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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Elektrodenmodifizierung

Das Konzept der chemischen Modifizierung von Elektrodenoberflichen wurde in den 1970ern
vorgestellt. Seitdem erfuhr es eine beachtenswerte Entwicklung mit Anwendungen in der For-
schung und der Technologie . Nach einer Empfehlung zur Terminologie der International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) von 1997 werden als chemisch modifizierte
Elektroden solche Systeme bezeichnet, bei denen ein diinner Film (monomolekulare Schicht
bis einige Mikrometer dicke Multischicht) eines ausgewihlten Stoffes die leitende oder halb-
leitende Oberflache eines Materials benetzt oder an diese gebunden ist, wobei die chemischen,
elektrochemischen und optischen Eigenschaften der erhaltenen Grenzfliche durch den Film
bestimmt werden®. Auch elektrochemische Biosensoren gehdren zur Gruppe der chemisch mo-
difizierten Elektroden. Es handelt sich dabei um einen Sonderfall der chemisch modifizierten
Elektrode, bei dem eine bioaktive Komponente (Bioerkennungselement bzw. Biorezeptor) an

die Elektrodenoberfliche gebunden ist’.

Viele Ansitze in der Elektrochemie wiren ohne eine erfolgreiche chemische Manipulation der
Elektrodenoberfldche nicht mdglich. Zum einen konnen damit unspezifische Wechselwirkun-
gen der Elektrode mit der Analytlosung (Verunreinigung durch Adsorption von Fremdstoffen)
sowie die Korrosion des Elektrodenmaterials unterdriickt werden. Besonders wertvoll ist die
Moglichkeit der Beeinflussung der Selektivitdt oder gar der Spezifitit des Outputs der Elekt-
rode durch die chemische Modifizierung. Damit wird die elektrochemische Ansprechbarkeit

der Elektrode gegentiber einer prinzipiell elektroaktiven Spezies oft gar erst ermoglicht.

Der Wissenschaft stehen zur Modifizierung von Elektrodenoberflachen verschiedene Materia-
lien zur Verfiigung. Das konnen Atome, kleine und grof3e Molekiile, molekulare Assemblate,
makromolekulare Stoffe, ganze Partikel oder Zellen sein. Einige der Modifikatoren aus dem
Bereich der kleinen Molekiile haben sich als so niitzlich erwiesen, dass deren Verwendung zu
Standardverfahren der Elektrochemie wurde. So stellen selbst-organisierende Monolagen

(SAM) von organischen (oft funktionalisierten) Thiolen auf Edelmetallen eine beinahe univer-
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selle Grundlage fiir weitere Elektrodenmodifizierungen dar®’. Bereits gut etabliert ist der Ein-

10-12

satz von (Nano)Partikeln'®'2, reaktiven Molekiilen'*!?, Lipidschichten'®, Verbindungen mit n-

19,20

n-Wechselwirkungen " usw.. Auch die Immobilisierung von organischen polymeren Struktu-

ren auf Elektroden®?!"%3

wurde bereits vielfach und intensiv untersucht. Basierend auf genann-
ten Methoden konnen Elektroden-Grenzflachen mit sehr niitzlichen elektrochemischen Eigen-

schaften hergestellt werden.

Die Vielfalt organischer Polymere ist sehr grof3, weswegen je nach Wissenschaftsdisziplin zum
Uberblick eine individuelle Klassifizierung sinnvoll ist. In der Elektrochemie ist primir die
native elektrochemische Aktivitdt von Polymeren relevant. Unabhédngig vom Anwendungs-
zweck bzw. von der Zusammensetzung stellt sich zunéchst die Frage, ob es sich beim gegebe-
nen Stoff um ein leitfdhiges oder um ein nicht leitfahiges Polymer handelt. Die Leitfahigkeit
einer Polymerkette kann prinzipiell auf Vorhandensein von zwei strukturellen Eigenschaften
basieren: Polymere mit ausgedehnten konjugierten n-Elektronensystemen, sie werden in die
Gruppe der leitfihigen Polymere eingeordnet’*?°, und ebenso Polymerketten mit am Riickgrat
gebundenen elektroaktiven Zentren (zum Beispiel Charge-Transfer-Komplexen), die sogenann-
ten Redoxpolymere®®?’. Die elektrische Leitfahigkeit ist eine wichtige Eigenschaft fiir Anwen-
dungen der Polymere als Elektroden-Modifikatoren.

Auch nicht leitfadhige Polymere kdnnen niitzlich fiir die Modifizierung der Elektrodenoberfla-
chen sein. Zu den einstellbaren Grenzfldcheneigenschaften, die nicht leitende Polymere beein-
flussen konnen, gehoren zum Beispiel verbessertes Antifouling-Verhalten, hohere Biokompati-
bilitdt der Elektrode oder dessen Permeabilitdt gegeniiber Analyten. Solche Polymere konnen
eine geeignete Plattform fiir bestimmte Reaktionen oder Bioprozesse bieten. Der einschrén-
kende Faktor fiir die Verwendung nicht leitfahiger Polymere ist das Ausmal der elektrischen
Isolierung. Um ein noch auslesbares Signal zu ermdoglichen, darf die Elektrodenoberfldche nicht

komplett elektrisch isoliert sein.

Eine interessante Gruppe von Polymeren riickt derzeit starker ins Blickfeld der modernen Wis-
senschaft, die Stimuli-responsiven Polymere. Es handelt sich dabei um makromolekulare orga-
nische Verbindungen, die in Losung starken, oft reversiblen strukturellen Verdnderungen als
Antwort auf duBere Stimuli unterliegen?® . Die Stimuli kénnen chemischer (z.B. Anderung
des pH-Wertes des umgebenden Mediums), physikalischer (Temperaturdnderung) oder biolo-
gischer Natur (Anbindung eines Biomolekiils) sein. Die strukturellen Anderungen sind oft Pha-

seniiberginge, zum Beispiel ein Ubergang von einem 18slichen in einen nicht 18slichen Zustand.
2
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Das Auslosen eines Uberganges wird oft auch als ,,Schalten* bezeichnet. Die responsiven Ei-
genschaften solcher Polymere sind nicht auf Losungen beschrinkt. Auch an Oberflachen als
Filme oder Biirsten immobilisierte responsive Polymere zeigen oft ein Schaltverhalten?’. Somit
sind Stimuli-responsive Polymere geeignete Materialien zur Herstellung von responsiven Fil-
men an Oberflichen von Elektroden®¢%. Solche Elektroden erméglichen das gesteuerte, rever-
sible Schalten der Elektrodeneigenschaften zwischen einem aktivierten und einem deaktivierten
Zustand fiir z.B. spezifische elektrochemische, elektrokatalytische oder biokatalytische Pro-

zesse und konnen somit wesentlich zur vertieften Untersuchung dieser Prozesse beitragen.

Der spezifische Stimulus, der die elektrochemischen Eigenschaften von responsiven Grenzfli-
chen an Elektroden verdndert, kann auch die zu messende Grofle darstellen. Oft sind die Ver-
dnderungen der responsiven Grenzfliche infolge einer nur geringen Variation des spezifischen
externen Stimulus sehr stark, womit eine Empfindlichkeitssteigerung des analytischen Systems
bei gleichzeitiger hoher Spezifitit gewihrleistet wird. Aufgrund dieser niitzlichen Eigenschaft
werden schaltbare polymere Elektroden-Grenzflachen zunehmend im Bereich der elektroche-

mischen Biosensorik eingesetzt*40,

1.2 Zielsetzung und Inhaltsiibersicht der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Charakterisierung einer thermoresponsiven
polymeren Elektrodengrenzfliche. Das zu entwickelnde Elektrodensystem konnte als Aus-
gangsmaterial fiir die Anbindung von spezifischen bioaffinen Erkennungselementen wie Pepti-
den geeignet sein. Die Untersuchung der Voraussetzungen fiir diese Anwendung war ein Teil
dieser Arbeit. Das Interesse an diesen Untersuchungen wird durch die Frage nach der Mdglich-
keit der Nutzung der polymeren Elektroden-Grenzfliche mit daran gebundenen bioaffinen Er-
kennungsmolekiilen fiir die Biosensorik begriindet. Es ist zum Beispiel denkbar, dass die Ei-
genschaften des an die Elektrode fixierten Polymers durch das Erkennungselement aus steri-
schen Griinden (Senkung der Flexibilitdt der Ketten) oder aus Griinden eines verdnderten Quell-
grades stark verdndert werden. Dies konnte die Ausnutzung des responsiven Elektroden-Sys-
tems fiir analytische Zwecke erlauben. Die Identifizierung von wichtigen Randbedingungen fiir
einen moglichen Einsatz der zu entwickelnden Elektrodensysteme in Sensoren war ebenso ein

Schwerpunkt dieser Arbeit.
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Aus der Literatur sind bereits einige Beispiele bekannt, in denen thermoresponsive Grenzfla-
chen in analytischen Systemen beschreiben sind. Die Temperatur ist im Vergleich zu anderen
Stimuli mit vielen Vorteilen verbunden. So kann die Temperatur sehr einfach eingestellt wer-
den. Auch die ,,Entfernung* des Temperatur-Stimulus fiir die Riickkehr zu den Startbedingun-
gen ist ebenso unkompliziert im Vergleich zum Beispiel zu den chemischen oder biologischen
Stimuli. Die thermoresponsiven Polymere reagieren auf Temperaturdnderungen vor und nach
Erreichen des kritischen Punktes mit kontinuierlichen, geringen strukturellen Verdnderungen.
Am kritischen Punkt zeigen sich dagegen sehr starke Verdnderungen. Somit kann die Tempera-
tur auch zu kleinen Einstellungen der Grenzflichen-Eigenschaften von thermoresponsiven Po-

lymer-Filmen auf Elektroden benutzt werden®¢.

Eine detaillierte Literaturiibersicht zu thermoresponsiven Elektroden-Systemen folgt im Kapi-
tel ,,Theoretische Grundlagen®. Ausgehend von der Zielsetzung der Arbeit sind an dieser Stelle
vor Allem diejenigen Beispiele interessant, bei denen thermisch kontrollierbare Systeme und
Grenzflachen beschrieben werden, deren Arbeitsweise auf dem Prinzip der bioaffinen Erken-
nung basiert. Solche Systeme konnen prinzipiell in einer der zwei Kategorien eingeordnet wer-
den: einerseits in polymere Systeme, in denen Temperaturverdnderungen die Zugénglichkeit
des (an das polymere Riickgrat gebundenen) Erkennungselementes fiir den Analyten beeinflus-
sen*! und andererseits in thermosensitive Polymere, deren physikochemische Eigenschaften
(Loslichkeit, Schalttemperatur, Konformation) durch das Anbinden des Analyten an das Erken-

nungselement variiert werden*?,

Einige der Beispiele aus der Literatur, die die bioaffine Bindung als Schliisselkonzept beschrei-
ben, basieren auf der Benutzung elektroanalytischer Methoden. Katz et al beschreiben in ihrer
Arbeit eine Biobrennstoffzelle, deren Funktion iiber ein pH-responsives Polymer durch Enzym-
gelabelte Antikorper ausgeschaltet werden kann[45]. Ein anderes Beispiel stellt ein thermo-
responsiver elektrochemischer Immunosensor dar, bei dem der Zugang des Analyten zur Bin-

dungsstelle des Antikorpers thermisch kontrolliert wird[46].

Wie oben bereits erwihnt, ist auch prinzipiell ein umgekehrter Prozess moglich, d.h. die Bioer-
kennung, die die physikochemischen Eigenschaften des thermoresponsiven Polymers signifi-
kant verdndert. Solche Systeme, die auf elektrochemischen Analysetechniken basieren, sind in
der Literatur bisher noch nicht beschrieben worden. Dafiir werden in dieser Arbeit Grundlagen

gelegt. Auch ist bisher nur wenig iiber das Verhalten diinner responsiver Polymer-Filme in der
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Interaktion mit biomolekularen Komponenten bekannt. Durch Untersuchungen dieses Verhal-
tens konnen wichtige Randbedingungen (wie beispielsweise die Schichtdicke des Polymer-

films) fiir einen moglichen Einsatz in Sensoren identifiziert werden.

Die fiir diese Arbeit gewdhlten thermoresponsiven Polymere sind Polymere aus der Gruppe der
Poly(oligo(ethylenglykol)methacrylate) (Poly(OEGMAs)). Die Auswahl dieser Polymere ist
durch die Zielstellung und die daraus ergebenden Anforderungen begriindet. Die Poly(OEG-
MAs) sind biokompatibel*® und eignen sich somit gut als Matrix fiir die Einbettung biorelevan-
ter Molekiile. Aulerdem zeigen sie keine unspezifischen Wechselwirkungen mit Biomolekii-
len*. Da in dieser Arbeit auch die Moglichkeit des potenziellen Einsatzes der Poly(OEGMA)-
Filme an Elektroden fiir sensorische Anwendungen im Fokus stand, war die Biokompatibilitit
der Polymere ebenso eine giinstige Eigenschaft. Die Auswahl der Zusammensetzung der Poly-
mere erfolgte ebenso im Hinblick auf die Zielsetzung. So tragen die untersuchten Polymere
reaktive Ankergruppen, die die Fixierung an Elektroden in Form von unterschiedlich dicken
Filmen erlauben und anschlieBend die Ankopplung von Peptiden ermdglichen. Die eingesetzten
Polymere wurden von Dr. Jens Buller (Fraunhofer Institut fiir Angewandte Polymerforschung,
Arbeitskreis Dr. Wischerhoff und Universitdt Potsdam, Arbeitskreis Prof. Laschewsky) synthe-
tisiert. Die gereinigten Polymere wurden fiir diese Arbeit bereitgestellt. Nach der Synthese er-
folgte die Untersuchung der responsiven Eigenschaften der Polymere in Losung. Dabei wurden
die thermoresponsiven Eigenschaften der Polymere in Losung mittels Turbidimetrie und dyna-
mischer Lichtstreuung (DLS) untersucht. Die gewonnenen Erkenntnisse dienen der Orientie-
rung bei den Untersuchungen der Thermoresponsivitit der Polymere nach der Fixierung auf

Gold-FElektroden.

Fiir die Umsetzung der Zielsetzung wurde anschlieend untersucht, wie die gewidhlten thermo-
responsiven Polymere unter Erhaltung der Thermoresponsivitidt moglichst einfach in Form von
stabilen diinnen Filmen an die Oberfliche von Gold-Elektroden gekoppelt werden konnen. Es
wurde die Methode der kovalenten Fixierung ausgewdhlt, da diese im Allgemeinen zu stabile-
ren Filmen fiihrt. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde getestet wie stark die durch kova-
lente Ankopplung erhaltenen Polymerfilme das elektrochemische Grenzfldchenverhalten be-
einflussen, ob die Thermosensitivitit nach der Oberflachenfixierung erhalten bleibt und wie die
thermisch induzierten Strukturverdnderungen der Polymerfilme verfolgt werden konnen. Auch
stand die Frage nach der Abhingigkeit des Thermoresponsivitdt von der Schichtdicke des Po-

lymer-Films im Fokus. Es wurde der Ansatz gewahlt, dass der elektrochemische Umsatz von

5



Einleitung

Kaliumhexacyanoferrat (II/IIl) an der Oberfliche der Goldelektrode in der Weise von den tem-
peraturabhingigen Eigenschaften des daran fixierten responsiven Polymerfilms beeinflusst
wird, dass dies Riickschliisse auf die Konformationsénderungen der Polymerketten erlaubt. Als
die eigentliche signalgebende Komponente wurde also das redoxaktive Kaliumhexacyanofer-
rat (II/IIT) genutzt. Die Redoxreaktion davon wurde bei unterschiedlichen Temperaturen mittels
Cyclovoltammetrie an Polymer-modifizierten Goldelektroden untersucht. Im Rahmen dieser
Untersuchungen wurde ermittelt, welche Parameter der cyclovoltammetrischen Messungen ge-
eignet sind, um die Konformationsdnderungen der Polymerketten abzubilden. Zur Identifizie-
rung des Anteils des fixierten Polymers an der thermisch induzierten Signalverdnderung, wurde
auch das Temperaturverhalten von Kaliumhexacyanoferrat (II/II) an der unmodifizierten Gold-
elektrode untersucht. Weitere, nicht elektrochemische Methoden, die Oberflichenplasmonen-
resonanzspektroskopie (SPR) und die Quarzkristall-Mikrowaage (QCM) wurden eingesetzt,

um die Restrukturierungsprozesse an der Goldoberflache zu untersuchen.

AnschlieBend stand die elektrochemische Untersuchung der Eignung der Polymerfilme als
Matrix fiir die Anbindung von Peptiden im Mittelpunkt. Zunichst wurde die Frage geklirt, wie
die Peptide an die Polymerfilme gebunden werden konnen und wie stark deren Fixierung an
der Oberflache die elektrochemischen Grenzfldcheneigenschaften beeinflussen. AnschlieSend
wurde getestet, inwiefern die Ankopplung der bioaffinen Erkennungselemente an den Polymer-
film seine Thermoresponsivitit beeinflusst und ob dabei die Schichtdicke des Polymerfilms
eine wichtige Rolle spielt. Das charakterisierte polymere Netzwerk an der Elektrode wurde
auch auf die Verwendung zur Detektion eines geeigneten biochemischen Analyten hin {iber-
priift. Dazu wurde untersucht, ob die Anbindung des Analyten an das Polymer-gebundene Er-
kennungselement spezifisch ist und die elektrochemischen Eigenschaften der Grenzfldche in

einer Art beeinflusst, dass dies fiir sensorische Zwecke ausgenutzt werden kann.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Stimuli-responsive Polymere: funktionale Materialien mit vielseitigen

Anwendungsmoglichkeiten

Ein lange bewihrtes Konzept der Materialwissenschaften ist die Bionik — der Transfer natiirlich
vorkommender Phinomene in die Technik. Von Interesse sind dabei sowohl ganz konkrete,
spezielle Konzepte wie auch universelle, grundsétzliche Phdnomene. Eines dieser grundsétzli-
chen Phinomene der Natur ist die Flexibilitdt biologischer Systeme gegeniiber der Umgebung
in weiten Bereichen physikalischer Umweltparameter verbunden mit pl6tzlichen, drastischen
reversiblen Eigenschaftsdnderungen beim Erreichen eines kritischen Punktes. So teilt sich das
DNA-Molekiil in zwei Einzelstrange nach Erreichen des Schmelzpunktes. Ein anderes Beispiel
ist das Ausfallen von Proteinen nach Erreichen einer bestimmten Salzkonzentration der umge-
benden Losung. In den letzten 25 Jahren wurden viele synthetische Polymerklassen entwickelt,
die ein nicht-kontinuierliches Verhalten gegeniiber Umweltparametern zeigen. Solche synthe-
tische makromolekulare Stoffe werden als stimuli-responsive Polymere bezeichnet** 3%, Auf-

grund ihrer niitzlichen Eigenschaften werden sie manchmal auch als ,,smart* und ,,intelligent

beschrieben.

Stimuli-responsive Polymere zeigen signifikante Eigenschaftsdnderungen als Antwort auf ei-
nen Stimulus aus der unmittelbaren Umgebung - ein (oft reversibler) Prozess, der auch als
»Schalten® bezeichnet wird. Die induzierten Eigenschaftsdnderungen sind zum Unterscheiden
der Polymere geeignet, meistens werden diese allerdings nach der Natur des Stimulus klassifi-
ziert. Der Ausloser einer Eigenschaftsdnderung kann physikalischer, chemischer oder biologi-
scher Natur sein (Abbildung 1).Durch die Vielfalt mdglicher Trigger stehen der Wissenschaft
verschiedene Moglichkeiten der Manipulation von Eigenschaften von Materialien zur Verfii-

gung - je nach Bedarf und bei reversiblen Systemen auch wiederholbar.

Zum Verstdndnis der Eigenschaftsdnderungen stimuli-responsiver Polymere miissen fiir die
makroskopischen Anderungen die zugrunde liegenden mikroskopischen Prozesse beschrieben

werden. Die variierbaren makroskopischen Eigenschaften sind vielfdltig — das sind Farbénde-
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rungen, Anderungen der Loslichkeit (Phaseniiberginge), der Dimension, der Form, der Orga-
nisation, der Leitfahigkeit und weitere. Die zugrunde liegenden mikroskopischen Prozesse sind
deutlich iibersichtlicher - der Stimulus beeinflusst beim Schalten stets intra- bzw. intermoleku-
lare Wechselwirkungen des Polymers an sich oder die Wechselwirkungen des Polymers mit der
umgebenden Losung. Die Anderungen auf der Ebene der molekularen Wechselwirkungen re-
sultieren in strukturellen Anderungen. Wie die Beeinflussung des Gleichgewichts zwischen den
intra- und den intermolekularen Wechselwirkungen das Schalten verursacht, wird in Kapitel 2.2

am Beispiel eines Polymers aus der Poly(OEGMA )-Familie diskutiert.

physikalischer ,«\ chemischer

Trigger y / N Trigger
A
* thermo- 4 \ * pH-
4 \
* elektro- 4 lti \\ * lonen(starke)-
s photo- / Multi- N
/ responsive \
N
' Polymere u
W 4 .
1_:, ________________ . .4
' biologischer :
Trigger
* Antigen-
* Enzym-
* Zucker-

Abbildung 1: Die Vielfalt von Parametern, die einen Schaltprozess auslésen konnen (adaptiert aus “6).

Die Diskussion struktureller Anderungen stimuli-responsiver Polymere ist eng mit der Frage
des urspriinglichen Aggregatzustandes des Polymers verbunden — eine polymere Biirste wird
nach dem Schalten einer anderer strukturellen Anderung unterliegen als das gleiche Polymer in
Losung. Stuart et al. haben die bis dahin beschriebenen Architekturen schaltbarer Systeme ein-

drucksvoll als Galaxie beschrieben (Abbildung 2)*°.

Fiir homogen verteilte Polymerketten in Losung (im Zentrum von Abbildung 2) werden in der
Literatur oft zwei Mechanismen der Stimulus-induzierten Konformationséinderung beschrieben
— der so genannte ,,coil-to-globule*“-Ubergang* oder Vereinigung der Polymerketten zu grofRe-

ren Aggregaten wie z.B. Mizellen*"*3

oder Kapseln*’. Unter dem ,,coil-to-globule“-Ubergang
wird das Zusammenziehen der relativ ausgedehnten Polymerketten zu globuldren Strukturen
verstanden. In einigen Beispielen folgt auf den coil-to-globule-Ubergang die Bildung groBerer

Aggregate durch Zusammenfinden mehrerer globuliren Einheiten*-*°.
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Abbildung 2: , Galaxie* stimuli-responsiver polymerer Materialien (iibernommen aus*> mit Genehmi-
gung des Verlages vom 29.09.2014).

Auch fiir die responsiven Polymere an Oberflachen sind mehrere mechanistische Beschreibun-
gen der strukturellen Anderungen zu finden. Bei schaltbaren Polymermembranen wird der
Durchmesser der Poren variiert’!. Das Zusammenziehen des Polymerfilms oder der Kollaps
von Polymerbiirsten ist mit der Variation der Schichtdicke und verdndertem Zugang zur darun-

ter liegenden Oberfliche verbunden®*>>,

Stimuli-responsive Polymere sind aufgrund ihrer Eigenschaft Sensor- und Wandler-Funktionen
in sich zu kombinieren vielversprechende Kandidaten als funktionelle Materialien in der Ent-
wicklung von (Bio-)Sensoren. Einige Ansitze sind in der Literatur beschrieben®*%°, Thermo-
responsive Oberfldchen sind geeignete Substrate fiir Zellkulturen und erlauben bequemes Ab-
16sen von Zellen durch moderates Abkiihlen’’~®!. Ein anderes wichtiges Anwendungsfeld be-

trifft die gesteuerte Freisetzung von Medikamenten — die in polymere Matrices gebundenen
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Wirkstoffe konnen induziert durch dufleren Stimulus am definierten Ort oder zum erwiinschten
Zeitpunkt freigesetzt werden, was die Effizienz der TherapiemaBnahme steigert®? 5. Respon-
sive stationdre Phasen sind fiir Anwendungen in der Flissigkeits-Chromatographie und zur
Festphasen-Extraktion beschrieben®®72. Im Alltag sind stimuli-responsive Polymere in ,,smar-
ten* Textilien zu finden”>. Das sind zum Beispiel Wasser-responsive Materialien, deren Durch-

lassigkeit je nach Feuchtigkeitsgrad der Umgebung variiert.

2.2 Thermoresponsive Polymere

Thermisch schaltbare Polymere sind im Vergleich zu allen anderen responsiven Stoffen beson-
ders intensiv untersucht und in der Literatur beschrieben 74, Es handelt sich dabei um Polymere,
die eine kritische Temperatur aufweisen, bei der eine signifikante Konformationsianderung statt-
findet. Die mikroskopische Konformationsinderung kann, muss aber nicht, makroskopisch mit

einem Phaseniibergang verbunden sein.

Bei flexiblen Polymer-Ketten, die nach einem ,,coil-to-globule“-Ubergang zu Aggregaten zu-
sammenfallen konnen, findet beim Erreichen einer bestimmten Temperatur ein Phaseniibergang
statt. Der kritische Temperaturpunkt wird je nach Art des Phasentibergangs als untere kritische
Entmischungstemperatur (LCST, englisch fiir lower critical solution temperature) oder obere
kritische Entmischungstemperatur (UCST, englisch fiir upper critical solution temperature) be-
zeichnet. Wenn beim Heizvorgang nach Erreichen der kritischen Temperatur eine Phasentren-
nung in eine Polymer-angereicherte und eine Losungsmittel-angereicherte Phase stattfindet,
dann wird diese Temperatur als LCST bezeichnet. Wenn dagegen beim Heizen an einem be-
stimmten Temperaturpunkt die Phasentrennung verschwindet, wird der Punkt als UCST be-
zeichnet. Fiir wissrige Systeme sind deutlich mehr polymere Strukturen mit LCST-Verhalten

bekannt als mit UCST-Verhalten.

Bei stark vernetzten polymeren Systemen, die unldslich sind, kann kein Phaseniibergang statt-
finden. Aber auch solche Polymere konnen thermoresponsives Verhalten zeigen, das mit einem

7576 verbunden ist. Es handelt sich dabei um einen Ubergang zwi-

Volumen-Phaseniibergang
schen einem stark gequollenen Zustand mit viel gebundenem Losungsmittel und einem kom-
primierten Volumenzustand mit wenig gebundenem Losungsmittel. Auch nicht vernetzte, aber

in der Flexibilitdt eingeschrinkte Systeme zeigen nur einen Volumen-Phaseniibergang. So zum
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Beispiel an Oberflachen immobilisierte Polymerketten, die nicht zu Aggregaten zusammenfal-

len kOnnen.

Wie oben fiir geloste und oberflachengebundene Polymere sowie fiir nicht 16sliche Hydrogele
dargelegt, sind die Wechselwirkungen der Materialien mit dem Lésungsmittel von entscheiden-
der Bedeutung bei der Erkldrung des responsiven Verhaltens. Die molekulare Voraussetzung
dafiir ist das Vorhandensein geeigneter funktioneller Gruppen in der Polymerkette, die mit den
Losungsmittelmolekiilen in Wechselwirkung treten. Fiir Wasser sind dies funktionellen Grup-
pen, die Wasserstoftbriicken-Bindungen eingehen kdnnen. In Abbildung 3 sind drei Beispiele
thermisch schaltbarer Polymere angegeben, auch die jeweiligen Wechselwirkungen mit Wasser

sind skizziert.
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Poly(N-Isopropylacrylamid) - PNIPAm Polyethylenglykol - PEG Poly(oligo(ethylenglykol)methacrylat)
Poly(OEGMA)

Abbildung 3: Beispiele thermoresponsiver Polymere mit moglichen Wasserstoffbriicken zu Wassermo-

lekiilen aus der Umgebung.

Allen thermoresponsiven Systemen aus Abbildung 3 gemeinsam ist das Vorhandensein polarer
Gruppen einerseits sowie eines apolaren, hydrophoben Riickgrats andererseits. Die Thermo-
responsivitit resultiert aus dem Hydrophilie/Hydrophobie-Gleichgewicht zwischen zwei Situ-
ationen — dem Zustand, wenn Polymer-Wasser-Wechselwirkungen iiberwiegen und dem Zu-
stand, wenn die konkurrierenden hydrophoben Polymer-Polymer-Wechselwirkungen iiberwie-
gen. Das bekannteste thermisch schaltbare Polymer ist Poly(N-Isopropylacrylamid) (PNIPAm)
(Abbildung 3). Eine attraktive Alternative fiir Applikationen im Bio-Bereich stellt die Gruppe
der Poly(oligo(ethylenglykol)methacrylate) (Poly(OEGMAs)”’8! dar. Diese Polymere werden
aus Oligo(ethylenglykol)methacrylat-Monomeren (OEGMA) unterschiedlicher Lange synthe-
tisiert und haben als enge chemische ,,Verwandte* von Poly(ethylenglykol) (PEG) mit diesem
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einige Eigenschaften gemeinsam. Zu erwihnen ist an dieser Stelle vor allem die gute Loslich-
keit in Wasser, die Biokompatibilitdt und die geringen unspezifischen Wechselwirkungen mit
biologischen Systemen*’. Das hydrophobe Riickgrat von Poly(OEGMAs) wird kompensiert
durch die hydrophilen Oligo(ethylenglykol)-Seitenketten kompensiert, die die sehr gute Los-
lichkeit dieser Polymere verursachen. Erst nach Erreichen des LCST-Punktes, wenn die hydro-
phoben Wechselwirkungen tiberwiegen, wird das Polymer unloslich. Die Vergroerung des An-
teils hydrophiler Seitenketten in Poly(OEGMAs) verschiebt den LCST-Punkt zu hoheren Tem-
peraturen, da in diesem Fall mehr Energie zum Ubergang in den hydrophoben Zustand bendtigt
wird. Der Anteil hydrophiler Bereiche in Poly(OEGMAs) kann zum Beispiel durch Benutzung
langerer OEGMA-Monomere erhoht werden. Lutz beschreibt in seinem Review, wie die Tem-
peratur des Phaseniiberganges fiir Poly(OEGMAs) durch die Wahl des zu Polymerisation ein-
gesetzten Methacrylat-Monomers justiert werden kann (Abbildung 4)”7. Die Lage der LCST
wird deutlich nach oben verschoben, wenn lingere OEGMA-Monomere eingesetzt werden, da

diese das Polymer insgesamt deutlich hydrophiler machen.

MEMA MEO,MA MEO;MA OEGMA3, OEGMA 475

XX XX K
HH H??

AN
Das Methacrylat-Monomer | LCST des entsprechenden Polymers | Literatur
MEMA leicht hygroskopisch 43
MEO:MA ~26°C 52,83
MEO;MA ~52°C 83,84
OEGMA300 ~64°C 85
OEGMA 475 ~90 °C 86

Abbildung 4: Abhingigkeit der Lage des LCST-Punktes von der Linge der zur Polymerisation einge-
setzten Methacrylat-Monomere (iibernommen aus 7’ mit Genehmigung des Verlages vom 22.09.2014).
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Auch jede andere Variation der Zusammensetzung, die den Anteil hydrophiler oder hydropho-
ber Bereiche im Polymer variiert, resultiert in Verschiebungen der Ubergangstemperatur. Buller
et al. haben gezeigt, dass die Ankopplung von Avidin an ein biotinyliertes Poly(OEGMA) die

t%7. Das gebildete Polymer-Biotin-Avidin-Konjugat ist

Temperatur des Phaseniiberganges erhoh
hydrophiler als das biotinylierte Polymer an sich. Die Copolymerisation von Methacrylat-Mo-
nomeren mit weiteren funktionellen Gruppen kann ebenfalls das Hydrophilie/Hydrophobie-
Gleichgewicht und somit die LCST beeinflussen. Yamamoto et al. haben den Einfluss von Car-
boxyl- und Amino-Gruppen in den Seitenketten von Poly(OEGMA )-basierten Polymeren un-
tersucht®. Es wird gezeigt, dass diese (de-)protonierbaren Gruppen durch Variation des pH-
Wertes zur Einstellung der Hydrophilie der Seitenketten geeignet sind und so Verschiebungen
der LCST erlauben. Damit sind solche Polymere sowohl thermoresponsiv als auch pH-sensitiv.
Die Einfiihrung reaktiver Gruppen wie der Carboxygruppen in das Polymer erlaubt auBerdem

eine Ankopplung von weiteren Komponenten, zum Beispiel Biorezeptoren, was das Anwen-

dungsfeld responsiver Systeme erweitert.

2.3 Analytische Methoden zur Untersuchung stimuli-responsiver Systeme

2.3.1 Methoden zur Untersuchung stimuli-responsiver Polymere in Losung

Bei LCST-Polymeren, deren mikroskopischer Volumen-Phaseniibergang auch zur makroskopi-
schen Phasentrennung fiihrt, kann die thermisch induzierte Schaltung bereits mit bloBem Auge
beobachtet werden. Die Polymerldsung wird nach Erreichen der Ubergangstemperatur typi-
scherweise triilbe. Das temperaturabhiingige Triibungsverhalten der Losungen kann optisch ein-
fach und bequem durch Turbidimetrie untersucht werden**%%°. Hierbei wird der triibungsbe-
dingte Intensitdtsverlust der Messstrahlung nach Durchlaufen der Messlosung untersucht (Ex-
tinktion). Die Probe befindet sich in einer heizbaren Kammer und die Licht-Extinktion wird an
definierten Temperaturpunkten bestimmt. Temperaturabhingige Extinktionskurven kénnen zur
Bestimmung der Phaseniibergangs-Temperatur, zu Untersuchungen der Reversibilitét, der Hys-
terese und unter Umstidnden der Geschwindigkeit des Schaltens sowie der Schirfe des Phasen-
iberganges herangezogen werden. Somit ist diese einfache Technik mit viel Informationsgehalt
verbunden. Die Turbidimetrie kann allerdings nicht zu Aussagen iiber strukturelle Anderungen

auf mikroskopischer Ebene herangezogen werden.
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Eine alternative optische Technik, die Messung der dynamischen Lichtstreuung (DLS) in Ab-
hingigkeit von der Temperatur, hat sich ebenfalls zur Untersuchung der Thermoresponsivitit
von Polymeren in Losung durchgesetzt***°. Durch die mathematische Analyse des gemessenen
Streulichtes wird der hydrodynamische Radius der Polymer-Partikeln bestimmt. Diese Technik
erlaubt also die Analyse struktureller Verdnderungen, und zwar selbst dann, wenn der Volumen-

Phasentibergang nicht mit einer Phasentrennung einhergeht.

Eine weitere bereits oft eingesetzte nicht-optische Untersuchungsmethode von Phasentibergén-
gen thermoresponsiver Polymere in Losung ist die dynamische Differenzkalorimetrie (DSC),
bei der die Warmeaufnahme einer Probe beim Ablaufen eines Temperaturprogramms aufge-
nommen wird’"*2. Mit dieser Methode sind neben der Bestimmung der Phaseniibergangstem-

peratur auch Aussagen zu thermodynamischen Prozessen beim Phaseniibergang moglich.

Einen noch tieferen Einblick in die mikroskopischen Aspekte der Thermoresponsivitét erlaubt
die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)*. Die thermisch induzierten Anderungen der Po-
lymer-Polymer- bzw. der Polymer-Lésungsmittel-Wechselwirkungen resultieren in Anderun-
gen der Spektren z.B. beziiglich der chemischen Verschiebung, der Signalbreite und Signalin-

tensitat.

2.3.2 Oberflichenanalytische Methoden zur Untersuchung responsiver polymerer

Interfaces
2.3.2.1 Elektroanalytische Methoden

Eines der zentralen Charakteristika eines jeden analytischen Systems ist die Methode der Sig-
naldetektion. Die Palette der Auslesetechniken, die in responsiven Sensorsystemen eingesetzt

56.94 elektrochemischen®, kraftmikroskopischen® bis hin zu mas-

werden, reicht von optischen
sensensitiven’® Methoden. Die Auswahl der geeigneten Technik héingt unter anderem davon ab,

ob das untersuchte Polymer an der Oberfldche oder in Losung verteilt vorliegt.

Elektroanalytische Methoden sind bereits vielfach zur Untersuchung immobilisierter stimuli-
responsiver Materialien an leitenden Oberflichen (Elektroden) eingesetzt worden®®?’°. Eine
mogliche Klassifizierung solcher analytischen Systeme ist die nach der Art der signalgebenden
Komponente. Am hiufigsten sind die elektrochemischen Eigenschaften bzw. der elektrochemi-

sche Umsatz von Spezies aus oder in der Losung die eigentlichen Messparameter. Der Einfluss
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der Film-Umstrukturierung an der Oberfliche auf die signalgebenden Spezies erlaubt Riick-
schliisse auf die Art (Mechanismus) und das AusmaR der Polymer-Reorganisation. In der Lite-
ratur sind aber auch einige wenige Beispiele zu finden, bei denen das stimuli-responsive Mate-

t*7. Der elektrochemische Output dieser an Elektroden gebundenen

rial an sich elektroaktiv is
Materialien ist vom gegebenen strukturellen Zustand abhingig. Andert sich dieser als Antwort
auf einen AuBeren Stimulus, wird auch eine Anderung des elektrochemischen Signals gemessen.
Die am héufigsten zur Untersuchung schaltbarer Elektroden beschriebenen Methoden sind die
Cyclovoltammetrie und die elektrochemische Impedanzspektroskopie. Aber auch andere elekt-

100-103

rochemische Techniken, wie z.B. Amperometrie und Chronopotentiometrie'® wurden be-

reits eingesetzt.

Die Detektion der elektrochemischen Eigenschaften der thermoresponsiven Grenzfldche bietet
einige wichtige Vorteile gegeniiber den anderen Techniken. So zeichnen sich die meisten elekt-
rochemischen Methoden durch die Einfachheit der Instrumente aus. Ein elektroanalytisches
Geridt ist auBerdem flexibel beziiglich der Dimension der Messvorrichtung und erlaubt eine
Miniaturisierung. Elektroanalytische Methoden sind oft mdglich ohne die Probe zu verdndern.
Ebenso sind Temperaturverdnderungen wéhrend eines elektrochemischen Experimentes ein-

fach zu realisieren.

Einige der Beispiele aus der Literatur nutzen das Prinzip der Bioaffinen Erkennung als zentrales
Konzept der beschriebenen responsiven elektroanalytischen Systeme. So entwickelten zum
Beispiel Katz et al eine Biobrennstoffzelle deren Funktion {iber ein pH responsives Polymer
durch Enzym-gelabelte Antikorper ausgeschaltet werden kann'®. Ein anderes Beispiel stellt ein
thermoresponsiver elektrochemischer Immunosensor dar, bei dem der Zugang des Analyten zur
Bindungsstelle des Antikorpers thermisch kontrolliert wird!%. Wie oben bereits erwihnt, ist
auch prinzipiell ein umgekehrter Prozess moglich, d.h. die Bioerkennung, die die physikoche-
mischen Eigenschaften des Polymers signifikant verdndert. Solche Systeme, die auf elektro-
chemischen Analysetechniken basieren, sind in der Literatur bisher noch nicht beschreiben wor-

den. Hierfiir sollen in dieser Arbeit Grundlagen gelegt werden.
2.3.1.1.1 Cyclovoltammetrie

Das zentrale Element eines cyclovoltammetrischen Experimentes ist die Arbeitselektrode (Mes-
selektrode)!?”"!13. Es handelt sich dabei um einen Leiter, der eine der drei Komponenten der

sogenannten Dreielektrodenanordnung (Abbildung 5) ist. Die zwei weiteren Elektroden sind
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die Gegenelektrode und die Referenzelektrode. Die drei Elektroden sind iiber ein Potentiostat
miteinander verbunden und tauchen jeweils in die (ionenleitende) Messlosung. Durch Anlegen
der Spannung zwischen der Arbeitselektrode und der Gegenelektrode baut sich ein geschlosse-
ner Stromkreis auf. Das registrierte Messdiagramm der Cyclovoltammetrie ist die Auftragung
des gemessenen Stroms gegen das an der Arbeitselektrode gemessene Potential. Das an der
Spannungsquelle angelegte Potential wird im Laufe des Experimentes permanent mit dem Po-
tential zwischen Arbeitselektrode und Referenzelektrode verglichen. Beim Bestehen eines Un-
terschiedes zwischen der Sollspannung (vorgegebene Spannung) und der realen Ist-Spannung
wird dieser durch einen im Potentiostat eingebauten Regler ausgeglichen. Somit wird gewahr-

leistet, dass der reale Potentialwert stets dem vorgegebenen Potential entspricht.

angelegte Spannung

Strommessung

Q' ' Potentiostat |

Spannungsmessung
(gegen die Referenzelektrode)

Elektrolytldsung Messzelle

~J |

S

Gegenelektrode
Referenzelektrode

Abbildung 5: Das Schaltschema der Dreielektrodenanordnung.

Das in einem cyclovoltammetrischen Experiment vorgegebene Potential wird zwischen zwei
definierten Werten mit konstanter Geschwindigkeit (der sogenannten ,,Scanrate*) zyklisch ver-
dndert. In Abbildung 6 (a) ist ein Beispiel fiir eine Potential-Zeit-Funktion angegeben, das re-
sultierte Cyclovoltammogramm ist in Abbildung 6 (b) dargestellt.

Die charakteristischen Parameter eines Cyclovoltammogramms sind die Peakpotentiale Ep fiir
jeweils den Oxidationspeak (Epox) und den Reduktionspeak (Epred). Diese zwei Punkte sind
die Potentialwerte, an denen die Maximalwerte des anodischen und des kathodischen Stromes

gemessen werden. Der Mittelwert aus der Summe der beiden Peakpotentiale wird als formales
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Potential bezeichnet (Er). Fiir die zwei Peaks des Voltammograms werden weiterhin die Peak-
strome Ipox und Ipred angegeben. Dazu wird der Abstand des Maximalstromwertes zur Basisli-

nie bestimmt (Abbildung 6 (b)).

(a) 1 {b) Ep, Ox
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450 309
> 20
3004 1
a g
£ 150 EXE
E 0 T T T T T T T 1 _107
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-150 | .
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E 1V (vs. Ag/AgCi/imoliL KCl)

Abbildung 6: (a) Beispiel eines cyclovoltammetrischen Potential-Zeit-Verlaufes (Scangeschwindigkeit
v=100mV/s) und (b) das dazugehdrige Cyclovoltammogramm; gemessen in Ks[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s-
Losung (jeweils 2.5 mmol/L in 100 mmol/L Natriumphosphatpuffer, pH 6.7).

Das zwischen der Arbeitselektrode und der Gegenelektrode angelegte Potential fithrt zum ge-
richteten Stromfluss. Dieser resultiert aus der Uberlagerung mehrerer Phinomene auf moleku-
larer Ebene. Im Falle der Anwesenheit eines redoxaktiven Analyten, wie z.B. Kaliumhexacyan-
oferrat(II/I1I), setzt sich der gemessene Strom aus zwei Anteilen zusammen — aus dem Fara-
day’schen Strom (Redoxstrom) und aus dem kapazitiven Strom. Bei Abwesenheit des Re-

doxstromes wird nur der kapazitive Strom registriert.

Der Begriff Faraday’scher Strom beschreibt den heterogenen Ladungsaustausch zwischen ei-
nem Stoff in der Losung (oder auf der Oberfliche der Elektrode) und der Elektrode. Bei der
Messung aus Abbildung 6 b) handelt es sich um die folgenden Teilreaktionen:

[Fe"(CN)6]> + 1 ¢ ------> [Fe"(CN)s]*  (Reduktion)
[Fe'(CN)6]* > [Fe(CN)6]> + 1 & (Oxidation)

Abbildung 7. Teilreaktionen des heterogenen Ladungsiibertrittes fiir die Messung aus Abbil-
dung 6 b).

Der kapazitive Strom ist die Folge des Aufbaus einer elektrochemischen Doppelschicht an der
Grenzflache Elektrode-Elektrolyt. Hierbei orientieren sich die Losungsmittelmolekiile bzw.

entgegengesetzt geladene Ionen der Losung an der geladenen Elektrodenoberflache um.
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Der Peak-Strom, der in Losungen mit Redox-Spezies gemessen wird, ist eine Funktion der
Elektrodenoberfliche (A), der Scangeschwindigkeit (v), der Anzahl der iibertragenen Elektro-
nen (n), der Konzentration (c) und des Diffusionskoeffizienten (D) der Redoxsubstanz sowie
der Temperatur der Losung (T). Er kann (unter der Voraussetzung eines ungehemmten Ladungs-

durchtritts) mit der Randles-Sevéik-Gleichung wie folgt beschrieben werden!!!112:

1p=0.4463n-F-A- /;—l; A/Dv-e (1)

Das Elektrodenpotential fiir das Redoxpaar [Fe(CN)s]*/[Fe!'(CN)s]*kann nach Nernst be-

rechnet werden:

a((F (CN)g] )

E = E + 0.059-log -
a([Fe'(CN)g] )

[Fe“(CN)é]4'/[Fem(CN)6]3"

()

Das Standardelektrodenpotential E® in Gleichung (2) ist das Potential (in Bezug auf die Stan-
dardwasserstoffelektrode) fiir das Redoxpaar mit den Aktivitéten a fiir die oxidierte wie redu-
zierte Form gleich 1. Die Einstellung der Standard-Versuchsbedingungen ist nicht immer mog-
lich und oft nicht sinnvoll. Deswegen wird ersatzweise mit dem sogenannten formalen Potential
Eor gearbeitet. Dieses ist definiert als das Potential eines Systems mit dem Aktivititen-Quoti-
enten gleich 1 unter der genauen Spezifikation aller anderen Bedingungen. Im Cyclovoltam-
mogramm ist das Mittelpunktspotential leicht als der Mittelwert der Summe aus anodischem
und kathodischem Potential abzulesen. Wenn sich das Mittelpunktspotential nicht mit der Scan-
rate verdndert, entspricht es dem formalen Redoxpotential des Stoffes unter den gegebenen ex-

perimentellen Bedingungen.

Der Abstand der beiden Peakpotentiale ist als die Peakseparation AEp definiert:

0.059V

)

AEP:EP, 00X~ EP, RED™

Die Peakseparation ist nach Nicholson eine Funktion der Temperatur, der Diffusionskonstante
Do, der Scangeschwindigkeit (v) und der heterogenen Elektronentransfer-Geschwindigkeits-
konstante ku''*. Letztere sinkt beim Auftreten von Hindernissen fiir den Zugang zur Elektro-
denoberflache, die zum Beispiel bei chemischen Oberflichen-Modifizierungen auftreten. Bei
einem einfachen Einelektronenprozess werden drei Grenzfille unterschieden — reversible, irre-

versible und quasireversible Elektrodenreaktionen. Bei reversiblen Prozessen (ku > 107! cm/s)

18



Theoretische Grundlagen

ist der heterogene Ladungstransport so schnell, dass der gemessene Strom ausschlieSlich durch
den Massentransport bestimmt wird. Fiir den reversiblen Einelektronen-Prozess, sollte die
Peakseparation 0.059 V betragen. Die Peakseparation steigt bei der Verlangsamung des La-
dungstibertrittes, bei quasireversiblen oder irreversiblen Prozessen. Als irreversibel werden
Prozesse bezeichnet, bei denen der heterogene Ladungstransfer extrem langsam ist (ku < 107
cm/s) und somit den Messstrom im Wesentlichen bestimmt. Als quasireversibel werden Pro-
zesse bezeichnet, bei denen sowohl der Massentransport als auch der heterogene Ladungstrans-

fer den Messstrom bestimmen (107" > ky > 107 cm/s).

Die Cyclovoltammetrie kann also zusammenfassend sowohl zur Untersuchung thermodynami-
scher (z.B. Redoxpotential-Bestimmung) als auch kinetischer (z.B. Elektrodentransfer durch
die Grenzflache Elektrode-Elektrolyt) Grofen und Phdnomene herangezogen werden. In der
Biosensorik ist die Cyclovoltammetrie eine beliebte Methode zur Untersuchung biokatalyti-

scher Reaktionen.

In der Literatur sind mehrere Studien zu cyclovoltammetrischen Untersuchungen stimuli-
responsiver Elektroden-Interfaces beschrieben. In der Tabelle 1 ist eine Ubersicht iiber ausge-
wihlte Beispiele aufgefiihrt — sortiert nach Polymersystem, der signalgebenden Komponente

und dem Schaltreiz.

In allen in der Tabelle 1 aufgefiihrten Beispielen werden aus den gemessenen Cyclovoltammo-
grammen die Peakstrome bestimmt. Veranderungen der Peakstrome als Antwort auf einen du-
Beren Stimulus geben gute Hinweise auf strukturellen Verdnderungen der Grenzflache, da diese
direkten Einfluss auf den Zugang der Redoxspezies zur Elektrode haben. Als strukturelle
Grenzfille werden Polymerfilme im kollabierten oder im expandierten (gequollenen) Zustand

genannt.

So beschreiben Zhou et al. ein auf Poly(N-isopropylacrylamid-co-acrylsdure)-Biirsten basie-
rendes elektrochemisches Sensor-System, bei dem der Zugang zur Elektrodenoberfliche fiir
K3[Fe(CN)s] durch den pH-Wert der Umgebung, die Temperatur und die Konzentration von

Natriumchlorid kontrolliert werden kann''>.
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Tabelle 1. Ausgewihlte Publikationen mit CV-Experimenten zum Verfolgen struktureller Anderungen
einer responsiven Polymerschicht an der Elektrodenoberflache.

acrylsdure

[Ru(NH;)G] C13

Lit. Polymersystem Signalgebender Redoxumsatz Stimulus

s Poly(N-isopropylacrylamid-co- | Redoxreaktion von K3[Fe(CN)s] pH, T, NaCl
acrylséure)

116 Poly(2-vinylpyridin) und Poly- | Redoxreaktion von K4[Fe(CN)s] und pH

117

Poly(4-vinylpyridin)

Redoxreaktion von K4[Fe(CN)s]

externes elektrisches
Potential, pH

118

Poly(2-vinylpyridin) und Poly-
acrylséure

Redoxreaktion von [Ru(NH3)6]Cl3

externes elektrisches
Potential, pH

ropylacrylamid) und Co-
balt/Aluminium-Nanopléttchen

chen-Schichten

19 Poly(N-isopropylacrylamid) Redoxreaktion von eingebettetem Hiamo- | T
globin
120 Poly(N,N-diethylacrylamid-co- | Oxidation von Glucose (durch GOD) mit | pH, T, SO4*
4-vinylpyridin)-Hydrogel mit 1,1’-Ferrocendicarbonsdure als Mediator
eingebetteter Glucoseoxidase
(GOD)
121 Multischichten aus Poly(allyla- | Oxidation von Glucose (durch GOD) mit | pH
minhydrochlorid) und Hyalur- 1,1’-Ferrocendicarbonsdure als Mediator
onséure mit darin eingebetteter
GOD
122 Poly(4-vinylpyridin) Oxidation von Glucose (durch GOD in | pH, ClO4
Lo6sung) mit 1,1"-Ferrocendicarbonsdure
als Mediator
123 Poly(4-vinylpyridin) funktiona- | Redoxreaktion vom Osmiumkomplex pH
lisiert mit redoxaktiven Osmi-
umkomplex-Einheiten
100 Multischicht aus Poly(N-isop- | Redoxreaktion von CoAl-Nanoplitt- T

124

Poly(N,N-diethylacrylamid)-
(Polyacrylsdure-co-Phe-
nylboronséure)-Meerrettichper-
oxidase

Redoxreaktion von K;[Fe(CN)s] Oxida-
tion von H,O»

pH, T, Fruktose

104

Poly(m-acrylamidobezol-
boronsédure-co-acrylamid)

Redoxreaktion von
K;[Fe™(CN)s)/K4[Fe''(CN)s]

Glukose

125

Poly(4-vinylpyridin)

Redoxreaktion von
K;[Fe™(CN)s)/Ka[Fe''(CN)g]

pH-Wert Anderung
als Folge von bio-
chemischen Reakti-
onskaskaden
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Tam et al. beschreiben ein interessantes schaltbares Elektrodensystem, bei dem zwei unter-
schiedliche signalgebende Redoxspezies gleichzeitig in der Analytlosung vorliegen — das nega-
tiv geladene Hexacyanoferrat(Il) und das positiv geladene Hexa-aminruthenium(III)chlorid!'®.
Die Elektrode ist wiederum mit Poly(2-vinylpyridin) (je nach pH-Wert neutral oder positiv ge-
laden) und Polyacrylsdure (je nach pH-Wert neutral oder negativ geladen) modifiziert. Es wird
gezeigt, dass mit den beiden gleichzeitig vorliegenden unterschiedlich geladenen Redoxspezies

die pH-induzierten Phaseniibergdnge der einzelnen Polymere diskriminiert werden kdnnen.

Der Stromoutput kann aber auch von komplizierteren Systemen oder Prozessen stammen. Zum
Beispiel beschreiben Yin et al. ein responsives Elektrodensystem mit Himoglobin als Signal-
geber'!?. In mehreren Untersuchungen wird die Beeinflussung biokatalytischer Elektroden-Pro-
zesse durch strukturelle Verdnderungen der schaltbaren Schicht an der Elektrode beschrieben.
So kann die Oxidation der Glucose durch Glucoseoxidase (GOD) beeinflusst werden, wenn der
Phasentibergang den Zugang zum im Film eingebetteten Enzym fiir das Substrat erschwert oder

erleichtert 12121,

In einigen Beispielen elektrochemischer Untersuchungen der Schaltprozesse an der Oberfla-
che stammt die Stromantwort von dem responsiven Polymer selbst. Dazu muss das responsive
Polymer redoxaktiv sein. Tam et al. beschreiben eine Elektrode, die mit Osmiumkomplex-Ein-
heiten tragenden Poly(4-vinylpyridin)-Biirsten modifiziert ist'?*. Es wird gezeigt, dass die
Elektroaktivitit des Polymers von der Mobilitdt der Ketten abhédngt. Im kollabierten Zustand
(bei hohen pH-Werten) sinkt die Mobilitét deutlich, so dass auch das Stromsignal dramatisch
reduziert wird. Dou et al. beschreiben Multischichten aus thermoresponsivem Poly(N-isopro-
pylacrylamid) und elektroaktiven CoAl-Nanoplittchen, die beim Zusammenziehen der Schich-

ten aufgrund der Anniiherung der signalgebenden Komponente zu héheren Strémen fiihren!®.

Fiir biosensorische Anwendungen sind responsive Elektroden-Systeme interessant, bei denen
biorelevante Analyte die Schaltung der Grenzschicht verursachen. Liu et al. beschreiben einen
elektrochemischen Sensor fiir Fruktose, der auf einem Phenylboronsidure-Einheiten enthalten-
dem amphiphilen Polymer basiert'?*. Die Phenylboronsiure und Ihre Derivate bilden schnell
und reversibel kovalente Bindungen mit cis-Diolen, wie sie zum Beispiel in vielen Zuckern
vorkommen. Die Bildung der Phenylboronséure-Fructose-Komplexe fithrt zum Aufquellen des
Polymernetzwerkes wegen der gestiegenen Hydrophilie, was wiederum zu einem besseren Zu-

gang zur Elektrodenoberfliche fiir die Redoxkomponente fiihrt. Ein dhnliches Sensor-System
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beschreiben Gabai et al.!®. Auch hier wird das Aufquellen des Phenylboronsiure enthaltenden

polymeren Netzwerkes beobachtet, allerdings mit Glucose als Analyt.

In einigen Studien wird der Ausldser der Schaltung nicht direkt eingestellt, sondern resultiert
aus anderen davor geschalteten Prozessen oder Reaktionen. So kann durch das Anlegen eines
externen (geniigend negativen) Potentials die Sauerstoffreduktion unter gleichzeitigem Ver-
brauch von Hydronium-Ionen zur Erhéhung des lokalen pH-Wertes fithren und so pH-sensitive
Hydrogele zu Schaltung anregen!!”!'¥. Auch pH-Wert Anderungen am Ende einer komplexen
biochemischen Reaktionskaskade konnen als Trigger fiir Phaseniibergdnge von Polymeren an

der Elektrodenoberfliche dienen!?’.
2.3.1.1.2 Elektrochemische Impedanzspektroskopie

Das Grundprinzip elektrochemischer Impedanzmessungen besteht im Anlegen einer sinusfor-
migen Wechselspannung kleiner Amplitude (ca. 1 — 5 mV) an das zu untersuchende Objekt
(z.B. an die Arbeitselektrode in der Dreielektrodenanordnung) und der Autnahme des so gene-
rierten Wechselstromes. Das Verhiltnis der angelegten Spannung zum gemessenen Strom wird
als Impedanz Z (Wechselstromwiderstand) bezeichnet und wird in der Impedanzspektroskopie
jeweils fiir Wechselspannung unterschiedlicher Frequenzen (z.B. 0.1 Hz — 100 000 Hz) be-

stimmt.

7 = JO_ Yuaxsinol )
1(t) IMA)('SII’I((DH-(pI)

Die Impedanz Z ist eine komplexe Grofe. Sie wird einerseits durch das Verhiltnis der beiden
Amplituden Uy ax und Ty axund andererseits durch den Phasenwinkel ¢1 (Phasenverschiebung
gegeniiber der Wechselspannung) definiert. In Abbildung 8 ist die komplexe Impedanz als Vek-
tor dargestellt. Die Beschreibung der Impedanz kann auf zwei Arten erfolgen — durch die An-
gabe des Impedanzbetrages |Z| und des Phasenwinkels oder durch den Real- und den Imagi-

nérteil der Impedanz Zr und Z.
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Z|

] |Z|

ZR

Abbildung 8: Die komplexe Impedanz dargestellt als Vektor.

Entsprechend kann die Darstellung der Ergebnisse einer Impedanzmessung auf zwei Arten er-
folgen. Beim so genannten Bode-Plot wird der logarithmierte Betrag der Impedanz |Z| und des
Phasenwinkels ¢1in einem Diagramm gegen die logarithmierte Frequenz f aufgetragen (Abbil-
dung 9 a)). Alternativ wird beim Nyquist-Plot der Realteil der Impedanz gegen den Imaginarteil
aufgetragen (Abbildung 9 b)).

werde = G0°

phase

log impedance

log frequency R Z;

Abbildung 9: (a) Bode-Plot und (b) Nyquist-Plot — zwei iibliche Darstellungen der Ergebnisse von Im-
pedanz-Messungen.

Der Gesamtbetrag |Z| ergibt sich durch Uberlagerung der Impedanzen fiir die unterschiedlichen
Elektrodenprozesse, die zum Gesamtwechselstrom beitragen. Der relative Anteil eines be-
stimmten Einzelprozesses hdangt dabei von der Frequenz der angelegten Wechselspannung ab.
Zur Interpretation der Impedanz-Experimente werden den einzelnen Prozessen bestimmte
elektronische Bauelemente, z.B. Widerstinde und Kondensatoren, zugeordnet. Das Gesamtsys-
tem kann dann mittels eines Ersatzschaltbildes beschrieben und ausgewertet werden, in dem
die Bauelemente in Reihe oder parallel geschaltet werden. In der Tabelle 2 sind die drei wich-

tigsten Elektrodenprozesse und die jeweiligen Bauelemente gegeniibergestellt.
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Tabelle 2. Elektrodenprozesse und die entsprechenden Bauelemente fiir ein Ersatzschaltbild.

Einzelphéinomen Ersatzbauelement
Stromtransport durch die Elektrolytlosung Ohm’scher Widerstand der Losung Ry,
Stromtransport durch die Phasengrenze Elekt- Ohm’scher Widerstand des heterogenen La-
rode/Elektrolyt dungstransfers

(Durchtrittswiderstand) Rer

Kapazitiver Strombeitrag durch Auf-/Entladen der Kapazitit CpL
Doppelschicht
Diffusion von und zu der Elektrode Warburg-Impedanz Zw

In Abbildung 10 ist ein Ersatzschaltbild fiir einen einfachen Elektronentransferprozess (Elekt-
rolyt und Redoxpaar in der Messlosung) dargestellt.

Rer

CDL ZW

Abbildung 10: Ersatzschaltbild zur Auswertung der Impedanzmessung eines einfachen Elektronen-
transferprozesses.

Der kapazitive Widerstand verhilt sich reziprok zur Kreisfrequenz o (® = 2xf, mit f —Frequenz

der angelegten Wechselspannung) nach:

Zc= — (5)

Bei sehr hohen Frequenzen wird die Impedanz der Doppelschicht vernachlidssigbar klein, so
dass fast der gesamte gemessene Strom durch die Doppelschicht flie3t. Die Impedanz wird hier
also maBgeblich durch den Elektrolytwiderstand bestimmt. Bei tiefen Frequenzen ist der Wi-
derstand der Doppelschicht sehr gro3 — der Strom resultiert hauptséchlich aus der Redoxreak-

tion, die Impedanz wird durch den Durchtrittswiderstand Rct bestimmt.
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Die Impedanzspektroskopie wird in der Literatur oft als Ergdnzungstechnik neben der Cyclo-
voltammetrie zur Untersuchung responsiver Schichten beschrieben?-?%100:115.116.126-131 1y den
meisten Studien wird das Redoxpaar [Fe(CN)¢]*/[Fe"(CN)s]* als signalgebende Komponente
eingesetzt. Dabei wird aus aufgenommenen Spektren der Durchtrittswiderstand der schaltbaren
Grenzflache bestimmt. Die GroB3e des Durchtrittswiderstandes bildet die strukturellen Eigen-
schaften des Films ab. Der Kollaps des Polymernetzwerkes an der Elektrode fiihrt in einigen

117,126

Studien zum Anstieg des Durchtrittwiderstandes , in anderen Studien wird vom Abfall des

Durchtrittwiderstandes berichtet>>1%,

Tam et. al. berichten von einem aus zwei Polymeren (einem basischen und einem sauren) be-
stehendem Film an einer Elektrode, der je nach pH-Wert positiv oder negativ geladen oder

ginzlich ungeladen vorliegt!!®

. Bei den pH-abhingigen Impedanzmessungen an solchen Elekt-
roden wird [Fe''(CN)q]* als eine neagtiv geladene und [Ru(NHs)6]*" als eine positiv geladene
Signalkomponente benutzt. Die Impedanzspektren werden bei jedem pH-Wert an zwei Poten-
tialen aufgenommen, die jeweils dem Ruhepotential einer der beiden Redoxkomponenten ent-
spricht. Der bestimmte Durchtrittswiderstand bezieht sich somit jeweils auf den Redoxumsatz
einer der beiden Komponenten. Bei einem tiefen pH-Wert der Elektrolytlosung (pH 3) wird fiir
[Fe''(CN)s]* ein geringer Durchtrittswiderstand von ca. 1.2 kQ gemessen, wihrend dieser fiir
[Ru(NH3)6]** bei ca. 160 kQ liegt. Bei diesem pH-Wert liegen Bereiche des Netzwerkes, die
hauptsédchlich aus dem sauren Polymer bestehen, kollabiert vor. Der elektrochemische Umsatz
keiner der beiden Komponenten ist bei diesem pH-Wert mdglich. Die basischen Bereiche liegen
dagegen positiv geladen (und dadurch aufgrund der elektrostatischen AbstoBung zwischen den
Ketten stark aufgequollen) vor — hier kann [Fe(CN)s]* gut durch die Polymerschicht zur
Elektrode vordringen, der entsprechende Durchtrittswiderstand ist gering. Das positive
[Ru(NH3)]** wird in diesem Fall dagegen durch die elektrostatischen Wechselwirkungen mit
gleichnamig geladenen Polymerketten beim Vordringen zur Elektrodenoberflache verhindert,

der entsprechende Durchtrittswiderstand ist hoch.

Ein Vorteil der elektrochemischen Impedanzspektroskopie gegeniiber der Cyclovoltammetrie
liegt in der Tatsache, dass, abhéngig vom strukturellen Zustand des Polymernetzwerkes, der
elektrochemische Umsatz an der Elektrodenoberfldche sehr gering sein kann. Die Cyclovoltam-
mogramme sind in diesem Fall schwer auszuwerten’®. Die Impedanzspektroskopie bietet dage-
gen mit dem Durchtrittswiderstand im jeden Fall einen prézise bestimmbaren quantitativen Pa-

rameter.
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2.3.2.2 Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie

Der Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie'** '3 (engl. surface plasmon resonance
spectroscopy (SPR)) liegt ein physikalisches Phdnomen zugrunde, das den Energietransfer des
eingestrahlten Lichts auf Elektronen einer Metalloberfldche beinhaltet. Dieser Energietransfer
fiihrt zur Anregung des so genannten Oberflichenplasmons, worunter eine kollektive Schwin-
gung der Aul3enelektroden im Metall verstanden wird, die als eine Einheit (ein Quasiteilchen)
angesehen werden kann. Das Oberflachenplasmon erzeugt ein elektrisches Feld, das als eine
evaneszente Welle entlang der Metall-Oberfldche propagiert und exponentiell zu beiden Seiten
der Grenzfldche abfillt. Der Energietransfer zwischen dem eingestrahlten Licht und dem Ober-
flichenplasmon erfolgt bei bestimmten Resonanzbedingungen und kann mittels der Intensitét

des an der Metalloberflache reflektierten Lichts beobachtet werden.

a) FlieRzelle b)
Goldfilm

Glastrager

Flissigkeit
Lichtquelle

Intensitat

Goniometer

Prisma Winkel ©
Detektor \

Resonanzwinkel 8,

Abbildung 11: (a) Die Anordnung der Komponenten eines SPR-Geriétes nach Kretschmann-Konfigura-
tion; (b) Typisches SPR-Sensorgramm — eine Intensitdt-Winkel-Auftragung.

Der apparative Aufbau eines SPR-Gerdtes (Kretschmann-Konfiguration) ist in Abbil-
dung 11 (a) dargestellt. Das zentrale Element stellt der Sensor dar — ein diinner Metallfilm
(meist Gold) auf einem Glastrager. Das eingestrahlte (monochromatische) Licht wird iiber ein
Prisma, das direkt auf dem Glastriger angeordnet ist, auf die Metalloberflache geleitet. Wéh-
rend des Experiments wird der Einfallswinkel der elektromagnetischen Strahlung iiber ein Go-
niometer variiert (Messung im Scanmodus). Die Intensitit des von der Metalloberflidche reflek-
tierten Lichts Ir wird in einem Diagramm gegen den Einfallswinkel aufgetragen. Die resonante
Energietlibertragung wird als Minimum in der Intensitit-Winkel-Auftragung registriert (Abbil-
dung 11 b)). Diese Stelle in der Auftragung wird als Resonanzwinkel bezeichnet. Die Anderung

des Resonanzwinkels kann auch im sogenannten Kinetikmodus verfolgt werden. Dabei wird die
26



Theoretische Grundlagen

reflektierte Intensitdt bei einem festen Winkel aufgenommen. Die analytische Ausnutzung des
SPR-Effektes ermoglicht die Tatsache, dass jede Anderung des Brechungsindixes der Messlo-
sung oder Adsorption von Stoffen an die Sensoroberflache zu einer Verschiebung des Resonan-
zwinkels fiihrt. Das Ausmaf der Verschiebung ist proportional abhéingig zum Ausmal der An-

derungen in der Umgebung der Metalloberflache.

In der Literatur sind bisher nur wenige Studien zum Einsatz der SPR-Technik fiir Untersuchun-
gen des responsiven Verhaltens von immobilisierten schaltbaren Polymeren oder Materialien

beschrieben’®136-141,

Balamurugan et al.!*® berichten von SPR-Messungen an dicken Filmen von Poly(N-isopropy-
lacrylamid). Es wird gezeigt, dass die Kontraktion des Films kein plétzlicher Prozess mit schar-
fem strukturellen Ubergang ist, sondern ein langsamer, iiber einen ca. 20 °C breiten Tempera-
turbereich erstreckter Prozess, bei dem das polymere Netzwerk kontinuierlich Wasser verliert.
Nach Beendigung von diesem Prozess entspricht der Resonanzwinkel-Temperatur-Verlauf dem

des unmodifizierten Sensors.

Wang et al. beschreiben eine Methode zur Bestimmung des pKa-Wertes aus der pH-Wert-ab-
hingigen SPR-Messung an Filmen von Poly(4-Vinylpyridin)'*°. Fiir den pH-sensitiven Film
werden bei niedrigen pH-Werten relativ konstante SPR-Werte gemessen. Als pKa-Wert wird der
Wert angesehen, bei dem ein signifikanter Sprung der SPR-pH-Auftragung beobachtet wird.
Dieser Sprung wird bei pH 4.9 beobachtet. Oberhalb von pH 4.9 verlieren die Ketten bei stei-
genden pH-Werten zunehmend positive Ladung, die AbstoBung der Ketten sinkt, der Film kol-
labiert. Die Kontraktion des Filmes fiihrt zur signifikanten Verdnderung des SPR-Signals wegen

des gestiegenen Brechungsindexes.
2.3.2.3 Quarzkristall-Mikrowaage

Der physikalische Grundeffekt, der bei der Quarzkristall-Mikrowaage-Technik (engl. quartz
crystal microbalance (QCM))!** 1% ausgenutzt wird, ist die inverse Piezoelektrizitit von Quarz.
Darunter wird die Eigenschaft des Quarz-Kristalls verstanden, durch Anlegung einer elektri-
schen Spannung zur Schwingung angeregt zu werden. Die Frequenz der Kristall-Schwingung
hingt unter anderem von seiner Dicke ab. Zur Nutzung von QCM als massensensitive Technik
werden alle sonstigen Faktoren, die die Schwingfrequenz beeinflussen, konstant gehalten. Die

Anlagerung von Analyten an die Kristalloberfldche verdndert die Dicke des Sensors und somit

27



Theoretische Grundlagen

die Frequenz seiner Schwingung. Die eigentliche Messgrofle eines QCM-Experiments ist die
Frequenzinderung. Sauerbrey leitete in einer Gleichung den quantitativen Zusammenhang zwi-
schen der Frequenzidnderung Af und der entsprechenden Massenanlagerung Am ab. Unter der
Voraussetzung einer starren Anlagerungsschicht besteht folgender mathematischer Zusammen-

hang:

2-f°

A-/Pqhq

Af = - -Am (6)

In der Sauerbrey-Gleichung (6) ist fo die Eigenfrequenz, A die Flache, pq die Dichte und pq das

Schermodul des Quarzsensors'®.

Das zentrale Element eines QCM-Gerites ist also ein Quarz-Kristall, der Teil eines Stromkrei-
ses ist. Gleichzeitig kann eine der Kristallflichen Teil eines FlieBsystems sein, das die Analyt-
16sung enthélt (Abbildung 12 (a)). Die Sensorflidche, die in Kontakt mit der Messldsung steht,
ist mit einem Goldfilm beschichtet, der die Anlegung der Spannung an den Quarzkristall sowie
die Ankopplung von spezifischen Fangermolekiilen erlaubt. Wihrend des QCM-Experiments
wird die Analytlosung iiber die Sensorfliche geleitet und dabei durchgehend die zeitabhéngige
Frequenzinderung gemessen. In einer Fliissigkeit hdngt die Frequenz der Kristallschwingung
aber auch stark von der Viskositdt und von der Dichte der umgebenden Losung ab. Deshalb
miissen die Messlosungen vor und nach der Analytbindung identisch sein, um den Einfluss von

Viskositit-Anderungen der Losung auf die Frequenz auszuschlieBen (Abbildung 12 (b)).

Eine niitzliche Erweiterung der QCM-Technik stellt die Messung der Dissipation der Schwin-
gung dar. Dazu wird der Kristall durch eine Puls-Anregung zum Schwingen gebracht, indem
die angelegte Spannung periodisch an- und ausgeschaltet wird. Im ausgeschalteten Zustand
wird der Abfall der Oszillation aufgenommen. Die dimensionslose Gro3e Dissipation ist gege-

ben durch (7)'46:

D= (7)

E. in Gleichung (7) steht fiir die Energie, die wéahrend einer Oszillationsperiode verloren geht
und Eg ist die Gesamtenergie, die im oszillierenden System gespeichert ist. Das dissipative Ver-
halten der Schicht erlaubt Aussagen iiber ihre Starrheit. Starre, flach am Sensor liegende Filme
nehmen nur wenig Wasser auf, die Energie wird nur langsam zerstreut. Als Effekt tritt eine
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Déampfung der Schwingung auf, wobei die die Dissipationswerte sinken. Stark aufgequollene,
flexible Filme mit hohem Wassergehalt im Netzwerk verlieren dagegen schnell und viel Energie

durch Zerstreuung, die Dissipation ist hoch.
a) FlieRBsystem b) I

Af~ Am

Quarzkristall

— Netzgerat ;
L Frequenzzdhler |- g
zeit/

Frequenzanderung / Hz

Abbildung 12: (a) Schematischer Aufbau der Elementen eines QCM-Gerites; (b) Beispiel eines QCM-
Sensorgramms — zur Bestimmung der Massenverdnderung wird die Frequenzénderung nach dem Spiil-
vorgang bestimmt.

In mehreren Arbeiten wird die Benutzung der Quarzkristall-Mikrowaage zur Untersuchung

schaltbarer Eigenschaften von immobilisierten responsiven Materialien beschrieben'71%8,

Comminges et al. zeigen mittels QCM mit Aufzeichnung der Frequenz- und der Dissipations-
anderung, dass der strukturelle Schaltvorgang einer thermoresponsiven Multischicht ein mehr-
stufiger, reversibler Prozess ist™.

Ma et al. beschreiben eine temperaturabhingige QCM-Messung an immobilisiertem Poly(N-
isopropylacrylamid)'®’. Es wird eine mathematische Methode entwickelt, die die Quantifizie-

rung des Wasserverlusts beim Heizen ermdglicht.

Ishida et al. untersuchen das immobilisierte thermoresponsive Poly(N-isopropylacrylamid)'°.
Die Auftragungen der Dissipations- und der Frequenzdnderung gegen die Temperatur zeigen
eine starke Abweichung des Verlaufs im Bereich von ca. 32 °C. Es ist eine starke Absenkung
der Dissipation in Folge des Schaltvorganges zu beobachten, die durch zugenommene Starrheit
des kollabierten Films zu erkldren ist. Laut Ishida sollte der durchgehende Wasserverlust bei
Temperaturerhohung, der in der Dissipation-Temperatur-Auftragung zu sehen ist, entsprechend

der Sauerbrey-Gleichung zur Frequenzerh6hung fiihren. Jedoch sinkt die Frequenz dramatisch
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im Bereich rund um die Phaseniibergangstemperatur. Zur Begriindung wird eine stirkere Bin-
dung des kollabierten Films zum Sensor angenommen, deren Wirkung der einer effektiven

Massenanlagerung gleicht.

2.4 Methoden zur chemischen Modifizierung von Gold-Oberflichen mit Polymeren

2.4.1 Klassifizierung der Modifizierungsmethoden

Applikative Eigenschaften von mit Polymeren chemisch modifizierten Elektroden sind auch
stark von der Herstellungsmethode abhéngig. In den letzten Jahrzehnten ist die Entwicklung
auf dem Gebiet der Modifizierungstechniken weit fortgeschritten, so dass fiir jede individuelle
Zielmodifizierung prinzipiell mehrere Methoden geeignet sind. Die Auswahl erfolgt sinnvoll-
erweise mit Hinblick auf die gewiinschte Anwendung. Parameter wie Schichtdicke, Geometrie
der Schicht (zum Beispiel Biirste, Film, Nanostruktur), Vernetzungsgrad, Stabilitit und Preis
variieren beim gleichen Substrat und gleichen Polymer je nach Modifizierungstechnik. Hier
werden ausschlieBlich Methoden zur Modifizierung von festen Substraten diskutiert, da in die-

ser Arbeit hauptsichlich feste Gold-Oberfldchen eingesetzt werden.

Fiir einen guten Uberblick iiber die groBe Anzahl der in der Literatur beschriebenen Methoden
zur Oberflichenmodifizierung mit Polymeren ist eine sinnvolle Klassifizierung unumgénglich.
In Abbildung 13 sind drei Moglichkeiten der Klassifizierung angegeben. In der ersten Kategorie
(Abbildung 13 a) wird der eigentliche Prozess der Material-Aufbringung auBBer Acht gelassen
— hier steht die Natur der Bindung des Polymers mit der Oberflache im Mittelpunkt. Die Vo-
raussetzung zur Ausbildung unterschiedlicher Bindungen ist das Vorhandensein entsprechender
struktureller Bausteine — zum Beispiel geladener Gruppen fiir elektrostatische Wechselwirkun-
gen oder geeigneter reaktiver Reaktionspartner fiir kovalente Bindungen. Die Stirke der Bin-
dungen ist ein Anhaltspunkt zum Abschitzen der Stabilitét der Polymerschicht. Die kovalente
Anbindung der Polymere an chemisorbierte Ankermolekiile an der Oberflache wird tendenziell

zur Herstellung modifizierter Elektroden mit ldngerer Lebensdauer bevorzugt.

30



Theoretische Grundlagen

Klassifizierung der Modifizierungsmethoden

«  Relativstarke Bindung:
+  Chemisorption
+  Kovalente Bindung
A *  Komplexbindung
Art der Bindung mit der Oberflache *  Relativschwache Bindung
*  Elektrostatische Wechselwirkungen
*  Wasserstoff-Brlicken
+  Van-der-Waals-Wechselwirkungen
= m-m-Wechselwirkungen

*  Grafting-from:
B *+  Polykondensation
*  Polyaddition
+  Radikalische Kettenpolymerisation
*  Elektrochemisch induzierte Polymerisation
*+  Plasmapolymerisation

Grafting-Methoden

*  Grafting-to:
+ Kopplung des bereits hergestellten Polymers an die

Oberflache
C +  Dip-Coating
¢ Spin-coating
Technik der Aufbringung des *  Elektrospinning
Polymers *  Aufstduben

+  Aufdampfen
*  Adsorption aus Lésung

Abbildung 13: Klassifizierung der Methoden zur Polymermodifizierung.

Weitere zwei Methoden der kovalenten Polymer-Immobilisierung sollen an dieser Stelle vor-
gestellt werden — die ,grafting-from*“- und die ,,grafting-to“~-Methoden (Abbildung 13
b)?2160:161 " 74 der ,,grafting-from*-Klasse gehdren alle Verfahren der Oberflichen-initiierten
Polymerisation. Prinzipiell ist jeder Mechanismus der Polymerbildungsreaktion fiir Reaktanden
in Losung auch fiir Oberfldche anwendbar. Dafiir muss an die Oberflache ein geeignetes Mole-
kiil immobilisiert werden, das die fortlaufende Monomerankopplung startet. Bei radikalischen
Kettenwachstumsreaktionen sind solche Startmolekiile typischerweise Peroxo-, Azo- oder
Photo-Initiatoren, deren Zerfall zu reaktiven Radikalen thermisch oder photolytisch induziert
werden kann. Zwei weitere Methoden aus der ,,grafting-from*“-Klasse sind speziell fiir Elektro-
den-Modifizierung von besonderer Wichtigkeit. Es handelt sich dabei um die Elektropolymeri-
sation und die elektrochemisch induzierte Polymerisation. Die ,,grafting-from*-Technik ist die

Methode der Wahl zur Herstellung dicker, stabiler Polymerfilme an festen Substraten®. Diese
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Methode ist aber auch mit Nachteilen verbunden. So ist das Verhéltnis von eingesetzten Eduk-
ten zum immobilisierten Produkt (die Ausbeute) gering. Auch entfillt hier die Mdglichkeit das
immobilisierte Polymer mit den klassischen Methoden der Analyse von Syntheseprodukten,
wie NMR und Massenspektrometrie, zu untersuchen, da die Menge des hergestellten Produktes

gering ist.

Bei der ,,grafting-to““~-Methode erfolgt die Modifizierung von Oberflichen mit Polymeren in
zwei Schritten. Erst wird in einem getrennten Ansatz die Polymerisation durchgefiihrt. Nach
Ende der Reaktion wird das Polymer in einem zweiten Schritt an die Oberfliche gekoppelt!®!.
Fiir die kovalente Modifizierung ist das Vorhandensein reaktiver Gruppen in der Polymerkette
sowie geeigneter reaktiver Partner an der Oberfliche notwendig. Solche reaktive Gruppen sind
zum Beispiel die Aminogruppen oder die Carboxygruppen, die nach Aktivierungsschritt mitei-
nander unter Amidbriicken-Bildung unter milden Bedingungen reagieren. Auf den aufwendigen
und teuren chemischen Aktivierungsschritt kann verzichtet werden, wenn das Polymer eine
photoaktive Kopplungsgruppe wie Benzophenon trigt. Die Polymerschichten, die nach der
,»grafting-to“-Methode hergestellt werden, sind tendenziell weniger dicht und relativ diinn. Der
grof3e Vorteil der ,,grafting-to*“-Methode ist die Moglichkeit das Polymerisationsprodukt vor der
Immobilisierung zu charakterisieren. Mittels Grofenausschluss-Chromatographie kann es auch
in GroBen-Fraktionen getrennt werden, was die Bildung homogener Schichten von Polymer-
ketten definierter Mol-Masse erlaubt. Ebenfalls kann bei der ,,grafting-to*-Methode eine even-

tuell unerwiinschte Filmvernetzung unterbunden bzw. eingestellt werden.

SchlieBlich kann der eigentliche Prozess der Polymeranbringung zur Klassifizierung der Modi-
fizierungsmethoden betrachtet werden. Die fiir Laborpraxis am meisten relevanten Techniken
sind in Abbildung 13 ¢ aufgefiihrt. Die einfachste Methode ist die Dip-Coating-Methode. Das
zu modifizierende Substrat wird hierbei in die Polymerldsung eingetaucht, nach dem Immobi-
lisierungsschritt herausgenommen und anschlieBend getrocknet!®?. Der groBe Vorteil dieser
Methode ist seine kleinere Variationsbreite im Vergleich zu anderen Verfahren. Ebenso ist diese
Technik von der Geometrie der Substrate ndherungsweise unabhingig. Die Rotationsbeschich-
tungen, wie beispielsweise Spin-Coating, sind dagegen nur fiir flache Substrate geeignet. Damit
lasst sich aber die Schichtdicke gut steuern. Alle in Abbildung 13 ¢ aufgefiihrten Methoden sind
sowohl zur kovalenten wie auch zur nicht-kovalenten Polymerimmobilisierung geeignet. Der

,.grafting-from*“-Modus ist mit Rotationsbeschichtung und Elektrospinnen nicht kombinierbar.
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2.4.2. Photochemie der Benzophenon-Gruppe

Photoreaktive funktionelle Gruppen und Verbindungen sind chemische Spezies, die aktiviert
durch UV-Strahlung zur Kupplung mit Zielmolekiilen verwendet werden kénnen. Solche Ver-
bindungen werden auch als Photoinitiatoren zum Start von Polymerisationen verwendet. In
Kettenwachstumsreaktionen werden je nach Mechanismus radikalische, anionische und katio-
nische Photoinitiatoren unterschieden. Bei der Bestrahlung mit UV-Licht wird deren Zerfall
(oder energetischer Ubergang) in Radikale oder positiv bzw. negativ geladene Spezies induziert,
die das Kettenwachstum starten. Die wichtigste Polymerisationsreaktion ist die radikalische
Polymerisation von Alkenen. Die bekanntesten Vertreter der photoaktivierten Radikalstarter
sind Azobis(isobutyronitril) (AIBN), Peroxide und aromatische Ketone. Ein niitzlicher und oft

eingesetzter Vertreter aromatischer Ketone ist Benzophenon.

Der lichtinduzierte Elektronen-Ubergang aus dem nichtbindendem n-Orbital in das leere m*-
Orbital (n-n*-Ubergang) resultiert in der Bildung eines Biradikals, das durch die Nachbarschaft
zu zwei Phenylringen und der daraus folgenden Delokalisierung des ungepaarten Elektrons eine
Stabilisierung erfihrt!®>-1%° Trotz dieser Stabilisierung behilt das Biradikal eine hohe Reakti-
vitdt und eher geringe Selektivitit bei. Dies befdhigt das Benzophenon zu Radikal-vermittelten
Reaktionen mit nahezu jedem organischem Material. Die Addition an elektronenreiche Verbin-
dungen oder funktionelle Gruppen wird in Gegenwart solcher bevorzugt. Bei deren Abwesen-
heit erfolgt zum Beispiel eine Wasserstoff-Abstraktion. In Abbildung 14 ist der Ablauf der Re-
aktion von Benzophenon-Biradikal mit Poly(MEO>MA) dargestellt.

Die photochemische Reaktion von Benzophenon mit unterschiedlichen Verbindungen ist unter
vielen Aspekten (Einfluss der Losungsmittels, Selektivitidt und Geschwindigkeit der Reaktion)
gut untersucht. Zur gezielten Steuerung der chemischen Eigenschaften wurden viele Benzo-
phenon-Derivate entwickelt. Zwei Klassen von Benzophenon-Derivaten sind fiir die Modifi-
zierung von Elektroden mit (responsiven) Polymeren von besonderem Interesse. Das sind zum
einen makromolekulare Verbindungen, die Benzophenon-Einheiten in den Seitenketten tragen.
Solche photosensitiven Polymere lassen sich an Elektroden kovalent immobilisieren!®6-167,
Dazu muss die Oberflache allerdings organische Ankermolekiile aufweisen — zum Beispiel che-
misorbierte Monoschichten aus kleinen Molekiilen. Die andere Klasse von Derivaten ist modi-
fiziertes Benzophenon, das funktionelle Gruppen trigt, die an feste Substrate binden konnen —

zum Beispiel Thiole oder Phosphane fiir Gold oder Alkoxysilane fiir Glas'*%1¥-1"! Die so mo-

difizierte Schicht ist photoaktiv und erlaubt so bei UV-Bestrahlung die Immobilisierung von
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Polymeren. Die zwei Strategien zur Benzophenon-vermittelten Polymerimmobilisierung fiih-

ren wahrscheinlich zu unterschiedlich stark vernetzten Polymerfilmen.

Saop

J

Abbildung 14: Schematische Reaktion von photoaktiviertem Benzophenon mit Poly(MEO>MA) unter
Wasserstoff-Abstraktion und anschliefender Rekombination der Radikale.

In Abbildung 14 rekombinieren die zwei nach der Wasserstoff-Abstraktion gebildeten Radikale
direkt unter Verlust der Reaktivitdt. Prinzipiell sind auch andere Reaktionen mdglich, wie zum
Beispiel weitere H-Abstraktionen, Rekombinationen von zwei Benzophenonen oder zwei Po-
lymerradikalen. Die direkte Rekombination fiir Reaktionen an Polymerketten wird aber als die

172 Wihrend die H-Abstraktion von Benzophenon-tragenden Po-

wahrscheinlichere angesehen
lymeren an Fangermolekiilen an der Oberfliche zur kovalenten Ketten-Immobilisierung fiihrt,
fiihrt die H-Abstraktion an benachbarten Ketten zu einer Polymervernetzung. Die Polymerver-
netzung im Falle von Benzophenon an der Oberfldche kann nur stattfinden, wenn das nach H-

Abstraktion gebildete Radikal eine andere Reaktion als die Rekombination eingeht.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Zusammensetzung und Loseeigenschaften der untersuchten Polymere I — I11

Ein zentrales Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung einer thermoresponsiven Polymerschicht
an Goldoberflache fiir einen eventuellen Einsatz in schaltbaren elektrochemischen Biosensoren.
Dabei sollen die eingesetzten Polymere in vivo wie in vitro biokompatibel sein, um das zu
untersuchende System durch die Analyse nicht zu verdndern bzw. nicht zu verfdlschen. Auch
sollen Biomolekiile nicht unspezifisch an diese Polymere binden. Die fiir diese Arbeit gewéhl-
ten Polymere sind aus der Gruppe der Poly(oligo(ethylenglykol)methacrylate) (Poly(OEG-
MAs))"781. Die Poly(OEGMAs) sind im Hinblick auf die gestellten Anforderungen aus meh-
reren Griinden eine gute Wahl. So tragen die Poly(OEGMAs) unterschiedlich lange Ethylengly-
col-Seitenketten, die die hohe Biokompatibilitit des Polymers bestimmen**!”3. Mehrere Stu-
dien belegen, dass die Poly(OEGMAs) nicht toxisch und nicht immunogen!” sind. Die
Poly(OEGMAs) binden nicht unspezifisch an Biomolekiilen*’. Diese Klasse der Polymere ist
gut in Wasser und in physiologischen fliissigen Medien 16slich. Aullerdem zeigen diese Poly-
mere (thermo)responsives Verhalten in physiologisch relevanten Temperaturbereichen*>*. Die
Moglichkeit der Copolymerisation von Monomeren mit reaktiven funktionellen Gruppen er-
weitert die chemischen Eigenschaften dieser Polymere. So kdnnen zusitzliche funktionelle
Gruppen zur kovalenten Fixierung der Polymerketten an Oberflichen dienen®. Auch die An-
bindung von weiteren Materialien, z.B. von Bioerkennungselementen kann dadurch ermdglicht

werden®?.

Die Struktur und die Zusammensetzung der drei in dieser Arbeit untersuchten Polymere ist Ab-
bildung 15 zu entnehmen. Die Synthese der Polymere I — III erfolgt nach einer bereits gut etab-
lierten Methode aus den Oligo(ethylenglycol)methacrylaten (sieche Kapitel 5.1 im An-
hang)37#%!"5_ Die Polymere wurden von Dr. Jens Buller (Arbeitsgruppen Dr. Erik Wischer-
hoft/Prof. André Laschewsky) synthetisiert und bereitgestellt. Die Polymere wurden erst syn-
thetisiert und dann in einem weiteren Schritt an die Oberfliche gebunden. Vorteilhaft ist bei
dieser Strategie vor allem die Mdglichkeit ein gut definiertes Polymer einzusetzen und dieses
eingehend vor der Immobilisierung zu untersuchen. Die thermische Schaltbarkeit dieser Poly-

mere in Losung ist eine optisch leicht auslesbare Eigenschaft und wurde fiir jedes Polymer
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untersucht. Die thermoresponsiven Eigenschaften der Polymere in Losung geben eine Orien-

tierung bei Untersuchungen dieser nach der Immobilisierung an der Elektroden-Oberfliche.
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Abbildung 15: Strukturformel und chemische Zusammensetzung der untersuchten Copolymere I —III.

Die Zusammensetzung der synthetisierten Polymere wurde der Fragestellung entsprechend an-
gepasst. Das Polymer I enthélt N-(3-Aminopropyl)methacrylamidhydrochlorid (APMA) als
Comonomer. Die funktionelle Gruppe erlaubt eine kovalente Anbindung des Polymers an akti-
vierte Carbonsduren-Ankergruppen an der Oberfliche der Goldelektrode. Der Anteil von
APMA (0.5 %) ist klein, die erwartete Dicke des Polymer I-Films ist ebenso gering. Die Dicke
des Polymer-Films ist fiir Anwendungen in elektrochemischen Biosensoren von hoher Bedeu-
tung. Einerseits darf die Dicke nicht zu hoch sein, damit der Zugang der signalgebenden Re-
doxspezies zur Elektrodenoberfliche gewihrleistet ist. Auf der anderen Seite muss die Dicke
des Films hoch genug sein, damit deren Einfluss auf die Eigenschaften der Grenzflache analy-

tisch ausgenutzt werden kann.

Das Polymer II enthélt Carbonylgruppen-tragendes 2-Succinyloxyethylmetacrylat (MES) mit
einem hohen Anteil von 20 %. Der hohe Anteil von MES wurde gewéhlt, um die Dicke des
immobilisierten Polymer II-Films deutlich zu erhéhen. Aullerdem kdnnen an Polymer II (nach
Aktivierung der Carbonsdure-Gruppen) TAG-Peptide anbinden, die die Anwendung des Films

im Bereich der Bioanalytik erméglichen. Das Polymer II ist aufgrund des hohen Anteils an
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Carboxygruppen auch stark pH-responsiv. Diese Eigenschaft erlaubt die Justierung der Uber-
gangstemperatur des Polymers II durch die Einstellung des pH-Wertes des umgebenden Medi-

ums.

Das Polymer III enthilt nur 5 % MES, als zusitzliches Comonomer wurde allerdings das Ben-
zophenon-tragende 2-(4-Benzoylphenoxy)ethylmethacrylat (BPEM) ausgewihlt. Dieses
Comonomer erlaubt die photoinduzierte Anbindung des Polymers an die Goldoberfliche sowie
gleichzeitig die Vernetzung des erhaltenen Films. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Dicke
photovernetzter Filme sehr hoch sein kann®®!">. Dieses Polymer erlaubt vermutlich Polymer-
filme, die noch dicker sind als bei Polymer II. Die Funktion der MES-Gruppen ist die gleiche

wie bei Polymer II.

hydrophobes

CH; CHs .
¥ Riickgrat

Polymer-Wasser-

Wechselwwkungen H H

e f

Abbildung 16: Darstellung der Wasserstoff-Briicken am Beispiel der Polymers I1.

Die drei Polymere sind jeweils sehr gut in Wasser 16slich. Die Wasser-Loslichkeit wird durch
die hydrophilen Oligo(ethylenglykol)-Seitenketten vermittelt, die Wasserstoffbriicken mit Was-
ser ausbilden kénnen (Abbildung 16).

Auch sind die Polymere I — III in vielen polaren organischen Losungsmitteln wie zum Beispiel
Dimethylformamid und Ethanol 16slich. Keines der Polymere 16st sich jedoch in stark unpola-
ren Losungsmitteln wie Cyclohexan oder Pentan (Tabelle 3). Offensichtlich liberwiegt bei
Raumtemperatur der hydrophile Charakter der Seitenketten gegeniiber dem hydrophoben Cha-
rakter des polymeren Riickgrates.
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Tabelle 3. Loslichkeit der untersuchten Polymere I — III in unterschiedlichen Losungsmitteln bei Raum-

temperatur.
Loslichkeit in
Polymer
Wasser | DMF | Ethanol | Cyclohexan
Polymer I + + + -
Polymer II + + + -
Polymer I1I + + + -

3.2 Temperaturverhalten der Polymere I — III in Losung

Zur Untersuchung der thermischen Eigenschaften der Polymere I-III in unterschiedlichen
(wiéssrigen) Losungen wurden Transmissionsmessungen (Turbidimetrie) sowie Dynamische-

Lichtstreuung-Messungen unter Temperaturvariation durchgefiihrt.

In Abbildung 17 ist die Auftragung der Transmission gegen die Temperatur fiir die Polymer I-
Losung dargestellt. Die Transmission der Losung ist bei tiefen Temperaturen sehr hoch, die
Losung erscheint optisch klar. Bei tiefen Temperaturen ist das Polymer vollstindig gelost. Beim
anschlieBenden Heizvorgang sinkt die Transmission ab einer bestimmten Temperatur und er-
reicht nahezu den Wert Null bei Temperaturen iiber etwa 40 °C. Die Triibung tritt auf, wenn die
Phasentrennung in eine Polymer-angereicherte und eine Polymer-verarmte Phase einsetzt, d.h.,

wenn die hydrophoben Polymer-Polymer-Wechselwirkungen iiberwiegen.

In dem in Abbildung 17 dargestellten Beispiel sinkt die Transmission der Polymerlosung im
Temperaturbereich zwischen ca. 33 und 40 °C. Als Ubergangstemperatur Ty in diesem und
weiteren Turbidimetrie-Experimenten wird diejenige Temperatur definiert, bei der die bei 25
°C gemessene Transmission um 50 % abgesunken ist. Fiir das Polymer I in 100 mmol/L KCI-
Losung liegt die Ubergangstemperatur bei 35 °C. Die Ubergangstemperaturen, die fiir weitere
Losungen der Polymere I — III bestimmt wurden, sind in der Tabelle 5 aufgelistet. Die bestimm-
ten Werte stimmen sehr gut mit den in der Literatur gefundenen Werten fiir vergleichbare poly-
mere Systeme iiberein. In der Tabelle 5 sind die Literaturwerte in Klammern zusammen mit der

entsprechenden Referenz angegeben.
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Abbildung 17:Transmission als Funktion der Temperatur fiir Polymer I-Lésung (1 mg/mL) in 100
mmol/L KCI-L&sung.

Wie oben diskutiert, resultiert die amphiphile Natur der Poly(OEGMAs) in nicht-linearem Tem-
peraturverhalten der wissrigen Polymer-Losungen. Die hydrophilen Anteile vermitteln die Los-
lichkeit der Polymere in Wasser bei tiefen Temperaturen, wahrend die {iberwiegenden hydro-
phoben Wechselwirkungen bei erhdhten Temperaturen zum Ausfallen des Polymers fiithren. Die
Lage der Ubergangstemperatur kann durch den Anteil der hydrophilen Seitenketten beeinflusst
werden. Die in der Tabelle 4 zusammengefassten Experimente verdeutlichen weitere Einfluss-

faktoren — die Anwesenheit von Salzen in der Losung und der pH-Wert der Losung.

Der pH-Wert der Polymer-Losungen spielt eine sehr wichtige Rolle bei responsiven Polymeren
mit deprotonierbaren Gruppen. Bei Polymer I ist dies die Amino-Gruppe, bei Polymeren Il und
III die Carboxyl-Gruppe. Das Polymer I liegt bei hohen pH-Werten ungeladen vor, wihrend die
Polymere II und III bei hohen pH-Werten negativ geladen vorliegen. Geladene Polymer-Ketten
sind deutlich hydrophiler, so dass eine Verschiebung der Ubergangstemperatur zu héheren Wer-
ten mit zunehmender Ladung erwartet wird. Auerdem wirkt die elektrostatische Abstofung
zwischen geladenen Polymermolekiilen den hydrophoben Polymer-Polymer-Wechselwirkun-

gen entgegen. Auch das sollte den Phaseniibergang zu hoheren Temperaturen verschieben.
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Tabelle 4. Triibungstemperaturen Ty (am Punkt der Abnahme der Transmission um 50 %) fiir Polymere
[ 111, bestimmt in unterschiedlichen wissrigen Losungsmitteln. In Klammern sind die in der Literatur

gefundenen Werte fiir vergleichbare Polymere angegeben.

Triibungspunkt
H>O KCIl-Losung, | Na2HPO4/NaHoPOs- Lo- | Na,HPO4/NaH2POs-
Polymer 100 mmol/L | sung, Losung,100 mmol/L
100 mmol/L pH 5.3
pH 6.7
Polymer I 38°C (37 |35°C 31°C 35°C
oc82)
Polymer II | keine keine keine Schaltung 26 °C
Schaltung | Schaltung (ebenso keine Schaltung
bei pH 7 fiir ein dhnli-
ches Polymer aus %)
Polymer III | keine 27°C 64 °C 27 °C
Schaltung

In Abbildung 18 (a) sind die bei unterschiedlichen pH-Werten fiir Polymer III-Lésungen im 100
mmol/L Phosphatpuffer gemessenen Transmissionen aufgetragen. Wie erwartet steigen die
Ubergangstemperaturen mit steigendem pH-Wert der Losung. Bei niedrigen pH-Werten (gerin-
ger als pH 4.8) ist das Polymer so hydrophob, dass es bereits bei Raumtemperatur nicht mehr

16slich ist.
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Abbildung 18: a) Transmissionskurven fiir Polymer I1I-Lésungen (1 mg/mL) in Natriumphosphat-Puf-
fer (100 mmol/L) bei unterschiedlichen pH-Werten; b) Abhingigkeit der Ubergangstemperaturen Ty

vom pH-Wert.

Einen guten Einblick in den Mechanismus und in die pH-Abhéngigkeit des Schaltens erlaubt
die Messung der dynamischen Lichtstreuung. Die Abbildung 19 zeigt den hydrodynamischen
Radius fiir Polymerspezies in Abhéngigkeit vom pH-Wert des Puffers fiir Polymer III (gemes-

sen bei Raumtemperatur). Der Radius der Polymerteilchen in Losungen bei pH 5.5 und bei
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hoheren pH-Werten liegt stets in Bereich zwischen 21 und 28 nm, die Lésungen sind optisch
klar. Bei niedrigen pH-Werten kommt es zur Triibung der Losungen und ein starker Sprung zu
hoheren Radius-Werten von etwa 400 nm ist zu beobachten. Die hydrophoben Wechselwirkun-
gen fithren zur Phasentrennung, die als Triibung der Losung sichtbar wird. Beim Phasentiber-
gang komprimieren die Polymerknéuel unter Wasserverdrangung und lagern sich zu gréBeren
Aggregaten zusammen. Die Zusammenlagerung der Polymerketten wird durch Ladungen er-
schwert, so dass bei hoheren pH-Werten die Ubergangstemperaturen fiir das deprotonierbare
Polymer III hoher sein miissen (Abbildung 18 b). Ein dhnliches Verhalten zeigt das in der Lite-
ratur beschriebene Poly(MEO2MA-co-OEGMA)*. Fiir die dort beschriebenen polymeren Spe-
zies wird unterhalb des Schaltpunktes ein hydrodynamischer Radius von 3.7 nm gemessen —
nach dem erfolgten thermisch verursachten Phaseniibergang bei ca. 40 °C, finden sich die Po-
lymerketten zu groferen Aggregaten mit dem hydrodynamischen Radius von ca. 150 nm zu-

sammen.

Interessant ist ebenfalls der Vergleich der Schalttemperaturen von Polymeren I —III in gleichen
Losungssystemen. In Phosphatlosungen bei pH 6.7 schaltet das Polymer II nicht, wihrend das
Polymer III erst bei 64 °C schaltet. Bei diesem pH-Wert sind die Polymere II und III offensicht-
lich weitgehend deprotoniert und stark negativ geladen - die hohe Hydrophilie und die gegen-
seitige elektrostatische AbstoBung der Polymerketten sind die Folge. Da das Polymer II etwa
4-mal mehr Carboxyl-gruppen enthélt als Polymer III, schaltet es auch nicht mehr bei Tempe-
raturen iiber 90 °C. Das Polymer I liegt bei pH 6.7 dagegen ungeladen vor, seine Schalttempe-
ratur betragt 31 °C.
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Abbildung 19: Hydrodynamischer Radius (bestimmt mittels DLS-Messungen) fiir Polymer III (1
mg/mL) in 100 mmol/L Natriumphosphat-Puffer unterschiedlichen pH-Wertes.
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Die Abnahme des pH-Wertes auf pH 5.3 fiihrt zur Erhohung des Anteils geladener Gruppen bei
Polymer I bzw. zur Abnahme der Ladung bei Polymeren II und IIl. Wie erwartet steigt die
Ubergangstemperatur fiir das Polymer 1. Die Zunahme von 4 °C ist allerdings relativ moderat.
Dagegen ist die Anderung von Ubergangstemperatur fiir die Polymere II und III deutlich dras-
tischer. Dies ist wiederum auf die geringere Menge protonierbarer Amino-Gruppen bei Polymer

I zuriickzufiihren (0.5 %). Dieser Anteil betrdgt bei Polymer 11 20 % und bei Polymer II1 5.5 %.

Die Anwesenheit von Salzen in der Losung ist ein weiterer Faktor, der die Schalttemperatur der
Polymere stark beeinflussen kann. Ionen in Losung schirmen zu einem gewissen Grade die
Ladungen an Polymeren ab. Somit ist die AbstoBung zwischen den Polymerketten in Losungen
hoher Ionenstirke geringer. Das Polymer I schaltet im entsalzten Wasser bei 38 °C. In 100
mmol/L KCI-Ldsung schaltet es dagegen bereits bei 35 °C. Noch deutlicher ist dieses Phéno-
men beim Polymer III. Dieses Polymer schaltet nicht im entsalzten Wasser. Mit Kaliumchlorid
in der Losung findet der Phaseniibergang bereits bei 27 °C statt. Die Verschiebung der Schalt-
temperaturen in KCI-Losungen gegeniiber diesen in deionisiertem Wasser ist nicht durch den

pH-Wert bedingt, da KCl in Wasser neutral reagiert.

Zusammenfasend ldsst sich sagen, dass die thermischen Eigenschaften der Polymere I, II und
IIT in Losung stark von deren Hydrophilie und der Ladung abhéngig sind. Dies muss auch bei
der Untersuchung dieser Polymere nach der Immobilisierung an der Elektrodenoberfléche be-

achtet werden.

3.3 Polymerimmobilisierung an die Goldoberfliche

Bei den untersuchten Poly(OEGMAs) handelt es sich um thermoresponsive Polymere mit kur-
zen Oligo(ethylenglykol)-Seitenketten. Weitere Seitenketten enthalten reaktive Gruppen, die
einerseits der kovalenten Immobilisierung der Polymere an die Elektrodenoberfldche dienen.
Andererseits erlauben diese funktionellen Gruppen die Ankopplung von weiteren Stoffen an
die oberflachenfixierte Polymerschicht. Das Immobilisierungsprotokoll fiir die Polymere wurde
jeweils individuell in Abhdngigkeit von der Kopplungsgruppe und im Hinblick auf die er-
wiinschte Schichtdicke entwickelt. Gemeinsam ist allerdings die ,,grafting-to*“-Strategie zur

Modifizierung.
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Da die eingesetzten Poly(OEGMAs) nicht elektroaktiv sind, wurde fiir die elektrochemischen
Untersuchungen mittels Cyclovoltammetrie (CV) und elektrochemischer Impedanzspektrosko-
pie (EIS) das Redoxpaar [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* als signalgebende Komponente eingesetzt.
Die Verdnderung des elektrochemischen Umsatzes des Redoxpaares liefert Informationen tiber
den Erfolg der Modifizierung sowie liber das Ausmal} des Einflusses der Polymer-Schicht auf
die elektrochemischen Grenzflichen-Eigenschaften. Eine weitere Technik, die in dieser Arbeit
zur Untersuchung der Polymer-Immobilisierung eingesetzt wird, ist die Quarzkristall-Mikro-

waage (QCM).

Die Untersuchungen zur Elektrodenmodifizierung werden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
Die Beobachtung der thermisch induzierten Schaltung des immobilisierten Polymers erfolgt
cyclovoltammetrisch in Redoxpaar-Losungen, wobei das komplette Messsystem (Zelle, Elekt-
rode, Losung) temperiert wird und an definierten Temperaturpunkten die Voltammogramm-Pa-
rameter Peakstrome und Peakseparation bestimmt werden. Der Verlauf der Auftragungen dieser
Parameter gegen die Temperatur erlaubt Aussagen zu stattgefundenen thermisch induzierten
strukturellen Anderungen der polymeren Grenzfliche. Als unabhiingige, nicht-elektrochemi-
sche Methoden zur Verifizierung der thermischen Schaltung werden die Oberfldchenplasmo-

nen-Resonanzspektroskopie (SPR) und die QCM-Technik eingesetzt.

SchlieBlich wird der Einsatz des Polymer-basierten Elektrodensystems als Matrix zur Ankopp-
lung von unterschiedlichen Peptid-Rezeptoren untersucht. Dazu werden TAG-Peptide kovalent
an die reaktiven Kopplungsgruppen der Polymerschicht gekoppelt. Der Einfluss der Peptid-

Modifizierung auf die Schaltbarkeit des immobilisierten Filmes wird getestet.
3.3.1 Immobilisierung von Polymer I an Gold

Das reaktive Aminogruppen-haltige Polymer I kann kovalent an die Oberfliche von Gold ge-
bunden werden. Es enthélt APMA als Comonomer, das eine kovalente Anbindung des Polymers
an aktivierte Carbonsduren-Gruppen an der Goldoberflache ermdglicht. Der Anteil von APMA
(0.5 %) 1st klein, die erwartete Dicke des Polymer I-Films ist somit gering. Die Dicke des Po-
lymer-Films ist fiir analytische Anwendungen von hoher Bedeutung. Die Filmdicke fiir Poly-
mer [ ist erwartungsgemal nicht zu hoch, so dass der Zugang der signalgebenden Redoxspezies

zur Elektrodenoberflache gewéhrleistet ist.
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Die entwickelte Immobilisierungsstrategie ist in Abbildung 20 dargestellt. Zur Immobilisierung
von Polymer I wird die Oberflédche im ersten Schritt mit Mercaptopropionsdure (MPA) modifi-
ziert. Dieses Thiol wurde ausgesucht, da seine Reaktionszeiten zur Ausbildung der maximal
belegten Schicht recht kurz sind®!'7®. AuBerdem wird der Zugang zur Elektroden-Oberfliche
durch die MPA-Modifizierung nicht vollstindig behindert, wie dies bei langeren Thiolen, wie
zum Beispiel der 11-Mercaptoundecansdure (MUA), der Fall ist.

OH OH oM M HN
4/_\< 54/_<o 54/_<o o ! ] Sﬂo
SH o - H; NH,

EDCINHE

Mercaptopropionsaure
(MPA) OH o—N Polymer | HN

Gold-Elektrode MPA-Elektrode aktivierte MPA-Elektrode Polymer-Elektrode

Abbildung 20: Schematische Darstellung der kovalenten Immobilisierung von Polymer I an die Gold-
oberfliche.

3.3.1.1 Elektrochemische Untersuchung der Immobilisierung von Polymer I an
Gold

Die Untersuchung der Modifizierung von Polymer I an Gold erfolgte elektrochemisch mittels
Cyclovoltammetrie und Impedanzspektroskopie. Dazu wurden die Gold-, MPA- sowie die Po-
lymer I-Elektroden in Kaliumhexacyanoferrat-Losung vermessen und die Stromantwort nach
jedem Modifizierungsschritt verglichen. In Abbildung 21 (a) sind die fiir die drei Elektrodenty-
pen gemessenen Cyclovoltammogramme dargestellt. Mit fortschreitender Modifizierung sin-
ken die Peakstrome deutlich von ca. 1500 pA/cm? fiir die nackte Goldelektrode auf ca. 1000
uA/cm? fiir die MPA und 500 pA/cm? fiir die Polymer I-Elektrode. Die Abflachung der beiden
Peaks wird gleichzeitig von einer Zunahme der Peakseparation begleitet. Beide Effekte sind auf

einen erschwerten Zugang des Redoxpaares zur Elektrode zuriickzufiihren.

Die zunehmende Isolierung der Elektrode kann auch gut mittels Impedanzspektroskopie ge-
zeigt werden (Abbildung 21 (b)). Die fiir die drei Elektrodenarten gemessenen Impedanzspek-
tren konnen gut mittels eines Ersatzschaltbildes, bestehend aus dem Losungswiderstand Ry,
dem Durchtrittswiderstand Rct und dem Kondensator mit der Kapazitit Cpr (Abbildung 21 (c))

beschrieben werden. Die Warburg-Impedanz wird im Ersatzschaltbild nicht mitberiicksichtigt,
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da die Messungen bei tiefen Frequenzen (dort, wo die Warburg-Impedanz tatsdchlich auftritt)
nicht durchgefiihrt wurden. Die nach diesem Ersatzschaltbild erstellten Fit-Kurven weichen nur
unwesentlich von den Realwerten ab. In Abbildung 21 (d) sind die realen Messwerte sowie die

zugehorige Fit-Kurve fiir eine Polymer I-Elektrode gezeigt.
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Abbildung 21: (a) Cyclovoltammogramm (gemessen mit der Scangeschwindigkeit von 100 mV/s) und
(b) Elektrochemisches Impedanz-Spektrum (gemessen am Ruhepotential (zwischen 190 und 210 mV)
im Frequenzbereich 0.1 — 100 000 Hz, mit der Anregungsamplitude von 5 mV) fiir eine unmodifizierte
Gold-Elektrode, eine MPA-Elektrode und eine Polymer I-Elektrode; Die Elektrodenoberflache betragt
jeweils 0.04 cm?. Gemessen bei Raumtemperatur in K;3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s]-Lésung (5 mmol/L) in
100 mmol/L Kaliumchlorid-Losung; (c¢) Das zur Auswertung der Impedanzspektren benutzte Ersatz-
schaltbild; (d) Das Impedanzspektrum fiir eine Polymer I-Elektrode und die mittels Ersatzschaltbild
bestimmte Fit-Kurve.

Die Durchschnittswerte der bestimmten Parameter sind in der Tabelle 6 angegeben. Hier und
spéter werden ausschlieBlich die Stromwerte fiir die Oxidationspeaks angegeben. Die entspre-
chenden Stromwerte flir die Reduktion unterscheiden sich allerdings kaum von denen fiir die

Oxidation.
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Die elektrochemischen Eigenschaften von Polymer-modifizierten Elektroden héngen unter an-
derem von der Dicke des Polymerfilms ab. Fiir das immobilisierte Polymer I wurde die Schicht-
dicke mittels Ellipsometrie bestimmt. Bei diesem Verfahren wird polarisiertes Licht in einem
bestimmten Winkel auf die flache Probe gefiihrt. Das reflektierte Licht wird vom Detektor auf-
gezeichnet, wobei seine Polarisationseigenschaften von der Probe (abhidngig z.B. von der
Schichtdicke und Brechungsindex) geéndert werden. Die Anderung der Polarisation wird durch
die relative Phasenénderung A und durch die relative Amplitudenénderung tan(‘¥') beschrieben.
Diese beiden Parameter werden gegen die Wellenlédngen in einem Spektrum aufgetragen. Zur
Bestimmung der relevanten Groflen wie Brechungsindex oder Schichtdicke, wird ein Modell
ausgewahlt, welches die optischen Eigenschaften des Films moglichst gut beschreibt. In diesem
Modell sind bekannte GroBen (z.B. Brechungsindex) berticksichtigt. Die nicht bekannten Para-
meter werden im Rahmen eines Fittings so lange an die Messung angepasst, bis die mittels
Fitting bestimmten Werte fiir A und tan(¥') soweit wie mdglich mit den experimentell bestimm-
ten Werten tlibereinstimmen. Die ellipsometrisch nach dieser Methode bestimmte Schichtdicke
der Filme betrégt etwa 10 nm (berechnet mit dem Cauchy-Modell mit folgenden Parametern:
Luft (n=1.000, £=0), organische Layer (n=1.330, £k=0) und Gold-Layer (n=0.0622,
k=15.2055)). Zdyrko et al. geben in ihrem Review einen Schichtdickenbereich fiir Polymer-

Filme an, die mit der ,,grafting-to*-Methode hergestellt werden'”’

. Dieser liegt zwischen 10 und
30 nm. Der fiir das Polymer I erhaltene Schichtdickenwert liegt somit gut im Bereich der Lite-

ratur-bekannten Werte.

Tabelle 6. Zusammenstellung der Durchschnittswerte der CV- und EIS-Messparameter fiir die unmodi-
fizierte Gold-Elektrode, die MPA-Elektrode und die Polymer I-Elektrode. Die Durchschnittswerte sind
berechnet aus den Messwerten fiir drei individuelle Elektroden fiir jede Elektrodensorte.

Cyclovoltammetrie Impedanzspektroskopie
Elektrodensorte Peakstrom fiir | Peakseparation | Durchtrittwiderstand | Kapazitit
Oxidationspeak
AEp/ mV Rer / Qem? Cor/

Ip, ox / pA/cm? uF/cm?
Gold-Elektrode (un- 1470 = 162 99+ 8 17.2+2.30 35+4.63
modifiziert)
MPA-Elektrode 1110 £ 278 247 £ 52 59.60 £ 1.79 8.5+0.6
Polymer I-Elektrode 536 £ 91 335+ 34 1476.4 + 383.87 6.5+22
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3.3.2 Immobilisierung von Polymer II an Gold

Das Polymer II enthidlt Carbonylgruppen-tragendes 2-Succinyloxyethylmetacrylat (MES) mit
einem hohen Anteil von 20 %. Der hohe Anteil von MES wurde gewdhlt, um die Dicke des
immobilisierten Polymer II-Films im Vergleich zum Polymer I-Film zu erhéhen. Das Carbon-
sdure-haltige Polymer II kann kovalent an die Oberfliche von Gold gebunden werden. Dazu
muss die Oberfldche z. B. Amino-Funktionen aufweisen und das Polymer II vor der Kupplung
aktiviert werden. Die Kupplung erfolgt dann unter Amidbildung. Die Aktivierung kann im Falle
des Polymers II nicht mittels ECD/NHS-Chemie erfolgen, da die Umwandlung von Carbon-
sdure-Gruppen zu NHS-Estern die Polymerketten hydrophob macht. Das Polymer II fallt in
Gegenwart von NHS sofort aus der Losung aus und kann so nicht zur Kopplung mit den Ami-
nogruppen an der Goldoberflache benutzt werden. Aus diesem Grund erfolgte die Aktivierung
von Polymer II mit EDC alleine. Die entsprechend entwickelte Immobilisierungsstrategie ist in

Abbildung 22 dargestellt.

Zur Immobilisierung von Polymer II wird die Goldoberfliche im ersten Schritt mit Cystamin
modifiziert. Das Disulfid Cystamin reagiert mit der Goldoberfliche unter Ausbildung einer
SAM-Schicht, die analog auch aus Cysteamin-Losungen herstellbar ist. Der Vorteil von Cysta-
min ist seine deutlich bessere Handhabung — es ist im Gegensatz zu Cysteamin nicht hygrosko-
pisch, stabil und nicht giftig. Die Reaktionszeiten der beiden Substanzen zur Ausbildung einer
maximal dichten SAM-Schicht sind dhnlich kurz!’®. Auch ist der Zugang zur Elektrodenober-
flaiche nach Cystamin-Modifizierung nicht vollstandig blockiert, der elektrochemische Umsatz

ist somit weiterhin moglich.

Polymer Il
(poly(MEO,MA-co-MES))
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S NHz COOH COOH
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COOH
s ""NH,

COOH
Gold-Elektrode Cystamin-Elektrode Polymer-Elektrode

Abbildung 22: Schematische Darstellung der kovalenten Immobilisierung von Polymer II an die Gold-
oberfldche.
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3.3.2.1 Untersuchung der Gold-Modifizierung mit Polymer II mittels Quarzkris-
tall-Mikrowaage

Die QCM-Technik wurde benutzt, um die Modifizierung der Goldoberflache mit Polymer II in
Echtzeit zu beobachten. Dazu wird der Sensor auBlerhalb der Zelle mit Cystamin modifiziert.
Die Ankopplung des Polymers II aus wassriger Losung mit EDC erfolgt anschlieBend in der
QCM-Zelle im Durchflusssystem bei gleichzeitiger Messung der Schwingfrequenz. In Abbil-
dung 23 ist ein Sensorgramm fiir die Polymer II-Ankopplung angegeben. Die Schwingfrequenz
(Obertonzahl n = 3, sensorspezifische Konstante C = 17.7 ng/cm-s) sinkt um circa 30 Hz. Die
Frequenzabnahme um 30 Hz entspricht nach Gleichung (7) einer Massenzunahme von 177
ng/cm?. Es handelt sich also um einen relativ diinnen Polymer-Film. Zum Vergleich - die mittels
Ellipsometrie bestimmte Schichtdicke des Polymer II-Films an der Gold-Oberfldche liegt im

Bereich von ca. 15 nm.

Die Polymerschicht ist anschlieBend tiber Stunden im Flusssystem stabil, so dass die Frequenz
nur unwesentlich verindert wird (Zunahme um ca. 1 Hz). Mit diesem Experiment konnte ge-
zeigt werden, dass die kovalente Ankopplung der Polymerketten in diinnen, aber trotzdem stabi-
len Filmen resultiert. Ebenso ist die Inkubationszeit von einer Stunde in Polymer II-Losung mit
EDC ausreichend, um die moglichst hohe Belegung mit dem Polymer zu erreichen — nach

dieser Zeit (vor dem Spiilschritt) sinkt die Frequenz kaum noch.

Poly(MEO,MA-co-MES) + EDC
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Abbildung 23: QCM-Sensorgramm zum Immobilisierungsprozess von Polymer II an die Goldoberflé-
che. Die Frequenzénderung bezieht sich auf die Obertonzahl n = 3. Gemessen bei der Durchflussge-
schwindigkeit von 100 pL/min im 100 mmol/L Natriumphosphatpuffer (pH 6.7).
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3.3.2.2 Elektrochemische Untersuchung der Immobilisierung von Polymer II an

Gold

Zusatzlich zum Nachweis der erfolgten Polymer [I-Modifizierung mittels QCM wurden elekt-
rochemische Untersuchungen (Cyclovoltammetrie und Impedanzspektroskopie) bei Raumtem-

peratur durchgefiihrt.

Die cyclovoltammetrischen Versuche haben gezeigt, dass die Oberflicheneigenschaften der Po-
lymer II-Elektroden im Laufe der Messung verdndert werden. Die anfangs hohen Strome (bei
geringer Peakseparation) sinken deutlich unter gleichzeitiger Erhohung der Peakseparation.
Erst nach etwa 200 Scans ist dieser Prozess abgeschlossen und der Signaloutput der Messung
ist stabil. In Abbildung 24 (a) ist ein Overlay der aufeinander folgenden Scans 1-250 fiir eine
Polymer II-Elektrode dargestellt. Die Scans nach Erreichen der Stabilisierung sind in Abbildung
24 (b) zu sehen. Der Oxidationspeakstrom sinkt von 908 pA/cm? auf 340 pA/cm? (-38 %) und
die Peakseparation steigt von 93 mV auf 381 mV (+ 24 %).
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Abbildung 24: Sukzessiv aufgenommene Cyclovoltammogramme fiir eine Polymer II-Elektrode; (a)
Scans 1-250 und (b) Scans 200-250; gemessen bei Raumtemperatur in K3[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g]-Lo-
sung (5 mmol/L) in 100 mmol/L Natriumphosphat-Lésung (pH 6.7) mit der Scangeschwindigkeit von
100 mV/s. Die Elektrodenoberfliche betrigt 0.04 cm?.
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Tabelle 7: Durchschnittswerte der CV- und EIS-Messparameter fiir die unmodifizierte Gold-Elektrode,
die Cystamin-Elektrode und die Polymer II-Elektrode. Die Durchschnittswerte sind aus den Messwerten

fiir drei individuelle Elektroden fiir jede Elektrodensorte berechnet.

Cyclovoltammetrie Impedanzspektroskopie
Elektrodensorte Peakstrom fiir | Peakseparation | Durchtrittwiderstand | Kapazitit
Oxidationspeak
AEp/ mV Rer / Qem? Cpr/

Ip ox / pA/cm? uF/cm?
Gold-Elektrode 1025 + 103 87+5 12.4+£1.6 38+6
(unmodifiziert)
Cystamin-Elektrode 600 £ 93 216+ 16 138.8£9.6 13+3
Polymer II-Elektrode 343 £ 93 258 £ 12 713.65 £235.2 10£2.5

Die elektrochemische Impedanzspektroskopie liefert einen weiteren Nachweis der erfolgrei-

chen Polymer II-Immobilisierung. In Abbildung 25 sind die Impedanzspektren fiir die Gold-,

Cystamin- sowie Polymer II-Elektrode dargestellt. Der Durchtrittswiderstand der Grenzflache

Rer steigt deutlich von 12.4 Qcm? fiir die nackte Goldelektrode auf 119.6 Qcm? und 498.1

Qcm? fiir entsprechend die Cystamin- und die Polymer II-Elektrode. Die Kapazitit sinkt dage-
gen von 35 pF/cm? fiir die nackte Gold-Elektrode auf 10 uF/cm? bzw. 9.8 uF/cm? fiir die Cysta-

min- bzw. die Polymer II-Elektrode.
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Abbildung 25: Elektrochemisches Impedanz-Spektrum (gemessen am Ruhepotential (zwischen 190
und 210 mV) im Frequenzbereich 0.1 — 100 000 Hz, mit der Anregungsamplitude von 5 mV) fiir eine
unmodifizierte Gold-Elektrode, eine Cystamin-Elektrode und eine Polymer II-Elektrode; gemessen bei
Raumtemperatur in Ks[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s]-Losung (5 mmol/L) in 100 mmol/L Natriumphosphat-
Losung (pH 6.7) nach der cyclovoltammetrischen Prikonditionierung; Die Elektrodenoberflache betragt
jeweils 0.04 cm?.

Die ellipsometrisch bestimmte Schichtdicke des Polymer II-Films betrdgt etwa 15 nm. Somit
sind Polymer II-Filme nur etwas dicker als Polymer I-Filme, trotz der Erh6hung des Anteils der
Ankergruppen von 0.5 % auf 20 %. Zur deutlichen Erh6hung der Schichtdicke des Polymer-
films an der Elektrode wurde das Polymer III eingesetzt. Das Polymer III enthélt nur 5 % MES,
als zusétzliches Comonomer wurde allerdings das Benzophenon-tragende 2-(4-Benzoylphen-
oxy)ethylmethacrylat (BPEM) ausgewahlt. Dieses Comonomer erlaubt die photoinduzierte An-
bindung des Polymers an die Goldoberfldche sowie gleichzeitig die Vernetzung des erhaltenen

Films. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Dicke photovernetzter Filme sehr hoch sein

kann®”!">, Dieses sollte die Herstellung dickerer Polymerfilme erlauben.
3.3.3 Immobilisierung von Polymer III an Gold

Das Polymer III enthdlt wie das Polymer II reaktive Carbonsdure-Gruppen, die, aktiviert, zur
kovalenten Ankopplung an Amino-Gruppen auf der Gold-Oberfliche geeignet sind. Da weitere

Experimente mit Polymer III mit dickeren Filmen durchgefiihrt werden sollen, wurde zur Im-
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mobilisierung eine auf Photovernetzung basierende Strategie entwickelt. Diese Strategie er-
laubt im Allgemeinen die Herstellung von dicken und vernetzten Polymerfilmen®. Die dazu-

gehorige Modifizierungsmethode ist in Abbildung 26 dargestellt.

Die photoreaktive Komponente in Polymer III ist das Monomer 2-(4-Benzoylphenoxy)ethyl-
methacrylat (BPEM), das mit einem Anteil von 0.5 Mol-% in das Copolymer eingebaut ist. Die
Keto-Gruppe des Benzophenon-Ringes kann durch Bestrahlen mit UV-Licht (n-n*-Ubergang)
zur Bildung eines Biradikals angeregt werden. Das gebildete Radikal kann mit jedem organi-
schen Partner reagieren, so zum Beispiel mit Molekiilen an der Oberfldche von Goldelektroden.
Eine solche Reaktion fiihrt zur kovalenten Immobilisierung der Polymerketten an der Gold-
oberflache. Gleichzeitig fiihrt die Reaktion mit benachbarten Polymerketten zur Vernetzung des

Films. Das Ergebnis ist ein vernetztes und fixiertes Polymernetzwerk an der Goldoberfléache.

\ - _:P Q \ 1. Inkubkation in Pelymer 1ll-Lésung
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der kovalenten Immobilisierung von Polymer III an der Gold-
oberfliche.

Als Reaktionspartner des Polymers an der Goldoberfliche ist aufgrund der hohen Reaktions-
freude der Benzophenon-Biradikale prinzipiell jedes organische Molekiil geeignet. Zur Unter-
stiitzung der photolytischen Immobilisierung wurde fiir diese Arbeit allerdings ein Phosphin
ausgesucht, das ebenfalls einen Benzophenon-Ring trigt, ndmlich das 2-
(Dicyclohexylphospino)benzophenon (DPBP). Die Modifizierung von Gold mit Phosphinen

ist in der Literatur bereits beschrieben worden'”?18!

, wurde aber noch nicht hdufig verwendet.
Die Adsorption von Phosphinen an Gold wird als Koordination der Oberflachenatomen durch
das Phosphor-Atom!” beschrieben. Das adsorbierte DPBP agiert somit als Reaktionspartner
und Ankniipfungsmolekiil fiir die Biradikale der Polymerketten und erlaubt gleichzeitig die

photolytische Ankopplung des Polymers ausgehend von der Elektrode.
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3.3.3.1 Elektrochemische Untersuchung der Goldmodifizierung mit DPBP

Die Modifizierung von Gold-Elektroden mit DPBP wurde elektrochemisch in Kaliumhexa-
cyanoferrat-Losungen mittels Cyclovoltammetrie untersucht. In Abbildung 27 ist die Uberla-
gerung der Cyclovoltammogramme fiir Gold-Elektroden vor und nach der DPBP-Inkubation

unterschiedlicher Dauer dargestellt.
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Abbildung 27: Cyclovoltammogramme der Gold-Elektroden vor und nach der DPBP-Modifizierung;
gemessen bei Raumtemperatur in K3[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g]-Losung (5 mmol/L) in 100 mmol/L Natri-
umphosphat-Losung (pH 6.7) mit der Scangeschwindigkeit von 100 mV/s. Die Elektrodenoberfldche
betrigt 0.04 cm?.

Bereits nach kurzer Inkubationszeit von lediglich 5 Minuten, sinken die Strompeaks des Cyc-
lovoltammogramms deutlich von etwa +40/-40 pA auf etwa +17/-17 pA unter gleichzeitiger
Zunahme der Peakseparation. Dies ist auf die Blockierung der Elektrodenoberfldche durch die
aufgebaute DPBP-Schicht zuriickzufiihren. Der Adsorptions-Prozess schreitet bei lingerer In-
kubation weiter voran — der Oxidationspeak flacht stark ab, auch der Reduktionspeak nimmt

weiter ab.

Der stark blockierende Charakter der DPBP-Schicht kann durch die strukturellen Eigenschaften
dieses Molekiils erkliart werden. Das Phosphin trégt drei hydrophobe Reste — zwei Cyclohexan-
Reste und einen Benzophenon-Rest. Diese Schicht wirkt wasserabweisend und verhindert somit
den Zugang der Redoxspezies aus der wissrigen Elektrolytlosung. Vermutlich ist die Schicht

auch noch besonders dicht und liickenfrei. Aus Untersuchungen zur SAM von aliphatischen
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Thiolen ist bekannt, dass die Blockierung der modifizierten Oberfliche mit steigender Anzahl
der Kohlenstoffatome im Molekiil steigt®®. Grund hierfiir sind die mit der Anzahl der Kohlen-
stoffatome zunehmenden Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen, die die Triebkraft fiir
den Autbau der Schicht und seine hohe Stabilitét sind. Auch beim DPBP-Molekiil sind solche
zwischenmolekularen Kréfte moglich — die Cyclohexanringe bieten dafiir pro Molekiil insge-
samt 12 Kohlenstoffatome an. Die Benzophenon-Ringe sind auch grundsétzlich zu n-n-Wech-
selwirkungen befahigt. Vermutlich sind diese starken Wechselwirkungen zwischen den Bau-

steinen der Schicht der Grund fiir die starke Blockierung der Oberfldche.
3.3.3.2 Untersuchung der DPBP-Immobilisierung mittels Infrarot-Ellipsometrie

Die Modifizierung der Goldoberflichen mit DPBP wurde zusitzlich mittels Infrarot-Ellipso-
metrie untersucht. In der Infrarot-Ellipsometrie werden Spektren von oberflachengebundenen
Substanzen aufgenommen. Bei einer IR-ellipsometrischen Messung wird das eingestrahlte li-
near polarisierte Licht von der Probe als elliptisch polarisiertes Licht reflektiert. Die elliptische
Polarisation kann mit den elliptischen Parametern wie folgt beschrieben werden: tany
(Amplitudenverhiltnis) und A (Phasenverschiebung des p- und s-polarisierten reflektierten
Lichtes rp und r5)!'%27184 Dank charakteristischer Banden eines ellipsometrischen Infrarotspekt-
rums lassen sich funktionelle Gruppen und andere strukturelle Merkmale von chemischen Stof-
fen identifizieren. Somit ldsst sich diese Technik gut zum Nachweis der Anbindung von Stoffen

an Substartoberfldachen einsetzen.

In Abbildung 28 sind drei ellipsometrische Infrarotspektren zu sehen, wobei jeweils das
Amplitudenverhéltnis tany gegen die Wellenlidnge aufgetragen ist. Als Referenz wurde das ent-
sprechende Spektrum einer nicht-modifizierten Gold-Probe hinzugezogen. Das blaue Spektrum
wurde an einem eingetrockneten Tropfen der DPBP-Losung in Ethanol aufgenommen und
wurde zum Vergleich mit den modifizierten Substraten benutzt. Das graue sowie das schwarze
Spektrum wurden an einem DPBP-modifizierten Substrat gemessen (Modifizierung identisch

mit der an Golddrahtelektroden).
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Abbildung 28. IR-ellipsometrisches Spektrum gemessen an einem eingetrockneten DPBP-Tropfen (10
mmol/L in Ethanol) an Goldoberfldche (Kurve I) und an einer Goldoberfldche, die mittels DPBP modi-
fiziert wurde (Kurven II und III fiir je eine Art der Probenanbringung im Gerét).

Der Vergleich des blauen Referenzspektrums mit denen fiir das mit DPBP modifizierte Gold
erbringt einen Nachweis der erfolgreichen DPBP-Fixierung an die Goldoberfliche, da die
Schwingungsbanden bei 1448 cm™ und 1666 cm™ charakteristisch fiir alle drei Proben sind.
Die Banden bei 2854 cm™ and 2929 cm™! kénnen der CHa-Streckschwingung zugeordnet wer-
den. Die Bande bei 1448 cm™ ist charakteristisch fiir die CH>-Scherschwingung und die Bande
bei 1666 cm™ ist charakteristisch fiir die CO-Streckschwingung.

3.3.3.3 Kinetik der photoinduzierten Reaktion

Die photoinduzierte Reaktion von Benzophenon-Derivaten DPBP und Polymer III kann mittels
UV/vis-Spektroskopie untersucht werden. In Abbildung 29 a) und c) sind die UV/vis-Spektren
von Polymer III und von DPBP in Ethanol nach unterschiedlich langer Bestrahlung mit UV-
Licht zu sehen. Die UV/vis-Spektren vor der Bestrahlung weisen deutlich ausgeprigte (n-)-
Banden bei 287 nm (Polymer III) und bei 250 nm (DPBP) auf. Angeregt durch UV-Licht einer
intensiven Quelle reagieren die gebildeten Biradikale mit den Losungsmittelmolekiilen. Nach
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dem Abreagieren mit Ethanol (Einzelheiten dazu im Kapitel 2.4.2) verliert das entstandene Mo-
lekiil seine Anregungsenergie, so dass die Intensitit des Absorptionsmaximums im UV/vis-Ex-

periment abnimmt. Der Verlauf der zeitlichen Abnahme der Extinktion ist in Abbildung 29 (b)

(Polymer IIT) und (¢) (DPBP) dargestellt.
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Abbildung 29: UV/vis-Spektren ethanolischer Polymer III- (a) und DPBP-L6sung (c) nach unterschied-
lich langer Bestrahlung mit UV-Licht (254 nm und 366 nm Strahler) und die dazugehdrigen Auftragun-
gen der Extinktion gegen die Bestrahlungszeit — entsprechend b) und d). Die Polymerkonzentration be-
tragt 2.5 mg/mL, die DPBP-Konzentration 0.01 mg/mL.

Die kinetischen Messungen zur photoinduzierten Reaktion in Losung kénnen gut zur Einschit-
zung der Reaktionsdauer von Polymer III an der DPBP-Oberfldche hinzugezogen werden. Fiir
2.5 mg Polymer III in Ethanol sind zum kompletten Abreagieren etwa 25 min Bestrahlung n6-
tig. Im Falle von DPBP sind dies etwa 10 min fiir 0.01 mg. Die Konzentrationen der zur Modi-
fizierung nach dem Schema in Abbildung 26 eingesetzten Losungen betragen 1.5 — 50 mg/mL
fiir das Polymer III sowie 3.78 mg/mL fiir DPBP. Es ist zu beachten, dass die abzureagierende
Materialmenge, die an der Oberfliche adsorbiert, deutlich geringer ist als die in der Losung.

Als Bestrahlungsdauer fiir die Polymermodifizierung wurden 30 min angesetzt. Buller et al.
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beschreiben in ihrer Arbeit die Kinetik der Photoreaktion der mit Benzophenongruppen funkti-
onalisierten responsiven Polymeren, die mittels UV-Spektroskopie an einer auf ein Quarzglas-
fenster aufgeschleuderten Polymerschicht (Schichtdicke von 800 nm) untersucht wurde®’. In
dieser Studie wurde festgestellt, dass die Photoreaktion nach 10 Minuten Bestrahlungszeit na-
hezu vollstindig abgeschlossen ist. Somit ist davon auszugehen, dass die Bestrahlungszeit von
30 Minuten ausreichend fiir das vollstandige Abreagieren der Benzophenongruppen an Polymer

M1 ist.

3.3.3.4 Untersuchung der Gold-Modifizierung mit Polymer III mittels Quarzkris-
tall-Mikrowaage

Die Echtzeit-Nachverfolgung der Modifizierung mittels QCM ist im Falle von Polymer III
schwierig, da nach der Polymeradsorption Bestrahlung mit UV-Licht erfolgen soll. Dies kann
in der QCM-Zelle nicht realisiert werden. Die Modifizierung von Gold-Chips mit Polymer III
wurde daher auBlerhalb der QCM-Zelle durchgefiihrt. Nach der DPBP-Modifizierung (aufler-
halb der Zelle) wurden die absoluten Werte der Schwingfrequenz und der Dissipation bestimmt
und als Bezugswerte flir die Angabe der Frequenz- sowie Dissipationsdnderungen nach der Po-
lymer III-Modifizierung gesetzt. Die Modifizierung wurde nach dem in Abbildung 26 darge-
stellten Schema durchgefiihrt. Die Konzentration der Polymer III-Lsung lag bei 1.5, 7 oder 50

mg/mL, um Filme unterschiedlicher Dicke zu erhalten.

Die Ergebnisse der QCM-Messungen fiir die Modifizierung aus 1.5-, 7- und 50 mg/mL-L6sun-
gen sind in Abbildung 30 dargestellt. Die Frequenz sank nach der Polymer III-Immobilisierung
um 1379 Hz bei der Polymer III-Konzentration von 1.5 mg/mL, um 5643 Hz bei 7 mg/mL und
um 16254 Hz bei 50 mg/mL. Die Dissipationswerte stiegen entsprechend um 8:10°¢, 132-10°
bzw. 1048-10°6. Offensichtlich steigt bei der Adsorption die Menge an immobilisiertem Polymer
mit steigender Konzentration in der Inkubationslosung. Die Massenzunahme (nach Gleichung
(7)) in diesem Experiment betrigt entsprechend 8136 ng/cm?, 33293 ng/cm? und 95898 ng/cm?.
Die mittels QCM bestimmte Massenverdnderung im Falle der Polymer II-Immobilisierung liegt
dagegen nur bei 177 ng/cm? (Kapitel 3.3.2.1). Die Polymer III-Schicht ist also bereits nach der
Inkubation aus der relativ verdiinnten Losung (1.5 mg/mL) um ein Vielfaches dicker als im
Falle der Polymer II-Immobilisierung. Einer der Griinde fiir diesen wesentlichen Unterschied
liegt moglicherweise in der Tatsache, dass die Modifizierung iiber eine Oberflachen-unspezifi-
sche Kopplungsreaktion grundsitzlich zu dickeren Filmen fiihrt. Hier kann die Belegung mit

Polymerketten immer noch weiter steigen, auch wenn die eigentliche Goldoberflidche bereits
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vollstindig belegt ist, da die Polymerketten untereinander binden kénnen. Im Falle der Polymer
[I-Modifizierung ist dagegen nach dem Abreagieren der Ankergruppen (Cystamin) an der Ober-

fliche keine wesentliche weitere Polymeranlagerung zu erwarten.
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Abbildung 30: (a) Frequenz- und (b) Dissipationséinderung nach Polymer I1I-Modifizierung der QCM-
Sensoren aus Losungen unterschiedlicher Konzentration (mit Schwingfrequenz bzw. Dissipation nach
DPBP-Schritt als Bezug), gemessen bei Raumtemperatur in 100 mmol/L Natriumphosphat-Puffer (pH
6.7) bei ausgeschaltetem Fluss.

Nach der Modifizierung der QCM-Sensoren mit Polymer III wurde die pH-Abhéngigkeit der
viskoelastischen Eigenschaften des Polymernetzwerkes untersucht. Diese Untersuchungen zie-
len auf ein tieferes Verstindnis der ablaufenden Prozesse bei temperaturabhingigen CV- Mes-
sungen (Kapitel 3.4.3). Somit muss die Polymer III-Schicht auf der Elektrode mdglichst mit der
auf dem QCM-Sensor vergleichbar sein. Die stark konzentrierte 50 mg/mL-Ldsung von Poly-
mer III fliet aber viel schlechter vom QCM-Sensor als von der Golddraht-Elektrode ab. Fiir
eine bessere Vergleichbarkeit der erhaltenen Polymer III-Schichten auf dem QCM-Sensor und
auf der Elektrode wird daher im Falle des QCM-Sensors nach dem Inkubationsschritt in der
Polymerlosung ein kurzer Spiilschritt in der Pufferldsung (100 mmol/L Natriumphosphatpuffer,
pH 8.0) durchgefiihrt. Dazu wird der Sensor kurz in die Spiillosung eingetaucht und erst danach
erfolgt die Bestrahlung.

Nach der so durchgefiihrten Polymer III-Immobilisierung wird der Sensor im Flusssystem in
der QCM-Zelle untersucht, wobei der pH-Wert der Messlosung sukzessive verandert wird. Das

entsprechende Sensorgramm ist in Abbildung 31 gezeigt.
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Abbildung 31: Frequenz- und Dissipationsédnderung eines Polymer IlI-modifizierten QCM-Sensors in
Abhéangigkeit vom pH-Wert der Messlosung (Natriumphosphatpuffer, 100 mmol/L) nach Inkubation aus
der 50 mg/mL-Losung. Die FlieBgeschwindigkeit betrdgt 100 puL/min.

Mit sinkendem pH-Wert der Losung steigt die Schwingfrequenz des Sensors. Bei sinkendem
pH-Wert sinkt die Anzahl der deprotonierten Carbonsdure-Gruppen in den Polymerketten. Als
Folge wird das Polymernetzwerk zunehmend hydrophober; die Abnahme der Ladung ist auch
mit geringerer elektrostatischer AbstoBung zwischen den Polymerketten verbunden. Das fiihrt
zu stiarkeren hydrophoben Polymer-Polymer-Wechselwirkungen. Das hydrophobere Netzwerk
verliert Wasser, was in der deutlichen Frequenzzunahme sichtbar wird. Da die Frequenz eines
QCM-Sensors auch von der Viskositéit der Messlosung abhingt, wurde das gleiche pH-abhén-
gige Experiment mit einem unmodifizierten Chip durchgefiihrt. In dieser Referenzmessung
schwankte die Frequenz in einem engen Bereich von einigen Hz. Die Effekte der Verdnderung
der Losungszusammensetzung sind hier also gering und kdénnen vernachldssigt werden. Um
eine Frequenzzunahme als Folge von Polymerverlusten auszuschlieBen, wurde nach der stufen-
weisen Herabsetzung des pH-Werts dieser wieder stufenweise erhoht. Die Schwingfrequenzen
bei gleichen pH-Werten unterscheiden sich kaum; ein Polymerverlust kann somit als Grund fiir

die gefundenen Effekte ausgeschlossen werden. Dieses Kontrollexperiment zeigt auch, dass das
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pH-Verhalten des Netzwerkes reversibel ist. Somit konnen mit diesem Experiment die Konfor-

mationsidnderungen des immobilisierten Polymers detektiert werden.

Weiterhin ist anzumerken, dass die Frequenz beim pH-Wechsel von pH 7.7 auf 6.7 um etwa 25
Hz zunimmt, wihrend sie beim Wechsel von pH 6.7 auf 5.7 bzw. von pH 5.7 auf 4.8 171 Hz
bzw. 116 Hz betrégt. Dies ist eventuell darauf zuriick zu fiihren, dass die pKs-Werte der Séure-
gruppen im Netzwerk unterhalb von pH 6.7 liegen. Erst dort sind pH-Wert-Verdnderungen mit
starken viskoelastischen Effekten verbunden. Der pH-abhédngige Dissipationsverlauf liefert
ebenso wertvolle Informationen zum responsiven Verhalten des Polymerfilms. Die Abnahme
der Dissipation deutet auf eine deutliche Zunahme der Schicht-Starrheit hin. Dies ist gut mit

der Vorstellung der Film-Schrumpfung unter Wasserverdrangung zu erkliren.

In der Literatur sind viele Berichte zur Untersuchung der Konformationsianderungen von Poly-
mer-Schichten mittels QCM zu finden. Je nach Bericht steigt!®>!% oder sinkt!**!32 die
Schwingfrequenz der modifizierten Sensoren bei der Zunahme der hydrophoben Eigenschaften
des Polymers, die durch den Temperaturanstieg oder pH-Wert-Anderungen verursacht wird.
Erwartungsgemail sollte die Frequenz steigen, wenn das Polymernetzwerk Wasser verliert — so
wie in dieser Arbeit beobachtet. Doch kann die Schrumpfung oder gar der Kollaps des Netz-
werkes die effektive Masse des Sensors erhohen und somit seine Frequenz senken. Auch kann
der Literatur eine gewisse Diskrepanz beziiglich der Kontinuitdt der Frequenzénderungen ent-
nommen werden. Ishida et al. berichten in ihrer Arbeit mit PNIPAM-modifizierten Sensoren
eine abrupte Anderung der Frequenzwerte nach Erreichen eines bestimmten Temperaturpunk-
tes'>®. Zhang beschriebt dagegen ein (chemisch) #hnliches PNIPAM-System, das sich aber
kontinuierlich verhilt'33. Die Frequenz steigt dort kontinuierlich und linear. Vermutlich spielen
weitere Faktoren, insbesondere die Schichtdicke des Films eine Rolle. In einer spiteren Arbeit
untersuchen Ishida et al. die Abhédngigkeit der QCM-Frequenzinderungen von der Dicke des
PNIPAM-Polymerfilms'®’. Es wird gezeigt, dass die Phaseniibergiinge von diinnen Schichten
plotzlich auftreten, wihrend diese im Falle von dicken Filmen kontinuierlich sind. Dieser As-
pekt der Abhingigkeit der Filmeigenschaften von der Schichtdicke wird bei der Diskussion
temperaturabhédngiger elektrochemischer Untersuchungen von Polymer III-Filmen noch einge-

hender beschrieben.
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3.3.3.5 Elektrochemische Untersuchung der Elektrodenmodifizierung mit Poly-

mer 111

SchlieBlich bietet auch die Cyclovoltammetrie eine weitere Verifizierung der erfolgten Polymer
[II-Ankopplung an. In Abbildung 32 sind zwei Cyclovoltammogramme dargestellt — eins ge-
messen mit einer DPBP-Elektrode und eins mit einer Polymer III-Elektrode (50 mg/mL). Die
Stromwerte fiir die Polymer III-Elektrode sinken deutlich im Vergleich zur DPBP-Elektrode.
Auch die Form édndert sich — die Reduktions- bzw. Oxidationspeaks sind nur schwach ausge-
prégt. Die Elektrodenoberfldche ist stark von Polymer III blockiert. Im Vergleich zu Polymer I-
und Polymer II-Elektroden (Abbildung 21 und 24) sind die Strome fiir die Polymer III-Elekt-
rode um ein mehrfaches geringer. Die Form des Cyclovoltammogramms zeigt, dass die Poly-
mer III-Elektrode sich wie Mikroelektroden verhélt. Damit sind Elektrodensysteme gemeint,
bei denen viele kleine Zugangskanile fiir das Redoxpaar vorhanden sind, so dass ein radialer
Stofftransport stattfindet. Dieser Stofftransport fiihrt zur Verdnderung der CV-Gestalt zu einer
typischen S-Form. Der Umsatz erfolgt also nur an bestimmten Stellen bzw. Liicken an der

Elektrode, die Oberfldche ist im Wesentlichen dicht vom Polymer III belegt.

—— DPBP-Elektrode
Polymer lll-Elektrode

-04 I 02 ‘ 010 ' 012 I 0_I4 I 0_I6
E/ V(vs Ag/AgCl/1 mol/L KCl)

Abbildung 32: Cyclovoltammogramme fiir eine DPBP- und eine Polymer IlI-Elektrode (50 mg/mL);
gemessen in [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)]*-Losung (5 mmol/L) in 100 mmol/L Natriumphosphatpuffer (pH
6.7) bei Raumtemperatur mit der Scangeschwindigkeit von 100 mV/s. Die Elektrodenoberfléche betrigt
0.04 cm?.

61



Ergebnisse und Diskussion

3.4 Temperaturverhalten von Polymerfilmen auf Gold

Nach einer eingehenden Untersuchung der kovalent angekoppelten Polymerfilme bei Raum-
temperatur wurden elektrochemische Experimente unter Temperaturvariation durchgefiihrt.
Das Ziel dieser Versuche war, ein Verfahren zu entwickeln, das die Beobachtung der responsi-
ven Eigenschaften der gekoppelten Filme erlaubt. Dazu sollte der Temperaturverlauf von be-
stimmten Cyclovoltammetrie-Parametern detailliert untersucht werden. Es zeigte sich, dass die
Auftragung der Parameter Peakstrom und Peakseparation gut fiir Aussagen zu thermisch gene-
rierten strukturellen Anderungen geeignet ist. Die Reversibilitit der Messungen ist ein weiteres
wichtiges Charakteristikum, das untersucht werde sollte. Bei den stark pH-abhéngigen Poly-
meren II und III sollte ebenso die Temperaturabhéngigkeit der Filmeigenschaften bei unter-

schiedlichen pH-Werten getestet werden.
3.4.1 Temperaturverhalten von Polymer I an Gold

In Abbildung 33 sind die fiir eine unmodifizierte Goldelektrode sowie fiir eine Polymer I-Elekt-
rode bei 25 °C und bei 45 °C (jeweils Anfang und Ende des Experimentes) gemessenen Cyclo-
voltammogramme dargestellt. Die Auftragung der aus den CVs bestimmten Parameter Oxida-
tionspeakstrom und Peakseparation gegen die Temperatur ist in Abbildung 33 (b) und (c) dar-
gestellt. Die Messung an einer unmodifizierten Gold-Elektrode dient als eine Art Blindprobe,
um die gemessenen Temperatur-Effekte eindeutig dem Polymer I zuordnen zu kénnen. Rever-

sibilitits-Untersuchungen zu Polymer I-Elektroden wurden nicht durchgefiihrt.

Die Zunahme des Peakstromes mit der Temperatur fiir die unmodifizierte Gold-Elektrode ist
kontinuierlich und zeigt keine plotzlichen signifikanten Verdnderungen im Verlauf. Ebenso ist
die Auftragung der Peakseparation gegen die Temperatur reguldr und zeigt keinen Punkt mit
starken Verdnderungen. Dagegen weist der Temperaturverlauf der beiden Parameter fiir eine
Polymer I- Elektrode einen Punkt mit signifikanten Verdnderungen der Steigung im Bereich
zwischen 36 und 38 °C auf. Dieser Temperaturbereich liegt nahe am Triibungspunkt von Poly-
mer [ in 100 mmol/L KCI-Lésung von 35 °C. Somit ist es wahrscheinlich, dass die beobachteten
Anderungen auf den Restrukturierungsprozess des gekoppelten Polymers I zuriickzufiihren

sind.
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Abbildung 33: (a) Cyclovoltammogramme fiir eine unmodifizierte Gold-Elektrode und (b) fiir eine Po-
lymer I-Elektrode gemessen bei 25 °C (durchgehende Linie) und bei 45 °C (punktierte Linie); (c) Auf-
tragung des Oxidationspeak-Stromes fiir eine unmodifizierte Gold-Elektrode (schwarz) und fiir eine Po-
lymer I-Elektrode (blau); (d) Auftragung der Peakseparation fiir eine unmodifizierte Gold-Elektrode
(schwarz) und fiir eine Polymer I-Elektrode (blau); gemessen in [Fe(CN)¢]*/[Fe(CN)]*-Losung (5
mmol/L) in 100 mmol/L Kaliumchlorid-Losung mit der Scangeschwindigkeit von 100 mV/s. Die Elekt-
rodenoberfliche betrigt 0.04 cm?.

Zur Interpretation des Verhaltens der Polymer I-Elektrode beim Heizen muss zuerst die Tem-
peraturabhingigkeit des CV-Experiments an einer unmodifizierten Gold-Elektrode verstanden
werden. Die Randles-Sevcik-Gleichung (Gleichung (1)) beschreibt auch die Temperaturabhin-

gigkeit des Messstromes.
1,=0.4463n-F-A- /;—i vDv-e (1)

Mit A -Elektrodenoberfldche, v - Scangeschwindigkeit, n - Anzahl der tibertragenen Elektronen,

¢ — Konzentration, D — Diffusionskoeffizient der Redoxsubstanz, T - Temperatur der Losung.

Es ist zu beachten, dass der Diffusionskoeffizient D sich mit der Temperatur dndert nach:
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Ep

D = Dye® (8)

Hierbei ist Do die stoffspezifische Diffusionskonstante und Ep die Aktivierungsenergie fiir die
Diffusion. Der fiir den Beispielfall einer Kaliumhexacyanoferrat(Il/IIT)-Lésung nach (1) und
(8) berechnete Temperaturverlauf des Peakstromes ist in Abbildung 34 dargestellt.
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Abbildung 34: Berechnete Peakstromwerte fiir das cyclovoltammetrische Experiment in einer 5
mmol/L Kaliumhexacyanoferrat(Il/1I1)-Lésung; Ep = 32.1 kJ/mol'®’, Dy = 3.55 cm?/s'¥, v=10.1 V/s, A
=0.04 cm?.

Die Peakstromwerte an einer unmodifizierten Elektrode sollen also mit steigender Temperatur

zunehmen. Dies ist auf die Zunahme der temperaturabhéngigen Diffusion bei zunehmender

Temperatur nach Gleichung (8) zuriickzufiihren.

Der Vergleich von berechneten mit experimentell bestimmten Werten erlaubt weitere Aussagen
zu den Eigenschaften der Polymer I-Schicht. Die nach Gleichung (1) fiir eine unmodifizierte
Gold-Elektrode theoretisch berechneten Werte sowie die experimentell fiir eine unmodifizierte
und fiir eine Polymer I-Elektrode bestimmten Werte sind im Diagramm in Abbildung 35 aufge-
fiithrt.
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« 50- = Gold-Elektrode, berechnete Werte
2 = Gold-Elekirode, experimentell
o 40 « Polymer I-Elektrode, experimentell
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Abbildung 35: Oxidationspeakstrom (Ipox) als Funktion der Temperatur berechnet nach Gleichung (1)
fiir eine unmodifizierte Gold-Elektrode (schwarz) (n=1, A=0.04 cm?, Do=3.55cm?s!, Ep=32.1kJ
mol ™!, Co=5mmol L"'und v= 0.1V s!); und experimentell bestimmte Oxidationspeakstrom-Werte fiir
eine unmodifizierte Gold-Elektrode (rot) und eine Polymer I-modifizierte Elektrode (blau). Experimente
durchgefiihrt in [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)]*-Losung (5 mmol/L) in 100 mmol/L Kaliumchlorid-Losung mit
der Scangeschwindigkeit von 100 mV/s. Die Elektrodenoberflidche liegt betriigt 0.04 cm?.

Die Stromwerte fiir die Polymer I-Elektrode steigen mit der Temperatur auch schon vor dem
Punkt, an dem die Ketten restrukturieren, wenn auch deutlich schwécher als danach. Die durch-
gehende Zunahme des Stromes ist auf die Zunahme der temperaturabhéngigen Diffusion zu-
riickzufithren. Nach Erreichen der kritischen Temperatur von circa 37 °C wird eine schnellere
Zunahme des Peakstromes bzw. eine schnellere Abnahme der Peakseparation beobachtet. Die-
ses deutet auf einen erleichterten Massentransfer des Redoxpaares zur Elektrodenoberfliache
aufgrund des erfolgten Reorganisationsprozesses von Polymer I hin. In Abbildung 36 sind sche-
matische die vermuteten strukturellen Veranderungen abgebildet, die eine Moglichkeit zur Er-
kldrung der experimentellen Befunde darstellt - auf mikroskopischer Ebene erfolgt der Kollaps
der Polymerketten unter Offnung von besseren Zugangskanilen fiir das Redoxpaar zur Elekt-
rodenoberfliache, was wiederum zur schnelleren Peakstromzunahme fiihrt. Nach der Restruktu-

rierung von Polymer I steigen die Stromwerte schneller; die Elektrodeneigenschaften ndhern

sich mehr und mehr denen einer nackten Gold-Elektrode an.

Ein dhnliches Verhalten einer responsiven Polymer-Multischicht an einer Goldelektrode be-

schreibt Comminges et al>

. In seiner Arbeit wird eine mit einem thermoresponsiven Film mo-
difizierte Gold-Elektrode mittels Impedanzspektroskopie und Cyclovoltammetrie mit Fer-

rocencarbonséure als Signalkomponente untersucht. Die kontinuierliche Schrumpfung des po-
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lymeren Netzwerkes ist mit der Zunahme des elektrochemischen Umsatzes an der Goldelekt-
rode verbunden. Auch Inoue et al. berichten von einer starken Zunahme der CV-Peakstrome
nach dem Schaltvorgang der Poly(ethoxyethylglycidylether)-Schicht an der Elektrodenoberfli-
che'®. In anderen Arbeiten in der Literatur zur elektrochemischen Detektion der Polymer-
Schaltung an der Elektrode wird jedoch von der deutlichen Abnahme des elektrochemischen

Umsatzes nach dem Kettenkollaps bzw. nach der erfolgten Polymerschrumpfung berichtet®’%°.

31
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Abbildung 36: Schematische Darstellung der vermuteten mikroskopischen Vorgénge bei der thermisch
generierten Polymer-Schaltung.

Ein weiterer, unabhédngiger und nicht-elektrochemischer Nachweis der Polymerschaltung er-
folgte mittels Oberfldchenplasmonenresonanzspektroskopie. In Abbildung 37 ist das SPR-Sig-
nal fiir einen unmodifizierten und einen Polymer I-modifizierten (identisches Immobilisie-
rungsprotokoll wie bei den Gold-Elektroden, durchgefiihrt aulerhalb der Durchfluss-Zelle)

Sensor-Chip als Funktion der Temperatur gezeigt.
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Abbildung 37: Temperaturabhiangigkeit des SPR-Signals fiir einen unmodifizierten Sensor (a) und fiir
einen Polymer I-modifizierten Sensor (b). Aufgenommen in Wasser, die Flussrate betrdgt 2 pL/min.
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Die Resonanzwerte des nackten Chips sind deutlich geringer als die fiir die Polymer I-Modifi-
kation. Grund hierfiir ist die Sensitivitit des SPR-Signals fiir die optische Dichte. Offensichtlich

ist der Brechungsindex des Polymers hoher als von Wasser.

Da die SPR-Technik temperatursensitiv ist'*!

, wird die Temperaturabhangigkeit des unmodifi-
zierten Chips als Referenz aufgenommen, um die Effekte eindeutig dem Polymer I zuordnen
zu kénnen. Deutlich ist eine Anderung in der Steigung bei ca. 36 °C fiir den Polymer I-Sensor,
wihrend fiir den nackten Sensor die Steigung der Abnahme sich nicht verdndert. Die Abnahme
des Signals fiir den unmodifizierten Sensor gibt Verdnderungen des Brechungsindexes des Lo-
sungsmittels (Wasser) mit der Temperatur wider. Die Verdnderung der Steigung des SPR-Sig-
nals beim Polymer I-Sensor deutet auf einen bei ca. 36 °C erfolgten Restrukturierungsprozess

hin. Somit werden die mittels Cyclovoltammetrie beobachteten Restrukturierungs-Effekte auch

mittels SPR beobachtet.

Wischerhoff et al. beschreiben in ihrem Bericht die Untersuchung des Phaseniiberganges eines
thermoresponsiven Polymerfilms an der Goldoberfliche mittels SPR!*!. Auch dort weist der
Verlauf der Temperatur-Resonanzwinkel-Kurve einen Versatz in Richtung hoherer Winkel-
Werte auf, der beim unmodifizierten Goldsensor nicht auftritt. Diese Unstetigkeit in der Auf-
tragung wird als Volumen-Phasentiibergang interpretiert. Der Film kollabiert nach Erreichen der
Ubergangstemperatur, der Brechungsindex der Schicht in der Sensorumgebung #ndert sich

stark, was wiederum die Verschiebung des Resonanzwinkels verursacht.
3.4.2 Temperaturverhalten von Polymer II an Gold

In Abbildung 38 oben sind die sukzessiv aufgenommenen Cyclovoltammogramme fiir eine
Messung unter Temperaturvariation fiir eine Cystamin-Elektrode (a) und eine Polymer II-Elekt-
rode (b) dargestellt. Die Cystamin-Elektrode in diesem Experiment dient als Bezugssystem, um
die fiir die Polymer II-Elektrode beobachteten Effekte eindeutig zuordnen zu konnen. Die Peaks
der Cyclovoltammogramme sind fiir beide Elektrodenarten bei jeder Temperatur gut ausgepragt
und gut auswertbar. Kaliumhexacyanoferrat ist also ein geeignetes Redoxsystem zur Nachver-
folgung der strukturellen Verdnderungen des Polymerfilms an der Oberfliche. Es wird eine Zu-
nahme der Peakstrome sowie eine Abnahme der Peakseparation mit der Temperatur beobachtet.
Fiir die Cystamin-Elektrode sind die Verdnderungen der Cyclovoltammogramme im Tempera-

turbereich zwischen 25 und 50 °C homogen. Fiir die Polymer II-Elektrode werden dagegen ab
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45 °C besonders starke Anderungen beobachtet. Weitere Informationen liefern die Auswertun-

gen der Peakstrome und der Peakseparation.
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Abbildung 38: Cyclovoltammogramme fiir eine Cystamin-Elektrode (a) und fiir eine Polymer I1-Elekt-
rode (b) gemessen zwischen 25 °C und 45 °C (schwarz) und zwischen 45 und 50 °C (griin); (¢) Auftra-
gung des Oxidationspeak-Stromes fiir eine Cystamin-Elektrode (schwarz) und fiir eine Polymer II-
Elektrode (blau); (d) Auftragung der Peakseparation fiir eine Cystamin-Elektrode (schwarz) und fiir eine
Polymer II-Elektrode (blau); gemessen in [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)]*-Losung (5 mmol/L) in 100 mmol/L
Natriumphosphatpuffer (pH 6.7) mit der Scangeschwindigkeit von 100 mV/s. Die Elektrodenoberflache
betrégt 0.04 cm?.

In Abbildung 38 unten sind die Temperatur-Abhéngigkeiten der Oxidations-Peakstrome (c) und
der Peakseparation (d) fiir die Cystamin-Elektrode und fiir die Polymer I1-Elektrode dargestellt.
Der temperaturabhidngige Verlauf der beiden Parameter fiir die Polymer II-Elektrode dhnelt
stark dem gemessen fiir eine Polymer I-Elektrode. Auch hier treten starke Verdnderungen nach
Erreichen eines kritischen Temperaturpunktes auf. Dieser liegt hier bei circa 45 °C. Von da an
wird eine deutlich stirkere Zunahme der Peakstrome bzw. Abnahme der Peakseparation beo-
bachtet. Der Verlauf dieser Parameter fiir die Cystamin-Elektrode zeigt dagegen keine Diskon-
tinuitdten, die Effekte konnen entsprechend nur von Polymer II stammen. Diese gemessenen
Effekte der strukturellen Verdnderungen vom Polymer II auf den elektrochemischen Umsatz
sind dhnlich zu den bereits diskutierten fiir das Polymer 1. Auch hier sind die Ergebnisse gut
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mit der Vorstellung von der Freilegung der Zugangskanéle fiir das Redoxpaar im Laufe der
Polymer-Restrukturierung zu erkldren. Der eigentliche Punkt, an dem diese Verdnderungen auf-

treten liegt hier allerdings bei einer deutlich héheren Temperatur von ca. 45 °C.

Wiederholungsexperimente mit einmal vermessenen Polymer II-Elektroden nach langsamer
Abkiihlung haben gezeigt, dass die strukturellen Anderungen an der Oberfliche nicht reversi-
bel sind. Der Temperaturverlauf in Wiederholungsexperimenten ist kontinuierlich und dhnelt
dem fiir eine unmodifizierte Elektrode. Zur Uberpriifung der Vermutung, ob das Polymer II im
Laufe des Temperaturexperimentes verloren geht, wird ein QCM-Experiment mit mehreren
Heiz- und Abkiihlzyklen durchgefiihrt. In Abbildung 39 ist die temperaturabhéngige Fre-
quenzénderung des QCM-Sensors nach der Polymer II-Immobilisierung dargestellt. Die Fre-
quenzénderung nach der Polymer II-Ankopplung betrdgt etwa — 30 Hz, dieser Wert steigt um
etwa 5 Hz (Verlust von ca. 17 %) auf etwa -25 Hz nach dem ersten Heizvorgang und bleibt
anschlieBend konstant. Der Polymerfilm scheint somit relativ stabil zu sein und verlédsst im
Laufe des Temperaturexperimentes nur geringfiigig die Oberfldche. Die Restrukturierung des
Polymers II ist nach dem ersten Heizvorgang offensichtlich nicht reversibel und fiihrt zu einem

stabilen, nicht mehr responsiven strukturellen Zustand.
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Abbildung 39: Frequenzinderung (schwarze Kurve) zur Polymer II-Immobilisierung und in Abhin-
gigkeit von der Temperatur (griine Kurve); gemessen in Natriumphosphat-Puffer, 100 mmol/L, pH 6.7
mit der FluBgeschwindigkeit von 10 pL/min. In die Zelle wurde ein Cystamin-modifizierter Chip ein-
gespannt, ab t = 30 Minuten bis t = 60 Minuten fliet die Polymer II-Lésung mit EDC, anschlieSend
wird mit dem Puffer gespiilt. Der eigentliche Heizvorgang wird bei t = 2 Stunden gestartet.
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3.4.3 Temperaturverhalten von Polymer III an Gold

Das Temperaturverhalten von Polymer III-Filmen an Gold wurde mittels Cyclovoltammetrie
untersucht. Dazu wurden die Elektroden in Polymer III-Losungen unterschiedlicher Konzent-
ration (7 und 50 mg/mL) modifiziert. Die Untersuchungen an dicken Filmen (hergestellt aus 50
mg/mL-Losungen) haben gezeigt, dass eine alternative Auswertung der Messungen erforderlich
ist. Die Cyclovoltammogramme haben hier eine typische Mikroelektrodenform. Es sind keine
ausgepragten Oxidations- bzw. Reduktionspeaks zu sehen (Abbildung 40 (a)). Dies bedeutet,
dass der Film von Polymer III die Oberfliche der Elektrode deutlich mehr blockiert als der Film
von Polymer I und Polymer II. Wahrscheinlich ist der Grund fiir dieses Verhalten die deutlich
dickere Polymer III-Schicht. Diese wurde ellipsometrisch bestimmt und betrigt ca. 70-80 nm,
was wiederrum deutlich hoher ist als bei der Polymer I- Schicht (ca. 10 nm) oder fiir die Poly-
mer [I-Schicht (ca. 15 nm). Ein dickerer Polymer III-Film dndert auch die Art des Stofftrans-
ports zu der Elektrode. Wie oben in Kapitel 3.3.3.5 bereits diskutiert, resultiert der radiale
Stofftransport in S-féormigen Cyclovoltammogrammen. Aus diesem Grunde ist die {ibliche Aus-
wertungsmethode der Cyclovoltammogramme mit der Bestimmung der Peakstrome und der
Peakseparation nicht moglich. Trotzdem sind die Bereiche der Oxidation bzw. der Reduktion
gut zu lokalisieren. Die Oxidation findet im Potentialbereich um 0.3 V, die Reduktion um etwa
0.0V statt. An diesem Punkt kdnnen die Stromwerte abgelesen werden. Die Summe der Betrdge
der beiden Stromwerte, Alosvo.ov wird im Folgenden als Indikations-Parameter benutzt. Seine
Auftragung gegen die Temperatur erlaubt Aussagen beziiglich des Zuganges zur Elektroden-
oberfliche fiir das Redoxpaar, der wiederum vom gegebenen Struktur-Zustand der Polymer I1I-
Schicht abhingig ist. In Abbildung 40 (a) sind Cyclovoltammogramme fiir 50 mg/mL-Filme
bei 25 °C und bei 50 °C gezeigt (jeweils Anfang und Ende des Experimentes). Die Auftragung
von Alp 3vo.ov fiir die Polymer III-Elektrode sowie der Almax,ox/max,rep-Werte fiir eine unmo-
difizierte Gold-Elektrode gegen die Temperatur ist in Abbildung 40 (b) dargestellt. In Abbil-
dung 40 (c) ist auBerdem ein Vergleich der beiden Auswertungsmethoden dargestellt (Strom-
werte bei festen Potentialen von 0.0 V und von 0.3 V einerseits und die maximalen Stromwerte
bei variierenden Potentialen andererseits). Wie dieser Auftragung zu entnehmen ist, ist der Ver-
lauf der Kurven jeweils der gleiche — die Stromwerte steigen kontinuierlich mit steigender Tem-
peratur. Fiir den Vergleich mit der Polymer III-Elektrode werden trotzdem die Maximalwerte
aus den Cyclovoltammogrammen benutzt, da an diesen Potentialen ganz sicher davon auszu-
gehen ist, dass die Strome hauptsidchlich von der Redoxreaktion von Kaliumhexacyanofer-

rat(II/I1I) stammen (siche Abbildung 40 (d)).
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Abbildung 40: (a) Bei verschiedenen Temperaturen gemessenen Cyclovoltammogramme fiir 50 mg/mL
Polymer III-Elektroden; (b) entsprechende Auftragung der Alosvsp.ov —Werte fiir die Polymer III-Elekt-
rode (griin) sowie der Almax oxmax rep-Werte fiir die unmodifizierte Gold-Elektrode (schwarz) als Funk-
tion der Temperatur; (c) Alosvio.ov— und die Alvaxoxmax.rep-Werte fiir eine unmodifizierte Elektrode
als Funktion der Temperatur im Vergleich; (d) Die bei 25 °C und bei 50 °C gemessenen Cyclovoltam-
mogramme fiir eine unmodifizierte Gold-Elektrode; gemessen in [Fe(CN)g]*/[Fe(CN)]*-Losung (5
mmol/L) in 100 mmol/L Natriumphosphatpuffer (pH 6.7) mit der Scangeschwindigkeit von 100 mV/s.
Die Elektrodenoberfliche betrigt 0.04 cm?.

Das CV-Experiment unter Temperaturvariation fiir die nicht-modifizierte Gold-Elektrode zeigt
einen konstanten Anstieg der Al 3vio.ov-Werte aufgrund des konstanten Anstiegs der Diffusion
von Fe(CN)s>"*Teilchen. Die Stromwerte fiir die Polymer III-Elektrode sinken dagegen mit
steigender Temperatur im Bereich zwischen 25 °C und 50 °C. Allerdings wird die Abnahme ab
etwa 45 °C etwas schwicher. Dies deutet darauf hin, dass in diesem Temperaturbereich die
Restrukturierung im Wesentlichen bereits abgeschlossen ist, weswegen weitere Experimente
mit Polymer III-Elektroden im breiteren Temperaturbereich zwischen 20 °C und 60 °C durch-
gefiihrt wurden. Diese zeigen einen klaren Anstieg des elektrochemischen Umsatzes ab circa

50 °C (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Auftragung der Algsv,0.0v—Werte als Funktion der Temperatur; gemessen fiir eine Poly-
mer III-Elektrode (50 mg/mL) in [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)]*-Losung (5 mmol/L) in 100 mmol/L Natriump-
hosphatpuffer (pH 6.7) mit der Scangeschwindigkeit von 100 mV/s. Die Elektrodenoberfldche betrigt
0.04 cm?.

Diese Befunde zeigen, dass trotz der relativ hohen Schichtdicke von Polymer III an der Gold-
Oberflache, der elektrochemische Umsatz von Kaliumhexacyanoferrat (II/1IT) weiterhin statt-
findet. Die temperaturbedingte Restrukturierung beeinflusst diesen Umsatz im Temperaturbe-
reich zwischen 25 °C und 50 °C und wird dadurch elektrochemisch detektierbar. Der elektro-
chemische Umsatz an der Polymer III-Oberfldche wird von zwei Phinomenen beeinflusst. Der
beschleunigte Transport von Redox-Teilchen mit steigender Temperatur fiihrt an einer unmodi-
fizierten Gold-Elektrode zum konstanten Anstieg des Peakstromes. An der Polymer III-Elekt-
rode findet aber zusitzlich eine Temperatur-generierte Film-Restrukturierung statt, die den Zu-
gang zur Elektrodenoberfliche zunehmend blockiert. Beim Anstieg der Umgebungstemperatur
findet aufgrund steigender hydrophober Wechselwirkungen die Film-Kontraktion unter Wasser-
Verdriangung statt. Die resultierende Polymer II1-Ketten-Konzentration pro Volumen in der un-
mittelbaren Nihe zur Elektrodenoberfliche steigt, was wiederum den Zugang zur Elektroden-
oberfliche fiir [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* weiter isoliert. Im Bereich um 50 °C scheint der Prozess
der Netzwerk-Schrumpfung abgeschlossen zu sein, ohne dass eine vollstindige Blockierung
erreicht wird — von da an steigen die Stromwerte entsprechend der steigenden Diffusion des
Redoxpaares. Der Restrukturierungsprozess bestimmt also das temperaturabhingige Verhalten

im Temperaturbereich zwischen 25 °C und 50 °C.
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Abbildung 42: Auftragung der Aly3vio.0ov —Werte als Funktion der Temperatur fiir Polymer III-Elektro-
den aus Losungen unterschiedlicher Konzentration; gemessen in [Fe(CN)q]*/[Fe(CN)]*-Losung (5
mmol/L) in 100 mmol/L Natriumphosphatpuffer (pH 6.7) mit der Scangeschwindigkeit von 100 mV/s.
Die Elektrodenoberfliche betrigt 0.04 cm?.

Die Dicke des Polymer III-Filmes spielt eine wichtige Rolle fiir das Temperaturverhalten der
Grenzfliache. Die Stromwerte flir die 50 mg/mL-Elektrode sind deutlich geringer als fiir die 7
mg/mL-Elektroden (Abbildung 42). Das Netzwerk ist zwar nach wie vor dick genug, um die
Durchléssigkeit zur Elektrodenoberflidche signifikant beeinflussen zu konnen, allerdings fangen

die Stromwerte bereits ab circa 45 °C zu steigen.

Wie oben bereits erwéhnt, sind in der Literatur sowohl Beispiele fiir responsive Schichten an
Elektroden zu finden, bei denen der Restrukturierungsprozess zur Elektrodenblockierung
fiihrt””"? als auch solche, die zu einem verbesserten Zugang zur Elektrodenoberfliche fiih-
ren>>!%¥, Die Untersuchungen zum Temperaturverhalten der immobilisierten Polymere I, IT und
IIT zeigen, dass das Temperaturverhalten der Polymere unterschiedlich ist. Bei Polymeren I-
und Polymer II-Elektroden ist die Temperaturabhéngigkeit der Parameterwerte Peakstrom und
Peakseparation diskontinuierlich. So wird nach Erreichen eines kritischen Temperaturpunktes
(37 °C fiir Polymer I und 45 °C fiir Polymer II) eine deutliche Anderung der Peakstréme beo-
bachtet. Die zundchst langsame Zunahme der Peakstrome wird ab diesem Temperaturpunkt
deutlich schneller. Anders verhélt sich die Polymer III-Schicht. Das Temperaturverhalten von
Polymer III ist bis 50 °C kontinuierlich. Es wird durchgehend die Abnahme der Stromwerte
beobachtet. Die Erklarung fiir diesen Unterschied ist in der detaillierten Betrachtung des Me-
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chanismus der Restrukturierung zu suchen. Bei Polymeren I und II entspricht das Temperatur-
verhalten eher einem Phasentibergang wie dieser in Losung beobachtet werden kann, da diese
Polymere flexibel und weitestgehend unvernetzt an die Elektrode gekoppelt sind. Nach Errei-
chung der kritischen Temperatur kollabieren die Ketten unter Freilegung der Elektrodenober-
fliche, womit der Zugang fiir das Redoxpaar erleichtert wird. Die Folge von diesem Prozess ist
die Zunahme der gemessenen Strome. Der Polymer III-Film ist dagegen deutlich dicker und ist
stark vernetzt. Aus der fehlenden Flexibilitdt der Polymerketten folgt ein Temperaturverhalten,
das eher einer Volumenveranderung entspricht. Das Netzwerk komprimiert bei steigender Tem-
peratur kontinuierlich unter Wasserverdrangung. Die Volumenkonzentration des Polymers an
der Goldoberflache steigt bei fortschreitender Komprimierung, wodurch der Zugang zur Elekt-
rodenoberfliche fiir das Redoxpaar starker blockiert wird. Als Folge sinken die gemessenen

Strome.

Eine weitere wichtige Eigenschaft der thermoresponsiven Polymer ITI-Schicht wurde ebenfalls
untersucht, ndmlich die Reversibilitdt der thermisch induzierten strukturellen Verdnderungen.
Zu diesem Zwecke wurde das Temperaturexperiment mit derselben Polymer III-Elektrode drei
Mal hintereinander durchgefiihrt. Die Form der gemessenen Cyclovoltammogramme bleibt bei
wiederholten Messungen dhnlich im Vergleich zu dieser fiir Wiederholungsmessungen. Der Be-
reich der Oxidation bzw. der Reduktion wird auch bei Wiederholungsmessungen gut durch die

Potentiale bei 0.3 V und 0.0 V représentiert.

In der Abbildung 43 sind die bei Anfangstemperatur (je nach Experiment zwischen 25 °C —
27 °C) und bei 50 °C bestimmten Stromwerte fiir drei1 aufeinanderfolgende Temperaturmessun-
gen dargestellt. Das Herabsinken der Stromwerte bei steigender Temperatur als Folge der Po-
lymer III-Restrukturierung ist fiir alle drei Messungen feststellbar. Dieses Ergebnis zeigt, dass
die strukturellen Anderungen von fixiertem Polymer III tatsiichlich reversibel sind. Allerdings
steigen die Stromwerte bei gleicher Temperatur mit der Anzahl der Wiederholungen des Tem-
peraturexperimentes an. Um ausschlieBen zu kdnnen, dass der Anstieg der Redoxstrome vom
Materialverlust wihrend des Heizvorganges verursacht wird, wurde eine temperaturabhéngige
QCM-Messung eines Polymer I1I-modifizierten Sensors durchgefiihrt. Mehrere Heiz- und Ab-
kiihlvorgidnge resultieren in einer geringen Frequenzénderung (etwa 5 %). Somit konnte gezeigt
werden, dass die gewihlte Modifizierungsmethode stabile Filme an Goldoberfldchen ermog-
licht. Der Grund fiir den Anstieg der Stromwerte bei Wiederholungsexperimenten hat somit

ausschlieBllich strukturelle Ursachen.
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Abbildung 43: Iy3v0.0V-Werte bei 25 °C und 50 °C gemessen fiir aufeinanderfolgende Heizzyklen;
gemessen in [Fe(CN)g]*/[Fe(CN)]*-Losung (5 mmol/L) in 100 mmol/L Natriumphosphatpuffer (pH
6.7) mit der Scangeschwindigkeit von 100 mV/s. Die Elektrodenoberfliche betrigt 0.04 cm?.

3.5 Schaltbare Polymerfilme als Plattform fiir Bioerkennungsreaktionen

Die Gegenwart von reaktiven Gruppen in Polymeren II und III ist nicht nur niitzlich fiir die
kovalente Ankopplung dieser an Goldoberfldachen. Sie eignen sich auch zur Kopplung von wei-
teren Stoffen, zum Beispiel von Rezeptormolekiilen. So modifizierte Polymerelektroden kon-
nen dann als Sensorkomponenten in Systemen zur bioanalytischen Detektion genutzt werden.
Die in dieser Arbeit untersuchten Rezeptoren sind zwei Tag-Peptide — das hydrophile FLAG-
TAG-Peptid und das hydrophobe HA-TAG-Peptid (Abbildung 44). Das FLAG-TAG-Peptid be-
steht aus insgesamt acht Aminosduren, wobei sieben davon hydrophil sind und nur eine hydro-
phob. Das FLAG-TAG-Peptid ist ein hydrophiles Peptid. Beim HA-TAG-Peptid sind fiinf von
insgesamt neun Aminosduren hydrophob, nur zwei sind hydrophil. Das HA-TAG-Peptid ist ein
hydrophobes Molekiil.

FLAG-TAG-Peptid: N-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-C
HA-TAG-Peptid: N-Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala-C

Abbildung 44: Die Aminosdurensequenzen fiir das hydrophile FLAG-TAG-Peptid und fiir das hydro-
phobe HA-TAG-Peptid. Die roten Aminoséuren sind hydrophil, die griinen Aminosduren sind hydro-
phob.
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Die Grundidee folgender Experimente beinhaltet CV-, EIS- und QCM-Messungen bei Raum-
temperatur und unter Temperaturvariation an Polymerelektroden vor und nach Anbindung der
Biokomponenten mit Untersuchung des Einflusses auf das responsive Verhalten. Es sollte ins-
besondere getestet werden, ob der Einfluss der Analytankopplung auf die Responsivitit fiir De-

tektionszwecke ausgenutzt werden kann.
3.5.1 Polymer II als Reaktionsmatrix fiir ein Bioerkennungsereignis

Das Polymer II wurde in folgenden Experimenten als Reaktionsplattform fiir eine Bioerken-
nungsreaktion untersucht. Das dafiir ausgesuchte Bindungspaar ist das hydrophile Octopeptid
FLAG-TAG und der entsprechende IgG-Antikorper, der dieses Peptid spezifisch erkennt. Pep-
tid-Tags sind niitzliche, kurze Aminoséuresequenzen, die zur Markierung von Proteinen benutzt
werden. FLAG-TAG ist ein hdufig benutztes, immunogenes Tag-Peptid. Der in dieser Arbeit
benutzte Bindungspartner ist der monoklonale ANTI-FLAG-M2-Antikorper. Das Modifizie-
rungsschema zur Ankopplung des Bioerkennungspaares an die Polymer II-Oberfldche ist in

Abbildung 45 (a) dargestellt.

Die elektrochemische Impedanzspektroskopie bietet einen deutlichen Nachweis der erfolgrei-
chen FLAG-TAG und ANTI-FLAG-TAG-Immobilisierung an die Polymer II-Schicht. In Ab-
bildung 45 sind die Impedanzspektren fiir eine Polymer II-, eine FLAG-TAG- und eine ANTI-
FLAG-TAG-Elektrode dargestellt. Der Durchtrittswiderstand der Grenzfliche Rcr steigt deut-
lich von 498.08 Qcm? fiir die Polymer II-Elektrode auf 1539.68 Qcm? und 3276.8 Qcm? fiir
entsprechend die FLAG-TAG- und die ANTI-FLAG-TAG-Elektrode. Die Kapazitit sinkt da-
2

und 12 pF/cm? fiir entsprechend die Polymer II-,
FLAG-TAG und ANTI-FLAG-TAG-Elektrode. Der Grund fiir die Zunahme des Durchtrittwi-

gegen von 9.8 pF/cm? auf 10.8 pF/cm

derstandes liegt in der zugenommenen sterischen Hinderung der Polymerschicht fiir die redo-

xaktiven Spezies nach der Ankopplung von Peptid und vom Antikorper.
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Abbildung 45: (a) Schematische Darstellung der kovalenten Immobilisierung des FLAG-TAG-Peptides
sowie anschlieBend des entsprechenden Antikorpers an die Polymer I1-Oberflache; in der FLAG-TAG-
Sequenz die roten Aminosduren hydrophil, die griine Aminosédure hydrophob; (b) Elektrochemisches
Impedanz-Spektrum (gemessen am Ruhepotential (zwischen 190 und 210 mV) im Frequenzbereich 0.1
— 100 000 Hz, mit der Anregungsamplitude von 5 mV) fiir eine Polymer II-Elektrode (blau), eine FLAG-
Elektrode (rot) und eine ANTI-FLAG-Elektrode (griin); gemessen bei Raumtemperatur in
Ks[Fe(CN)g]/Ka[Fe(CN)g]-Losung (5 mmol/L) in 100 mmol/L Natriumphosphat-Losung (pH 6.7) nach
der cyclovoltammetrischen Prikonditionierung; Die Elektrodenoberfliche betrigt jeweils 0.04 cm?.

In Abbildung 46 sind die Ergebnisse der CV-Experimente unter Temperaturvariation fiir die
drei Elektrodensorten dargestellt. Die Peakstrome fiir die Polymer I1-Elektrode sind hoher als
die fiir die FLAG-TAG-Elektrode, die wiederum hoher sind als fiir die ANTI-FLAG-Elektrode.
Auch die Peakseparation bei Raumtemperatur steigt in der genannten Reihenfolge. Offensicht-
lich sinkt der elektrochemische Umsatz nach jedem erfolgten Modifizierungsschritt aufgrund
der Zunahme der sterischen Hinderung und dem damit verbundenen erschwerten Zugang zur
Elektrodenoberfliche fiir das Redoxpaar. Die erfolgreiche Ankopplung der beiden Komponen-
ten an die Polymer II-Schicht ist somit auch an der Abnahme der Peakstrome in Cyclovoltam-
mogrammen aufgrund der zugenommenen Blockierung der Elektrodenoberflédche zu erkennen.

Offensichtlich ist die Elektroden-Grenzfliche immer noch schaltbar, auch nach der Ankopplung

der Biomolekiile. Der Punkt, an dem die schnellere Zunahme der Peakstrome einsetzt, liegt fiir
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alle drei Elektrodensorten unverdndert bei circa 45 °C. Es wird allerdings ein leichter Effekt
der Ankopplung von FLAG-TAG-Peptid und des korrespondierenden Antikorpers auf den Be-
reich des Restrukturierungsprozesses beobachtet. So ist der Temperatur-Bereich des Wende-
punktes fiir die Peptid- sowie fiir die Antikorper-Elektrode etwas verbreitert im Vergleich zur
reinen Polymer II-Elektrode. In Abbildung 46 (¢) ist auBerdem der Temperaturverlauf der Peak-
strome fiir eine Blindprobe dargestellt. Dabei handelt es sich um eine Elektrode, bei der die
Ankopplung des FLAG-TAG-Peptides nicht durchgefiihrt wurde, die ANTI-FLAG-TAG-Inku-
bation aber schon. Die Stromwerte fiir die Blindprobe sind viel hoher als fiir die ANTI-FLAG-
Elektrode. Offensichtlich bindet der Antikorper nicht unspezifisch an die Polymer II-Oberflé-
che. Diese Eigenschaft der Polymerschicht an der Elektrode ist vom groflen Vorteil fiir die po-
tentielle sensorische Anwendung, da dadurch jegliche unspezifische Bindung des Analyten aus-
geschlossen werden kann. Diese Eigenschaft wurde in der Literatur bereits in mehreren Arbei-
ten beschrieben. Auch der Temperaturverlauf des Peakstromes dhnelt dem fiir eine Polymer II-
Elektrode. Damit konnte gezeigt werden, dass der Effekt der Verbreiterung auf die Ankopplung

der beiden Bioerkennungskomponenten zuriickzufiihren ist.

Eine mogliche Erkldrung fiir den schwachen Einfluss auf die Responsivitit der Schicht ist darin
zu finden, dass die Flexibilitdt der Polymerketten durch die Anbindung der sperrigen FLAG-
TAG- und ANTI-FLAG-TAG-Molekiile gechemmt wird. Eine weitere mogliche Erklarung fiir
den schwachen Effekt auf die Responsivitit liegt eventuell an der dhnlichen Hydrophilie aller
drei Polymeroberflachen. Das FLAG-TAG-Peptid ist stark hydrophil und liegt bei pH 6.7 gela-
den vor. Auch der Antikorper ist ein hydrophiles Molekiil. Die VergroBerung des Ubergangsbe-
reiches ist eventuell auf die geringere Flexibilitdt der Polymerketten nach der Ankopplung der

Biomolekiile zuriickzufiithren.

In der Literatur sind keine Beispiele fiir die Ankopplung von Peptiden an responsive Polymer-
schichten in elektrochemischen Sensoren beschreiben. Es sind allerdings einige wenige Bei-
spiele von elektrochemischen Systemen beschreiben, bei denen die Peptid-Antikorper-Reaktion
an der Oberfliche fiir biosensorische Zwecke benutzt wurde!®*!1%3, Mehrere solcher Systeme
zur elektrochemischen Bestimmung von HIV-Antikdrpern wurden von Gerasimov et al. entwi-
ckelt!”12. Sie basieren auf einem Dekapeptid, dem hoch antigenen Epitop des HIV-Kapsid-
proteins (p24), das an der Elektrodenoberfliache fixiert wird. Die Peptidketten tragen Methyl-

enblau-Molekiile, deren elektrochemischer Umsatz voltammetrisch detektiert wird. Als Voraus-
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setzung flir das Stattfinden der Redoxreaktion von Methylenblau wird die Flexibilitdt der Pep-
tid-Ketten beschreiben. Die Anbindung des Analyten (HIV-Antikorper) an das Peptid reduziert
die erforderliche Flexibilitat und hindert den Zugang der Methylenblau-Molekiile zur Elekt-
rode, womit der Elektronentransfer stark reduziert wird. Gerasimov et al. berichten die senso-
rische Ausnutzung dieses Effektes mit einem Detektionslimit von bis zu 1 nM (0.15 pg/mL)

und einem linearen dynamischen Bereich von 1 nM — 100 nM"".
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Abbildung 46: Auftragung des Oxidationspeak-Stromes (a) und der Peakseparation (b) fiir eine Poly-
mer II-Elektrode, eine FLAG-TAG-Elektrode und eine ANTI-FLAG-TAG-Elektrode gegen die Tempe-
ratur; (c) Temperaturverlauf der Peakstrome fiir eine ANTI-FLAG-TAG-Elektrode und fiir eine Blind-
probe; gemessen in [Fe(CN)g]*/[Fe(CN)]*-Losung (5 mmol/L) in 100 mmol/L Natriumphosphatpuffer
(pH 6.7) mit der Scangeschwindigkeit von 100 mV/s. Die Elektrodenoberfliche betrigt 0.04 cm?.

In dieser Arbeit lag die Konzentration von ANTI-FLAG in der Inkubationslosung bei 5 pg/mL
und damit deutlich liber der von Gerasimov beschriebenen. Der geringe Effekt erlaubt keine
Quantitative Ausnutzung des entwickelten Systems. Somit kann weder das Detektionslimit
noch der (lineare) dynamische Bereich angegeben werden. Zur Erhdhung der Sensitivitdt im
Hinblick auf eine potentielle sensorische Anwendung, muss der Effekt der Antikdrperanbin-

dung auf die Responsivitit der Polymerschicht deutlich gesteigert werden.
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Zur Steigerung des Effektes wiren zwei Strategien denkbar. Zum Einen wire ein dickerer Po-
lymerfilm vorteilhaft, da dieser die elektrochemischen Eigenschaften noch stirker beeinflussen
wiirde. Zum Anderen wire ein hydrophobes Peptid, das den Wassergehalt des Polymerfilms
schon bei Raumtemperatur stark beeinflusst, ein interessantes Rezeptor-System. Beide Strate-

gien wurden mit Systemen auf Polymer III-Basis getestet.

3.5.2 Polymer III als Plattform fiir Biorezeptoren

Das Polymer III wurde in folgenden Experimenten als Triager-Interface fiir Biorezeptoren un-
tersucht. Es handelte sich dabei um zwei TAG-Peptide — das aus den Studien zum Polymer II
bereist bekannte FLAG-TAG-Peptid und das HA-TAG-Peptid. Die Auswahl dieser Rezeptoren
erfolgte im Hinblick auf deren Hydrophilie bzw. Lipophilie. Wie mit elektrochemischen Unter-
suchungen unter Temperaturvariation von Polymer II-FLAG-TAG-Konjugaten bereits gezeigt,
ist der Einfluss der Ankopplung des FLAG-TAG-Peptides an das Polymer auf sein responsives
Verhalten gering. Das hydrophile, geladene Peptid beeinflusst kaum das Hydrophilie/Lipophi-
lie-Gleichgewicht. Fiir die folgenden Experimente an Polymer IlI-modifizierten Elektroden
wurde daher das deutlich hydrophobere HA-TAG-Peptid ausgesucht. Der Einfluss der Ankopp-
lung auf die Schaltbarkeit wird fiir beide Peptide verglichen.

Das Modifizierungsschema zur Ankopplung der Peptide FLAG-TAG und HA-TAG ist in Ab-
bildung 47 (a) dargestellt. Die Cyclovoltammogramme der drei Elektrodensorten gemessen bei

Raumtemperatur und bei 50 °C sind ebenfalls dargestellt (entsprechend Abbildung 47 (b) und
(c)).

Die Ankopplung der Peptide erfolgt an die mittels EDC/NHS-Chemie aktivierte Polymer III-
Oberflache. Dazu werden Polymer III-Filme nach der Inkubation aus der 50 mg/mL-Ldsung
eingesetzt, da diese Filme besonders dick sind und hier deutliche Effekte zu erwarten sind. Die
erfolgte Modifizierung des Polymer III-Filmes mit den beiden Peptiden kann gut mittels Cyc-
lovoltammetrie verifiziert werden (Abbildung 47 (b)). Sowohl nach der Ankopplung von
FLAG-TAG als auch nach der Ankopplung von HA-TAG sinken die Peakstréme. Der Zugang
zur Elektrode wird durch das Hinzukommen der beiden Molekiile offensichtlich noch weiter
blockiert, allerdings ohne, dass die Blockierung vollstindig ist. Die Peakstrome fiir die FLAG-
TAG-Elektrode sind dabei hoher als fiir die HA-TAG-Elektrode.

80



Ergebnisse und Diskussion

i . FLAG-TAG
(a) \‘| \ﬂ_ oder HA-TAG-Peptid
4 o O,
| ~COOH Epc/NHS l;-j{ @;) QLBD
o :
" +COOH ) ©
s 0 0
| [/-coom L ,/‘Lo'?Q
G

Peptid-Elektrode

Polymer lll-Elektrode (FLAG-TAG- oder HA-TAG-Elektrode)

FLAG-TAG-Peptid: N-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-C

HA-TAG-Peptid: N-Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala-C

(b) 4 (c) 3i[s0°%c
4- f
21 S o
=01 =11
—-2. 2
4 —— Polymer |lI-Elektrode -3 Polymer Ill-Elektrode
—— FLAG-TAG-Elektrode 4] —— FLAG-TAG-Elektrode
-6 ——HA-TAG-Elektrode 5 — HA-TAG-Elektrode
—8 T T T T T T T T T v 1 T T T T T T T T T 1
04 02 00 02 04 06 04 -02 00 02 04 06
E /V (vs Ag/AgCl/ 1 mol/L KCl) E/V (vs Ag/AgCli1 mol/L KCI)

Abbildung 47: (a) Schema der kovalenten Immobilisierung der Peptide FLAG-TAG bzw. HA-TAG an
die Polymer III-Oberfléche. In den angegebenen Aminoséure-Sequenzen sind die roten Aminoséuren
hydrophil, die griinen Aminosduren hydrophob; Die bei 25 °C (b) und bei 50 °C (c) gemessenen Cyclo-
voltammogramme fiir eine Polymer III-, eine FLAG- und eine HA-TAG-Elektrode; gemessen in
[Fe(CN)s]*/[Fe(CN)]*-Losung (5 mmol/L) in 100 mmol/L Natriumphosphatpuffer (pH 6.7) mit der
Scangeschwindigkeit von 100 mV/s. Die Elektrodenoberfliche betrigt 0.04 cm?.

Nach der Ankopplung der Peptide werden temperaturabhingige CV-Experimente durchgefiihrt.
In Abbildung 48 sind die Temperaturdiagramme der gemittelten Alo3v/.ov —Werte fiir die drei
Elektrodensorten dargestellt.

Im Falle der FLAG-TAG-Elektrode sind die Stromwerte geringer als bei der Polymer III-Elekt-
rode. Die Ankopplung von FLAG-TAG-Peptid erschwert also auch hier den Zugang der Re-
doxspezies zur Elektrodenoberfliche. Das Temperaturverhalten der FLAG-TAG-Elektrode é&h-
nelt dem der Polymer III-Elektrode — die Stromwerte sinken kontinuierlich bis die Temperatur
von ca. 40 °C erreicht ist, bei der ein Plateau beobachtet wird. Offensichtlich beeinflusst FLAG-
TAG kaum den Quellgrad des Polymer IlI-Netzwerkes. Ein dhnlicher, geringer Einfluss der
FLAG-TAG-Ankopplung ist auch im Falle der Polymer II-Schicht zu sehen (Kapitel 3.5.1).
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Das Temperaturverhalten der HA-TAG-Elektroden unterscheidet sich dagegen deutlich von
dem der urspriinglichen Polymer III-Elektroden. Bereits ab 30 °C wird ein Anstieg der Strom-
werte beobachtet. Hier liegt offensichtlich eine deutlich verdnderte Situation vor. Das gekop-
pelte hydrophobe HA-TAG-Peptid verdrangt Wasser aus dem Polymer III-Netzwerk, was zur
Stauchung des Films fiihrt. Dies fiihrt dazu, dass der Film kaum noch im Laufe des Tempera-
turanstieges komprimiert. Die Stromwerte steigen in diesem Fall entsprechend des Anstiegs der

temperaturabhiangigen Diffusion des Redoxpaares.
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Abbildung 48: Auftragung der Alg3vio.ov —Werte als Funktion der Temperatur fiir Polymer III-Elektro-
den, HA-TAG sowie FLAG-TAG-Elektroden (jeweils n = 4); gemessen in [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)]*-Lo-
sung (5 mmol/L) in 100 mmol/L Natriumphosphatpuffer (pH 6.7) mit der Scangeschwindigkeit von 100
mV/s. Die Elektrodenoberfliche betrigt 0.04 cm?.

Die Temperaturexperimente zeigen, dass die Polymer III-Eigenschaften nicht nur durch die pH-
oder durch die Temperaturvariation beeinflusst werden, sondern auch durch die Ankopplung
von Biomolekiilen. Das hydrophobe HA-TAG-Peptid ist offensichtlich in der Lage den struk-
turellen Zustand des Polymernetzwerkes an der Oberflache noch vor dem Temperaturanstieg

zu verdndern. Fiir eine potenzielle Verwendung von Polymer I1I-Schichten im Bereich der Sen-

sorik bedeutet dies, dass signifikante Anderungen der Filmeigenschaften dann erwartet werden
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konnen, wenn die Bioerkennungs-Reaktion signifikant das Hydrophobie/Hydrophile-Gleichge-

wicht beeinflusst.

Wie die signifikante Beeinflussung der Hydrophilie von responsiven Polymeren die sensorische
Verwendung dieser ermdglicht, wurde bereits in einigen Studie demonstriert*>!°*1%> Buller et
al. beschreiben in ihrer Publikation*? ein thermosensitives Copolymer, das unter anderem ein
Biotin-haltiges Monomer enthilt. Die Anbindung von Avidin an das Copolymer erhoht die Hyd-
rophilie des Polymers und verschiebt dadurch in einer signifikanten Weise den Punkt der Tem-
peraturschaltung zu hoheren Temperaturen. Die Verschiebung ist konzentrationsabhingig und

erreicht einen Wert von bis zu 9 °C.

Couturier et al. beschreiben in ihrer Arbeit ein thermoresponsives Poly(OEGMA)-Polymer, das
ein Benzoboroxol-haltiges Monomer enthilt. Dieses Polymer bindet spezifisch an Diole, wobei
je nach Hydrophilie des Analytdiols der Punkt des thermischen Uberganges zu héheren bzw. zu
niedrigeren Temperaturen verschoben wird. Die festgestellte Verschiebung der Ubergangtem-
peratur betrdgt mehr als +21 °C fiir das hydrophile Alizarin S bzw. -28 °C fiir das hydrophobe
3,5-Di-tert-butylcathechol. Dieses Polymer kann auBBerdem in Form eines inversen Opal-Hyd-
rogels hergestellt und optisch untersucht werden. Unter Anbindung von Diolen an das Hydrogel
wird eine signifikante, konzentrationsabhingige Verschiebung des Maximums der Bragg-
Bande beschrieben. Der Grund fiir diese Verschiebung liegt in der Verdnderung der Hydrophilie
des Hydrogels aufgrund der Ankopplung des Diol-Analyts. Diese Verdnderung resultiert im
Schrumpfen oder Quellen des Hydrogels und den verdnderten optischen Eigenschaften. Die
konzentrationsabhingige Verschiebung des Maximums der Bragg-Bande als Antwort auf die
Diol-Ankopplung ermoglicht die Verwendung der inversen Opal-Hydrogele fiir sensorische

Zwecke.
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4 Zusammenfassung, Fazit und Ausblick

Ein Ziel dieser Arbeit war die Herstellung und Charakterisierung von stabilen, thermorespon-
siven und biokompatiblen Filmen auf Goldelektroden durch Fixierung eines bereits syntheti-
sierten thermoresponsiven Polymers. Als Basis fiir die Entwicklung der responsiven Grenzflé-
che dienten drei unterschiedliche Copolymere aus der Gruppe der thermisch schaltbaren
Poly(oligo(ethylenglykol)methacrylate), die in wissrigen Losungen einen Knéuel-Kollaps-
Ubergang vom ,,Lower Critical Solution Temperature (LCST)*“-Typ zeigen. Die gewihlten Po-
lymere enthalten reaktive funktionelle Gruppen, die einerseits die Polymer-Fixierung an Gold-
Elektroden in Form von unterschiedlich dicken Filmen ermdglichen und andererseits die An-
kopplung von bioaffinen Peptiden an den Film erlauben. Die Untersuchung der Polymer-Netz-
werke als Matrix fiir die Ankopplung der bioaffinen Peptide stellte ein weiteres Ziel dieser Ar-
beit dar. Neben den elektrochemischen Eigenschaften der Polymer-Peptid-Filme stand weiter-
hin die Frage nach dem moglichen Einsatz dieser Filme in sensorischen Systemen im Fokus der

Arbeit.

Die Polymere I, II und IIl wurden von Dr. Jens Buller (Fraunhofer Institut fiir Angewandte
Polymerforschung, Arbeitskreis Dr. Wischerhoff und Universitdt Potsdam, Arbeitskreis Prof.
Laschewsky) synthetisiert und fiir die Untersuchungen dieser Arbeit bereitgestellt. Die Zusam-
mensetzung der Polymere I — III wurde so gewihlt, dass Filme unterschiedlicher Dicke erhalten
werden koénnen. Das Polymer I enthidlt Amino-Gruppen, die eine kovalente Anbindung des Po-
lymers an aktivierte Carbonsduren-Ankergruppen an der Oberflache der Goldelektrode erlaubt.
Das Polymer II enthilt Carboxygruppen, die nach der Aktivierung an Amino-Ankergruppen an
der Oberfliche der Goldelektrode binden konnen. Das Polymer III enthélt das Benzophenon-
tragende BPEM, das die photoinduzierte Anbindung des Polymers an die Goldoberfldche sowie
gleichzeitig die Vernetzung des erhaltenen Films erlaubt. Die Polymere II und III enthalten

Carbonsdure-Gruppen, die auBerdem die Ankopplung von Bioerkennungselementen erlauben.

Die fertig synthetisierten Polymere wurden in wéssrigen Pufferlosungen mittels Turbidimetrie
untersucht. Die turbidimetrischen Messungen der Copolymere in Losungen haben gezeigt, dass
der Triibungspunkt stark vom pH-Wert, der Gegenwart von Salzen sowie von der lonenstirke

der Losung abhéngig ist. Die pH- und Salz-Abhingigkeit ist durch das Vorhandensein proto-
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nierbarer bzw. deprotonierbarer Gruppen in den Polymerketten von Polymeren II und III gege-
ben. Diese wichtige Eigenschaft in Losung wurde auch bei weiteren Experimenten an der Ober-
flache berticksichtigt. So erfolgten die elektrochemischen Messungen an Polymerelektroden in
gepufferten Losungen bekannter lonenstéirke, um stets gleiche Bedingungen der Messlosungen

zu gewéhrleisten.

Nach der Charakterisierung der Polymere in Losung wurden Kopplungsexperimente der Poly-
mere I bis Il an die Oberfliche der Gold-Elektroden durchgefiihrt. Die Entwicklung der jeweils
passenden Immobilisierungsstrategien fiir die Polymere an Goldoberflichen erfolgte unter der
Beriicksichtigung der unterschiedlichen Zusammensetzung der untersuchten Polymere. Zur
Herstellung stabiler Filme wurde jeweils eine kovalente Ankopplung der Polymere durchge-
fithrt. Wéhrend bei Polymeren I und II die Ankopplung auf einer Amidverbriickung basierte,
wurde bei Polymer III als alternative Methode zur Immobilisierung eine photoinduzierte An-
bindung unter gleichzeitiger Vernetzung gewahlt. Der Nachweis der erfolgreichen Ankopplung
erfolgte bei allen Polymeren elektrochemisch mittels Cyclovoltammetrie und Impedanzspekt-
roskopie in K34[Fe(CN)g]-Losungen. Die Blockierung der Elektrodenoberfliche fiihrte zum
verminderten elektrochemischen Umsatz der Redoxspezies, was in geringeren Peakstromen
und grofBerer Impedanz resultierte. Ferner wurden mit SPR, QCM und Ellipsometrie weitere
Techniken zum Nachweis der Polymer-Fixierung hinzugezogen. Wie die Ellipsometrie-Mes-
sungen zeigten, waren die erhaltenen Polymer-Filme unterschiedlich dick. Die Ankopplung
iiber Amidverbriickung lieferte diinne Filme (10 — 15 nm), wéhrend der photovernetzte Film

deutlich dicker war (70-80 nm) und die darunter liegende Oberflache relativ gut isolierte.

Elektrochemische Temperaturexperimente an Polymer-modifizierten Oberflédchen zeigten, dass
auch die immobilisierten Polymere I bis III responsives Temperaturverhalten zeigen. Die struk-
turelle Reorganisation der Filme ist aus Temperatur-Auftragungen der cyclovoltammetrischen
Parameter gut identifizierbar. Bei Systemen mit relativ diinnen Filmen (basierend auf Polyme-
ren I und II) mit gut ausgepréigten Peaks sind diese Parameter Peakstrom und Peakseparation.
Bei Polymer III mit schlecht ausgepréagten Peaks werden die Stromwerte im Oxidationsbereich

sowie im Reduktionsbereich von Kaliumhexacyanoferrat hinzugezogen.

In Elektrolyt-Losungen bei relativ neutralem pH-Wert (Kaliumchlorid-Losung fiir Polymer I
und Natriumphosphat-Losung mit pH 6.7 fiir Polymere II und III) ist das Temperaturverhalten
der Polymere unterschiedlich. Bei Elektroden mit den immobilisierten Polymeren I und II ist

der Temperaturverlauf der Parameterwerte diskontinuierlich — ab einem kritischen Punkt (37
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°C fir Polymer I und 45 °C fiir Polymer II) 4ndern sich die Peakstrome signifikant. Die zunédchst
langsame Zunahme der Peakstrome wird dann deutlich schneller. Das Temperaturverhalten von

Polymer III ist dagegen bis 50 °C kontinuierlich, der Peakstrom sinkt hier durchgehend.

Ein wichtiges Kriterium responsiver Systeme ist die Reversibilitit der strukturellen Anderun-
gen. Wiederholte QCM-Experimente unter Temperaturvariation mit Polymer II-modifizierten
Sensoren zeigen einen nur leichten Verlust des Polymers. Der Polymerfilm scheint relativ stabil
zu sein. Wiederholte cyclovoltammetrische Messungen zeigen allerdings, dass die strukturelle
Reorganisation von Polymer II nicht reversibel ist. Polymer IlI-basierte Elektroden-Systeme

zeigen dagegen eine gute Stabilitit und Reversibilitit.

Weiterhin wurde mit den auf Polymeren II und III basierten Elektroden deren Anwendung als
responsive Matrix flir Bioerkennungsreaktionen untersucht. Sowohl Polymer II als auch Poly-
mer III enthalten reaktive Carboxygruppen, die nach EDC/NHS-Aktivierung zur Ankopplung
von Peptiden geeignet sind. Es wurde die Ankopplung von kleinen Biorezeptoren, TAG-Pepti-
den, durchgefiihrt. Die erfolgreiche Anbindung konnte mittels elektrochemischer Impedanz-

spektroskopie nachgewiesen werden.

Das hydrophile FLAG-TAG-Peptid verdndert das Temperaturverhalten des Polymer II-Films
unwesentlich, da es die Hydrophilie des Netzwerkes nicht beeinflusst. Die Temperaturkurven
verlaufen auch fiir die FLAG-TAG-Elektroden diskontinuierlich, die Schaltung ist also nach
wie vor moglich. Weiterhin wurde der Effekt der Ankopplung der ANTI-FLAG-TAG-Antikor-
per an FLAG-TAG-modifizierte Polymer II-Filme untersucht. Mittels elektrochemischer Impe-
danzspektroskopie konnte gezeigt werden, dass die Antikorper spezifisch an FLAG-TAG-mo-
difiziertes Polymer II binden. Es wurde keine unspezifische Anbindung von ANTI-FLAG-TAG
an Polymer II beobachtet. Die Temperaturexperimente haben gezeigt, dass die thermische Rest-
rukturierung des Polymer II-FLAG-TAG-Filmes auch nach der Antikorper-Ankopplung noch
stattfindet. Der Einfluss der ANTI-FLAG-TAG-Ankopplung ist gering. Der Temperaturbereich,
in dem strukturelle Verdnderungen stattfinden, ist im Vergleich zu Polymer II-Elektroden bzw.
zu FLAG-TAG-Elektroden etwas verbreitert. Die Spezifitit der ANTI-FLAG-Bindung im un-
tersuchten System ist ein vorteilhaftes Charakteristikum fiir eine potentielle sensorische An-
wendung. Allerdings sind die Effekte auf die thermische Schaltung zu gering, um daraus einen
quantitativen Nutzen ziehen zu kdnnen. Der Unterschied in der Hydrophilie zwischen Polymer

IT und FLAG-TAG bzw. ANTI-FLAG-TAG ist offensichtlich zu gering. Fiir eine potentielle
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sensorische Anwendung miissen Peptide benutzt werden, deren Hydrophilie-/Hydrophobie-Ei-

genschaften sich wesentlich von denen des Polymer-Netzwerkes unterscheiden.

Fiir die Untersuchungen mit Polymer III-Elektroden wurde neben dem hydrophilen FLAG-
TAG-Peptid das deutlich hydrophobere HA-TAG-Peptid ausgewihlt. Wie im Falle der Polymer
IT Elektrode beeinflusst das gekoppelte FLAG-TAG-Peptid das Temperaturverhalten des Poly-
mer [II-Netzwerkes nur geringfiigig. Die gemessenen Stromwerte sind geringer als bei der Po-
lymer I1I-Elektrode. Das Temperaturverhalten der FLAG-TAG-Elektrode dhnelt dem der reinen
Polymer IlI-Elektrode — die Stromwerte sinken kontinuierlich bis die Temperatur von ca. 40 °C
erreicht ist, bei der ein Plateau beobachtet wird. Offensichtlich verdndert FLAG-TAG auch in
diesem Fall nicht wesentlich die Hydrophilie des Polymer III-Netzwerkes. Das an Polymer I1I-
Elektroden gekoppelte hydrophobe HA-TAG-Peptid beeinflusst dagegen im starken Maf3e den
Quellzustand des Netzwerkes. Die Strome fiir die HA-TAG-Elektroden sind deutlich geringer
als die fiir die FLAG-TAG-Polymer III-Elektroden, was auf geringeren Wassergehalt und einen
dickeren Film zuriickzufiihren ist. Bereits ab 30 °C erfolgt ein Anstieg von Stromwerten, der
bei Polymer III- bzw. bei Polymer III-FLAG-TAG-Elektroden nicht beobachtet werden kann.
Das gekoppelte hydrophobe HA-TAG-Peptid verdriangt Wasser aus dem Polymer I1I-Netzwerk,
was in der Stauchung des Films bereits bei Raumtemperatur resultiert. Dies fiihrt dazu, dass der
Film im Laufe des Temperaturanstieges kaum noch komprimiert. Die Stromwerte steigen in
diesem Fall entsprechend des Anstiegs der temperaturabhingigen Diffusion des Redoxpaares.
Diese Untersuchungen zeigen, dass das HA-TAG-Peptid als Ankermolekiil deutlich besser fiir
eine potentielle Verwendung der Polymer III-Filme fiir sensorische Zwecke geeignet ist, da es

sich deutlich in der Hydrophilie von Polymer III unterscheidet.

Als Fazit fiir eine potenzielle Verwendung von Poly(OEGMA)-Schichten im Bereich der elekt-
rochemischen Sensorik kann festgestellt werden, dass signifikante Anderungen der Filmeigen-
schaften dann erwartet werden konnen, wenn die Bioerkennungs-Reaktion signifikant das Hyd-
rophobie/Hydrophilie-Gleichgewicht der Polymerschicht beeinflusst. Bei der Wahl des Rezep-
tors und des Analyten muss auf wesentliche Unterschiede in der Hydrophilie geachtet werden.
Die Dicke des Polymerfilms muss ausreichend grof3 sein, ohne allerdings die Elektrodenober-
fliche vollstdndig zu blockieren und dadurch den Zugang fiir die signalgebenden Redoxspezies

zu verhindern.
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5 Materialien und Methoden

5.1 Synthese der Polymere I — 111

Die Polymere I — III wurden von Dr. Jens Buller (Fraunhofer Institut fiir Angewandte Polymer-
forschung, Arbeitskreis Dr. Wischerhoff und Universitdt Potsdam, Arbeitskreis Prof. Lasche-

wsky) wie folgt synthetisiert. Die gereinigten Polymere wurden fiir diese Arbeit bereitgestellt.
Synthese von Polymer I

(Diethylenglykol)monomethylethermethacrylat (MEO>MA, 91 Aquivalente), (Oligoethyl-
englykol)monomethylethermethacrylat (OEGMA, M, = 475 g/mol, 8 Aquivalente) und das
Hydrochlorid von 2-Aminoethylmethacrylat APMA (0.5 Aquivalente) werden in Ethanol (85
Gew.-%) geldst. Azobis(isobutyronitril) (AIBN) (0.5 Aquivalente) wird hinzugefiigt und die
Losung 30 Minuten lang mit trockenem Argon gespiilt. Die Reaktionsmischung wird danach
20 Stunden bei 60 °C geriihrt. Durch Einleiten von Luft in die Reaktionsmischung wird die
Reaktion gestoppt. AnschlieBend wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt,
die Losung mit Wasser verdiinnt und gegen entsalztes Wasser dialysiert (ZelluTrans-Dialyse-
membran von Roth, nominelle Ausschlussgrenze des Molekulargewichts 4000-6000 g/mol).
Das Copolymer wird anschlieBend durch Gefriertrocknung isoliert. Die Ausbeute betrigt 90 %
(My,cpc = 4.4:10° g/mol, PDIgpc = 6.3). Das isolierte Copolymer wurde mittels 'TH-NMR ana-
lysiert, die Gegenwart der Amino-Gruppen wurde durch qualitativen Ninhydrin-Test bestétigt.

Synthese von Polymer II

MEO>MA (80 Aquivalente) und 2-Succinyloxyethylmetacrylat (MES, 20 Aquivalente) werden
in Ethanol geldst (23 Gewichts-% der Monomere in Ethanol). AIBN (0.5 Aquivalente) wird
hinzugefiigt und die Losung 40 Minuten lang mit trockenem Argon gespiilt. Die Reaktionsmi-
schung wird danach 16 Stunden bei 60 °C geriihrt. Durch Einleiten von Luft in die Reaktions-
mischung wird die Reaktion gestoppt. AnschlieBend wird die Losung mit entsalztem Wasser
verdiinnt und gegen entsalztes Wasser dialysiert. Das Copolymer wird dann durch Gefriertrock-
nung isoliert. Die Ausbeute betriigt 90 % (My,grc= 7.1:10° g/mol(in DMF), PDIgpc = 3.3). Das
isolierte Copolymer wurde mittels '"H-NMR analysiert. Die 'H-NMR-Untersuchung zeigte,
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dass das molare Verhéltnis der im Copolymer eingebauten Monomere dem in der Reaktionslo-

sung entspricht.
Synthese von Polymer I11

MEO:MA (90.5 Aquivalente), OEGMA (M, = 475 g/mol, 4 Aquivalente), MES (5 Aquiva-
lente) und 2-(4-Benzoylphenoxy)ethylmethacrylat (BPEM, 0.5 Aquivalente) werden in Ethanol
(20 Gew.-% der Monomere in Ethanol) geldst. Azobis(isobutyronitril) (AIBN) (0.25 Aquiva-
lente) wird hinzugefiigt und die Losung 30 Minuten lang mit trockenem Argon gespiilt. Die
Reaktionsmischung wird danach 20 Stunden bei 60 °C geriihrt. Die Reaktion wird durch Ein-
leiten von Luft gestoppt, mit entsalztem Wasser verdiinnt und anschlieend dialysiert. Das Co-
polymer wird durch Gefriertrocknung isoliert. Alle Arbeitsschritte wurden unter Rotlicht durch-
gefiihrt. Das isolierte Copolymer wurde mittels 'H-NMR analysiert (in CDCl3, Bruker Advance
300 Spektrometer). Die '"H-NMR-Untersuchung zeigte, dass das molare Einbauverhiltnis der

Monomere im Copolymer dem Verhéltnis in der Reaktionsldsung entspricht.

5.2 Turbidimetrie-Messungen

Triibungsmessungen wurden an Polymerlosungen (1 mg/mL) in entsalztem Wasser, Kalium-
chlorid-Losung (100 mmol/L), Natriumphosphat-Puffer (100 mmol/L, bei unterschiedlichen
pH-Werten) durchgefiihrt. Dazu wurde das Spektrophotometer Evolution 300 (Thermo Fisher
Scientific, Germany) mit eingebauter Peltierelement-temperierbarer Zellhalterung benutzt. Die
Lichtabsorption (670 nm, Spaltbreite von 4 nm) als Funktion der Temperatur aufgenommen.
Die Heizrate betrug 1 °C/min. Messkiivetten: Quarzglas SUPRASIL ® (200-2500 nm), von
Hellma Analytics (Miillheim, Deutschland), innere Breite 4 mm, optische Weglédnge 10 mm.

5.3 UV/vis-Messungen zur Kinetik der Photoreaktion

Die spektralphotometrischen Messungen wurden an Polymer III- und DPBP-Ldsungen in Etha-
nol vor und nach Bestrahlung mit UV-Licht durchgefiihrt. Die Bestrahlung erfolgte mittels
zweier UV-Lampen mit je einem 254- und einem 366 nm-Strahler (4 Watt, Benda, Deutsch-
land). Die Losungen befanden sich wihrend der Bestrahlung in der Messkiivette (Quarzglas
SUPRASIL ® (200-2500 nm) von Hellma Analytics (Miillheim, Deutschland), innere Breite 4

mm, optische Weglédnge 10 mm).Die Konzentration von DPBP in Ethanol betrug 0.01 mg/mL,
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die Konzentration von Polymer III 2.5 mg/mL. Dazu wurde das Spektrophotometer Evolution
300 (Thermo Fisher Scientific, Germany) benutzt (Messfenster 190-1000 nm, Bandbreite 0.5

nm).

5.4 Reinigung von Goldelektroden und von Goldsensoren

Vor der Immobilisierung von Gold mit den Polymeren wird eine intensive Reinigung der zu

modifizierenden Oberfldche durchgefiihrt.

Golddrahtelektroden werden 4 Stunden lang in 2.5 mol/L Kaliumhydroxid-Losung in Wasser
gekocht und anschlieBend mit viel entsalztem Wasser abgespiilt. Danach werden die Elektroden
drei Mal jeweils 10 Minuten in Piranha-Losung (H202(30 %)/H2SO4(96 %) im Volumenver-
héltnis 1/4) gelagert. Nach jedem Piranha-Schritt werden die Elektroden intensiv mit viel ent-
salztem Wasser gespiilt. Nach der Reinigung werden die Elektroden in konzentrierter Schwe-
felsdure gelagert. Vor der Modifizierung der Elektroden werden diese 15 Minuten lang in kon-

zentrierter Salpetersdure gelagert und anschlieBend mit viel entsalztem Wasser abgespiilt.

SPR- und QCM-Sensoren werden nicht in KOH-Ldsung gekocht. Die Reinigung mit Piranha-
Losung erfolgt wie bei den Golddrahtelektroden. Die Sensoren werden geschiitzt an der Luft

gelagert und nicht vor der Benutzung in Salpetersidure getaucht.

5.5 Immobilisierung von Polymeren I — IIT an die Goldoberfliche

Immobilisierung von Polymer I an die Goldoberfliche

Golddrahtelektroden werden nach der Reinigung 2 Stunden lang in 10 mmol/L MPA-Ldsung
in Ethanol inkubiert. AnschlieBend erfolgt der Aktivierungsschritt — die Elektroden werden fiir
15 Minuten in die wéssrige Losung von EDC (200 mmol/L) und NHS (50 mmol/L) getaucht
und danach kurz mit Wasser abgespiilt. Danach werden die Elektroden 2 Stunden lang in der

wissrigen Polymerlosung der Konzentration 7 mg/mL inkubiert.
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Immobilisierung von Polymer II an die Goldoberfliche mit anschlieender Pep-

tid- sowie Antikorper-Ankopplung

Golddrahtelektroden werden nach der Reinigung 1 Stunde lang in 10 mmol/L Cystamin-Losung
(Cystamin-Dihydrochlorid) in Wasser inkubiert. Anschlieend erfolgt die Polymerankopplung
— die Elektroden werden fiir 1 Stunde in die Polymer II-Losung (10 mg/mL) mit EDC (200
mmol/L) in Natriumphosphatpuffer (100 mmol/L, pH 6.7)getaucht und danach kurz mit Wasser
abgespiilt. Zur Aktivierung der Carbonsdure-Gruppen an der Polymer II-modifizierten Oberfla-
che, werden die Elektroden fiir 15 Minuten in die wissrige Losung von EDC (200 mmol/L) und
NHS (50 mmol/L) getaucht und danach kurz mit Wasser abgespiilt. Danach erfolgt die Kopp-
lung des FLAG-TAG-Peptides durch einstiindige Inkubation in Peptidlésung (1 mmol/L) im
Natriumphosphatpuffer (100 mmol/L, pH 4.8). Die FLAG-TAG-Elektrode kann anschlieBend
fiir das Bioerkennungsexperiment mit dem entsprechenden Antikorper benutzt werden. Dazu
wird die Elektrode eine Stunde lang in ANTI-FLAG-Ldsung (5 pg/mL) in 10 mmol/L HEPES-
Puffer (pH 7.0) inkubiert.

Immobilisierung von Polymer III an die Goldoberfléiche mit anschlieSender Pep-

tidankopplung

Golddrahtelektroden werden nach der Reinigung 1 Stunde lang in 10 mmol/L DPBP-Lésung in
Ethanol inkubiert. Die Elektroden werden danach fiir 15 Minuten in die Polymer III-Losung (7
mg/mL oder 50 mg/mL) in Natriumphosphatpuffer (100 mmol/L, pH 8.0) getaucht. Nach dem
Herausnehmen werden die Elektroden 30 Minuten lang bestrahlt. Die Bestrahlung erfolgt mit-
tels zweier UV-Lampen mit je einem 254- und einem 366 nm-Strahler (4 Watt, Benda, Deutsch-
land). Nach der Bestrahlung werden die Elektroden 18 Stunden lang in PBS (pH 7.0) unter
Riihrung gelagert. Falls weitere Modifizierung mit Peptiden erfolgt, werden die Elektroden eine
Stunde lang in PBS geriihrt und anschlieBend weiter verwendet. Zur Aktivierung der Carbon-
sdure-Gruppen an der Polymer III-modifizierten Oberflache, werden die Elektroden 30 Minuten
lang in wissriger Losung von EDC (200 mmol/L) und NHS (50 mmol/L) geriihrt und danach
kurz mit Wasser abgespiilt. Danach erfolgt die Kopplung des FLAG-TAG-Peptides(0.092
mg/mL, 91 pmol/L) oder des HA-TAG-Peptides (0.1 mg/mL, 91 pmol/L) durch 17 h Riihren
in Peptidlosung in PBS (pH 7.0).
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5.6 Elektrochemische Messungen bei Raumtemperatur und unter

Temperaturvariation

Zur Aufnahme der Cyclovoltammogramme wurde die elektrochemische Arbeitsstation 660B
der CHI Instruments (Austin, TX, USA) benutzt. Die Messungen wurden in einer 1 mL Mess-
zelle, mit (Ag/AgCl/ 1 M KCl)-Referenzelektrode und Platin-Gegenelektrode durchgefiihrt.
Die CVs (Scanrate von stets 100 mV/s) wurden im Messfenster zwischen -0.3 V und 0.6 V in
5 mmol/L-Lésungen von [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* (in unterschiedlichen Puffersystemen) aufge-
nommen. Fir Temperaturexperimente wurde die komplette Messzelle in einem Heizschrank
(Binder, Tuttlingen, Deutschland) geheizt. Impedanzspektren wurden an der gleichen Arbeits-
station aufgenommen. Diese Messungen wurden stets am Gleichgewichtspotential des Redox-

paares durchgefiihrt, mit der Anregungsamplitude von 5 mV.

5.7 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie-Messungen unter

Temperaturvariation

SPR-Messungen wurden durchgefiihrt mit Biacore T100-System (Biacore AB, Schweden).
Dazu wurden die Chips in die Flusszelle montiert und das auf bestimmte Temperatur tempe-
rierte Wasser wurde 15 Minuten lang injiziert (2 pL/min). Das SPR-Signal wurde simultan auf-
genommen. Die Intensitit des Signals wurde fiir jede Temperatur genau 600 Sekunden nach

dem Injektionsstart bestimmt.

5.8 Quarzkristall-Mikrowaage-Experimente

QCM-Messung zur Untersuchung der Polymer II-Ankopplung

Die Immobilisierung von Polymer II an QCM-Sensoren erfolgt im Flusssystem. Dazu wird ein
QCM-Chip nach der Reinigung auBlerhalb der Messzelle eine Stunde lang in Cystamin-Ldsung
(10 mmol/L, in Wasser) inkubiert. AnschlieBend wird der Sensor in die Messzelle montiert.
Nach dem Einschwingen des Messkristalls im Natriumphosphatpuffer (100 mmol/L, pH 6.7),
wird die QCM-Messung gestartet. Bei konstanter Flussrate von 100 pL/min erfolgt erst die
Messung im Natriumphosphatpuffer (100 mmol/L, pH 6.7), anschlieBend (nach Erreichen einer
konstanten Basislinie) wird die Polymer II-Lésung mit EDC (in der gleichen Konzentration wie

fiir Golddrahtelektroden) driiber geleitet. Die Flussrate betrdgt in den ersten drei Minuten 100
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pL/min. AnschlieBend wird die Flussrate fiir die folgenden 57 Minuten auf 6 uL/min herabge-
setzt. Nach dem Spiilschritt (Natriumphosphatpuffer, 100 mmol/L, pH 6.7; 100 uL/min) wird

die Frequenzénderung bestimmt.

Die mit Polymer II modifizierten Gold-Sensoren wurden aullerdem fiir Temperaturabhéngige
QCM-Messungen benutzt. Dazu wurde der Chip nach der Modifizierung im Natriumphosphat-
puffer (100 mmol/L, pH 6.7) bei Flussrate von 6 pL/min vermessen unter gleichzeitiger Tem-

peraturvariation nach Schema aus Abbildung 49.

50 H

45

40

T/°C

35

30 H

25 4

Zeit/h

Abbildung 49: Temperaturprogramm fiir QCM-Messungen.

QCM-Messung zur Untersuchung der Polymer III-Ankopplung

Die Immobilisierung von Polymer III an QCM-Goldsensoren erfolgte nach dem gleichen
Schema wie fiir die Golddrahtelektroden. Allerdings erfolgt nach dem Inkubationsschritt in der
Polymerl6sung ein kurzer Spiilschritt in der Pufferldsung (100 mmol/L Natriumphosphatpufter,
pH 8.0). Dazu wird der Sensor kurz in die Spiilldsung eingetaucht und erst danach erfolgt die
Bestrahlung (mit einer Lampe). Die Konzentration der Polymerldsung betrug 1.5, 7 und 50
mg/mL.
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Die mit Polymer III modifizierten Gold-Sensoren wurden auBlerdem fiir pH-abhéngige QCM-

Messungen benutzt. Dazu wurde der Chip nach der Modifizierung im Natriumphosphatpuffer

(100 mmol/L) mit unterschiedlichen pH-Werten bei Flussrate von 100 pL/min vermessen.

5.9 Spektroskopische Infrarot-Ellipsometrie

Die IR-ellipsometrischen Messungen aus dieser Arbeit wurden von Dr. Hinrichs (ISAS Adlers-

hof) gemacht. Spektroskopische IR-ellipsometrische Messungen wurden im Bereich des mitt-

leren Infrarot (3000-800 cm™') mit der spektralen Aufldsung von 4 cm™ durchgefiihrt. Dazu

wurde eine selbstgebaute Ellipsometrie-Einheit mit dem Bruker Vertex70/Bruker IFS 55 Fou-

rier transform spectrometer (Bruker, Germany) verbunden. Als Detektor diente ein photovolta-

isches MCT-Detektor (Kolmar Technologies, USA), gekiihlt mit fliissigem Stickstoff.

5.10 Verwendete Chemikalien

Chemikalie Summenformel CAS- Reinheit | Lieferant
Nummer

ANTI-FLAG-TAG M2 (Maus) - - - Sigma-Ald-
rich

n-Butylamin C4sHuN 109-73-9 99.5 Sigma-Ald-
rich

Cystamin-Dihydrochlorid C4H13N2S2Cl 56-17-7 96 % Sigma-Ald-
rich

2-(dicyclohexylphosphino)-ben- CasH30P 256926- 95 % Sigma-Ald-
zophenon (DPBP) 87-1 rich

Dinatriumhydrogenphosphat Na;HPO4 7558-79- | 299.0 % | Sigma-Ald-
4 rich
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1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopro- CsHigN3Cl 25952- >98 % | Sigma-Ald-
pyDcarbodiimid-Hydrochlorid 53-8 rich
(EDC)
Ethanol C3HsOH 64-17-5 | 299,8 % Roth
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazi- | CsHi17N2NaO4S | 75277- 99.5 % Sigma-Al-
nyl)-ethansulfonsdure (HEPES) 39-3 drich
FLAG-TAG-Peptid C41He0N1002 - >85% Sigma-Al-
drich
(N-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-
Asp-Lys-C)
Golddraht-Elektroden Au - 99.95 % | Goodfellow
HA-TAG-Peptid Cs3He7N9oO17 92000- >97 % Sigma-Al-
76-5 drich
(N-Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-
Tyr-Ala-C)
N-Hydroxysuccinimid (NHS) C4Hs5NOs3 6066-82- 98 % Sigma-Al-
6 drich
Kaliumchlorid KCl 7447-40- | >99% | Sigma-Al-
7 drich
Kaliumdihydrogenphosphat KH2POg4 7778-77- | 299.0% | Sigma-Al-
0 drich
Kaliumhexacyanoferrat(II) CesFeK4Ng 14459- >99 % | Sigma-Ald-
(Trihydrat) 95-1 rich
Kaliumhexacyanoferrat(III) CsFeK3Ng 13746- >99 9% | Sigma-Ald-
66-2 rich
Kaliumhydroxid KOH 1310-58- | >85% | Sigma-Ald-
3 rich
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3-Mercaptopropionsdure (MPA) C3Hs0:S 107-96-0 | >99 % | Sigma-Ald-
rich
Natriumchlorid NaCl 7647-14- | 299.5 % | Sigma-Ald-
5 rich
Salpeterséure HNO; 7697-377- 65 % Roth
2
Schwefelsdure H>SO4 7664-93- 96 % Roth
9
Wasserstoffperoxid H>0» 7722-84- 30 % Roth
1
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