffperoxid erwartet (Kapitel V.4.4.2.). Als
phenolische Komponenten wurden Pyrogallol, Dopamin, Phloroglucin und Brenzkatechin

amperometrisch detektiert.

End-Capillary-Anordnung

Eine Erhdhung der Hochspannung fiihrte zu einer stetigen Verringerung der Migrationszeit.
Dies ldsst sich durch die Abhéngigkeit der elektrophoretischen und elektroosmotischen
Mobilitit von der angelegten Trennspannung erkldren (Gleichung 5 und 16). Ebenfalls
verringerte sich mit zunehmender Hochspannung die Standardabweichung. Moglicherweise
kommt es zu einer Stabilisierung des Zeta-Potentials und somit des elektroosmotischen
Flusses.

Auffillig bei der amperometrischen Detektion der getesteten Polyphenole sind der flache
Anstieg (Fronting) und die gelegentlich auftretenden, peakdhnlichen Signalverldufe (Abb.
107). Ein Elektropherogramm der amperometrischen Detektion von Pyrogallol zeigte einen
peakédhnlichen Anstieg des Signals auf 114 nA. Unter identischen Versuchsbedingungen stieg
das Signal bei einer weiteren elektrochemischen Detektion nur auf 62 nA. Auf Grund eines
Puffernachlaufs aus den Seitenkapillaren in den Trennkanal konnte es zu einer Verdiinnung
der Probe kommen. Das Ergebnis wire eine geringere Menge an elektrochemisch
umsetzbaren Analyten an der Arbeitselektrode. Mogliche Ursachen des Frontings konnten
Uberlagerungen des EOF durch elektrophoretische Effekte oder eine ungenaue
Probenseparierung wihrend der Kapillarzonenelektrophorese sein. Hauptgrund des langsamen
Signalanstiegs diirfte jedoch die sogenannte End-Capillary-Anordnung der Arbeitselektrode
sein. Bei dieser Form der elektrochemischen Detektion wird die Arbeitselektrode moglichst
nah vor dem Kapillarausgang positioniert. Da der Spannungsabfall vor der Arbeitselektrode
erfolgt, darf diese nicht in die Kapillare integriert werden. Eine zu nahe Positionierung der
Arbeitselektrode an den Kanal wiirde zu geringen Fluktuationen in der Trennspannung

fiihren. Dies hitte zur Folge, dass die Sensitivitit abnimmt [Wallenborg et al., 1999].
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Positioniert man die Arbeitselektrode weiter in die Kavitit des Pufferauslass, ist diese zwar
grundsétzlich geerdet, die Folgen wéren jedoch Effizienzverlust und Bandenverbreiterung auf
Grund von Diffusion [Martin et al., 2002].

Die angelegte Hochspannung kann infolge der galvanischen Kopplung iiber den Elektrolyten
die Arbeitselektrode erheblich beeinflussen und zu einer Stérung der Detektion fiihren
[Wilke, 2002]. Ein konstanter Fluss der Elektrophoresespannung kann elektrisch kompensiert
werden, jedoch nicht seine zeitlichen Schwankungen. Diese machen sich als
Detektorrauschen bemerkbar. Zur Entkopplung der beiden Stromkreise sind in der Literatur
zahlreiche Entkoppler (Kapitel V.4.5.2.1.) vorgeschlagen worden. Deren Herstellung und
Handhabung ist jedoch kompliziert. Trotzdem sollte die Hochspannung bei der End-
Capillary-Anordnung keinen grofen Einfluss auf den Detektor besitzen. Auf Grund des
starken Abfalls des elektrischen Feldes am Ende der Kapillare kommt es zu einer gewissen
Entkopplung von Detektor und Hochspannung [Huang et al., 1991].

Hinsichtlich ihres Aufbaus é&hnelt die End-Capillary-Anordnung der bei der
elektrochemischen Detektion in FIA und HPLC angewendeten Wall-Jet-Anordnung. Die
Wall-Jet-Anordnung ist durch einen freien Fliissigkeitsstrahl gekennzeichnet, der sich iiber
mehrere  Millimeter erstrecken kann. Auf Grund verdnderter Volumenstrome,
Kapillardurchmesser und des Stromungsprofils unterscheiden sich die Stromungsverhiltnisse
zwischen Wall-Jet- und End-Capillary-Anordnung. Die von Wilke (2002) gemachten
Berechnungen zum Stromungsschema bei Kapillaraustritt zeigen, dass man nicht von einem
geradlinigen Stromungsprofil auBerhalb der Kapillare sprechen kann. Die Stromung tritt etwa
halbkugelformig unter rascher Abnahme der Geschwindigkeit aus der Kapillare aus (Abb.
179).

Begrenzung der Arbeitselektrode

Arbeitselektrode

f; <«——— Stromungsprofil

2

Abbildung 179: Schematische Darstellung der aus dem Kapillarende austretenden Stromung.

Der an der Arbeitselektrode entstehende Strom wird durch konvektive Diffusion bestimmt.

Somit muss bei groferen Abstinden wegen rasch abfallender Stromungsgeschwindigkeit mit
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einer verringerten Signalintensitit und gegebenenfalls mit einer unerwiinschten
Signalverbreiterung durch Diffusion gerechnet werden [Wilke, 2002]. Der Abstand zwischen

Arbeitselektrode und Kapillarausgang sollte moglichst gering gehalten werden.

Temperatureffekte

Das gelegentliche Auftreten peakdhnlicher Signalkurven wie beispielsweise in Abb. 107
konnte auf bereits erwdhnte Temperatureffekte zuriickzufiihren sein (Kapitel V.4.4.1). Die auf
Grund des angelegten elektrischen Feldes entstehende Joulesche Wérme fiithrt zu einer
Induzierung eines radialen Temperaturgradienten in der Kapillare mit einem ansteigen der
Puffertemperatur (Abb. 180) [Crabtree, 2001]. Der daraus resultierende Einfluss auf den EOF

konnte zu Schwankungen des Signalverlaufs fiihren.

Kapillarwandung
AT

paraboli@ W Nd—— logarithmische Abnahme
Abnahme

umgebende Luft
Abbildung 180: Schematische

Darstellung  eines  induzierten
Temperaturgradienten in  einer
> Kapillare. T: Temperaturgradient,

\ 4

A

1D. i.D.: innerer Kapillardurchmesser,
‘T’ a.D.: duBlerer Kapillardurchmesser.

Verdunstungseffekte in den Reservoiren konnen eine Konzentrationserhohung in der
Kapillare erzeugen. Dadurch steigt die Ionenstirke des Puffers und die Konzentration des
Analyten. Somit kommt es zu einer Abnahme des elektroosmotischen Flusses mit dem
Ergebnis einer groferen Signalschwankung [Salomon et al, 1991]. Die resultierende
Verdnderung der Pufferkonzentration und des Fliissigkeitsvolumens in den Reservoiren hat
einen direkten Einfluss auf die Joulesche Wérme und den hydrodynamischen
Fliissigkeitsdruck in den Kapillaren. Damit korreliert auch eine mogliche Hydrolyse des
Wassers. Eine Pufferverarmung fiihrt dann ebenfalls zu einer Anderung der Ionenstiirke mit
den bereits erwéihnten Folgen. Da jedoch eine elektrophoretische Messung im Allgemeinen

nicht ldnger als 12 Minuten dauerte, kann dieser Effekte vernachlédssigt werden.
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Siphon-Effekt

Auf Grund unterschiedlicher  Fliissigkeitsniveaus in den Reservoiren durch
Verdunstungseffekte kommt es zu einer Uberlagerung von Elektroosmose und Elektrophorese
durch ein hydrodynamisches Druckprofil. Unterschiede in der Fiillhohe wiirden zu einem
Siphon-Effekt zwischen den Reservoiren fithren. Die lineare Flussrate bei unterschiedlicher
Fiillhohe der Reservoire Hohendifferenzen ist bei einer D-formigen Kapillarstruktur nach

Gleichung 35 zu berechnen [Boer et al., 1998].

B AhpgD; Ah: Filllhdhendifferenz  p: Dichte der Lésung g: Erdbeschleunigung;
Vp = (2*15,626)nL Dy: 4 (bei Kreuzungskapillaren) — m: Viskositét L: Kapillarlange

Gleichung 35: Berechnung der linearen Flussrate bei unterschiedlicher Fiillhohe der Reservoire.

Setzt man beispielsweise die Dichte und Viskositit von Wasser bei 20 °C ein, dann wiirde
eine Fiillhhendifferenz in den Seitenkapillaren von 1 mm zu einer linearen Flussrate von
6,9 * 10 m/s fiihren. Durch Berechnung der maximalen Fiillmenge in den Reservoiren war
eine genaue Abmessung der Fliissigkeitshohe gewihrleistet. Mdgliche Fiilldifferenzen sollten
auf Grund ziigig durchgefiihrter Messungen nur einen geringen Einfluss auf die Flussrate

haben.

LTCC-Keramikchips mit verzinnter Kontaktierung
Die Verwendung von LTCC-Keramikchips mit verzinnten Hochspannungskontakten hatte

3

zwei Griinde: 1. sollte die Leitfahigkeit durch eine “weichere” Auflage aus Zinn fiir die
Federkontakte verbesserter werden, 2. eine dickere und damit haltbarere Kontaktierung
herzustellen (Abb. 44b). Es zeigte sich jedoch, dass das Stromsignal bei doppelt so hoher
Pyrogallolkonzentration um 90 % geringer ausfiel. Zudem erhohte sich die Migrationszeit um
etwa 100 s (Abb. 108). Eine Verringerung der Schwankung von Basislinie oder Messsignal
wurde nicht beobachtet. Zudem konnte bei verzinnten Keramikchips kein Unterschied
zwischen Hochspannungskontakten aus Platin oder Gold beobachtet werden. Ebenso nicht bei
unterschiedlichen Arbeitselektroden (Gold oder Platin). Demnach diirften die verzinnten
Hochspannungskontakte aufgrund der sich ausbildenden Oxidschicht die Ursache fiir ein
hoheres Grundrauschen und eine geringere Signalhdhe sein. Der Aufbau der verzinnten
Mikrochips zeigt mehrere Metalle, die an der Kontaktierung der Hochspannungskontakte und

des Detektors beteiligt sind. Die Arbeitselektrode ist aus Gold oder Platin. Die

Leitungsbahnen und die duBeren Kontakte sind aus einer Palladium-Silber-Legierung. Auf die
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duBeren Kontakte wurde Lotzinn aufgebracht. Bei der Beriihrung zweier Metalle entsteht an
der Grenzfliche im Allgemeinen eine Ladungstrennung und damit eine elektrische
Doppelschicht. Die Ladungstrennung zwischen zwei Metallen erfolgt durch deren
unterschiedliche Elektronendichte. Dieses wird durch das elektronische Fermi-Niveau
beschrieben. Werden zwei Metalle mit unterschiedlicher Fermi-Energie in Kontakt gebracht,
so gleichen sich infolge der Ladungsverschiebung die Fermi-Niveaus an (Abb. 181) [Slater,
1967].

Metall 1 Metall 2 Metall 1 Metall 2

Abbildung 181: Entstehung eines Kontaktpotentials. Eine Beriithrungsspannung U wird ausgebildet,
wenn sich zwei Metalle mit unterschiedlichen Austrittsarbeiten W4, und Wa, beriihren (linke
Abbildung). Dabei gleichen sich die Fermi-Niveaus Eg; und Er, dadurch an, dass eine geringe Anzahl
von Elektronen aus Metall 1 in Metall 2 mit der groBeren Austrittarbeit fliet (rechte Abbildung).
Metall 2 wird gegeniiber Metall 1 negativ aufgeladen bis die Fermi-Niveaus iibereinstimmen (Quelle:
Marti und Plettl, Ulm).

Die dabei auftretende Differenz der Austrittsarbeiten ist die Kontaktspannung. Wenn die
beiden Kontakte eine unterschiedliche Temperatur besitzen, so beginnt ein Strom zu flieBen,
der sogenannte Thermostrom. Dieses Phdnomen bezeichnet man als Seebeck-Effekt. Dieser
Strom und das daraus resultierende elektrische Feld treten am Ubergangsbereich jeder Metall-
Metall-Kontaktfliche auf. Somit konnten Einfliisse auf den EOF (z.B. Verminderung des
Zeta-Potentials) zu der beobachteten Erhohung der Migrationszeit beitragen. Ursache fiir den
geringen Detektionsstrom wére moglicherweise eine Schwankung im Elektrodenpotential.

Die beschriebenen Messungen wurden mit kugelformigen Federkontakten durchgefiihrt. In
Kapitel V.4.2. wurde unter Beriicksichtigung einer sich ausbildenden Oxidschicht auf der
Kontaktoberfliche des Keramikchips der Nachteil kugelformiger Federkontakte dargestellt.
Verglichen mit spitzen Federkontakten sollte die Verwendung kugelformiger Kontakte zu
einer geringeren Abnutzung der externen Elektrodenkontakte fithren. Diese wiirden nur der
Elektrodenoberfliche aufliegen, wihrend spitze Kontakte in die Palladium-Silber-Legierung

eindringen.
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Dopamin wurde in einem LTCC-Keramikchip mit verzinnten &ulleren Kontakten unter
Verwendung der HSS- und der GBF-Halterung amperometrisch detektiert (Abb. 110).
Verglichen mit kugelformigen Federkontakten war bei nahezu identischer Migrationszeit der
Signalanstieg bei der Verwendung spitzer Federkontakte etwa 75 % hoher. Durch das
Hereindriicken eines spitzen Federkontaktes in das “weiche* Zinn ist wahrscheinlich eine
bessere Kontaktierung moglich. Die sich stdrend auswirkende Oxidschicht kann dann

vernachléssigt werden.

Systempeaks

Neben den Probenpeaks treten hédufig vor der eigentlichen Detektion so genannte
Systempeaks auf (Abb. 109 und 111). Unter Systempeaks versteht man nicht ndher definierte
Detektionssignale, die beispielsweise durch die Messapparatur oder angeschlossenen Geréte
entstehen konnen. Diese bewirkten bei der Verwendung von LTCC-Keramikchips einen
kurzzeitigen Abfall des Stromniveaus von bis zu 20 nA. Direkte Folgen auf Grund der
Probeninjektion konnten durch variable Injektionszeitpunkte ausgeschlossen werden. Diese
Systempeaks ergaben sich mdglicherweise durch indirekte Folgen der Probenzugabe auf
Grund von Konzentrationsstorung im Trennkanal [Poppe, 1992]. Bei der spiteren

elektrokinetischen Probeninjektion wurden solche Systempeaks nicht mehr beobachtet.

Elektrolytnachlauf aus den Seitenkapillaren

Bei der Trennkanalinjektion zeigten die bisher gemessenen Elektropherogramme
unterschiedlich verlaufende Detektionsstrome (beispielsweise Abb.107 und 111). Vermutet
wurde, dass es gelegentlich zu einem Nachlaufen der Losung aus den seitlichen Kapillaren
kommt. Um dieses zu bestétigen wurde Brenzkatechin in unterschiedliche Kavititen injiziert
(Abb. 112). Eine Probeninjektion in die seitlichen Kavititen fiihrte bei angelegter
Hochspannung iiber den Trennkanal zu einer starken Stromzunahme. Die dabei gemessene
Signalhohe von 60 nA war mit der einer Injektion in die Kavitdt des Puffereinlasses
vergleichbar (65 nA). Der Signalverlauf war jedoch unterschiedlich. Die Injektion der Probe
erfolgte immer in die Kavitit des Puffereinlasses. Daraus resultierende Schwankungen im
Signalverlauf sind wahrscheinlich auf ein ungleiches Nachlaufen von Elektrolytpuffer aus den

seitlichen Kapillaren zuriickzufiihren (Abb. 182).
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Abbildung 182: Schema
der Probenstromung bei
unterschiedlichen Injekt-
— ionen. A: Probeninjekt-
- ion in die Kavitdten 1, 2
und 3; B: Probeninjekt-
ion in Kavitit 2 und 3;
A * B * C * C: Probeninjektion in

L L | L | Kavitit 1.

Der dabei auftretende Verdiinnungseffekt der Probe wéhrend der Probenmigration fiihrte zu
Elektropherogrammen mit unterschiedlichem Signalverlauf (Abb. 107). Einige
amperometrische Elektropherogramme waren durch einen peakihnlichen Signalverlauf
gekennzeichnet. Andere wiederum durch ein starkes Fronting mit einer geringeren Signalhdhe
und plateaudhnlichem Kurvenverlauf. Auf Grund von Diffusion und elektroosmotischem
Fluss kommt es infolge des angelegten elektrischen Feldes zu einem seitlichen Einstrom in
den Trennkanal. Wurde die Probe in die Kavitdten 1-3 (Abb. 119) injiziert, kam es zu einem
etwa 30 % hoheren Anstieg des Stromsignals auf etwa 83 nA. Wahrscheinlich kommt es
wihrend der elektrophoretischen Trennung durch fehlende gegenldufige elektrolytische
Potentialstrome in den Seitenkapillaren zu einem Nachlaufen der Probenldsung in den
Trennkanal. Die sich daraus ergebene Verringerung der Trenneffizienz sollte durch

elektrokinetische Injektion unterbunden werden (Kapitel V.4.5.).

V.4.4.4. Amperometrische Detektion von Brenzkatechin in einem mit

APTES silanisierten LTCC-Keramikchip

Wie bereits in den Kapiteln V.3.1. und V.4.1. erldutert, kann durch Konditionierung der
Kapillaren mit KOH eine Erhdhung der Hydrophilie erreicht werden. Eine weitere
Moglichkeit zur Steigerung der Hydrophilie ist die Beschichtung der Kapillaroberfldche mit
geeigneten Reagenzien. Substanzen konnten so auf der Oberfldche immobilisiert werden, dass

bestimmte funktionelle Gruppe des Immobilisats die Oberflichenladung erhohen. Dabei
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besteht die Moglichkeit, bereits auf Glas- und Goldoberflichen getestete
Immobilisierungsprotokolle zu verwenden (Kapitel V.2.; Hartmann, 2004]. Beispielsweise
sollte nach Silanisierung der Kapillaren mit APTES und der Behandlung mit
Bernsteinsdureanhydrid die Oberflaiche mit Carboxylgruppen funktionalisiert vorliegen (Abb.
70). Diese konnten zur Erh6hung der Hydrophilie beitragen.

Die Beschichtung der Kapillaren mit APTES und Bernsteinsdureanhydrid fiihrte zu einer
eindeutigen Abnahme des Messsignals. Der Einfluss der Beschichtungschemikalien auf die
Messeinheit zeigte sich bei Testung der amperometrischen Detektoreinheit (Abb. 113). Dazu
wurde der Detektor vor und nach der Beschichtung durch direkte Injektion mit Brenzkatechin
getestet. Nach Silanisierung und Behandlung mit Bernsteinsdureanhydrid wurde ein etwa
75 % niedrigeres Stromniveau gemessen. Die Abnahme lésst sich durch die Beschichtung der
Elektroden erkldren. Die LTCC-Kapillaren lassen sich nicht ohne Kontakt der Elektroden mit
den Beschichtungsmaterialien befiillen. Dadurch wurden auch Elektroden hergestellt, die mit
Carboxylgruppen funktionalisiert waren. Durch die Untersuchungen von Hartmann (2004) ist
die Aminosilanisierung auf einer Goldoberfliche moglich. Da dies auch auf die
Referenzelektrode aus Silber zutrifft [Foster, 1996], fiihrte eine anschlieBende Inkubation mit
Bernsteinsdureanhydrid zur Ausbildung endsténdiger Carboxylgruppen auf der Arbeits- und
Referenzelektrode.

Der dabei auftretende Effekt des Elektroden-Foulings diirfte fiir die Verringerung des Signals
bei der Trennkanalinjektion von Brenzkatechin (Abb. 114) von 42 nA auf 17 nA
verantwortlich sein (Abb. 183).

—Au OH
o | OH
—AuU- - - - Silan —NHN + >
@]
—Au o
Carboxylfunktionalisierte Arbeitselektrode Brenzkatechin
OH
—AuU
O~
—AuU- --- Silan—NH
@]
—Au o

Veresterung von Brenzkatechin mit der carboxylfunktionalisierten Arbeitselektrode

Abbildung 183: Veresterung einer mit Carboxylgruppen funktionalisierten Goldoberfliche mit
Brenzkatechin.



254 Diskussion

Auf Grund der Carboxylgruppen wird Brenzkatechin iiber eine Esterbindung an die
Oberflache gebunden. Somit steht ein Teil der Probe nicht mehr zur Umsetzung an der
Oberfliche der Arbeitselektrode zur Verfiigung. AuBerdem ist der Weg zur
Elektrodenoberflache flir weitere Probenmolekiile gestort. Dies tritt ebenfalls bei einer
moglichen Quervernetzung der gebundenen Brenzkatechinmolekiile auf. Die Abgabe des
ersten Elektrons bei der Elektro-Oxidation des Brenzkatechin fiihrte zu einer Radikalbildung.
Diese Radikale koénnen sehr leicht polymerisieren und das entstanden Polymer, wie
beispielsweise Polychinon, sich auf der Elektrodenoberfldche ablagern [Hilmi, et al., 1997].

Durch die Beschichtung der Referenzelektrode konnte zudem eine Verdnderung des
angelegten Elektrodenpotentials bei der Oxidation von Brenzkatechin eintreten. Dies wiirde

ebenfalls in einem abnehmenden Stromsignal resultieren.

V.4.4.5. Trennung und Detektion von Polyphenolgemischen

Basierend auf der Trennkanalinjektion sollten Polyphenolgemische amperometrisch detektiert
und die einzelnen Probenbestandteile auf Grund ihrer Migrationszeit differenziert werden.
Dabei wurden zunichst Gemische aus zwei Polyphenolen getestet (Dopamin-Brenzkatechin
und Dopamin-Pyrogallol), die sich auf Grund ihrer Migrationszeiten trennen lieBen (Abb.
115). Dabei ist die elektrophoretische Mobilitit der Proben (Migrationszeit) von der
elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit und vom elektroosmotischen Fluss
abhidngig. Diese hingen wiederum von der Ilonenstitke und dem pH-Wert des
Elektrolytpuffers ab. Dadurch wird sowohl GroB3e und Stabilitit des EOF bestimmt, als auch
die Eigenladung der Probenmolekiile (Abb. 11).

Das biogene Amin Dopamin hatte mit 107 + 2,7 s die niedrigste Migrationszeit. Dies war
erwartungsgeméll durch den pH-Wert des verwendeten Elektrolytpuffers erklarbar. Die
Aminogruppe von Dopamin ist bei pH-Werten um 7,0 positiv geladen (Abb. 187) [Giz and
Tao, 1999].

Die Wanderungsgeschwindigkeit resultiert aus elektrophoretischer und elektroosmotischer
Mobilitdt und ist dabei nur von der elektrophoretischen Geschwindigkeit abhingig. Durch die
positive Ladung einer Probe ist die elektrophoretische Mobilitdt zur Kathode beispielsweise
hoher als bei einem ungeladenen Molekiil (Abb. 12). Verglichen mit Brenzkatechin und
Pyrogallol die geringer positiv geladen sind, fiihrte dies zu einer hoheren

Wanderungsgeschwindigkeit (4,3*107% + 0,1¥10 cm*s™).
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Fiir Brenzkatechin und Pyrogallol wurden Wanderungsgeschwindigkeiten von 3,3*107 +
2,6¥10° em*s” und 3,1*¥10” £ 1,7%10° cm*s" berechnet. Ursache fiir die Differenz der
Wanderungsgeschwindigkeit ist die Anzahl der Hydroxylgruppen am Benzolring (Abb. 40).
Pyrogallol (pKs 8,55) besitzt unter den vorliegenden Versuchsbedingungen auf Grund der
zusitzlichen Hydroxylgruppe am Benzolring eine negativere Eigenladung als Brenzkatechin
(pK;s 8,85). Somit wirkt dem elektroosmotischen Fluss (Wanderung zur Kathode) eine groBere
elektrophoretische Mobilitdt entgegen. Die Zunahme der Wanderungsgeschwindigkeit bei
Erhohung der Hochspannung ist durch die Proportionalitit von Geschwindigkeit zur
elektrischen Feldstidrke erklarbar. Eine Trennung von Brenzkatechin und Pyrogallol war
ungeachtet der unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten nicht méglich. Die Effizienz
bzw. die Auflosung des elektrophoretischen Trennsystems ist unter den gegebenen
Versuchsbedingungen zu gering.

Bei einer Injektion des Gemisches in die Kavitit des Pufferreservoirs wurde ein
stufenformiger Signalverlauf erwartet. Ein Grund fiir den beobachteten peakdhnlichen Verlauf
des Signals diirfte das bereits in Kapitel V.4.4.3. beschriebene Nachlaufen des
Elektrolytpuffers aus den Seitenkapillaren sein. Der resultierende Verdiinnungseffekt oder das
Entstehen einer separierten Probenzone (sample-plug) wiirden zu einer geringeren
detektierbaren Probenmenge am Detektor fithren. Dies wire ein Grund fiir die nicht
durchfithrbare Trennung eines Gemisches aus Dopamin, Brenzkatechin und Pyrogallol mit
Hilfe der Trennkanalinjektion (Tab. 26). Die Migrationszeiten stimmten mit denjenigen der
Einzelmessungen iiberein.

Wie bereits erwdhnt, kommt es moglicherweise bei der amperometrischen Detektion von
Brenzkatechin und Pyrogallol aufgrund nahezu identischer Wanderungsgeschwindigkeiten zu
Uberlagerungseffekten (Abb. 116). Durch eine unscharfe Fokussierung der Probenbande und
mogliche Adsorptionseffekte an der Kapillarwand (Kapitel V.4.5.2.2.) werden
moglicherweise beide Substanzen nahezu zeitgleich an der Arbeitselektrode elektrochemisch
umgesetzt. Auf Grund zu geringer Differenzen in den Migrationszeiten, ist unter diesen
Bedingungen keine einzelne Detektion mdglich. Bei der Oxidation von Brenzkatechin zu
ortho-Chinon handelt es sich um eine Gleichgewichtsreaktion mit einem radikalischen
Zwischenprodukt. Diese konnen polymerisieren und sich als Polymer auf der Oberfliche
anlagern (Elektroden-Fouling). Ob bei einer elektrochemischen Oxidation zuerst der
Elektronentransfer mit anschlieBender Protonentibertragung stattfindet oder umgekehrt, hangt
vom pH-Wert, dem Potentialbereich, dem Elektrodenmaterial und dem Analyten ab. Bei

neutralem pH-Wert lauft die Reaktion nach folgendem Schema ab:
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Abbildung 184: Schema der Oxidation von Brenzkatechin (QH,) zum ortho-Chinon (Q).

Pyrogallol und Dopamin kénnen ebenfalls zu Chinon-Derivaten umgesetzt werden (Abb.

185).

1/2 02 HZO

OH o
| OH 0
L+ :
OH OH
NH, NH,
+172 o, + H,O
HO O
OH O

Abbildung 185: Oxidation von Pyrogallol und Dopamin zum entsprechenden Chinon.

Somit wire die Diffusion der Analyten zur Elektrodenoberfliche bei der Ausbildung von
Foulingschichten auf der Elektrodenoberflidche der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Die
elektrochemische Umsatzrate der einzelnen Polyphenole wiirde abnehmen und als
peakformiger Verlauf in den Elektropherogrammen sichtbar werden.

Nach dem Austausch von Brenzkatechin gegen Phloroglucin konnte ein Gemisch aus drei
Polyphenolen erfolgreich auf Grund ihrer Migrationszeiten differenziert werden. Phloroglucin
besitzt mit 2,6¥10 + 1,9%107 cm*s™ eine etwa 20 % niedrigere Wanderungsgeschwindigkeit
als Brenzkatechin. Von Pyrogallol unterscheidet es sich lediglich in der Positionierung einer
Hydroxylgruppe. Der Unterschied in der Wanderungsgeschwindigkeit von etwa 20 % ist
durch den geringeren pKs-Wert von 7,95 (Phloroglucin) zu 8,55 (Pyrogallol) erklarbar. Unter
Beriicksichtung der Versuchsbedingungen besitzt Phloroglucin eine etwas negativere
Eigenladung als Pyrogallol. Damit ist zwar die elektrophoretische Mobilitit groBer, die
effektive Mobilitdt zur Kathode jedoch geringer. Die zeitliche Differenz der Migrationszeiten
ist somit fiir eine Trennung der Polyphenole ausreichend. Weiterfiihrende Messungen sollten

mit Hilfe der elektrokinetischen Injektion durchgefiihrt werden.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass eine amperometrische Detektion von Polyphenolen
mit LTCC-Keramikchips moglich war. Dabei zeigte sich, dass solche mit verzinnter
Kontaktierung nur unzureichend fiir kapillarelektrophoretische Trennungen geeignet sind.
Verminderte  Signalhdhe,  Ausbildung von  Oxidschichten an den externen
Elektrodenkontakten und die damit verbundene hohere Schwankung von Basislinie und
Messsignal sind Nachteile verzinnter LTCC-Keramikchips. Es zeigte sich, dass die
Seitenkapillaren bei der Probeninjektion in die Kavitdt des Pufferreservoirs zu einem
Nachlaufen des Elektrolytpuffers in den Trennkanal fiihren. Dies und die End-Capillary-
Anordnung diirften die Hauptgriinde fiir das Fronting bzw. Tailing der Peaks sein.

Die Beschichtung von Kapillaren mit APTES und Bernsteinsdureanhydrid zur Erh6hung der
Hydrophilie fiihrten zu keiner Verbesserung des Messsignals. Die Abnahme des Stromsignals
von durchschnittlich 50 % resultierte aus einem Elektroden-Fouling mit den
Beschichtungschemikalien und den damit verbundenen Reaktionen mit der Probe. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass sich Gemische aus drei Polyphenolen mit Hilfe der

Trennkanalinjektion auf Grund ihrer Migrationszeit unterscheiden lassen.

V.4.5. Elektrokinetische Injektion von Polyphenolen in LTCC-

Keramikchips

Das Injektionsvolumen in kapillarelektrophoretischen Trennsystemen muss zur Erh6hung der
Trenneffizienz im Bereich weniger Nanoliter liegen, um den Beitrag zur Bandenverbreiterung
gering zu halten. Die Injektion der Probe in die Kavitdt des Puffereinlasses fiithrt auf Grund
des hohen Probenvolumens zu einer geringen Trenneffizienz. Somit sollte die Probe
elektrokinetisch injiziert werden. Durch einen Versatz im Kreuzungsbereich zwischen den
Seitenkapillaren von etwa 210 pum sollte im Idealfall ein Volumen von ca. 1,5 nl mit Hilfe der

pinched-Injektion zur Kathode transportiert werden (Abb. 43a).

V.4.5.1. Reinigung der Elektrodenkontakte

Mit zunehmender Anzahl an Messungen kam es zu einer Abnahme des Signals auf Grund von
Ablagerungen auf der Arbeitselektrode (Kapitel V.4.2.). Aus diesem Grunde wurden
verschiedene Sduren und Laugen getestet (Tab. 28). Salpetersdure und konzentrierte Siuren
sollten mogliche Etherverbindungen, die durch Kondensationsreaktionen zwischen den

Hydroxylgruppen der einzelnen Polyphenole entstanden sind, spalten konnen. Jedoch fiihrte
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lediglich Konigswasser, ein Gemisch aus Salzsdure und Salpetersdure, zu einer Entfernung
der Ablagerungen. Moglicherweise wird durch beide Substanzen die oxidative Wirkung

verstarkt.

Eine weitere Ursache konnte die Entfernung der Ablagerungen durch die oxidierende
Wirkung von Chlor und Nitrosylchlorid auf das Gold der Arbeitselektrode sein (Gleichung
35).

Au + HNO, + 3HCl —> AuCl, + NO + 2 H,0
Gleichung 32: Zersetzung von Gold durch Koénigswasser zu einem Chloro-Komplex.

Die hohe Konzentration von Chloridionen steigert die Loslichkeit von Edelmetallen, die in
Form anionischer Chloro-Komplexe gelost werden. Das Silber der Referenzelektrode wird
dabei nicht angegriffen, da dieses durch Bildung einer unldslichen Silberchloridschicht
weitestgehend geschiitzt wird. Durch Konigswasser konnte die oberste Goldschicht,
zusammen mit den Ablagerungen, abgeldst worden sein. Nachteilig ist, dass dieses Verfahren
zu einer langsamen Auflosung der aus Gold bestehenden Arbeitselektrode fiihrt.

Eine weniger angreifende Moglichkeit besteht in der Verwendung einer bipolaren
Rechteckspannung von £ 1,8 V bei 30 Hz fiir die Dauer von 30 Sekunden [Martin et al.,
2002].

V.4.5.2. Amperometrische Detektion von Polyphenolen nach

elektrokinetischer Injektion

Eine sehr weit verbreitete Methode zur elektrokinetischen Injektion  bei
Mikrototalanalysensystemen ist die pinched-Injektion [Lin et al., 2004]. Dabei wird {iber den
Injektionskanal eine Injektionsspannung angelegt und durch Umschaltung der Potentiale die
sich im Versatz befindliche Probenmenge zum Detektor transportiert (Abb. 17). Als
phenolische Modell-Komponenten wurden die Polyphenole Brenzkatechin, Dopamin,
Pyrogallol, Gallusséure, Phloroglucin, Quercetin, Resveratrol, Resorcin und Kaffeesdure
verwendet. Dabei lag aufgrund von Vorversuchen der Fokus auf Brenzkatechin, Dopamin,

Pyrogallol, Gallussdure. Von diesen wurden bereits vergleichende kapillarelektrophoretische
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Messungen auf fused-silica und LTCC durchgefiihrt. Zudem waren die elektrochemischen

Detektionen mit LTCC-Keramikchips reproduzierbar durchfiihrbar.

V.4.5.2.1. Brenzkatechin

Alle Messungen der elektrokinetischen Injektion waren durch eine negativ verlaufende
Basislinie gekennzeichnet. Anderungen der Potentialstréme durch unterschiedliche Schaltung
der Hochspannungskontakte fiihrten zu keiner signifikanten Verbesserung. Zudem zeigten die
Elektropherogramme, dass ein Stromanstieg lediglich bis zur Nullstromlinie erfolgte
(beispielsweise Abb. 121).

Moglicherweise konnen Hochspannungseffekte, die auf die Arbeitselektrode wirken, Ursache
fiir die negativ verlaufende Basislinie sein. Wie bereits erldutert, kann die Hochspannung
infolge der galvanischen Kopplung iiber den Elektrolyten die Arbeitselektrode beeinflussen
[Wilke, 2002]. Huang (2001) publizierte, dass es bei End-Capillary-Anordnungen zu einer Art
Entkopplung von Detektor und Hochspannung kommt. Ursache ist der Abfall des elektrischen
Feldes am Ende der Kapillare. Da dieser Effekt nicht bei der Trennkanalinjektion auftrat,
muss die Ursache in den zusétzlich angelegten Potentialen der Injektionskontakte liegen. Bei
der Trennkanalinjektion wurden diese nicht bendtigt. Moglicherweise beeinflussen die
Potentiale der Seitenkapillaren das elektrische Feld iiber den Trennkanal und fithren somit zu
keiner vollstindigen Entkopplung von Hochspannung und Detektor. Ein weiterer Grund
konnte die Positionierung der Arbeitselektrode vor den Kapillarausgang sein, die im Bereich
von 5-20 um liegen sollte [Lacher und Lunte, 2004]. Diese ist, herstellungsbedingt, bei den
verwendeten LTCC-Keramikchips weiter vom Kapillarausgang positioniert (Kapitel
V.4.4.3.). Somit konnte es zu einer Storung der von Huang (1991) erwidhnten Entkopplung
von Hochspannung und Detektor kommen.

Ein Losungsansatz wire die Integration eines Entkopplers aus Palladium [Lacher und Lunte,
2004; Chen et al.,, 2001]. Dabei ist die Arbeitselektrode ohne Einfluss der angelegten
Hochspannung frei in der Kapillare positionierbar. Nachteilig ist die komplizierte Herstellung
und die schwierige Handhabung. Zudem muss der Entkoppler eine optimale Position zur
Arbeitselektrode aufweisen [Lacher und Lunte, 2004]. Deshalb wurde die Entwicklung und
der Einbau eines Entkopplers in LTCC-Keramikchips vorerst noch nicht realisiert.

Die aufgezdhlten Griinde konnten auch die “Deckelung™ des Detektionssignals verursachen
(Abb. 121). Nach dem Signalanstieg von —25 nA auf nahezu 0 nA kommt es zur Ausbildung
eines Signalplateaus iiber einen Zeitraum von etwa 300 s. Unter Berlicksichtigung der

eingesetzten Konzentration wurde ein mehr als doppelt so hoher Anstieg erwartet. Erst die
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Verwendung einer niedriger konzentrierten Probenlosung fiihrte zur Ausbildung eines
Signalpeaks (Abb. 128). Hohe Konzentrationen kénnen zu einer ,,Uberladung® der Kapillare
fiihren.

Inwiefern die elektrokinetische Injektion einen signifikanten Einfluss auf den Signalverlauf
hat, sollte durch zwei Trennmethoden getestet werden (Abb. 119). Bei der einen Methode
wurden wihrend des Trennmodus die Injektionskontakte auf hochohmig geschaltet, bei der
anderen auf 80 % der angelegten Trennspannung. Ziel war es, einen moglichen Nachlauf der
Probe aus den Seitenkapillaren in den Trennkanal zu unterbinden. Die hochohmige Schaltung
der Injektionskontakte fiihrte bei der amperometrischen Detektion von Brenzkatechin zu
einem Stromanstieg von 20 nA, bei einer Migrationszeit von 160 s. Eine Erhohung des
Stromsignals auf 24 nA und der Migrationszeit auf 177 s wurde bei Schaltung der
Injektionskontakte auf 80 % der angelegten Trennspannung ermittelt. Verglichen mit der
durchschnittlichen Migrationszeit von 134,2 + 15,1 s wurde eine Erhéhung von etwa 20 %
beobachtet. Die Ursachen dafiir sind vielfiltig: unterschiedliche Reservoirfiillhdhen mit dem
Resultat eines hydrodynamischen Fliesprofils, Anderung der Ionenstirke durch Verdunstung
oder Joulesche Wirme mit dem Ergebnis einer Verringerung der elektroosmotischen
Geschwindigkeit, Oxidationsprozesse an der Arbeitselektrode (Kapitel V.4.2.) oder
Adsorptionsprozesse an der Kapillarwand (Kapitel V.4.5.2.2.).

Die Potentialstrome der Injektionskapillaren zeigten bei einer hochohmigen Schaltung einen
geringen Stromfluss von wenigen Mikroampere. Dies ist ein bei der traditionellen Doppel-T-
Injektionsmethode auftretendes Phinomen und Ursache fiir ein Nachlaufen der Probe aus dem

Injektions- in den Trennkanal [Lin et al., 2004].

A
=

Abbildung 186: Schematische Darstellung der Potentialkonturen (links) und Geschwindigkeitsprofile
(rechts) bei der Doppel-T-Injektionsmethode im Kreuzungsbereich. Die Zahlen geben die
Potentialgradienten in den Kapillaren wieder [Lin et al., 2004].

Nach dem Modell von Lin (2004) kommt es zu einem Gradientengefille zwischen den

einzelnen Reservoiren (Abb. 186). Dies fiihrt zu einer verstirkten elektrokinetischen Kraft,
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die auf den Elektrolytpuffer einwirkt mit dem Ergebnis eines Probennachlaufs aus den
Seitenkapillaren. Dieser Effekt steigt mit zunehmender Trennspannung. Dieser Effekt sollte
sich durch Schaltung der Injektionskontakte auf 80 % der Trennspannung minimieren bzw.
ausschalten. Bei einer solchen Schaltung der Hochspannungskontakte summieren sich
aufgrund des 2. Kirchhoffschen Gesetzes, im Kreuzungsbereich alle Teilspannungen eines
Umlaufs bzw. einer Masche in einem elektrischen Feld zu 0 V. Dies sollte somit auch fiir die
einzelnen Kapillarabschnitte und demnach des Kreuzungsbereiches der LTCC-Keramikchips
zutreffen. Verglichen mit einer hochohmigen Schaltung betrugen die Potentialstrome bei fast
allen Messungen 0 Ampere. Der in den Seitenkapillaren gemessene Strom machte den
Einfluss der Potentialstrome, die sich auf Grund des hoéheren elektrischen Gradienten
ausbildeten, auf den elektroosmotischen Fluss deutlich. Positive Potentialstrome fithren zu
einem Nachlaufen der Probe und einem schnelleren EOF des Elektrolytpuffers [Lin et al.,
2004]. In dieser Arbeit filihrte dies zu einer verkiirzten Migrationszeit der Probe zur Kathode.
Keine Potentialstrome wurden bei Schaltung der Injektionskontakte auf 80 % der
Trennspannung gemessen. Somit wird der Einfluss auf den elektroosmotischen Fluss
unterbunden mit dem Resultat einer ldngeren Migrationszeit. Zudem sollte aus den seitlichen
Kapillaren keine Probe nachlaufen. Wie in Kapitel V.4.4. erlautert, zeigte sich das Phianomen
jedoch auch bei dieser Methode der elektrokinetischen Injektion. Die Testung des
Elektrolytpuffers mit verschiedenen Hochspannungsnetzgerdten bei unterschiedlicher
Kontaktierung der Injektionskontakte fiihrte zu keinem signifikanten Unterschied im
Signalverlauf der Basislinie (Abb. 120).

Um diesen Effekt der verstirkten Potentialstrome weiter zu untersuchen, wurde die Spannung
auf 60 % der angelegten Hochspannung verringert (Abb. 122). Es wurde ein negativer
Potentialverlauf an den Injektionskontakten beobachtet. Somit sollte sich der Probenfluss in
den Seitenkandlen von der Kreuzungszone wegbewegen und zu einer Verringerung der
Puffergeschwindigkeit fiihren. Verglichen mit einer Schaltung der Injektionskontakte auf
80 % der Trennspannung erhohte sich die Migrationszeit bei Brenzkatechin um etwa 15 % auf
209 s. Eine einfache Methode zur Untersuchung von FlieBverhalten in mikrofluidischen
Strukturen ist die Verwendung von Farbstoffen wie beispielsweise Rhodamin B. Auf Grund
des nicht transparenten Charakters der LTCC-Keramikchips ist eine solche Kontrolle ohne
zusitzliche, komplizierte Lichtleiterkonstruktionen nicht moglich [Golonka et al., 2005].

Die Verringerung der Brenzkatechinkonzentration fithrte zur Abnahme von Signalhdhe und
Peakfliche (Abb. 123 und 124). Beispiclsweise wurde bei einer 25 uM Ldsung eine
Signalhdhe von 6 nA und eine Peakbreite von etwa 50 s beobachtet (Abb. 125). Eine

Erh6éhung der Konzentration um den Faktor 10 fiithrte zu einer Erhohung der Peakbreite um
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das Vierfache. Die Peakbreite ist ein wichtiger elektrochemisch-analytischer Parameter zur
Beurteilung der Trenneffizienz eines mikrofluidischen Trennsystems. Peakbreite und
Peakform sind verglichen mit anderen pTAS-Applikationen auf LTCC-Keramikchips sehr
gro3 und unsymmetrisch [Henry et al., 1999]. Trotzdem konnte unter Beriicksichtigung der
Peakflache ein linearer Verlauf der Kalibrationsgeraden im Bereich von 0,025 mM bis 1 mM
beobachtet werden.

Fir die Bandenverbreiterung in den getesteten LTCC-Keramikchips sind die folgende
Ursachen verantwortlich:

Durch die End-Capillary-Anordnung kommt es auf Grund von Diffusionseffekten zu einer
Bandenverbreiterung und somit Effizienzverlust [Martin et al., 2002]. Das Nachlaufen der
Probe ist das Ergebnis unterschiedlicher Potentialgradienten zwischen den Kapillaren (Abb.
186). Eine verminderte Probenzonierung kann durch Bereiche unterschiedlicher Leitfdahigkeit
entstehen [Wiitzig und Giinter, 2003]. Zudem kénnen Uberladungseffekte in den Kapillaren
auftreten.

Ren und Li (2002) zeigten durch theoretische Modelle zu mikrofluidischen Prozessen, dass
eine kleine Probenzone und somit groere Komprimierung durch Zunahme der
elektroosmotischen Mobilitdt erreicht werden kann. Zudem wurde eine komplexe
Abhingigkeit der Probenzone von Hochspannung, Injektions- und Trennmodus und vom
Langenverhdltnis Injektions- zu Trennkanal dargestellt [Ren und Li, 2002]. Die
elektrokinetischen Trennmethoden und das Langenverhéltnis der Kapillaren der verwendeten
LTCC-Keramikchips korrelieren weitestgehend mit den von Ren und Li (2002) angegebenen
Daten. Dabei wurde der Einfluss unterschiedlicher Kapillardurchmesser von Injektions- und
Trennkanal auf die elektrokinetische Injektion und das Probenvolumen getestet.
Unterschiedliche KapillargroBen von Injektion und Trennung (Verhédltnis Durchmesser
Trennkanal zu Durchmesser Injektionskanal 1:2 bzw. 2:1) fithrten zu einer Verringerung des
Probenvolumens. Auf Grund der resultierenden Anderung des elektrischen Feldes kommt es
zu einer Anderung des Probenvolumens wihrend des Injektionsprozesses. Eine Verbesserung
des Injektionsprozesses ist bei unterschiedlichen Kapillardurchmessern nicht gegeben [Ren
und Li, 2002]. Eine weitere Moglichkeit besteht in der geringen Feldstirke von 86,4 V*cm?®.
Durch Verringerung der Injektionszeit und Erhéhung der Trennspannung wiirde man eine
Minimierung der Bandenverbreiterung erreichen. Die Vormigration der Probe in den
Trennkanal wiirde sich unter Ausbildung einer stirker fokussierten Probenzone verringern
[Jacobson et al., 1994].

Vergleicht man unterschiedliche kapillarelektrophoretische Trennsysteme muss unter

Beriicksichtigung der elektrischen Feldstidrke und der elektrophoretischen Trennstrecke, die
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effektive elektrophoretische Mobilitdt herangezogen werden. Die durchschnittliche effektive
Migrationszeit (Wanderungsgeschwindigkeit) beriicksichtigt zwar die effektive Trennstrecke,
jedoch nicht die elektrische Feldstirke. Fiir Brenzkatechin wurde eine effektive
Migrationszeit von 3,1”‘10'2 + 2,5"‘10’3 cm*s! ermittelt. Unter Beriicksichtung der Feldstirke
von 86,4 V*cm™ betrug die effektive elektrophoretische Mobilitit 3,5%10™ cm?®s™'*V™".
Anwendungen mit fused-silica Kapillaren zeigten bei dhnlichem pH-Wert -effektive
elektrophoretische Mobilitdten von 4,0*10"4 cmz*s'l*V'l[Huang et al., 1991; Tsuda et al.,
1983]. Bei einem vergleichenden LTCC-Trennsystem wurde mit 3,0¥10* cm®*s'*V™' bei
pH 7,0 eine 17 % geringere Mobilitdt ermittelt [Henry et al., 1999].

Unterschiede in dem zu Henry et al. (1999) getesteten Trennsystem auf LTCC-Basis bestehen
in der Verwendung eines LTCC-Keramikchips mit integrierter Elektrodenkontaktierung und

einer Arbeitselektrode aus Gold.

V.4.5.2.2. Dopamin

Der Neurotransmitter Dopamin wurde unter vergleichbaren Versuchsbedingungen getestet.
Die amperometrische Detektion fiihrte zu keiner Verbesserung der Bandenverbreiterung und
somit der Trenneffizienz (Abb. 128). Betrachtet man die Peakbreite, wurde im
Konzentrationsbereich von 0,025 mM bis 0,25 mM lediglich eine Vergroferung um etwa
30 % auf 65 = 2,6 s beobachtet (Abb. 130). Erst eine Konzentration von 0,5 mM fiihrte zu
einer VergroBerung der Peakbreite um etwa 80 % auf 117,7 £ 10,5 s. Ein plateaudhnlicher
Signalverlauf mit der bereits erwidhnten Begrenzung der Signalhohe wurde ab
Konzentrationen von 0,5 mM beobachtet. Somit fithrten hohere Konzentrationen zu einer
Verbreiterung des Peaks auf Grund von Fronting und Tailing. Dessen ungeachtet wurde im
Bereich von 0,025 mM bis 0,5 mM ein linearer Verlauf der Kalibrationsgeraden von
Peakflache zur Konzentration beobachtet (Abb. 129).

Trotz unterschiedlicher Konzentrationen sollte bei allen Versuchen dieselbe Migrationszeit
ermittelt werden. Die Mobilitdt eines Analyten ist bei kapillarelektrophoretischen
Trennsystemen nicht von der eingesetzten Konzentration sondern seiner Eigenladung
abhingig [Kuhn, 1995]. Innerhalb dieser Messungen wurden Migrationszeiten im Bereich von
108 s bis 129 s ermittelt (Abb. 128). Eine weitere Erklidrung der unterschiedlichen
Detektionszeiten und der Bandenverbreiterung ist moglicherweise die Adsorption der Probe
an der Kapillarwand. Auf Grund der elektrochemisch-kathodischen Detektion muss eine

negative geladenen Oberfliche fiir den elektroosmotischen Fluss vorliegen. Da beispielsweise
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Dopamin unter den vorliegenden Versuchsbedingungen positiv geladen ist, kdnnte es zu

ionischen Wechselwirkungen mit der Kapillaroberflaiche kommen (Abb. 187).

H |lo—
-
B \H _—
H |O— | Abbildung 187: Méglichkeit ionischer
HO T Interaktion von Dopamin mit der LTCC-
Kapillaroberflédche.
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Wesentliche Bestandteile der keramischen Folien sind Metalloxide wie beispielsweise SiOs,
ALO; oder PbO [Wagner, 2004]. Nach dem Sintern zeigt die Keramik tiberwiegende Anteile
von Korund und Anorthit (siehe Kapitel V.3.1.). Die dabei auftretende Silikatstruktur macht

die Adsorption von Polyphenolen iiber Hydroxylgruppen moglich (Abb. 188) [Yariv, 1996].

o~ ot o Si
— 7\ N
O-H —O o)
- N/ 7 Abbildung 188: Anlagerung von Brenzkatechin an
Si eine Silikatoberflache iiber Wasserstoff-
| O| / \ briickenbindung.

Polyphenole, die an die Kapillarwand adsorbieren, konnen zu unterschiedlichen
Migrationszeiten fiihren. Ein Grund besteht in der Stérung des elektroosmotischen Flusses.
Die Anlagerung von Polyphenolen fiihrt in dem adsorbierten Bereich zu einer Verringerung
des Zeta-Potentials. Ursache ist die Abhédngigkeit von einer geladenen Oberfliche und der
Dicke der elektrochemischen Doppelschicht. Verringert sich die Ladung und somit das
Potential in der Helmholtz- und Gouy-Chapman-Schicht in Folge einer Adsorption, kommt es
zu einer Abnahme des Zeta-Potentials (Abb. 14). Aufgrund der in Gleichung 16 dargestellten
mathematischen Abhéngigkeit resultiert daraus eine Abnahme der elektroosmotischen
Mobilitdt. Zudem wird durch Adsorption an der Kapillarwand die Anzahl elektrochemisch
detektierbarer Probemolekiile reduziert. Abhingig von der Stirke der Wechselwirkung kann
es zu einer spéteren Freisetzung der adsorbierten Bestandteile wihrend der Messung kommen.
Dies wire eine weiterer Beitrag zur Bandverbreiterung und wiirde somit die Trenneffizienz
verringern. Eine Moglichkeit zur Verringerung dieses Biofoulings wire die Beschichtung der
Kapillare mit Polyethylenglykol [Popat und Desai, 2004]. Dies konnte auf Grund der bereits

in Kapitel V.4.4.4. beschriebenen Verminderung des Fliissigkeitsstroms in den Kapillaren
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nicht durchgefiihrt werden. Ein weiteres Problem wurde durch die Beschichtung der
Elektrodenoberfliche mit den Silanisierungschemikalien beobachtet. Dies wiirde ebenfalls bei
der Beschichtung mit Polyethylenglykol auftreten. Zudem ist ein vollstdndiger Verschluss der
Kapillaren durch einen weiteren Immobilisierungsprozess nicht ausgeschlossen.

Die bereits erwidhnten Methoden zur Schaltung der Injektionskontakte (hochohmig, 80 % der
angelegten Trennspannung) wéhrend der elektrophoretischen Trennung wurden mit niedrigen
Dopaminkonzentrationen durchgefiihrt (Abb. 128 und Abb. 132). Vergleicht man die
amperometrischen Detektionen mit 50 pM und 25 puM wurde keine Verringerung der
Bandenverbreiterung beobachtet. Lediglich bei Schaltung auf 80 % der angelegten
Trennspannung wurde ein geringeres Signalrauschen und eine hohere Peakfldche ermittelt.
Mogliche Griinde dafiir kdnnen Joulesche Wérme, Verdnderungen des EOF, Elektroden-
Fouling an der Arbeitselektrode, Adsorptionsprozesse oder Einfliisse der unterschiedlichen
Elektrodenpotentiale sein. Bei beiden Injektionsmethoden lag die minimal gemessene
Peakbreite bei 47,3 s + 5,1 s. Die hochohmige Schaltung der Injektionskontakte fiihrt
moglicherweise zu einem Nachlaufen der Losung aus den Seitenkapillaren in den Trennkanal
[Lin et al., 2004]. Dieser Effekt sollte bei einer Schaltung auf 80 % der Trennspannung nicht
auftreten. Somit wire ein anderer Effekt fiir die Bandenverbreiterung verantwortlich (Kapitel
V.453).

Neben dem Hochspannungsnetzgerit der Fa. VIAelectronic wurde fiir die amperometrische
Detektion auch das selbstkonstruierte Hochspannungsnetzgeridt verwendet. Dabei wurden
keine signifikanten Unterschiede im Signalverlauf und der Messstabilitdt beobachtet.
Abweichungen gab es in der Migrationszeit und somit in der effektiven elektrophoretischen
Mobilitdt (Tab. 31). Eine um 2,5 % geringere Migrationszeit wurde mit dem
selbstkonstruierten HSPG gemessen. Unter Beriicksichtigung der Feldstirke und der
effektiven Trennstrecke vergroBerte sich dieser Wert von 4,1%* 10* cm®*s V! um etwa 9,0 %
auf 4,5%10 cm®s'*V!. Verglichen mit Brenzkatechin verringerte sich die Migrationszeit
um etwa 20 %. Dies ldsst sich durch die bereits erwéhnte positive Ladung von Dopamin und
die daraus resultierende hohere Wanderungsgeschwindigkeit zur Kathode erkldren. Die
Unterschiede in der Mobilitdt von Dopamin zwischen den Hochspannungsnetzgeriten sind
wahrscheinlich auf konstruktionsbedingt notwendige Anderungen des VIAelectronic Gerites
zuriickzufiihren.

Um den Einfluss des pH-Wertes auf die Migrationszeit und den Signalverlauf zu testen,
wurde Dopamin bei pH 9,0 amperometrisch detektiert. Die Migrationszeiten verringerten sich
dabei um durchschnittlich 30 %. Demnach erhdhte sich die effektive elektrophoretische
Mobilitit von 4,5%10* cm™s'*V"' um 30 % auf 6,0¥10* cm®s'*V"!' (Tab. 31). Die
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Abhingigkeit des elektroosmotischen Flusses vom pH-Wert erklirt die hoheren Mobilitdten
bei pH 9,0. Der EOF ist von der Dielektrizititskonstanten und der Viskositét des Puffers und
des Zeta-Potentials abhdngig (Gleichung 17). Wird der Elektrophoresepuffer konstant
gehalten, ist der EOF ausschlieBlich vom Zeta-Potential abhingig. Dieser basiert wiederum
auf der Oberflichenladung der Kapillaroberfliche. Somit fiihrt ein zunehmender pH-Wert zu
einem ansteigenden EOF. Die Grofle des elektroosmotischen Flusses wird in Abhédngigkeit

vom pH-Wert durch eine Hysterese-Kurve beschrieben [Lambert und Middleton, 1990].

V.4.5.2.3. Pyrogallol

Verglichen mit Dopamin wurde bei Pyrogallol eine grofere Peakfliche bei hochohmiger
Schaltung der Injektionskontakte beobachtet (Abb. 136). Bei Schaltung der
Injektionskontakte auf 80 % der Trennspannung verringerte sich diese um etwa 50 %. Da kein
Versuchsparameter gedndert wurde, ist dieser Effekt wahrscheinlich auf den Analyten
zurlickzufithren. Pyrogallol konnte beispielsweise eine geringeres Bio-Fouling an der
Kapillarwand verursachen. Ebenfalls ist ein ungleiches Elektroden-Fouling an der
Arbeitselektrode bei unterschiedlich geschalteten Injektionskontakten mdglich.

Die bereits erwdhnte Abhdngigkeit des elektroosmotischen Flusses vom pH-Wert wurde bei
Pyrogallol durch zusétzliche Messungen bei pH 4,9 untersucht (Abb. 137). Die Migrationszeit
verringerte sich von 238,0 + 15,9 s bei pH 4,9 um etwa 50 % auf 145,5 £ 12,8 s (HSPG
Eigenbau) bei pH 7,3. Um weitere 45 % auf 94,6 + 17,1 s nahm die Migrationszeit bei pH 9,0
ab. Der Grund dafiir ist die Abhédngigkeit des elektroosmotischen Flusses vom Zeta-Potential
und somit des pH-Wertes [Bohlin et al., 2005]. Eine signifikante Verbesserung der
Selektivitdit wurde bei pH-Werten # 7,3 nicht beobachtet. Dies zeigte sich auch bei den
Peakbreiten (Abb. 138). Verglichen mit Dopamin wurde bei Konzentrationen von 75 uM eine
Verringerung der Peakbreite von etwa 20 % auf 33,3 s = 0,5 s ermittelt. Ein Grund konnte die
geringe Fokussierung der Probe auf Grund des Nachlaufens aus den Seitenkapillaren sein.
Weitere Ursachen sind moglicherweise die geringe Hochspannung und die Injektionszeit. Je
hoher die angelegte Spannung, umso schneller ist die Migration bei einer Abnahme der
Bandenverbreiterung [Schwarz et al., 2001]. Dem gegentiber stehen die Untersuchungen von
Alarie et al. (2000). Dabei fiihren Feldstirken von mehr als 2 kV zu einer geringeren
Befiillung im Kreuzungsbereich und somit verringerter Signalhdhe. Da die
kapillarelektrophoretischen Messungen mit Hochspannungen von etwa 0,4 kV durchgefiihrt

wurden, sollte dies keinen Effekt auf die durchgefiihrten Messungen haben.
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Signalhohe und Peakfldche zeigten im Konzentrationsbereich von 0,075 mM bis 0,6 mM
einen linearen Verlauf der Kalibrationsgeraden (Abb. 139 und 140). Eine Erhohung der
Konzentration auf 15 mM fiihrte zu einer logarithmische Abhdngigkeit der Peakfliche von
der Konzentration. Ab einer Konzentration von 0,6 mM wurde kein peakformiger Verlauf des
Signals beobachtet. Somit fiihrte eine Konzentrationserhohung lediglich zu einer zeitlichen
Verlidngerung des Signalplateaus (Abb. 135). Wie bereits erwdhnt, ist der Grund fiir diesen
Signalverlauf moglicherweise der Einfluss der Hochspannung auf die elektrochemische
Detektionseinheit, in Folge unzureichender Entkopplung [Martin et al., 2002].

Die beiden Hochspannungsnetzgerite zeigten bei der amperometrischen Messung von
Pyrogallol nur geringe Unterschiede in den ermittelten Messwerten. Wie bereits bei der
Testung von Dopamin, zeigte sich eine etwa 3 % niedrigere Migrationszeit bei dem
selbstkonstruierten Hochspannungsnetzgeridt. Dieser Unterschied ist wahrscheinlich auf die
bereits erwdhnten Anderungen des VIAelectronic Gerites zuriickzufiihren (Kapitel
V.4.5.2.2.). Verglichen mit Dopamin und Brenzkatechin ist die Wanderungsgeschwindigkeit
um 30 % bzw. 11 % geringer. Die =zusitzliche Hydroxylgruppe im Vergleich zu
Brenzkatechin fiihrt zu einer partiell negativeren Ladung des Molekiils. Positiv geladene
Molekiile besitzen auf Grund der Summe -elektrophoretischer und elektroosmotischer
Mobilititen eine hohere Wanderungsgeschwindigkeit zur Kathode als negativ geladene
Molekiile.

Die Abhingigkeit der elektroosmotischen Geschwindigkeit vom pH-Wert des
Elektrolytpuffers flihrte zu unterschiedlichen effektiven elektrophoretischen Mobilitéten.
Somit verringerte sich diese bei pH 9,0 von 5,0¥10* cm™s'*V! um etwa 35 % auf
3,2*10'4 cm?*s ¥V bej pH 7,3 (Tab. 32). Eine weitere Abnahme um 40 % wurde bei pH 4,9
ermittelt. Ein Erkldrungsansatz der durch Lambert und Middleton (1990) gemachten
Abhingigkeit von pH-Wert und EOF wurde bereits in Kapitel V.4.5.2.2. gegeben.

V.4.5.2.4. Gallussaure

Wie bereits beschrieben sollten zur amperometrischen Detektion in LTCC-Keramikchips
verschiedene Polyphenole getestet werden. Der Fokus lag dabei auf Brenzkatechin, Dopamin,
Pyrogallol und Gallussdure. Verglichen mit Pyrogallol (pKs-Wert 8,55) besitzt Gallussdure
(pKs-Wert 8,25) eine zusitzliche Carboxylgruppe. Mit 197,6 £ 10,7 s (HSPG Eigenbau) und
223,5 £ 15,8 s (HSPG VIAelectronic) wurde eine etwa 30 % hohere Migrationszeit als bei

Pyrogallol ermittelt. Die zusidtzliche Carboxylgruppe erkldrt die hohere Migrationszeit. Das
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Molekiil ist negativ geladen und erfahrt somit eine gerichtete elektrophoretische Mobilitét zur
Anode. Da die Mobilitdit auf dem elektroosmotischen Fluss beruht, bewirkt eine
entgegengesetzt wirkende elektrophoretische Kraft eine langere Migration des Analyten zur
Kathode.

Die amperometrische Detektion von Gallussdure fithrte zu einer héheren Schwankung der
Basislinie und des Messsignals (Abb. 142). Ein moglicher Grund konnten unterschiedliche
pH-Werte und Ionenstirken zwischen Probenzone und Elektrolytpuffer sein. Der
resultierende Einfluss auf die elektrochemische Doppelschicht wiirde zu einer Verdnderung
des elektroosmotischen Flusses fiihren. Uberlagernde elektrophoretische Effekte wiren
dadurch ebenfalls moglich. Joulesche Warme, die sich auf Grund des angelegten elektrischen
Feldes bildet, oder eine hohere Umgebungstemperatur konnen zu Verdunstungseffekten und
Anderungen der Viskositit fithren. Die Folge wiren unterschiedliche Reservoirhdhen und
eine hohere Ionenstirke des Elektrolytpuffers. Anderungen der Fiillhdhe wiirden zu einem
laminaren Druckprofil in der Kapillare fiihren. Ein Riicklauf der Probe in den Trennkanal
konnte die Folge sein [Crabtree et al., 2001].

Die Peakbreite lag im Konzentrationsbereich von 0,5 mM bis 1,25 mM zwischen
63,3 s+ 6,1 sund 71,3 s = 14,2 s und damit 50 % hoher als bei Pyrogallol. Ursachen zu dem
Einfluss der Injektionsschaltung auf den Probennachlauf wurden durch die Arbeiten von Lin
et al. (2004), Ren und Li (2002) und Martin et al. (2002) bereits in Kapitel V.4.5.2.1. und
V.4.5.2.2. diskutiert.

Trotz der mdglichen Fehlerquellen einer amperometrischen Messung wurde eine lineare
Abhingigkeit der Signalhohe und der Peakflache von der Konzentration ermittelt (Abb. 143
und Abb. 146). Ablagerungen der Polyphenole oder deren Oxidationsprodukte auf der
Arbeitselektrode konnen mit zunehmender Messdauer zu einer Verringerung der
elektrochemische Umsitz fiihren [Moane et al., 1998].

Unter Beriicksichtigung der Trennstrecke betrdgt die durchschnittliche effektive
Migrationszeit von Gallussédure 1,9%10% + 1,2*¥107 cm*s™! (Mittelwert der verwendeten
Hochspannungsnetzgerite). Verglichen mit Pyrogallol entspricht dies einer Verringerung um
etwa 35 %. Die effektive elektrophoretische Mobilitdt verringerte sich um durchschnittlich
30 % auf 2,1*¥10” cm®s'*V"' (HSPG VIAelectronic) bzw. 2,4*10* cm®s'*V™' (HSPG
Eigenbau). Durch die Carboxylgruppe erfahrt das Molekiil unter den gegebenen Bedingungen

eine negative Ladung und wandert dadurch langsamer zum kathodenseitigen Detektor.
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V.4.5.2.5. Quercetin

Zusétzlich zu den bereits erwdhnten Polyphenolen wurden Quercetin, Resorcin, Resveratrol
und Kaffeesdure amperometrisch detektiert. Auf Grund der geringen Ldslichkeit von
Quercetin in wéssrigem Milieu waren amperometrische Messungen nur schwer durchfiihrbar.
In einem Wasser-Ethanol-Gemisch konnte Quercetin gelost werden. Die Verwendung eines
solchen Gemisches fiihrte jedoch zu einer erhohten Schwankung von Basislinie und
Messsignal [Kuhn, 1995]. Die Ursache liegt in der Beeinflussung des elektroosmotischen
Flusses durch organische Losungsmittel, die die Polaritit und Viskositdt des Elektrolyten
andern [Tran et al., 1991]. Beispielsweise sinkt durch den Zusatz von Methanol zur
Pufferlosung der elektroosmotische Fluss fast linear mit steigender Konzentration des
organischen Losungsmittels [Fujiwara und Honda, 1987]. Das Problem der
Bandenverbreiterung mit den bereits diskutierten Ursachen wurde ebenfalls bei der
elektrochemischen Detektion von Quercetin beobachtet. Auf Grund der geringen Loslichkeit
besteht die Moglichkeit einer Ausfillung wéhrend der Messung. Dazu konnen auch
Anderungen der Viskositit durch Joulesche Wirme oder pH-Gradienten im Trennkanal
flihren. Das Resultat wire eine abnehmende Signalhdhe aufgrund einer verringerten
elektrochemischen Umsetzung des Analyten an der Arbeitselektrode. Dies kann auch durch
Ablagerungen von Quercetin oder seiner Oxidationsprodukte verursacht werden. Ein
mogliches Oxidationsprodukt des Quercetins ist die Umsetzung zum Chinon am B-Ring-

System (Abb. 189).

HO + +

Abbildung 189: Oxidation des Brenzkatechinrests in Ring B von Quercetin zum Chinon.

Alle Hydroxylgruppe im Quercetin sind elektroaktiv [Brett und Ghica, 2003]. Die Umsetzung
zum Chinon am B-Ring erfolgt bei niedrigen positiven Elektrodenpotentialen von etwa 0,2
bis 0,3 V. Bei Elektrodenpotentialen zwischen 0,6 und 0,8 V erfolgt die Oxidation der
Hydroxylgruppen in Ring A [Brett und Ghica, 2003]. Weitere Griinde fiir eine geringe
Umsatzrate sind moglicherweise die GroBe des Analyten und die Kornung der

Arbeitselektrode. Je groer die Molekiile, desto geringer ist die Umsatzrate pro
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Elektrodenfliche. Mikroskopische Aufnahmen von Siebdruckleiterbahnen aus Gold sind
durch eine starke Kornung gekennzeichnet [Kulke et al., 2003]. Die zweidimensionale Fliche
der aus Gold bestehenden Arbeitselektrode bleibt bei jedem Chip erhalten. Bei einer
dreidimensionalen Betrachtung ist eine Anderung der Elektrodenoberfliche mdglich. Dies
wiirde ebenfalls zu Anderungen in der Signalhdhe fiihren.

Die lange Migrationszeit von 273,0 + 19,9 s lésst sich durch den pKs-Wert von 6,89 erkléren.
Verglichen mit Gallussdure besitzt das Molekiil eine negativere Eigenladung, die zu einer
erhohten elektrophoretischen Mobilitdt zur Anode fiihrt. Da der elektroosmotische Fluss auch
eine Detektion von Anionen an der Kathode ermdglicht, wandern diese Molekiile mit einer
langeren =~ Migrationszeit.  Die  effektive  elektrophoretische =~ Mobilitit  betrug
1,7%10%  cm?*s'*V'. Bei Analysen mit fused-silica Kapillaren wurden mit
1,1¥10" cm®s'*V! bis zu 35 % geringere Mobilititen ermittelt [Volpi, 2004].

Vergleichende Daten zu Mobilitdten auf keramischen Materialien liegen nicht vor.

V.4.5.2.6. Resorcin

Resorcin (pKs-Wert 8,66) ist das so genannte meta-Dihydroxybenzol. Verglichen mit
Brenzkatechin, dem ortho-Dihydroxybenzol, waren die Elektropherogramme schwer
auswertbar. Die amperometrischen Messungen waren durch schwankende Migrationszeiten
und unterschiedliche Signalverldufe gekennzeichnet (Abb. 148) deren Ursachen bereits
diskutiert wurden (Kapitel V.4.5.2.1. bis V.4.5.2.5.). Durch Oxidation der Polyphenole an der
Arbeitselektrode kommt es zur Ausbildung chinoider Verbindungen (Abb. 190). Diese
konnen sich auf der Elektrode ablagern und zu einer Verminderung der elektrochemischen
Umsetzung beitragen. Ein Teil der Chinone kann zudem als Katalysator fiir eine weitere

Reaktionen der Polyphenole dienen [Rechner, 2000].
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Abbildung 190: Reaktionen von ortho-Chinonen mit Polyphenolen.

Verglichen mit Brenzkatechin ist Resorcin ein viel schwécheres Reduktionsmittel. So wird
Fehling-Reagenz erst nach Erhitzen von Resorcin reduziert. Der Grund fiir das
unterschiedliche Reaktionsverhalten liegt darin, dass Resorcin als meta-Verbindung (anders

als ortho- oder para-Verbindungen) kein Chinon ausbilden kann (Abb. 191).

OH

Raumtemperatur O

+ 120, + HO

OH o

Abbildung 191: Nicht stattfindende Umsetzung von Resorcin zum chinoiden System.

Unter hohem Energieaufwand ist eine oxidative Offnung des Benzolrings moglich. Trotzdem
ist eine elektrochemische Oxidation von Resorcin durchfiihrbar [Nasr et al., 2005]. Die
vorliegenden Versuchsbedingungen fithren jedoch nur zu einem geringen elektrochemischen
Umsatz an der Arbeitselektrode. Verglichen mit Brenzkatechin wurde eine geringere
Migrationszeit von etwa 30 s gemessen. Die effektive elektrophoretische Mobilitdt erhohte
sich von 3,5*10'4 em?*s V! quf 4,8*10'4 cem>s*V! bei nahezu identischen pKs-Werten.
Moglicherweise flihrt die Hydroxylgruppe in meta-Stellung zu einer anderen Verteilung der

Ladung und Stabilitit im Molekiil mit dem Resultat einer kiirzeren Migrationszeit.



272 Diskussion

V.4.5.2.7. Resveratrol

Das als 3,4°,5-Trihydroxystilben bezeichnete Resveratrol tritt in der Natur {iberwiegend als
trans-Isomer auf [Deianova et al., 2003]. Es existiert kein signifikanter Unterschied in der
elektrochemischen Detektion zwischen dem trans- und dem cis-Isomer von Resveratrol
[Corduneanu et al., 2006]. Die Elektropherogramme dieses Antioxidants zeigten eine relativ
geringe Peakbreite von etwa 25 s bei einer Migrationszeit von 136,6 s £ 15,9 s (Abb. 149).
Dieser Wert liegt damit im Messbereich von Brenzkatechin. Ebenso die effektive
elektrophoretische Mobilitit von 3,4*10™ cm®*s'*V™'. Verglichen mit einer auf fused-silica
basierten LIF-Kapillarzonenelektrophorese wurde mit 2,3*10™ cm™s™'*V™! eine etwa 30 %
hohere Mobilitdt ermittelt [Volpi, 2004]. Schwankungen in Basislinie und Messsignal sowie
eine niedrige Signalhéhe fiithrten zu einer komplizierteren Auswertung der Messungen. Neben
bereits diskutierter Griinde, die zu Anderungen des elektroosmotischen Flusses beitragen,
konnte eine weitere Ursache das unterschiedliche Oxidationspotential der Hydroxylgruppen
sein. Resveratrol ist durch zwei Oxidationspeaks gekennzeichnet. Der erste resultiert aus der
Oxidation der Phenolgruppe bei etwa 0,5 V (abhingig von pH-Wert und Puffer). Der zweite,
ebenfalls irreversible Vorgang, ist die Oxidation der Resorcin-Komponente bei etwa 0,8 V
[Corduneanu et al., 2006]. Auf Grund eines konstanten Elektrodenpotentials bei
amperometrischen Detektionen ist nur ein Oxidationspotential erfassbar. Bei pH 7,0 (Ethanol-
Phosphatpuffer) und einem Elektrodenpotential von etwa 0,7 V fiihrte die Oxidation der
Resorcin-Komponente zum hochsten Signal [Corduneanu et al., 2006]. Dabei werden beide
Hydroxylgruppen der Resorcin-Komponente elektrochemisch erfasst. Das
Elektrodenpotential betrug bei der amperometrischen Detektion von Resveratrol 0,8 V bei
vergleichbarem pH-Wert von 7,3. Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin, Polyphenolgemische
amperometrisch zu detektieren und auf Grund ihrer unterschiedlichen Migrationszeiten zu
trennen. Wie bereits erwihnt ist dies nur mit einem konstanten Elektrodenpotential mdglich.
Die Potentialdifferenz von 0,1 V bewirkt wahrscheinlich eine geringere elektrochemische
Erfassung der Hydroxylgruppen mit dem Ergebnis einer niedrigeren Umsatzrate am Detektor.
Der Oxidationsprozess von Resveratrol ist kompliziert, pH- und pufferabhéngig. Resveratrol
adsorbiert sehr stark an die Oberfliche einer Kohlenstoffelektrode. Die gebildeten
Oxidationsprodukte blockieren dann die Elektrodenoberfliche und verringern das
elektrochemische Signal [Corduneanu et al., 2006]. Diese Oxidationsprodukte sind jedoch
keine Chinone. Moglicherweise besitzt Resveratrol zu Gold als Elektrodenmaterial dieselben

Adsorptionseigenschaften wie zu einer Kohlenstoftelektrode [Corduneanu et al., 2006].
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V.4.5.2.8. Kaffeesaure

Der neben der Ferulasdure am hiufigsten vorkommende sekunddre Pflanzenstoff ist die
Kaffeesdure (pKs-Wert 4,1). Sie unterscheidet sich von Dopamin durch den Austausch von
Ethylamin gegen Propensdure (Abb. 40). Verglichen mit den getesteten Polyphenolen zeigten
die Elektropherogramme eine groflere Bandenverbreiterung mit einer Peakbreite von etwa
100 s. Mogliche Griinde wurden bereits in den vorherigen Kapitel diskutiert.

Die Migrationszeit betrug 272,3 £+ 8,1 s und ist mit derjenigen von Quercetin vergleichbar.
Ebenso die resultierende effektive Migrationszeit von 1,5”‘10'2 + 3,7*10'4 cm*s”! und die
effektive elektrophoretische Mobilitit von 1,7¥10" cm™s'*V™'.  Elektrochemische
Detektionen von Kaffeesiure in fused-silica Kapillaren zeigten mit 4,5%10* cm®*s'*V™' eine
mehr als doppelt so hohe effektive elektrophoretische Mobilitdt [Peng et al., 2004]. Die
unterschiedlichen Mobilitdten resultieren wahrscheinlich aus einer verdnderten Adsorption an
der Kapillarwand. Diese konnten bei der verwendeten niedrigsinternden Keramik hoher sein
als bei fused-silica Materialien. Die geringe Mobilitit ist durch die chemische Struktur
erklarbar. Die Carboxylgruppe und die Hydroxylgruppe in 4'-Position sind unter den
gegebenen Versuchsbedingungen negativ geladen (Abb. 192). Dies fiithrt auf Grund des
elektroosmotischen Flusses zur Kathode zu einer verminderten Mobilitdt. Ein weiterer Grund
fiir die breite Peakbasis konnt das Elektroden-Fouling sein. Dabei kommt es in Losungen
grofler als pH 5,5 zu einer Elektrooxidation von Kaffeesdure nach dem folgenden

Mechanismus (Abb. 192):

o
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Abbildung 192: Mechanismus der Elektrooxidation von Kaffeeséure bei einem pH-Wert > 5,5.

Das Hauptoxidationsprodukt ist das korrespondierende ortho-Chinon, welches bei pH-Werten
groBer 7,4 sehr schnell zerfillt [Giacomelli et al., 2002]. Untersuchungen mit einer
Kohlenstoffelektrode ergaben mit einer Kalomel-Referenzelektrode fiir Kaffeesdure bei

pH 7,4 ein Oxidationspotential von etwa 0,2 V. Eine Verringerung des Elektrodenpotentials
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auf diesen Wert wiirde bei der Testung von Polyphenolen bzw. Polyphenolgemischen auf
LTCC-Keramikchips zu keiner oder nur geringen elektrochemischen Umsetzung von

Dopamin, Brenzkatechin oder Pyrogallol fiihren.

V.4.5.3. Einfliisse des Herstellungsprozesses auf Elektroden und Kapillaren
Zahlreiche beschriebene Effekte, wie beispielsweise das Nachlaufen der Probenlosung aus
den Seitenkapillaren, fiihrten zu einer Verbreiterung der Peaks. Das Resultat ist eine geringere
Auflosung und Trenneffizienz der einzelnen Proben. Mogliche Griinde wurden in Kapitel
V.4.5.2. bereits diskutiert. Ein weiterer Grund ergibt sich bei der Betrachtung des
Herstellungsprozesses des Multilayers (Abb. 193).

Kanal 2 Lagig 600x400um e

_ e

Abbildung 193: Querschnitte durch die Kapillare einer gesinterten LTCC-Keramik. Linkes Foto:
Idealer Querschnitt einer Kapillare nach dem Sintern. Rechtes Foto: Nach dem Sintern entstandene
Todvolumina an den Foliengrenzflichen (100-fache VergroBerung; Quelle: VIAelectronic,
Hermsdorf).

Das verwendete Trennsystem auf LTCC-Basis ist ein Multilayer aus drei Griinfolien, die
laminiert und anschlieend gesintert werden. Durch das Sintern bei 850 °C entstehen durch
Schrumpfungsprozesse an den Kontaktflichen der einzelnen Griinfolien zusitzliche
Leerrdume in der Kapillare (Abb. 193 , rechts). Der Schrumpfungsfaktor betrdgt, abhingig
von der Laminierung, fiir die hier verwendeten DuPont951™-Folien 12,7 % + 0,3 % fiir die
X-und Y-Achse und 15 % + 0,5 % fiir die Z-Achse [personliche Mitteilung H. Axthelm,
VIAelectronic]. Besonders an den Kontaktflichen zum Kapillarraum kann die Schrumpfung
der Griinfolien wéhrend des Sinterns das Kapillarvolumen beeinflussen. Es ist auch méglich,
dass diese Rdume im Zusammenhang mit dem Ausstanzen der Kapillaren entstehen. Das
Stanzen kann zu einer ungleichméfBigen Randstruktur der Kapillare fiihren. Dadurch wére
schon wihrend der Lamination keine plan abgeschlossene Auflagefliche mehr gegeben. Das

Sintern wiirde diesen Effekt noch verstiarken.
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Verwirbelungen oder Luftblasen, die an diesen Leerrdumen entstehen, kdnnen eine Storung
des elektroosmotischen Flussprofils und der Detektoreinheit verursachen. Luftblasen fiihren
zu einer Erhohung des ohmschen Widerstandes in der Kapillare. Dies resultiert in einer
Anderung des in der Kapillare flieBenden Stroms und somit des angelegten elektrischen
Feldes [Xue und Yeung, 1994]. AuBlerdem ist aufgrund der unférmigen Wandstruktur die
Ausbildung eines stabilen, elektroosmotischen Flussprofils nicht gegeben. Dies wiirde zur
Bandenverbreiterung beitragen und somit die Trenneffizienz verringern.

Fir die bereits beschriebenen Effekte, die bei der amperometrischen Detektion von
Polyphenolen in den LTCC-Keramikchips beobachtet wurden, ist moglicherweise auch die
Struktur der Kapillarwand in erheblichem Malle verantwortlich. Aufnhahmen von Trennkanal
und Kreuzungsbereich eines gesinterten LTCC-Keramikchip ohne Grundlayer zeigten stark

unebene Kapillarwénde (Abb. 194 und 195a,b).

. vl
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Abbildung 194: 100fache VergroBerung des Trennkanals eines LTCC-Keramikchips (Quelle GBF
Braunschweig).

Bei solchen unebenen Kapillarwénde besteht die Moglichkeit der Luftblasenbildung/-
freisetzung in den Kapillarnischen. Luftblasen in der Kapillare fithren zu einem Stromanstieg
in der Kapillare. Dieser erhohte Stromfluss bewirkt eine Temperaturerhohung, die zu einer
Anderung der Viskositit fiihrt [Crabtree et al., 2001]. Das Ergebnis ist ein sich indernder
elektroosmotischer Fluss. Luftblasen am Detektor fithren auf Grund von Potentialdanderungen
zu Schwankungen des Messsignals.

Die Probensubstanz konnte sich in diesen Kapillarnischen anreichern und zu einem spiteren
Zeitpunkt freigesetzt werden. Dies wiirde zur Bandenverbreiterung fiihren und somit die
Trenneffizienz verringern. Eine Anderung des EOF ist moglicherweise durch die Ausbildung

von pH-Gradienten und Zonen unterschiedlicher lonenstirke gegeben. Zudem kdnnen die
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ungleichméfBigen Wandstrukturen das elektroosmotische Flussprofil durch lokale
Verwirbelungen beeinflussen. Die Folge wire ein mehr hydrodynamisches Flussprofil mit
dem Resultat einer Bandenverbreiterung auf Grund einer breiten Probenzone. Eine
unterschiedliche Oberfldchenstruktur kann einen direkten Einfluss auf die elektrochemische
Doppelschicht ausiiben. Eine gleichméBig geladenen Oberfldche wird fiir die Ausbildung
eines stabilen elektroosmotischen Flusses benétigt. Lokale Anderungen der Ladungsdichte
und Verteilung auf der Kapillaroberfliche konnten zu einer Verdnderung des EOF

hinsichtlich GroBe, Stabilitit und Flussprofil flihren. Die aufgefiihrten Punkte treffen

b)

Abbildung 195 a-b: Mikroskopische Aufnahmen (100fach) des Kreuzungsbereich von zwei LTCC-
Keramikchips. Die Kreise zeigen die Unebenheiten und abgerundeten Ecken im Versatz zwischen
Injektions- und Trennkanal. (Quelle GBF-Braunschweig).
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Eine stark abgegrenzte Probenzone ist primdr vom elektroosmotischen Fluss im
Kreuzungsbereich abhéngig [Lin et al., 2004]. Wie bereits erwéhnt, sollte bei einer Schaltung
der Injektionskontakte auf 80 % der Trennspannung kein Nachlaufen der Probenldsung aus
den Seitenkapillaren mehr auftreten. Ein signifikanter Unterschied zwischen dieser und einer
hochohmigen Schaltung war in den Versuchen nicht erkennbar. Moglicherweise sind die stark
abgerundeten Kanten im Injektionskreuz dafiir verantwortlich [Cohen und Grushka, 1994]. In
Abb. 186 ist die Potentialkontur und das Geschwindigkeitsprofil im Kreuzungsbereich bei
idealen Kanten dargestellt. Sind diese Kanten abgerundet, ist keine klare Trennung der
Potentialbereich mehr vorhanden. Die Folge ist ein Nachlaufen der Losung aus den

Seitenkapillaren wahrend des Trennmodus (Abb. 196).

-

Abbildung 196: Ausbildung der Probenzone im Injektionskreuz bei der Verwendung von spitzen
Kanten (linke Zeichnung) und abgerundeten Kanten (rechte Zeichnung). Die Pfeile geben die
Fliessrichtung der Potentiale an.

Zur Uberpriifung der Annahmen wurde ein in fused-silica hergestellter Mikrochip mit
identischen Maflen hergestellt. Diese zeigte bei bis zu drei Wiederholungen keinen Nachlauf
der Probe in den Trennkanal [Quelle: GBF, Braunschweig]. Die Schaltung der
Injektionskontakte betrug dabei etwa 80 % der Trennspannung von 500 V.

Die Griinde fiir solche unebenen Strukturen liegen in der Herstellung der Kapillaren. Diese
wurden fiir die verwendeten LTCC-Keramikchips gestanzt. Die Kanten der Kapillaren,
insbesondere im Injektionskreuz, sind dabei durch deutlich erkennbare Unebenheiten
gekennzeichnet. Fiir die Herstellung sind zahlreiche Fertigungstechniken (Prige-, Stanz-,
Frise- und Lasertechniken) und unterschiedliche Materialsysteme einsetzbar, was zu
unterschiedlichen Oberflicheneigenschaften der gefertigten Strukturen, aber auch zu
unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften (z.B.: optische Transparenz, elektrischer
Widerstand, thermische Leitfdhigkeit) fiihrt [VIAelectronic, Hermsdorf]. Kohlepasten, die

beim Sintern riickstandfrei verbrennen sollten, stellten sich zur Herstellung von Kapillaren als
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nicht praktikabel heraus. Neue Untersuchungen laufen mit einem NeodymYAG (Yttrium-
Aluminium-Granat Kristall)-Laser.
Eine weitere Ursache konnte das Ablosen der Hochspannungskontakte in den Reservoiren

sein (Abb. 197).

Detektoreinheit

ablésender Hochspannungskontakt

Abbildung 197: Mikroskopische Aufnahme (40-fache VergroBerung) der Kavitit des Pufferauslasses
mit Detektoreinheit und Hochspannungskontakt.

Die Auftragung der Kontakte erfolgte mit einer Paste durch das Siebdruckverfahren. Diese
Pasten, wie beispielsweise die Goldpaste, bestehen aus 80-82 % Feststoff (Gold und
Glasfritte). Die anderen 20 % sind organische Hilfsstoffe, die aus dem Metall/Glaspulver eine
Paste machen. Die Glasfritte der Paste interagiert mit den Glasbestandteilen in der Keramik.
Durch den Ubergangsbereich vom Glas zu Metall entsteht dann die Haftung des Metalls beim
Sintern [personliche Mitteilungen H. Axthelm, VIAelectronic]. Durch héaufige
Konditionierung der Kapillaren und somit auch der Reservoire mit KOH kommt es
wahrscheinlich zur Auflésung des Ubergangsbereichs und somit der Haftung zwischen

Keramik und Paste mit dem Resultat der Kontaktabldsung.

V.4.5.4. Messparameter unterschiedlicher Hochspannungsnetzgerite

Die amperometrische Detektion von Dopamin, Gallussdure und Pyrogallol wurde mit zwei
unterschiedlichen Hochspannungsgerdten durchgefiihrt. Die Unterschiede in der
Migrationszeit, der Wanderungsgeschwindigkeit bzw. effektiven elektrophoretischen
Mobilitdt betrugen zwischen 2,5 % bei Pyrogallol und 13,1 % bei Gallussdure (Abb. 151, 152
und 153). Moglicherweise ist die unzureichende Erdung der Hochspannungsnetzteile des
VIAelectronic-Gerédtes dafiir verantwortlich. Daraus konnte ein fehlender Potentialausgleich
resultieren, der zu einer ldngeren Migrationszeit fiihrt. Die Uberpriifung der

Gleichspannungsregler mit Hilfe eines Oszillographen ergab zudem bei einer Hochspannung
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von 400 V eine effektiv angelegte Spannung von etwa 392 V. Die Grofe des
elektroosmotische Flusses ist von der angelegten effektiven Hochspannung abhédngig
(Gleichung 15). Somit fiihrt eine grofle elektrische Feldstirke zu einer hoheren Mobilitédt des
Analyten. Die Uberpriifung des selbstkonstruierten Hochspannungsnetzgerites ergab eine

Effektivspannung von 399 V bei eingestellten 400 V.

V.4.5.5. Leistungsdaten des LTCC-Systems

Grundrauschen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine amperometrische Detektion von
Polyphenolen mittels LTCC-Keramikchips moglich ist (Abb. 154). Grundrauschen,
Basislinienstabilitdt und die Nachweis- und Bestimmungsgrenze sind zur Beurteilung eines
elektrophoretischen Trennsystems notwendig (Tab. 38 wund 39). Vergleicht man
beispielsweise LTCC-Keramikchips mit verzinnter und nicht verzinnter Kontaktierung, so
zeigte sich bei verzinnten LTCC-Keramikchips mit 2,5 nA ein 150 % hoheres Grundrauschen.
Zudem zeigten diese Keramikchips eine etwa 100 %ige Zunahme der Basisliniendrift {iber
eine Zeitraum von 300 s. Mdgliche Ursache konnte die bereits in Kapitel V.4.2. erwédhnte
Oxidschicht auf den Palladium-Silber-Kontakten sein, die zu einer Storung der
Signaliibertragung fiihrt. Zudem kann es durch die Verwendung verschiedener Kontakte zu
einer Ladungstrennung zwischen den Metallen auf Grund unterschiedlicher Elektrodendichten
kommen. Diese Ladungsverschiebung konnte ebenfalls zu dem hoheren Signal beitragen. Der
Basisliniendrift von LTCC-Keramikchips mit unverzinnten Hochspannungskontakten betriagt
je mnach Schaltung der Injektionskontakte und verwendeter Hochspannungsnetzgerite
zwischen 5,0 nA und 7,5 nA. Moglicherweise ist die Arbeitselektrode so positioniert, dass es
bei der verwendeten End-Capillary-Anordnung zu keiner vollstindigen Entkopplung von
Detektor und Hochspannung kommt [Martin et al., 2002]. Je hoher die elektrische Feldstirke
ist, desto groBer ist dieser Effekt. Dies wiirde zudem die ab 500 V zunehmenden
Schwankungen der Basislinie erklaren. Bei der Doppel-T-Injektion (hochohmige Schaltung
der Injektionskontakte) kommt es mit zunehmender Messdauer zu einem Basisliniendrift
[Lin et al., 2004]. Dieser Effekt beruht auf einem hoheren elektrischen Gradienten zwischen
den hochohmigen Kanélen und der Kavitit des Pufferauslasses (Abb. 186). Dieser hohere
Gradient fiihrt zu einer groBeren elektrokinetischen Kraft auf die Fliissigkeiten mit dem
Ergebnis eines Probennachlaufs [Lin et al., 2004]. Eine weitere Moglichkeit besteht in der

Abhingigkeit des elektroosmotischen Flusses von der Qualitdt des Kapillarschnittes. Die
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Elektrolytlosung kann eine hohere oder niedrigere Konzentration aufweisen als die
zugehorigen Elektrodenkompartimente. Dies fiihrt zu einem positiven oder negativen Drift
der Basislinie [Colyer et al.,1995; Colyer und Oldham, 1995]. Temperatureffekte (Joulesche
Wirme, Verdunstung) mit dem Resultat einer Anderung der Viskositit fithren zu einer

Anderung des elektroosmotischen Flusses und somit der Basislinienstabilitit.

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Jedes Polyphenol hat unter Beriicksichtung von pH-Wert, Puffer und Trennsystem ein
unterschiedliches  Oxidationspotential. Bei der elektrophoretischen Trennung von
Polyphenolgemischen mittels Amperometrie ist nur ein Elektrodenpotential verwendbar.
Somit unterscheiden sich die getesteten Polyphenole beziiglich der Bestimmungs- bzw.
Nachweisgrenze (Tab. 30). Beispielsweise unterscheiden sich Brenzkatechin und Resorcin
lediglich in der Positionierung einer Hydroxylgruppe in ortho- oder para-Stellung. Die
Nachweisgrenze liegt bei Resorcin um den Faktor 4000 hoher. Wahrscheinlich ist die
fehlende elektrochemische Oxidation zum Chinon die Ursache. Die Nachweisgrenze von
Dopamin und Brenzkatechin stimmen weitestgehend mit den bei Henry et al. (1999)
gemachten Untersuchungen auf einem LTCC-Keramikchip mit externen Platinkontakten
iiberein. Griinde fiir die hohen Nachweisgrenzen von 5 mM bis 10 mM fiir Quercetin,
Resveratrol und Kaffeesdure wurden bereits in Kapitel V.4.5.2. erlautert.

Zum Vergleich mit anderen kapillarelektrophoretischen Trennsystemen auf Basis
elektrochemischer Detektion sind die Mobilitdten der getesteten Substanzen notwendig. Die
Migrationszeit ldsst sich einfach ermitteln, kann aber auf Grund unterschiedlicher
Trennldngen nicht zum Vergleich mit anderen Trennsystemen herangezogen werden (Abb.
155). Unter Beriicksichtigung der effektiven Trennstrecke und der angelegten Trennspannung
wird die Wanderungsgeschwindigkeit (Abb. 156) und die effektive elektrophoretische
Mobilitdt ermittelt (Abb. 157). Die Mobilititen der Polyphenole sind von grundlegenden
Faktoren wie etwa der Ladung des Molekiils abhidngig. Dopamin ist positiv geladen und wird
schneller zur Kathode transportiert als Gallussdure mit einer negativ geladenen
Carboxylgruppe. Somit besitzen die negativ geladenen Molekiile Quercetin und Kaffeesdure
mit 1,7%10™ cm*s™*V™! eine etwa 60 % niedrigere effektive elektrophoretische Mobilitit als
Dopamin (Tab. 40). Wie bereits in Kapitel V.4.5.2.2. erwidhnt, ist die Adsorption an der
Kapillarwand eine weiterer Grund fiir unterschiedliche Mobilititen. Ebenso sind
Oxidationsprozesse an der Arbeitselektrode moglich, die zum Elektroden-Fouling und somit
verminderter Signalstirke fithren. Anderungen in der Probenzonierung aufgrund von pH- oder

Ionengradienten sind ebenfalls moglich.
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V.4.5.6. Trennung und amperometrische Detektion von

Polyphenolgemischen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich einzelne Polyphenole amperometrisch
detektieren und auf Grund ihrer unterschiedlichen Migrationszeiten trennen lassen. Dies sollte
auch mit Polyphenolgemischen durchgefiihrt werden. Dazu wurden zunichst zwei Substanzen
amperometrisch detektiert (Abb. 158 und Abb. 159) und auf Grund vorheriger
Einzelbestimmungen ausgewertet. Dabei wurde eine Verringerung der Migrationszeiten bei
Verwendung im Substanzgemisch beobachtet. Verglichen mit Einzelmessungen verringerte
sich die Migrationszeit bei Dopamin im Substanzgemisch um etwa 10 %, bei Pyrogallol um
etwa 3,5 %. Eine kiirzere Migrationszeit ist das Ergebnis eines schnelleren
elektroosmotischen Flusses. Mogliche Ursachen wie beispielsweise eine gerdtebedingte
Abweichung der effektiven Hochspannung wurden bereits in Kapitel V.4.5.3. erldutert.
Verglichen mit vorherigen Einzelmessungen fithrte die amperometrische Detektion von
Dopamin und Pyrogallol ebenfalls zu einer Verringerung der Migrationszeit. Wahrscheinlich
ist der Grund dafiir die Positionierung der Arbeitselektrode. Zwischen Arbeitselektrode und
Kapillarausgang wurden bei den Prototypen der LTCC-Keramikchips Abstdnde von etwa
60 bis 100 pm gemessen. Wird die Arbeitselektrode ndher an den Kapillarausgang
positioniert, verringern sich Diffusionsprozesse, die zur Bandenverbreiterung beitragen. Die
verwendeten LTCC-Keramikchips fiir die kapillarelektrophoretische Trennung von
Polyphenolgemischen besallen einen Abstand zwischen Arbeitselektrode und Kapillarausgang
von etwa 80 um. Bei den in Kapitel V.4.5.3. aufgezeigten Einzelmessungen betrug der
Abstand etwa 100 um. Der Grund fiir den unterschiedlichen Elektrodenabstand liegt im
Herstellungsprozess der Elektroden, der somit zu einer Verdnderung der Migrationszeit
beitrdgt. Fiir elektrochemische Detektionen ist eine genau definierte Fldache der
Arbeitselektrode erforderlich. Dazu wurden die Elektrodenfliche der amperometrischen
Detektionseinheit mit einer Glaskeramik auf eine definierte Fldche begrenzt. Diese
Begrenzung lédsst sich momentan nur in groBem Abstand zum Kapillarausgang herstellen
(personliche Mitteilung H. Axthelm, VIAelectronic].

Die amperometrische Trennung eines Polyphenolgemisches mit drei Substanzen wurde
zunichst mit Dopamin, Brenzkatechin und Pyrogallol durchgefiihrt (Abb. 160). Auf Grund
der nahezu identischen Wanderungsgeschwindigkeit von Pyrogallol (2,8*107 cm?*s™') und
Brenzkatechin (3,010 cm”*s™) wurde fiir beide Substanzen nur ein Signalpeak beobachtet.
Mégliche Ursachen wurden in den vorherigen Kapitel diskutiert. Eine Anderung der

Konzentration der getesteten Polyphenole fiihrte zu keiner signifikanten Verbesserung der
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Trenneffizienz. Somit wurde Brenzkatechin gegen Gallussdure ausgetauscht (Abb. 161). Die
Einzelkomponenten des aus Dopamin, Pyrogallol und Gallussdure bestehenden
Polyphenolgemisches konnten amperometrisch detektiert und aufgrund ihrer Migrationszeiten
bestimmt werden. Verglichen mit einer Schaltung der Injektionskontakte auf 80 % der
Trennspannung wurden bei hochohmiger Schaltung die besten Trennungen erreicht (Abb. 161
und Abb. 162). Die Griinde dafiir wurden bereits in Kapitel V.4.5. erldutert. Die Verwendung
des Hochspannungsnetzgerdtes der Fa. VIAelectronic fiihrte bei hochohmiger Schaltung der
Injektionskontakte zu einer geringeren Signalh6he von 36 % (Dopamin), 38 % (Gallussdure)
und 45 % (Pyrogallol). Bei einer Schaltung auf 80 % der angelegten Trennspannung wurden
lediglich ldngere Migrationszeiten beobachtet. Mogliche Ursachen wie beispielsweise
unterschiedliche Potentialgradienten wurden bereits in Kapitel V.4.5.3. aufgezeigt.

Die Analyse von Phenolderivaten wird iiberwiegend mit der Laser induzierte Fluoreszenz auf
Basis einer Kapillarzonenelektrophorese durchgefiihrt [Suntornsuk et al., 2003; Demianova et
al., 2003; Sterbova et al., 2006]. Eine weitere Methode in der Phenolanalytik ist die
elektrochemische Detektion [Peng et al., 2005]. Die Amperometrie als Teilgebiet der
elektrochemischen Analyse besitzt zwar einen einfachen und leicht zu miniaturisierenden
Aufbau, bendtigt zur Analyse jedoch elektroaktive Substanzen. Polyphenole sind
elektroaktive Substanzen, die allerdings unterschiedliche Redoxpotentiale aufweisen. Bei
einer amperometrischen Messung wird nur ein konstantes Elektrodenpotential verwendet.
Eine optimale elektrochemische Detektion der einzelnen Probenbestandteil ist somit nicht
moglich. Mit Hilfe der LTCC-Keramikchips war eine amperometrische Detektion von bis zu
drei Polyphenolen in Gemischen moglich. Dabei wurde eine Nachweisgrenze von 107 bis
10° M ermittelt. Verglichen mit amperometrischen Trennsystem auf Basis von fused-silica
Kapillaren wurde ein um den Faktor 100 geringere Nachweisgrenze erreicht. Die Griinde
dafiir wurden bereits ausfiihrlich in Kapitel V.4. erlautert. Weiter wurden eine geringe
Trenneffizienz, schwankende Detektionszeiten und die Begrenzung der Signalhdhe bei
elektrokinetischer Schaltung der Hochspannungskontakte beobachtet. Konstruktionsbedingte
Effekte wie beispielsweise die Positionierung der Arbeitselektrode oder die Wandstrukturen

der Kapillaren im Kreuzungsbereich wiren mdgliche Ursachen.
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VI. Zusammenfassung und Ausblick

Wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines LTCC-Mikrochips als
kapillarelektrophoretisches Trennsystem fiir ,,Lab-on-a-chip“-Applikationen.

Es ist gelungen, innerhalb eines Verbundprojektes eine Apparatur zu konstruieren, mit deren
Hilfe sich elektroaktive Substanzen nach kapillarelektrophoretischer Auftrennung in LTCC-
Mikrochips amperometrisch detektieren lassen. Dabei konnte gezeigt werden, dass Gemische
von bis zu drei Polyphenolen elektrochemisch detektiert und auf Grund ihrer Migrationszeiten
trennbar sind.

Ein fundamentales Problem der Untersuchungen war die Entwicklung eines geeigneten
Befiillungssystems fiir die Kapillaren. Dies war nétig, um Modifikationen der inneren
Oberfliache zu ermdglichen. NanoPorts™, die durch ein spezielles Klebe- und Klemmsystem
tiber den Reservoiren positioniert wurden, waren fiir eine blasenfreie Befiillungen der
Kapillaren am besten geeignet.

Der Haupttransportmechanismus der Kapillarzonenelektrophorese ist der elektroosmotische
Fluss. Dieses von der Oberflichenladung und —struktur abhingige elektrophoretische
Phidnomen machte es notwendig, Kapillaren so zu modifizieren, dass stabile, reproduzierbare
Messungen durchgefiihrt werden konnten. Dies wurde durch ein Inkubationsprotokoll mit
Kaliumhydroxid erreicht. Dabei war die Herstellung der Detektoreinheit als 2-
Elektrodensystem auf Basis einer Glaskeramik zu beriicksichtigen. Modifikationen zur
Erhohung des elektroosmotischen Flusses auf Grund der Zunahme an Oberflichenladungen
filhrten zu einer Abnahme des Messsignals. Eine veridnderte Befiillungstechnik bewirkte eine
Funktionalisierung der Kapillaroberfliche mit Carboxylgruppen. Dadurch wurden ebenfalls
die Messelektroden beschichtet, was zu einer erheblichen Abnahme des Messsignals fiihrte.
Da dies auf Grund der Chipgeometrie nicht vermieden werden konnte, wurden diese Prozesse
nicht weiter verfolgt.

Erste Messungen mit den LTCC-Mikrochips zeigten, dass Polyphenole getrennt werden
konnten. Verglichen mit einem publizierten LTCC-System (Henry et. al., 1999) waren die
Standardabweichung der berechneten Migrationszeiten und effektiven elektrophoretischen
Geschwindigkeiten etwa 7 bis 10 % groBer. Ein weiterer Nachteil waren die groBen

Peakbreiten.
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Diese Nachteile konnen zahlreiche Ursachen besitzen:

1) Aufgrund der Laminierung ldsst sich die Arbeitselektrode nicht genau vor den
Kapillarausgang positionieren. Schrumpfungseffekte konnen diesen Prozess verstirken. Ist
die Elektrode zu nah an dem Ausgang positioniert, kommt es zu Fluktuationen in der
Trennspannung und zu einer Abnahme der Sensitivitdt. Andererseits flihrt ein zu grofBBer
Abstand zu Diffusionseffekten, die ebenfalls zur Bandenverbreiterung beitragen. Abhilfe
schafft hier moglicherweise eine neue Sintertechnologie, bei der die Schrumpfung einen
geringen Einfluss auf dreidimensionale Strukturen besitzt. Eine anderer Losungsansatz wire
die Integration der elektrochemischen Messeinheit in den Kanal. Eine Entkopplung des
angelegten elektrischen Feldes wire durch den Einbau eines Platin-Entkopplers moglich.

2) Eine andere Moglichkeit flir die geringere Trenneffizienz ist die Groe der Probenzone.
Durch die Konstruktion eines speziell auf pTAS-Anwendungen angepassten
Hochspannungsnetzgerites wurde die elektrokinetische Injektion so modifiziert, dass nur
wenige Nanoliter der Probenlosung bendtigt wurden. Dennoch wurden eine
Bandenverbreiterung und eine geringe Auflosung der Peaks beobachtet. Bei der pinched-
Injektion kann ein langsames Umschalten der angelegten Potentiale zu einer groflen
Probenzone fiihren. Die Probe ist dann nicht in diskreten, genau definierten Zonen
geschichtet. Dies ist wahrscheinlich auf konstruktionsbedingte Effekte zuriickzufiihren, die
ein Nachlaufen der Probenlosung aus den Seitenkapillaren bewirken.

Mikroskopische Aufnahmen zeigten, dass die Kanten im Kreuzungsbereich der Kapillaren
stark abgerundet waren. Eine exakte Potentialtrennung ist dadurch zwischen den einzelnen
Kapillaren nicht mehr moglich. Durch das mechanische Stanzen der Kapillaren kommt es zu
unebenen Wandstrukturen nach Laminierung und Sintern besonders in der Kreuzungszone.
Dies kann auch zu einer Beeinflussung des elektroosmotischen Flusses fiihren. Durch den
Einsatz neuer Lasertechnik (NeodymYAB-Laser) sollten diese Inhomogenititen
ausgeschlossen werden.

Die Proben wurden durch eine elektrokinetische Methode injiziert und amperometrisch
detektiert. Die Nachweisgrenze lag je nach Polyphenol zwischen 12,5 pmol und 100 mM.
Obwohl Bandenverbreiterung zu einer Abnahme der Trenneffizienz fiihrt, konnte ein
Gemisch aus Dopamin, Pyrogallol und Gallussdure in LTCC-Mikrochips eindeutig getrennt
und amperometrisch detektiert werden. Migrationszeit und —geschwindigkeit waren mit den

Einzelmessungen vergleichbar. Ebenso Hohe und Breite der Peaks.
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Fiir die Detektion von Polyphenolen in matrixreichen Realproben ist eine hohere Spezifitit
erforderlich. Um dies zu erreichen, wurden Versuche zur Integration phenoloxidierender
Enzyme in das mikrofluidische Trennsystem durchgefiihrt. Dabei wurden Modellsysteme
erarbeitet, die fiir eine spitere Immobilisierung auf einer Goldelektrode dienen. Die
Uberpriifung der Funktionalitit immobilisierter Enzyme erfolgte photometrisch mittels
geeigneter Substrate.

Je nach Enzym waren unterschiedliche Oberflichen geeignet, diese so zu immobilisieren,
dass keine Beeinflussung der Bindungstasche vorlag. Bei der Immobilisierung auf nicht
funktionalisierten Goldtragern wurden teilweise die hochsten Absorptionen gemessen. Dabei
ist jedoch die Stabilitdt der Bindung, insbesondere im Hinblick auf die Verwendung in einem
Durchflusssystem, zu beriicksichtigen. Die anschlieBende photometrische Uberpriifung der
Enzymaktivitit mit Hilfe eines Farbassays war bei allen Immobilisierungsmethoden

anwendbar.

LTCC ist als Material fiir die Entwicklung von ,,Lab-on-a-chip“~-Anwendungen prinzipiell
geeignet. Die zu Glas vergleichbaren Eigenschaften, wesentlich kostengiinstigere und
einfachere Herstellung machen diese niedrig sinternde Keramik zu einem idealen Ersatz
bestehender Mikrochip-Applikationen. Die durchgefiihrten Versuche waren vielversprechend.
Anderungen in der Herstellung und Konstruktion der LTCC-Mikrochips sollten zur
Minimierung der erwidhnten Nachteile fithren. Der Absatzmarkt in der medizinischen und
pharmazeutischen Industrie ist enorm und der Bedarf an kleinen, transportablen

Analysengerite mit einfacher Bedienung wird in den kommenden Jahren weiter zunehmen.



286 Zusammenfassung und Ausblick




Literaturverzeichnis 287

VII. Literaturverzeichnis

Alarie, J.P., Jacobson, S.C., Culbertson, C.T., Ramsey, J.M. “Effects of the electric field
distribution on microchip valving performance”, Electrophoresis, 21, 100-106 (2000)

Andrade, J.D. “Protein adsorption, surface and interfacial aspects of biomedical polymers,

New York, Plenum Press, Vol. 2, 1-88 (1985)

Arce, L., Rios, A., Valcarcel, M. “Determination of anti-carcinogenic polyphenols present in
green tea using capillary electrophoresis coupled to a flow injection system”, Journal of

Chromatography A, 827, 113-120 (1998)

Arundell, M., Whalley, P.D., Manz, A. “Indirect fluorescence detection of phenolic
compounds by capillary electrophoresis on a glass device”, Fresenius Journal Analytical

Chemistry, 367, 686-691 (2000)

Auroux, P.A., lossifidis, D., Reyes, D.R., Manz, A.“Micro Total Analysis Systems. 2.
Analytical Standard Operations and Applications”, Analytical Chemistry, 74, 2637-2652
(2002)

Bain, C.D., Troughton, E.B., Tao, Y.T., Evall, J., Whitesides, G.M., Nuzzo, R.G. “Formation
of Monolayer Films by Spontaneous Assembly of Organic Thiols”, Journal of the American

Chemical Society, 111, 321-335 (1989)

Baiocco, P., Barecca, A. M., Fabbrini, M., Galli, C., Gentili, P. “Promoting laccase activity
towards non-phenolic substrates: a mechanistic investigation with some laccase-mediator

systems”, Organic Biomolecular Chemistry, 1, 191-197 (2003)

Beckmann “Introduction to Capillary Electrophoresis”, Publication No. 360643, Beckman
Coulter Inc., Fullerton, CA, USA (1991)

Belitz, H.D. und Grosch, W. “Lehrbuch der Lebensmittelchemie”, 4. iiberarbeitete Auflage,
Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 239-245 (1992)



288 Literaturverzeichnis

Boehme, T. “Pulsuntersuchungen an Ag/AgCl-Polymerelektroden in wiéssrigen Elektrolyten
im Frequenzbereich 1Hz bis 1000Hz”, Dissertation, Mathematisch-Naturwissenschaftliche

Fakultét der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel (2001)

Boer, G., Dodge, A., Flurri, K., van der Schoot, B.H., Verpoorte, E., de Rooij, N.F. “Studies
of Hydrostatic Pressure Effects in Electrokinetically Driven pTAS”, Micro Total Analysis
Systems ‘98, Banff, Alberta, Kanada 1998, Kluiver Academic Publishers, Dordrecht,
Niederlande 406S. (1998)

Bohlin, M.E., Blomberg, L.G., Heegaard, N.H.H. “Utilizing the pH hysteresis effect for
versatile and simple electrophoretic analysis of proteins in bare fused-silica capillaries”,

Electrophoresis, 26, 4043-4049 (2005)
Bourbonnais, R., Paice, M.G. “Oxidation of non-phenolic substrates: An expanded role for
laccase in lignin biodegradation”, Federation of European Biochemical Societies, 267(1), 99-

102 (1990)

Brett, A.M.O., Ghica, M.E. “Electrochemical Oxidation of Quercetin”, Electroanalysis,
15(22), 1745-1750 (2003).

Buchberger, W. “Elektrochemische Analysenverfahren: Grundlagen, Instrumentation,

Anwendungen”, Spektrum Akademischer Verlag GmbH, Heidelberg, Berlin, 306S. (1998)

Buswell, J. A., Odier, E. “Lignin degradation”, Critical Reviews in Biotechnology, 6, 1-60,
(1987)

Ceramtec, Informationen zu niedrig sinternden Keramiken, www.ceramtec.com

Chang, H.T., Yeung, E. “Self-Regulating Dynamic Control of Electroosmotic Flow in
Capillary Electrophoresis”, Analytical Chemistry, 65, 650-652 (1993)

Childs, R.E., Bardsley, W.E. “The steady-state kinetics of peroxidase with 2,2"-Azino-bis-(3-
ethylbenzhiazoline-6-sulfonic acid) as chromogen”, Journal of Biochemistry, 145, 163-202
(1975)



Literaturverzeichnis 289

Cohen, N., Grushka, E. “Influence of the capillary edge on the separation efficiency in
capillary electrophoresis”, Journal of Chromatography A, 684(2), 323-328 (1994)

Colyer, C.L., Oldham, K.B., Sokirko, A.V. “Electroosmotically Transported Baseline
Perturbations in Capillary Electrophoresis”, Analytical Chemistry, 67, 3234-3245 (1995)

Colyer, C.L., Oldham, K.B. “Emersion peaks in capillary electrophoresis”, Journal of
Chromatography A, 716, 3-15 (1995)

Corduneanu, O., Janeiro, P., Brett, A.M.O. “On the Electrochemical Oxidation of
Resveratrol”, Electroanalysis, Accepted February 2006, In Press (2006)

Crabtree, H.J., Cheong, E.C.S, Tilroe, D.A., Backhouse, C.J. “Microchip Injection and
Separation Anomalies Due to Pressure Effects”, Analytical Chemistry, 73, 4079-4086 (2001)

Demianova, Z., Siren, H., Kuldvee, R., Riekkola, M.L. “Nonaqueous capillary electrophoretic
separation of polyphenolic compounds in wine using coated capillaries at high pH in

methanol”, Electrophoresis, 24, 4264-4272 (2003)

Diamandis, E.P., Christopoulus, T.K. “Immunoassay”, Academic Press, San Diego, 579 p.

(1996)

DuPont, Dateninformationsblatt zu 951 Green Tape™, www.dupont.com

Eggins, B.R. “Biosensors: an introduction”, Teubner, Stuttgart, 224 S. (1996)

Engelhardt, H., Beck, W., Schmitt, T. “Kapillarelektrophorese”, vieweg Verlagsgesellschaft
mbH, 206 S. (1994)

Everaerts, F.M., Beckers, J.L., Verheggen, M. “Isotachophoresis: Theory, Instruments and
Applications”, Elsevier-Verlag, 432 S. (1976)

Exl, F., Kindersberger, J. “Messung an Tropfenrandwinkeln auf Isolieroberflichen”, ETG-

Fachbericht 97, VDE-Verlag GmbH Berlin, Offenbach, 67-72 (2004)



290 Literaturverzeichnis

Fakoussa R.M., Frost, P.J. “In vivo-decolorisation of coal-derived humic acids by laccase
ecreting fungus Trametes versicolor”, Applied Microbiology and Biotechnology, 52, 60-65
(1999)

Foster, M.W. “Surface plasmon resonance sensor and methods for utilization thereof”, United

States Patent 5485277

Fujiwara, S., Honda, S. “Effect of Addition of Organic Solvent on the Separation of
Positional Isomers in High-Voltage Capillary Zone Electrophoresis”, Analytical Chemistry,
59, 487-490 (1987)

Galhaup, C. “Kupfer induzierte Laccasen aus Trametes pubescens”, Dissertation, Institut fiir

Lebensmitteltechnologie der Universitit fiir Bodenkultur Wien, 2001

Giacomelli, C., Ckless, K., Galato, D., Miranda, F.S., Spinelli, A. “Electrochemistry of
Caffeic Acid Aqueous Solutions with pH 2.0 to 8.5, Journal of the Brazilian Chemical
Society, 3, 332-338 (2002)

Giddings, J.C. “A New Separation Concept Based on a Coupling of Concentration and Flow
Nonuniformities” Separation Science and Technology, 1, 123-125 (1966)

Giz, M.J., Tao, N.J. “In situ STM study of self-assembled mercaptopropionic acid monolayers
for electrochemical detection of dopamine”, Journal of Electroanalytical Chemistry, 465, 72-

79 (1999)

Golonka, L.J., Roguszczak, H., Zawada, T., Radojewski, J., Grabowska, 1., Chudy, M.,
Dybko, A., Brzozka, Z., Stadnik, D. “LTCC based microfluidic system with optical
detection”, Sensors and Actuators B, 111-112, 396-402 (2005)

Gooding, J.J., Hibbert, D.B. “Immobilisation of enzyme throughout a polytryamine matrix: a

versatile procedure for fabricating biosensors”, Analytica Chimica Acta, 394, 211-223 (1999)

Green, R.J., Davies, M.C., Roberts C.J., Tendler, S.J.B. “Competitive protein adsorption as

observed by surface plasmon resonance”, Biomaterials, 20, 385-391 (1999)



Literaturverzeichnis 291

Green, R.J., Frazier, R.A., Shakesheff, K.M., Davies, M.C., Roberts C.J., Tendler, S.J.B.
“Surface plasmon resonance analysis of dynamic biological interactions with biomaterials”,

Biomaterials, 21, 1823-1835 (2000)

Guilbault, G.G. “Enzyme electrode probes”, Methods in Enzymology, 137, 14-29 (1988)

Gupta, G., Rajendran, V., Atanassov, P. “Bioelectrocatalysis of Oxygen Reduction Reaction

by Laccase on Gold Electrodes”, Electroanalysis, 16 (13-14), 1182-1185 (2004)

Haase, H.-J. “Praxis der Elektroanalytischen Messtechnik”, Books on demand GmbH, 292 S.
(2002)

Hale, J.E. “Irreversible, oriented immobilization of antibodies to cobalt-iminodiacetate resin

for us as immunoaffinity media”, Analytical Biochemistry, 231 (1), 46-49, (1995)

Hartmann, M. “Neue Ansétze in der biomolekularen Interaktionsanalyse unter besonderer
Beriicksichtigung ~ pharmazeutischer und  lebensmittelchemischer  Fragestellungen”,

Dissertation, Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Bonn (2004)

Henry, C.S, Zhong, M., Lunte, S.M., Kim, M., Bau, H., Santiago, J.J. “Ceramic microchips
for capillary electrophoresis-electrochemistry”, Analytical Communications, 36, 305-307

(1999)

Hilmi, A., Luong, J.H.T, Nguyen, A.L. “Capillary electrophoretic separation of chlorophenols
using amperometric detection”, Journal of Chromatography A, 761, 259-268 (1997)

Hjerten, S. “Free zone electrophoresis”, Chromatography Review, 9, 122-219
Hobel, J. “Spektralaufgeldste laserinduzierte Fluoreszenz-Detektion mit abstimmbarer UV-
Strahlung in der Kapillarzonenelektrophorese”, Dissertation, Fakultit fiir Physik der

Universitét Bielefeld (1998)

Homola, J., Sinclair, S., Yee, Gauglitz, G. “Surface plasmon resonance sensors: review”

Sensors and Actuators B, 54, 3-15 (1999)



292 Literaturverzeichnis

Huang, X., Zare, R.N., Sloss, S., Ewing, A.G. “End-Column Detection for Capillary Zone
Electrophoresis”, Analytical Chemistry, 63, 189-192 (1991)

Hyung, K.H., Jun, K.Y., Hong, H.G., Kim, H.S., Shin, W. “Immobilization of Laccase onto
the Gold Electrode Using B-Mercaptopropionate”, Bulletin of the Korean Chemical Society,

18(6), 564-566 (1997)

Institut fiir Experimentelle Physik der Humboldts-Universitét zu Berlin, www.hu-berlin.de

Jacobson S.C., Hergenrdder R., Koutny L.B., Ramsey J.M. “High Speed Separations on a
Microchip”, Analytical Chemistry, 66, 1114 (1994).

Janeway, C.A., Travers, P. “Immunologie”, Spektrum Akademischer Verlag GmbH,
Heidelberg, Berlin, Oxford, 634S. (1995)

Johannes, C., Majcherczyk, A. “Laccase activity tests and laccase inhibitors”, Journal of

Biotechnology, 78(2), 193-199 (2000)

Jorgenson, J.W., Lukacs, K.D. “Zone electrophoresis in open-tubular glass capillaries”,

Analytical Chemistry, 59, 1298-1302

Kappes, T., Hauser, P.C. “Recent developments in electrochemical detection methods for

capillary electrophoresis”, Electroanalysis, 12 (3), 165-170 (2000)

Keusgen, M. “Biosensorische Methoden zur Quantitativen Bestimmung von

Cysteinsulfoxiden”, Shaker Verlag, Aachen, 152 S. (1999)

Keusgen, M. “Biosensors: new approaches in drug discovery”, Naturwissenschaften, 89, 433-

444 (2002)

Kohlrausch, F. “Ueber Concentrations-Verschiebungen durch Electrolyse im Inneren von

Losungen und Losungsgemischen”, Annals of Physics, 62, 209-239 (1897)



Literaturverzeichnis 293

Koroljova-Skorobogat'ka, O.V., Stepanova, E.V., Gavrilova, V.P., Morozova, O.V.,
Lubimova, N.V., Dzachafarova, A.D., Jaropolov, A.l., Makower, A. “Purification and
characterization of the constitutive form of laccase from the basidiomycete Coriolus hirsutus
and effect of inducers on laccase synthesis”, Biotechnology and Applied Biochemistry, 28, 47-
54 (1998)

Kretschmann, E., Raether, H. “Radiative decay of non radiative surface plasmons excited by

light”, Zeitschrift fiir Naturforschung Teil A, 23, 2135-2136 (1968)

Kuhn, R. “Kapillarelektrophorese”, Analytiker-Taschenbuch, Bd. 13, 79 S., Springer-Verlag
(1995)

Kulke, R., Simon, W., Giinner, C., Mollenbeck, G., Kother, D., Rittweger, M. “Vergleichstest
verlustarmer LTCC-Systeme bis 40 GHz”, Fachzeitschrift PLUS: Produktion von
Leiterbahnen und Systemen, 1407-1415 (2003)

Lacher, N.A, Lunte, S.M. “Development of a Microfabricated Palladium

Decoupler/Electrochemical Detector for Microchip Capillary Electrophoresis Using a Hybrid
Glass/Polydimethylsiloxane Device”, Analytical Chemistry, 76, 2482-2491 (2004)

Lambert, W.J., Middleton, D.L. “pH Hysteresis Effect with Silica Capillaries in Capillary
Zone Electrophoresis”, Journal of Chromatography A, 62, 1585-1587 (1990)

Lee, M.T., Hsueh, C.C., Freund, M.S., Ferguson, G.S. “Air oxidation of Self-Assembled
Monolayers on Polycrystalline Gold: The Role of the Gold Substrate”, Langmuir, 14, 6419-
6423 (1998)

Lee, S.J., Lee, S.Y. “Micro total analysis system (u-TAS) in biotechnology”, Applied
Microbiological Biotechnology, 64, 289-299 (2004)

Liedberg, B., Nylander, C., Lundstréom, 1. “Surface plasmon resonance for gas detection and

biosensing” , Sensors and Actuators, 4 (2), 299-304 (1983)



294 Literaturverzeichnis

Lin, C.H., Yang, R.J., Tai, C.H., Lee, C.Y., Fu, L.M. “Double-L injection technique for high
performance capillary electrophoresis detection in microfluidic chips”, Journal of

Micromechanics and Microengeneering, 14, 639-616 (2004)

Llanos, G.R., Sefton, M.V. “Does polyethylene oxide possess a low thrombogenicity”,
Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition, 4, 381-400 (1993)

Lottspeich, F., Zorbas, H. “Bioanalytik”, Spektrum Akademischer Verlag GmbH, 1035 S.
(1998)

Manz, A., Harrison, D.J., Verpoorte, E.M.J., Fellinger, J.C., Paulus, A., Ldi, H., Widmer,
H.M. “Planar chips technology for miniaturization and integration of separation techniques
into monitoring systems: Capillary electrophoresis on a chip”, Journal of Chromatography,

593, 253-258 (1992)

Marti, O., Plettl, A. “Physiklische Elektronik und Messtechnik”, Vorlesungsskript, 218 S.,
Institut fir Physik der Universitit Ulm (2006)

Martin, R.S., Ratzlaff, K.L., Huynh, B.H., Lunte, S.M. “In-Channel Electrochemical
Detection for Microchip Capillary Electrophoresis Using an Electrically Isolated
Potentiostat”, Analytical Chemistry, 74, 1136-1143 (2002)

Messerschmidt, A. “Spatial structures of ascorbate oxidase, laccase and related proteins:
implication for catalytic mechanism”, Multicopper Oxidases, World Scientific, Singapore, 23-

80 (1997)

Milka, P., Krest, I. and Keusgen, M. “Immobilization of alliinase on porous aluminium

oxide”, Biotechnology and Bioengineering, 69 (3), 344-348 (2000)

Moane, S., Park, S., Lunte, C.E., Smyth, M.R. “Detection of phenolic acids in beverages by
capillary electrophoresis with electrochemical detection”, The Analyst, 123, 1931-1936 (1998)



Literaturverzeichnis 295

Mrksich, M., Whitesides, G.M. “Using self-assembled monolayers to understand the
interactions of man-made surfaces with proteins and cells”, Annual Review of Biophysics and

Biomolecular Structure, 25, 55-78 (1996)

Nasr, B., Abdellatif, G., Canizares, P., Saez, C., Lobato, J., Rodrigo, M.A. “Electrochemical
Oxidation of Hydroquinone, Resorcinol and Catechol on Boron-Doped Diamond Anodes”,

Environmental Science & Technology, 39, 7234-7239 (2005)

Niebuhr, J., Lindner, G. “Physikalische Messtechnik mit Sensoren”, 5. Auflage, 492 S.
Oldenbourg Industrieverlag GmbH (2002)

Nishi, H., Tsumagari, N., Terabe, S. “Effect of tetraalkylammonium salts on micellar
electrokinetic chromatography of ionic substances”, Analytical Chemistry, 61, 2434-2439
(1989)

O’Shannessy, D.J., Burke, M.B., Soneson, K.K., Hensley, P., Brooks, I. “Determination of
rate and equilibrium binding constants for macromolecular interactions using surface plasmon

resonance: use of nonlinear least squares analysis methods”, Analytical biochemistry, 212,

457-468 (1993)

Otto, A. “Excitation of nonradiative surface plasma waves in silver by the method of

frustrated total reflection”, Zeitschrift fiir Physik, 216 (4), 398-410 (1968)

Peng, Y., Liu, F., Ye, J. “Determination of Phenolic Acids and Flavones in Lonicera japonica
Thumb. by Capillary Electrophoresis with Electrochemical Detection”, Electroanalysis,
17(4), 356-362 (2004)

Personliche Mitteilungen von Axthelm, H., VIAelectronic (2005)

Piehler, J., Brecht, A., Valiokas, R., Liedberg, B., Gauglitz, G. “A high-density poly(etylene

glycol) polymer brush for immobilization on glass-type surfaces”, Biosensors &

Bioelectronics, 15, 473-481 (2000)



296 Literaturverzeichnis

Piontek, K., Antorini, M., Choinowski, T. “Crystal Structure of a Laccase from the Fungus
Trametes versicolor at 1.90-A Resolution Containing a Full Complement of Coppers”, The

Journal of Biological Chemistry, 277 (48), 37663-37669 (2002)

Popat, K.C., Desai, T.A. “Poly(ethylene glycol) interfaces: An approach for enhanced
performance of microfluidic systems”, Biosensors and Bioelectronics, 19(9), 1037-1040

(2004)

Poppe, H. “Overloading and Interaction Phenomena in Elektrophoretic Separations”,

Analytical Chemistry, 64, 1908-1919 (1992)

Poirier, G.E., Pylant, E.D. “The Self-Assembly Mechanism of Alkanthiols on Au(111)”,
Science, 272, 1145-1148 (1996)

Quan, D., Kim, Y., Yoon, K.B., Shin, W. “Assembly of Laccase over Platinum Oxide Surface
and Application as an Amperometric Biosensor”, Bulletin of the Korean Chemical Society,

23(3), 385-390, 2002

Ramsden, J.J. “Puzzles and paradoxes in protein adsorption”, Chemical Society Reviews, 73-

78 (1995)

Rechner, A. “Einfluss der Verarbeitungstechnik auf die Polyphenole und antioxidative
Kapazitit von Apfel- und Beerenobstsiften”, Dissertation, Institut fiir Oenologie und

Getrankeforschung, Forschungsanstalt Geisenheim (2000)

Reinhammar B., Malmstrom, B.G. “Blue” copper-containing oxidases.”, Copper proteins

(Metal ions in biology 3), Wiley-Liss, New York, 109-149 (1981)

Ren, L., Li, D. “Theoretical Studies of Microfluidic Dispensing Processes”, Journal of

Colloid and Interface Science, 254, 384-395 (2002)

Roberts, M.J., Bentley, M.D., Harris, J.M. “Chemistry for peptide and protein PEGylation”,
Advanced Drug Delivery Reviews, 54, 459-476 (2002)



Literaturverzeichnis 297

Rompp-Lexikon Chemie, Band 4 M-Pk, 10. vollig iiberarbeitete Auflage, Thieme Verlag,
Stuttgart, S. 3253 (1997)

Sadana, A. “Protein Adsorption and Inactivation on Surfaces. Influence and Heterogeneities”,

Chemical Reviews, 92, 1799-1818 (1992)

Salomon, K., Burgi, D.S., Helmer, J.C. “Evaluation of Fundamental Properties of a Silica
Capillary Used for Capillary Electrophoresis”, Journal of Chromatography, 559, 69-80
(1991)

Salvato, B., Beltramini, M. “Hemocyanin: molecular architecture, structure and reactivity of

the binuclear copper active site.”, Life Chemistry Report, 8, 1-47 (1990)

Schwarz, M.A., Galliker, B., Fluri, K., Kappes, T., Hauser, P.C. “A two-electrode
configuration for simplified amperometric detection in a microfabricated electrophoretic

separation device.”, Analyst, 126, 147-151 (2001)

Schroter, W., Lautenschldger, K.H., Bibrack, H. “Taschenbuch der Chemie”, Verlag Harri
Deutsch, Thun und Frankfurt, 676 S. (1990)

Skoog, A., Leary, J. “Instrumentelle Analytik”, Springer-Verlag, 898 S. (1996)

Slack, S.M., Horbett, T.A. “The Vroman effect — a critical review.”, American Chemical

Society, Symposium Series, 602, 112-128 (1995)

Slater, J.C. “The current state of solid-state and molecular theory”, International Journal of

Quantum Chemistry, 1(1), 37-102 (1967)

Solnd, R., Skladal, P. “Amperometric Flow-Injection Determination of Phenolic Compounds
Using a Biosensor with Immobilized Laccase, Peroxidase and Tyrosinase”, Electroanalysis,

17 (23), 2137-2146 (2005)

Solomon, E.I., Lowery, M.D. “Electronic Structure Contributions to Function in Bioinorganic

Chemistry”, Science, 259, 1575-1581 (1993)



298 Literaturverzeichnis

Sterbova, D., Vlcek, J., Kuban, V. “Capillary zone electrophoresis determination of phenolic
compounds in chess (Bromus inermis L.) plant extracts”, Journal of Separation Science, 29,

308-313 (2006)

Stradiotto, N.R., Yamanaka, H., Zanoni, M.V.B. “Electrochemical Sensors: A Powerful Tool
in Analytical Chemistry”, Journal of the Brazilian Chemical Society, 14(2), 159-173 (2003)

Suntornsuk, L., Kasemsook, S., Wongyai, S. “Quantitative analysis of aglycone quercetin in
mulberry leaves (Morus alba L.) by capillary zone electrophoresis”, Electrophoresis, 24,
1236-1241 (2003)

Terabe, S., Otsuka, K., Ichikawa, K., Tsuchiya, A., Ando, T. “Electrokinetic separations with
micellar solutions and open-tubular capillaries”, Analytical Chemistry, 56, S.111 (1984)

Tosatti, S. “Selbstorganisierte Monoschichten (SAM) von Alkanthiolen auf Goldoberflichen
mit hoher spezifischer Oberfliche”, Diplomarbeit, Laboratory for Surface Science and

Technology, ETH Ziirich, 1999

Tran, A.D., Park, S., List, P.J., Huynh, O.T., Ryan, R.R., Lane, P.A. “Separation of
Carbohydrate-mediated Microheterogenety of Recombinant Human Erythropoietin by Free
Solution Capillary Electrophoresis. Effects of pH, Buffer, Type and Organic Additives”,
Journal of Chromatography, 542, 459 (1991)

Tsuda, T., Nomura, K., Nakagawa, G. “Separation of organic and metal ions by high-voltage

capillary electrophoresis”, Journal of Chromatography, 264, 385-390 (1983)

Turkova, J. “Oriented immobilization of biologically active proteins as a tool for revealing

protein interactions and functions”, Journal of Chromatography B, 722, 11-31 (1999)

Turner, A.P.F., Karube, I. and Wilson, G.S. “Biosensors: Fundamentals and Applications”,

Oxford University Press, Oxford, 770 p. (1987)

Vogel, W. “Glas Chemie”, Springer-Verlag Berlin, 292 S. (1992)



Literaturverzeichnis 299

Volpi, N. “Separation of flavonoids and phenolic acids from propolis by capillary zone

electrophoresis”, Electrophoresis, 25, 1872-1878 (2004)

Witzig, H., Giinter, S. “Capillary Electrophoresis-A High Performance Analyical Separation
Technique”, Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, 41(6), 724-738 (2003)

Wagner, M. “Prozessparameter und ihr Einfluss auf die Schwindungsgenauigkeit von
hochintegrierten keramischen Mehrlagenschaltungen”, Dissertation, Technische Fakultit der

Universitit Erlangen-Niirnberg (2004)

Wallenborg, S.R., Nyholm, L., Lunte, C.E. “End-Column Amperometric Detection in
Capillary Electrophoresis: Influence of Separation-Related Parameters on the Observed Half-
Wave Potential for Dopamine and Catechol”, Analytical Chemistry, 71, 544-549 (1999)

Weast, R.C. “Handbook of Chemistry and Physics”, Verlag CRC Press, Inc. Boca Raton, 67.
Edition, Florida (1987)

Weetall, H.H. “Preparation of immobilized proteins covalently coupled through silane
coupling agents to inorganic supports”, Applied Biochemistry and Biotechnology, 41, 157-188
(1993)

Wilke, S. “Zum lonentransfer an der Grenzflaiche wenig mischbarer Elektrolytlésungen und
dessen analytischer Anwendungen”, Habilitationsschrift, Mathematisch-
Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultit der Martin-Luther-Universitidt Halle-Wittenberg
(2002)

Woolley, A.T., Mathies, R.A. “Ultra-High-Speed DNA Fragment Separations Using
Microfabricated Capillary Array Electrophoresis Chips”, Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 91, 11348-11352 (1994)

Wu, J.T. “Quantitative immunoassay: A practical guide for assay establishment,
troubleshooting and clinical application”, American Association for Clinical Chemistry, Inc.,

Washington, 255 p. (2000)



300 Literaturverzeichnis

Xue, Y., Yeung, E.S. “Characterization of Band Broadening in Capillary Electrophoresis due
to Nonuniform Capillary Geometries”, Analytical Chemistry, 64, 3575-3580 (1994)

Yariv, S. “Thermo-IR-spectroscopy analysis of the interactions between organic pollutants

and clay minerals ”, Termochimica Acta, 274, 1-35 (1996)

Zynio, S.A., Samoylov, A.V., Surovtseva, E.R., Mirsky, V.M., Shirshov, Y.M. “Bimetallic
layers increase sensitivity of affinity sensors based on surface plasmon resonance”, Sensors,

2, 62-70 (2002)



Tabellenanhang

301

VIII. Tabellenanhang

Laccase aus Agaricus bisporus

Beschichtungsmethode A Signal Messung 1 | A Signal Messung 2 | A Signal Messung 3
ohne Funktionalisierung, BSA geblockt 8 9 9
ohne Funktionalisierung 50 53 49
Mercaptopropionsaure, NHS aktiviert 26 26 29
Mercaptopropionsaure, nicht NHS aktiviert 32 23 21
APTES 46 41 31
Diamino-Polyethylenglykol 17 21 21

Tabelle 43: Einzelwerte der Bindungsdaten der Versuche zur Immobilisierung der Laccase aus
Agaricus bisporus auf unterschiedlich funktionalisierten Oberflachen.

Laccase aus Trametes versicolor

Beschichtungsmethode A Signal Messung 1 | A Signal Messung 2 | A Signal Messung 3
ohne Funktionalisierung, BSA geblockt 5 3 5
ohne Funktionalisierung 35 32 36
Mercaptopropionsaure, NHS aktiviert 27 28 31
Mercaptopropionsdure, nicht NHS aktiviert 24 26 28
APTES 15 21 19
Diamino-Polyethylenglykol 25 28 20

Tabelle 44: Einzelwerte der Bindungsdaten der Versuche zur Immobilisierung der Laccase aus
Trametes versicolor auf unterschiedlich funktionalisierten Oberflachen.

Tyrosinase aus Agaricus bisporus

Beschichtungsmethode A Signal Messung 1 | A Signal Messung 2 | A Signal Messung 3
ohne Funktionalisierung, BSA geblockt 21 22 19
ohne Funktionalisierung 57 61 62
Mercaptopropionsaure, NHS aktiviert 60 54 54
Mercaptopropionsaure, nicht NHS aktiviert 60 61 54
APTES 63 66 55
Diamino-Polyethylenglykol 47 49 50

Tabelle 45: Einzelwerte der Bindungsdaten der Versuche zur Immobilisierung der Tyrosinase aus
Agaricus bisporus auf unterschiedlich funktionalisierten Oberflachen.
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Beschichtungsmethode

OD Messung 1

OD Messung 2

OD Messung 3

ohne Funktionalisierung, BSA geblockt 0,15 0,12 0,24
ohne Funktionalisierung 0,42 0,55 0,52
Mercaptopropionsaure, nicht NHS aktiviert 0,37 0,40 0,32
Mercaptopropionsaure, NHS aktiviert 0,48 0,53 0,49
APTES 0,26 0,25 0,17
Diamino-Polyethylenglykol 0,17 0,20 0,15

Tabelle 46: Einzelwerte der Absorptionswerte zur Uberpriifung der Funktionalitét immobilisierter
Laccase aus Agaricus bisporus auf unterschiedlich funktionalisierten Oberflachen.

Beschichtungsmethode

OD Messung 1

OD Messung 2

OD Messung 3

ohne Funktionalisierung, BSA geblockt 0,03 0,05 0,09
ohne Funktionalisierung 0,14 0,11 0,09
Mercaptopropionsaure, nicht NHS aktiviert 0,13 0,20 0,15
Mercaptopropionsaure, NHS aktiviert 0,14 0,13 0,11
APTES 0,26 0,24 0,21
Diamino-Polyethylenglykol 0,11 0,11 0,14

Tabelle 47: Einzelwerte der Absorptionswerte zur Uberpriifung der Funktionalitéit immobilisierter

Laccase aus Trametes versicolor auf unterschiedlich funktionalisierten Oberflachen.

Beschichtungsmethode

OD Messung 1

OD Messung 2

OD Messung 3

ohne Funktionalisierung, BSA geblockt 0,1 0,09 0,07
ohne Funktionalisierung 0,42 0,36 0,37
Mercaptopropionsaure, nicht NHS aktiviert 0,23 0,25 0,20
Mercaptopropionsaure, NHS aktiviert 0,20 0,16 0,21
APTES 0,15 0,22 0,17
Diamino-Polyethylenglykol 0,27 0,18 0,21

Tabelle 48: Einzelwerte der Absorptionswerte zur Uberpriifung der Funktionalitét immobilisierter

Tyrosinase aus Agaricus bisporus auf unterschiedlich funktionalisierten Oberfldchen.
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Solut Tangenten-Methode Laplace-Young-Methode
linker Winkel [ °] |rechter Winkel [ °] Winkel [ °]

Wasser

Messung 1 58,0 67,0 62,5

Messung 2 57,0 61,5 60,5

Messung 3 62,0 55,7 64,7

Aceton

Messung 1 34,8 34,2 36,3

Messung 2 40,0 40,6 n.b.

Messung 3 39,4 41,1 n.b.

3M KOH

Messung 1 24,5 27,9 n.b.

Messung 2 26,0 32,3 n.b.

Messung 3 29,8 24,3 n.b.
KOH (3M):EtOH 1:1

Messung 1 19,8 26,4 n.b.

Messung 2 31,0 28,8 n.b.

Messung 3 25,3 16,3 n.b.
KOH (3M):EtOH 1:5

Messung 1 13,7 19,4 n.b.

Messung 2 17,1 13,0 n.b.

Messung 3 12,9 18,7 n.b.
Piranha-L6sung

Messung 1 30,5 22,0 26,4

Messung 2 30,6 23,4 27,7

Messung 3 27,9 22,0 26,1

Tabelle 49: Einzelwerte zur Ermittlung der Kontaktwinkel auf behandelten LTCC-Oberflichen mit
Hilfe der Tangenten- und Laplace-Y oung-Methode (n.b.= nicht bestimmbar).

Die folgenden Tabellen beinhalten die Einzelwerte der Ermittlung der Migrationzeiten

getesteter  Polyphenole in  einem  LTCC-Keramikchip mit  unterschiedlichen
Hochspannungsnetzgeraten und pH-Werten.
Migrationszeiten [s] (HSPG VIAelectronic, pH 7,3)
131 115 116 116 102 95
110 114 101 139 128 122
112 118 105 109 107 131
127 117 97 112 124 94
108 115 108 108
Migrationszeiten [s] (HSPG Eigenbau, pH 7,3)
107 107 120 115 99 126
103 109
Migrationszeiten [s] (HSPG Eigenbau, pH 9,0)
66 [ 68 | 87 | 89 [ 83 [

Tabelle 50: Ermittelte Migrationszeiten von Dopamin in einem LTCC-Keramikchip unter der
Verwendung unterschiedlicher Hochspannungsnetzgerite und pH-Werte.
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Tabelle 51: Ermittelte Migrationszeiten von Brenzkatechin in einem LTCC-Keramikchip bei pH 7,3

Migrationszeiten [s] (HSPG VIAelectronic, pH 7,3)

130 127 152 121 123 161
136 124 152 139 121 160
119 111 143 137 125

unter der Verwendung des Hochspannungsnetzgerétes der Fa. VIAelectronic.

Tabelle 52: Ermittelte Migrationszeiten von Gallussdure in einem LTCC-Keramikchip unter der

Migrationszeiten [s] (HSPG VIAelectronic, pH 7,3)

244 224 211 206 207 219
246 231
Migrationszeiten [s] (HSPG Eigenbau, pH 7,3)

199 197 212 203 181 216
195 192 200 195 202 179
Migrationszeiten [s] (HSPG Eigenbau, pH 4,9)

253 | 226 | 219 | 253 | 253 |

Verwendung unterschiedlicher Hochspannungsnetzgerite und pH-Werte.

Tabelle 53: Ermittelte Migrationszeiten von Pyrogallol in einem LTCC-Keramikchip unter der

Migrationszeiten [s] (HSPG VIAelectronic, pH 7,3)

159 168 137 131 158 145

158 154 169 132 141 162

180 146 148 131 146 156

165 145 142 136 154
Migrationszeiten [s] (HSPG Eigenbau, pH 9,0)

106 | 109 | 80 [ 105 | 72 [
Migrationszeiten [s] (HSPG Eigenbau, pH 7,3)

141 163 140 143 171 161

153 135 148 141 153 154

159 138 127 135 154 126

150 128 131 133 143 164
Migrationszeiten [s] (HSPG Eigenbau, pH 4,9)

265 | 230 | 229 | 226 | 240 |

Verwendung unterschiedlicher Hochspannungsnetzgerite und pH-Werte.

Tabelle 54: Ermittelte Migrationszeiten von Quercetin in einem LTCC-Keramikchip bei pH 7,3 unter

Migrationszeiten [s] (HSPG VIAelectronic, pH 7,3)

253

254

277

284

[ 297

der Verwendung des Hochspannungsnetzgerites der Fa. VIAelectronic.
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Migrationszeiten [s] (HSPG Eigenbau, pH 7,3)
150 | 119 | | |

141 |

Tabelle 55: Ermittelte Migrationszeiten von Resveratrol in einem LTCC-Keramikchip bei pH 7,3
unter der Verwendung des selbstkonstruierten Hochspannungsnetzgerites.

Migrationszeiten [s] (HSPG Eigenbau, pH 7,3)
93 | 101 | 101 |

93 [

Tabelle 56: Ermittelte Migrationszeiten von Resorcin in einem LTCC-Keramikchip bei pH 7,3 unter
der Verwendung des selbstkonstruierten Hochspannungsnetzgerétes.

Migrationszeiten [s] (HSPG Eigenbau, pH 7,3)
263 | 277 | [ [

277 |

Tabelle 57: Ermittelte Migrationszeiten von Kaffeesdure in einem LTCC-Keramikchip bei pH 7,3
unter der Verwendung des selbstkonstruierten Hochspannungsnetzgerites.

Migrationszeiten [s] (HSPG Eigenbau, pH 7,3)
Dopamin Pyrogallol
107 100 86 144 138 124
103 96 103 150 132 156

Tabelle 58: Ermittelte Migrationszeiten eines Gemisches aus Dopamin und Pyrogallol in einem
LTCC-Keramikchip

selbstkonstruierten

bei pH 7,3 unter der Verwendung des
Hochspannungsnetzgerites.
Migrationszeiten [s] (HSPG VIAelectronic, pH 7,3)

Dopamin Pyrogallol Gallussaure
110 92 147 130 160 177
92 90 117 126 141 208
87 74 122 106 208 191

Migrationszeiten [s] (HSPG Eigenbau, pH 7,3)

Dopamin Pyrogallol Gallussaure
89 80 124 113 196 166
102 74 143 105 203 183
73 84 103 118 184 200
75 90 100 125 167 181

Tabelle 59: Ermittelte Migrationszeiten eines Gemisches aus Dopamin, Pyrogallol und Gallusséure in
einem LTCC-Keramikchip bei pH 7,3 unter der Verwendung unterschiedlicher
Hochspannungsnetzgerite.
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Dopamin Peakbreite [s
Konzentration [mmol] | Messung 1 | Messung 2 | Messung 3 | Messung 4 | Messung 5
0,025 42 48 52 41 51
0,05 50 42 53 51 42
0,1 48 56 47 58 55
0,25 63 64 68 63 68
0,5 113 108 125 131 107
1 126 181 124 183 131
Brenzkatechin Peakbreite [s]
Konzentration [mmol] | Messung 1 | Messung 2 | Messung 3 | Messung 4
0,025 44 45 45 44
0,05 57 45 48 52
0,1 78 70 73 72
0,25 174 140 162 128
Progaliol Peakbreite [s]
Konzentration [mmol] | Messung 1 | Messung 2 | Messung 3 | Messung 4
0,075 33 33 34 34
0,1 39 31 34 41
0,25 53 60 55 47
0,4 139 164 133 125
0,8 180 155 177 164
Gallussaure Peakbreite [s]
Konzentration [mmol] | Messung 1 | Messung 2 | Messung 3 | Messung 4
0,5 85 50 70 63
0,75 58 62 72 60
1,25 88 75 69 53
2,5 89 108 99 90
5 204 239 170 171

Tabelle 60: Einzelwerte der Peakbreite zur Beurteilung der kapillarelektrophoretischen Trenneffizienz
des LTCC-Keramikchips bei unterschiedlichen Endkonzentrationen.

Signalh6he [nA]

Konzentration [mmol] | Messung 1 | Messung 2 | Messung 3
0,0125 3,3 3,2 3,2
0,025 3,5 5,0 8,0
0,05 8,5 8,8 6,9
0,1 14,3 10,3 10,1
0,2 21,0 27,1 23,8

Tabelle 61: Einzelwerte der Signalhdhe von Dopamin bei unterschiedlichen Endkonzentrationen.
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Signalh6he [nA]

Konzentration [mmol] | Messung 1 | Messung 2 | Messung 3
0,025 4,0 4,5 3,6
0,05 4,7 5,2 51
0,1 4,3 8,5 9,4
0,25 20,7 117,8 15,5

Signalh6he [nA]

Konzentration [mmol] [ Messung 1 | Messung 2 | Messung 3
0,075 6,7 7,9 7,0
0,1 12,7 10,8 12,1
0,125 13,5 12,5 12,8
0,4 34,5 26,0 27,8
0,6 33,2 36,5 31,5

Tabelle 63: Einzelwerte der Signalh6he von Pyrogallol bei unterschiedlichen Endkonzentrationen.

Signalhohe [nA]

Konzentration [mmol] [ Messung 1 | Messung 2 | Messung 3
0,5 8,7 6,7 5,9
0,75 14,5 10,6 11,6
1 7,8 10,4 15,9
1,25 18,9 16,0 15,4
2,5 24,8 24,9 22,6

Tabelle 62: Einzelwerte der Signalh6he von Brenzkatechin bei unterschiedlichen Endkonzentrationen.

Tabelle 64: Einzelwerte der Signalhdhe von Gallussdure bei unterschiedlichen Endkonzentrationen.
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Dopamin
Konzentration [mmol] Messung 1 | Messung 2 | Messung 3
0,025 0,15 0,22 0,15
0,1 0,69 0,70 0,42
0,2 0,90 0,86 0,87
0,25 1,78 1,10 0,86
0,5 3,86 2,68 3,11
1 5,88 6,96 6,22
Brenzkatechin
Konzentration [mmol] Messung 1 | Messung 2 | Messung 3
0,025 0,12 0,11 0,12
0,05 0,14 0,15 0,14
0,1 0,15 0,17 0,73
0,25 1,22 0,75 1,01
0,5 1,72 1,42 1,65
1 2,40 2,83 2,49
Gallussaure
Konzentration [mmol] Messung 1 | Messung 2 | Messung 3
0,25 0,09 0,08 0,07
0,5 0,52 0,18 0,25
1 0,43 0,67 0,64
1,25 0,73 0,49 0,38
2,5 1,44 1,20 1,40
Pyrogallol
Konzentration [mmol] Messung 1 | Messung 2 | Messung 3
0,075 0,12 0,11 0,12
0,1 0,22 0,19 0,20
0,2 0,62 2,48 0,88
0,4 2,68 3,50 0,97
0,6 1,10 3,67 5,07

Tabelle 65: Einzelwerte der ermittelten Integralflichen von Dopamin, Brenzkatechin, Gallussaure und

Pyrogallol.
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