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1 Einleitung

Festkorperunterstiitzte Membranen (solid supported membranes -SSMs) sowie
schwarze Membranen (black lipid membranes -BLMs) sind etablierte Modellsysteme
zur  Untersuchung  grundlegender  physikalischer =~ Eigenschaften  von
Lipiddoppelschichten sowie membran-insertierter Proteine. Besonders die SSMs
wurden in den letzten Jahren als vielversprechendes Werkzeug zur Konstruktion von
Biosensoren intensiv untersucht. Aufgrund ihrer hohen Langzeitstabilitdt und durch
die Moglichkeit, oberflichenanalytische Untersuchungsverfahren wie
Rasterkraftmikroskopie, ATR-Infrarot-, Quarzmikrowaage-Technik und
Oberfldchenplasmonenresonanz-Spektroskopie zu ihrer Untersuchung einzusetzen,
sind sie zur rationalen Entwicklung von Biosensoren geeignet [1-8]. Jedoch ergeben
sich durch die Verankerung der Lipidmembranen auf einer Oberflidche gleichzeitig
Nachteile, welche ihre Funktionalitit zum Teil erheblich einschriankt. Diese
Probleme konnen durch die Verwendung von schwarzen Membranen umgangen
werden, die erstmals von Miiller und Rudin eingefiihrt wurden [9]. BLMs erlauben
prinzipiell den Einbau von funktionellen Transmembran-Proteinen, ihnen fehlt
jedoch eine ausreichende Langzeitstabilitit, weshalb sie fiir Anwendungen in der
Biosensorik nicht geeignet sind.

Zur Kombination der Vorteile beider Membransysteme, SSMs und BLMs, wird in
der Arbeitsgruppe ein neuer Ansatz verfolgt. Dieser beruht auf Lipidmembranen, die
die Poren einer pordosen Matrix liberspannen. In diesem System konnen die auf den
Porenstegen verankerte Membran als SSM und die poreniiberspannenden Regionen
als nano-BLMs angesehen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden zundchst
Charakterisierungen und Modifizierungen des pordsen Substrats durchgefiihrt, die
ermoglichen, poreniiberspannende Lipiddoppelschichten impedanzspektroskopisch
nachzuweisen. Darauf aufbauend wurden verschiedene Ansdtze zur Prédparation
poreniiberspannender Lipiddoppelschichten beschrieben.

Zur Untersuchung des Ionentransports iiber die Lipidmembranen miissen diese
elektrisch dicht sein. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig eine elektrisch
dichte poreniiberspannende Membran impedanzspektroskopisch nachgewiesen
werden. Die Ausbildung der poreniiberspannenden Lipiddoppelschicht wurde zudem

rasterkraftmikroskopisch bestitigt.






2 Grundlagen

2.1 Biologische Membranen

Biologische Membranen umgeben lebende Zellen sowie deren Organellen und
grenzen sie gegen ihre Umgebung ab. Damit bieten sie mechanischen sowie
chemischen Schutz und bilden die Vorraussetzung fiir auftretende lonengradienten
zwischen zwei Kompartimenten, wie z.B. intra- und extrazelluldrem Bereich. Neben
der Abgrenzung sind sie fiir einen kontrollierten Stofftransport und fiir die Aufnahme
und Weiterleitung von extrazelluldren Signalen verantwortlich. Die Plasmamembran
ist mit dem Cytoskelett der Zelle verankert.

Die biologische Membran setzt sich aus Lipiden, Proteinen und Polysacchariden
zusammen und bildet damit ein komplexes Vielteilchensystem, das die Untersuchung
einzelner Bestandteile und Prozesse erschwert. Nach dem 1972 aufgestellten fluid
mosaic model von Singer und Nicolson bilden die Lipide dabei eine zwei-
dimensionale Matrix, in der sich die Proteine frei bewegen konnen [10]. Die Lipide
sind aufgrund eines entropisch getriebenen Prozesses und aufgrund ihrer Geometrie
in einer Lipiddoppelschicht angeordnet, wobei die hydrophilen Lipidkopfe die
Grenzfliche zur wissrigen Umgebung der Zelle bilden und die hydrophoben
Fettsdureketten der Lipide in die Membran hineinragen.

Der jeweilige Anteil der einzelnen Bestandteile ist charakteristisch fiir die einzelnen
Membranen und kann je nach Zell- und Membrantyp groe Unterschiede aufweisen.
So variiert der Gehalt und die Art der Membranproteine, je nachdem, ob es sich z.B.
um eine Plasma-, Organellen- oder eine Zellkern-Membran handelt. Die
Zusammensetzung dieser Proteine bestimmen dabei groftenteils die biologischen
Eigenschaften der Membran, wohingegen die physikalisch-chemischen
Eigenschaften vornehmlich durch die Lipide vorgegeben werden. In den meisten
biologischen Membranen bilden die Phospholipide die wichtigste Gruppe der
Membranlipide. Aus diesem Grund werden sie im folgenden Kapitel eingehender

beschrieben.
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Glykolipid —— Kohlenhydrat-Seitenkette peripheres Protein Glykoprotein
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Abb. 2.1. Fluid mosaic model der Zellmembran nach Singer und Nicolson [10]. In die
zwei-dimensionale Matrix aus Lipiden und Cholesterol sind Proteine eingebettet. Auf der
extrazelluldren Seite sind einige Proteine und Lipide mit Polysacchariden verkniipft.
Quelle: [11]

2.2 Phospholipide

Lipide bilden die zwei-dimensionale Matrix der biologischen Membran, in der sich
Proteine und andere Membranbestandteile frei bewegen konnen. Die wichtigste
Gruppe der Membranlipide bilden dabei die Phospholipide, unter ihnen ist das
Phosphatidylcholin eines der in der Membran am haufigsten vorkommenden Lipide.

Lipide sind amphipatische Molekiile, sie besitzen also sowohl einen hydrophoben als
auch einen hydrophilen Bereich. Der hydrophobe Teil besteht aus zwei
Fettsdaureketten, die mit den Hydroxygruppen am C; und C, des Glycerins verestert
sind. Die am héufigsten vorkommenden Fettsduren sind gesittigte oder ungesattigte
mit einer Kettenldinge von 14, 16 oder 18 Kohlenstoffatomen. Gemeinsamer
charakteristischer Bestandteil der Phospholipide ist ein Phosphorsdure-Rest, der mit
der Hydroxygruppe am C; des Glycerols verestert ist. Zusammen mit einer
sogenannten Kopfgruppe, einem Alkohol, bildet dieser Phosphorsdure-Rest den
hydrophilen Teil des Lipids. Mdgliche Kopfgruppen bei nativ vorkommenden
Phospholipiden sind in Abb. 2.2 B gezeigt. Zusétzlich zu den nativen existieren auch
Kopfgruppen, die fiir spezielle Anwendungen synthetisiert wurden. Zu diesen gehort

Thioethanol, welches iiber die Thiolgruppe eine Chemisorption an Goldoberflachen
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erlaubt. Die Strukturformel eines Lipids ist in Abb. 2.2 A fiir 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-
sn-glycero-Phosphatidsiure gezeigt.'

o Olsiure (an C,)

O Palmitinsédure (an C,)
Phosphorsiure (an Cs)

B Mogliche Kopferuppen:

+
Ethanolamin H O/\/ NH,

v/
Cholesterol Cholin N—
NH,
Serin HO/I 3
0 @)
HO
Glycerin HO/\(\OH
OH
OH OH
Inositol HO
OH
OH

Abb. 2.2. : A) Strukturformel von 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-glycero-3-Phosphatidséure.
Bei nativ vorkommenden Phospholipiden ist die Hydroxygruppe an der Kopfgruppe mit
dem Phosphat verestert. B) Cholesterol.

" Der Name eines Phospholipids setzt sich aus der Bezeichnung der beiden Fettsiureketten gefolgt
vom Namen der Kopfgruppe zusammen.
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Neben Phospho- und Glycolipiden enthalten Membranen tierischer Zellen auch
Cholesterol. Die Funktion des Cholesterols in der Membran ist noch nicht

vollstindig geklart, es hat jedoch einen Einfluss auf die Fluiditit [12].

2.3 Modellmembranen

Das Verstindnis der Funktionen biologischer Membranen erfordert sowohl die
Untersuchung ihrer Struktur als auch des Einflusses der einzelnen Elemente auf ihre
Funktion. Aufgrund des auBlerordentlich komplexen Aufbaus der biologischen
Membran ist es sinnvoll, die Untersuchung einzelner Zellmembran-gebundener
Prozesse wie zum Beispiel Transportmechanismen anhand von Kkiinstlich
hergestellten = Modellmembranen  durchzufilhren. Um  eine  ausreichende
Ubereinstimmung zwischen Zellmembran und Modellsystem zu gewihrleisten,
sollten die physikalisch-chemischen FEigenschaften der Modellsysteme frei
einstellbar sein, wie z.B. die laterale Beweglichkeit der Lipide und die chemische
Zusammensetzung der Lipidmembran. Fiir eine Anwendung im Bereich der
Biosensorik miissen die Membransysteme zudem eine hohe Langzeitstabilitit und
gute Reproduzierbarkeit besitzen. Eine spezifische Funktionalitit kann durch
membrangebundene Proteine erhalten werden. Je nach Anwendung und
Nachweismethode haben sich verschiedene Modellsysteme etabliert, die im

folgenden kurz vorgestellt werden.

2.3.1  Filmwaagetechnik

Zur Untersuchung amphipatischer Substanzen nutzt man deren Eigenschaft, an einer
Luft-Wasser-Grenzfliche eine monomolekulare Schicht auszubilden, die die
Oberflachenspannung des Wassers beeinflusst. Grundlage dieses Systems bilden die
Untersuchungen von Raleigh und Pockels, die gegen Ende des 19. Jahrhunderts
entstanden sind [13]. Fiir die experimentelle Durchfithrung wurde eine Filmwaage
bestehend aus einem mit Wasser gefiillten Teflontrog und einer beweglichen
Barriere, die die Variation der Oberfliche ermdglicht, verwendet. Uber ein in die
Flissigkeit eintauchendes Plittchen, das an einer Federwaage befestigt ist, kann der
Einfluss der Oberflichenspannung auf die Gewichtskraft des Plittchens gemessen
werden (Wilhelmy-System). Der schematische Aufbau einer Filmwaage ist in Abb.
2.3 skizziert.
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Abb. 2.3. Schematische Darstellung des Aufbaus einer Filmwaage.

Wird eine amphipatische Substanz auf die Luft-Wasser-Grenzfldche aufgegeben und
die entstechende monomolekulare Schicht mittels der beweglichen Barriere
komprimiert, konnen, abhingig von der Substanz, bei konstanter Temperatur
verschiedene Phasen durchlaufen werden. Im Fall einer DPPC-Isotherme sind diese
in einem Druck-Fliche-Diagramm analog einer Isotherme bei der Gaskompression
beschreibbar. Bei niedrigem Druck liegt das System in der liquid-expanded Phase
vor, bei der die Fettsdureketten gauche-trans-gauche Kinken ausbilden. Wird der
monomolekulare Film komprimiert, findet eine Phasenumwandlung zur liquid-
condensed und solid Phase statt, bei der die Fettsdureketten in der all-trans
Konformation vorliegen.

Durch Kombination der Filmwaage mit anderen Messtechniken, z.B. der Brewster-
Winkel-Mikroskopie und Fluoreszenzmikroskopie, konnen die Bildung und Struktur

einzelner Phasengebiete und Doménen untersucht werden [14, 15].

2.3.2 Schwarze Membranen

Schwarze Membranen oder auch Black Lipid Membranes (BLM) bildeten das erste
Modellsystem, an dem Transportprozesse iiber die Lipidmembran untersucht werden
konnten [16, 17]. Sie sind auch heute noch eine etablierte Methode, um
Einzelkanalmessungen an Membranen durchzufiihren. So wurde zum Beispiel die
antibiotische Wirkung von Gramicidin A iiber Leitfahigkeitsmessungen an BLMs
nachgewiesen [18]. Die Herstellung schwarzer Membranen erfolgt, indem eine
geringe Menge eines Lipid-Losungsmittel-Gemisches mit einem feinen Haarpinsel
iber ein kleines Loch in einer Teflonwand gestrichen wird. Die Teflonwand trennt

zwei Kompartimente, die mit Pufferlosung gefiillt sind (Abb. 2.4).
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Abb. 2.4. Schematische Darstellung einer schwarzen Membran (black lipid membrane,
BLM). Die VergroBerung zeigt das mit einer Lipidmembran iiberspannte Loch in einer
Teflonwand.

Das Losungsmittel zieht sich an den Rand der Membran zuriick, so dass sich die
Lipidschicht in kiirzester Zeit bis auf eine Doppelschicht ausdiinnt. Wihrend das
aufgegebene Lipid-Losungsmittelgemisch bei Beleuchtung mit weilem Licht
anfangs durch Reflexion und Interferenzeffekte an der Ldsungsmittel-
Lipidmultischicht in allen Spektralfarben schillert, so erscheint die anschlieBend
entstehende Lipiddoppelschicht schwarz, da aufgrund ihrer Dicke von nur 4 — 6 nm
eine destruktive Interferenz auftritt.

Einer der groBen Vorteile der schwarzen Membranen liegt in der Zugéinglichkeit der
beiden Kompartimente, die eine Untersuchung von Transportmechanismen iiber die
Membran erlaubt. Zudem wird der Einbau von membrandurchspannenden Proteinen
und Peptiden nicht sterisch behindert. Nachteilig wirken sich die verwendeten
organischen Losungsmitteln aus: Zwar zieht sich das Losungsmittel groftenteils an
den Rand des iiberspannten Lochs zuriick, jedoch kann nicht ausgeschlossen werden,
dass sich noch Reste des Losungsmittels in der Membran befinden und die
Messungen beeinflussen. Ein weiterer Nachteil der schwarzen Membranen besteht in

der geringen Langzeitstabilitét, die typischerweise im Bereich einiger Stunden liegt.
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2.3.3  Vesikel

Um den Einfluss des Losungsmittels auszuschlieBen, dienen Vesikel als weiteres
Modellsystem. Bangham et al. fanden, dass die Aggregate, in denen Lipide in
wissrigen Losungen vorliegen, abgeschlossene Kompartimente bilden [19], die als
Modellsysteme herangezogen werden konnen. Zwar flihrte Bangham die
Experimente an multilamellaren Vesikeln durch, sie lieBen sich aber mit den
Beobachtungen an biologischen Membranen vergleichen. Durch Rontgenbeugungs-
und NMR-Experimente” an multilamellaren Vesikeln trug dieses Modellsystem
wesentlich zum Verstindnis der Struktur von Lipidmembranen bei [20].

Die Herstellung von unilamellaren Vesikeln erfolgt heutzutage iiblicherweise liber
die im Jahre 1985 von Hope eingefiihrte Extrusionsmethode [21]. Dabei wird eine
Suspension multilamellarer Vesikel oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur des
jeweiligen  Lipids oder der Lipidmischung mehrmals durch eine
Polycarbonatmembran definierter Porengrofle gedriickt. Die entstehenden Vesikel
sind unilamellar und besitzen in etwa die Gro3e der Poren im Polycarbonatfilter. Im
Fall von Polycarbonatfiltern mit einer nominellen Gré3e von 100 nm ergibt sich fiir
die Vesikel eine GroBenverteilung (80 + 25) nm [22, 23].

Vesikel eignen sich als Modellmembranen vor allem zur Untersuchung aktiver
Membranproteine. Jedoch gilt zu beachten, dass nach der Priaparation kein Zugang

mehr zum Innern des Vesikels besteht.

2.3.4  FestkoOrpergestitzte Membranen

Festkorpergestiitzte Membranen sind aufgrund ihrer hohen Stabilitét ein etabliertes
und viel genutztes System zur Untersuchung von membrangekoppelten Prozessen.
Die hohe Stabilitdit und die Moglichkeit, verschiedene oberflichensensitive
Methoden einzusetzen, erlauben unterschiedlichste Anwendungen in der Sensorik.
Die Verfahren zur Charakterisierung festkdrpergestiitzter Membranen reichen von
Massenspektroskopie [24, 25] und der Quarzmikrowaagetechnik [26] {iber
Ellipsometrie [27], ATR-Infrarotspektroskopie [28], Rasterkraftmikroskopie [29, 30]
bis hin zur Impedanzspektroskopie [2, 7, 31, 32].

Die Priparation festkorpergestiitzter Membranen kann sowohl {iber Vesikelfusion [2,
7] als auch iiber einen Langmuir-Blodgett- [29, 33] bzw. Langmuir-Schifer-Ubertrag
erfolgen. Bei der Vesikelfusion wird das Substrat filir einige Zeit in einer

Vesikelsuspension von unilamellaren Vesikeln definierter Grofle inkubiert. Das

> NMR: Nuclear Magnetic Resonance (Nukleare Magnetresonanz)
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Spreiten der an der Oberfliche adherierten Vesikel fiihrt zu einer
festkorpergestiitzten Lipiddoppelschicht. Die Wechselwirkung zwischen Vesikeln
und der Festkorperoberfliche kann dabei entweder auf einer elektrostatischen bzw.
entropischen Wechselwirkung beruhen, die durch eine Funktionalisierung der
Oberfldche mit geladenen bzw. amphipatischen Molekiilen erzielt wird oder die
Lipide konnen iiber funktionelle Gruppen an der Kopfgruppe eine quasi-kovalente
Bindung mit dem Substrat eingehen. Dies kann zum Beispiel iiber eine Thiolgruppe
geschehen, die an Goldoberflachen chemisorbiert (s. Abb. 4.7).

Erfolgt die Priparation iiber einen Langmuir-Blodgett-Ubertrag (LB-Ubertrag), so
wird ein hydrophiles Substrat in die Subphase des wassergefiillten Teflontrogs der
Filmwaage gehingt, das Lipid an der Wasser-Luft-Grenzfliche gespreitet und das
Substrat unter konstantem Druck der Lipide langsam aus dem Wasser gezogen. Das
Erfolgen des Ubertrags lisst sich iiber die Abnahme der Fliche und das sich daraus
ergebende Ubertragsverhiltnis kontrollieren. Das Ubertragsverhiltnis R ergibt sich

aus

Ar.
4

R= (1.1

S

wobei Ar die Flachenidnderung der Oberfliche auf der Filmwaage wihrend des
Ubertrags bezeichnet und 45 die Anderung der Substratoberfliche, die wihrend des
Ubertrags durch den Lipidfilm bewegt wurde. Die Lipide bilden auf der Oberfliche
des Substrats eine Monoschicht aus [29]. In einem weiteren Ubertrag kann durch
Eintauchen des Substrats in die wissrige Phase eine zweite Monoschicht prépariert
werden. Dabei kann das Substrat sowohl senkrecht (Langmuir-Blodgett) als auch

horizontal zur Wasseroberfldache (Langmuir-Schéfer) eingetaucht werden.

C

>
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Abb. 2.5. Schematische Darstellung von Filmiibertragen: Die erste Monoschicht wird
durch Herausziehen des Substrats aus der wéssrigen Phase aufgezogen. Die Darstellung
gilt fiir ein hydrophiles Substrat (A). Durch erneutes Eintauchen des Substrats senkrecht
(B) oder parallel (C) zur Wasseroberflache entsteht im Fall von bestimmten Lipiden eine
zweite Monoschicht.
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Eine schematische Darstellung der Prédparation ist in Abb. 2.5 gezeigt. Allerdings
sind nicht alle Lipide und Substrate fiir den Langmuir-Ubertrag geeignet. Gesittigte
Phosphoethanolamine z.B. lassen sich mittels der LB-Technik {ibertragen, im Fall
von Phosphatidsiure ist der Ubertrag abhingig vom Calciumgehalt der Subphase
[13]. Als Substrate dienen hauptsédchlich glatte, hydrophile Oberflichen, wie zum
Beispiel Glas, Glimmer, monokristallines Silizium oder auch epitaktisch hergestellte
Goldoberfachen.Die  Wechselwirkung der unteren Monoschicht mit der
Substratoberflache liefert nicht nur das Potenzial dieses Modellsystems, sondern
birgt auch Probleme. Zum einen ist der Einbau integraler Proteine und Peptide durch
den Festkorper sterisch behindert. Gelingt der Einbau, ist oft die Funktion
beeintrichtigt. Dieses Problem kann durch eine diinne Polyelektrolytschicht
zwischen Substrat und Lipidschicht behoben werden [1, 3, 6, 34-36]. Cheng et al.
16sten das Problem durch Verwendung von packing und Anchor-Molekiilen [37]. Ein
weiterer Ansatz zur VergroBerung des Abstandes zwischen Lipidschicht und Substrat
besteht in der Verwendung von Spacerlipiden. Steinem et al. verwendeten
Spacerlipide, die iiber ein Thiol an das Goldsubstrat anbinden [38, 39].

Ein weiteres Problem der festkorpergestiitzten Lipidschichten besteht darin, dass eine
Bindung der Lipide an das Substrat die laterale Diffusion in der unteren Lipidschicht

verhindert und schrinkt die Diffusion in der oberen Schicht erheblich ein.

2.3.5 Porentberspannende Membranen

Sowohl schwarze als auch festkorpergestiitzte Membranen bieten grofle Vorteile zur
Untersuchung membrangekoppelter Prozesse, sind jedoch durch die Nachteile der
unzureichenden Stabilitdt bzw. des Fehlens eines zweiten wissrigen Kompartiments
in ihrer jeweiligen Anwendung begrenzt. Ein moglicher Ansatz zur Kombination
beider Modelle besteht in der Entwicklung von poreniiberspannenden Membranen
(Abb. 2.6). Es ist zu erwarten, dass dieses Modellsystem die Vorteile beider
Verfahren vereint, und somit sowohl eine hohe Stabilitit als auch zwei wissrige
Kompartimente aufweist. Die zusétzlichen Anforderungen, die an eine solche
Membran gestellt werden, liegen in der Moglichkeit, integrale Proteine zu
inkorporieren, in der Zuginglichkeit der Membran fiir oberflichensensitive
Messverfahren und in einer nicht allzu groBen Einschrinkung der Mobilitit der
Lipide.
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Abb. 2.6. Schematische Darstellung einer pordosen Oberfliche mit einer vergroBerten
poreniiberspannenden Membran.

Mikrofabrizierte Aperturen

In neuester Zeit wurden einzelne Aperturen in Oberfldchen hergestellt und diese mit
Hilfe verschiedener Techniken mit einer Lipidschicht iiberspannt. Die zu
iiberspannenden Aperturen weisen {iblicherweise eine GroBe von mehreren
Mikrometern auf, dhnlich der Gr6Be der Poren, die fiir die Herstellung von BLMs
eingesetzt werden. Cheng et al. und Ogier et al. entwickelten eine mikrofabrizierte
Apertur aus Photoresist und Gold, die ein Elektrolytreservoir iiberspannt [40, 41].
Der Durchmesser der Apertur betrug 100 um. Eine Silber-Silberchlorid-Elektrode
am Boden des Elektrolytreservoirs ermoglicht die Messung des Stroms iiber die
Lipidmembran. Die Lipide wurden auf die Apertur aufgestrichen, der Nachweis der
entstehenden Membran erfolgte iiber Fluoreszenzmikroskopie sowie den Einbau von
Gramicidin und Alamethicin. Auch mit Silanen oder Poly-L-Lysin funktionalisierte
Siliziumoberflichen wurden als Substrat verwendet [42-44].

Osborn und Yager verwendeten Siliziumdioxid mit einer quadratischen Pore von 100
um Kantenlinge, die Uberspannung der Pore mit einer Membran erfolgte iiber die
Langmuir-Blodgett-Technik  und  wurde  mittels  Fluoreszenzmikroskopie
nachgewiesen [45]. Eine 1 pum gro3e Pore in einer Siliziumnitridschicht wurde von
Fertig et al. mit einer Zellmembran iiberspannt. Der Nachweis erfolgte mittels
Rasterelektronenmikroskopie und konfokaler Fluoreszenzmikroskopie [46]. In einem
weiteren Ansatz versahen sie Glas durch gezielten Goldionen-Beschuss mit Poren

[47]. Die erhaltenen Poren besaflen einen Durchmesser von etwa 1 pum und wurden
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mittels der BLM-Technik mit einer Membran iiberspannt. Der Nachweis der
Membran erfolgte durch den Einbau von Gramicidin A und die anschlieBende

Messung von Ionenstromen.

Porédse Substrate

Der oft recht schwierige Herstellungsprozess der oben erwdhnten Substrate wurde
von Favero et al. umgangen, indem kommerzielle Filtermembranen aus Polycarbonat
als pordse Oberflache dienten [48]. Diese Filtermembranen sind in unterschiedlichen
Porengrofen erhiltlich, die Poren sind gleichmiBig, jedoch nicht geordnet iiber das
Substrat verteilt. Um eine Funktionalisierung der Oberfliche mit 1-Octanthiol zu
ermoglichen, wurde das Substrat mit Gold bedampft. Die Lipidmembranen wurden
auf die Substrate mit 1 um grofen Poren mittels einer abgewandelten BLM-Technik
aufgebracht. Nachgewiesen wurden die poreniiberspannenden Lipidmembranen
durch die Messung der Ionenleitfdhigkeit nach erfolgtem Einbau von Gramicidin D
und Valinomycin.

Lieser et al. verwendeten feine Netze aus Kohlenstoff, auf die mit der LB-Technik
Monofilme aufgezogen wurden. Die Filme wurden mittels Electrospray Ionization
Mass Spectrometry (ESI-MS) untersucht und zeichneten sich durch eine grof3e
Langzeitstabilitét aus [49].

Sowohl Favero et al. als auch Lieser et al. verwendeten gedffnete Poren. Diese
erlauben prinzipiell die Herstellung poreniiberspannender Membranen, ermoglichen
jedoch nicht den Aufbau eines elektrochemischen Gradienten iiber die Membran.
Pordse Aluminate mit geschlossenen Porenboden wurden von Hennesthal und
Steinem als Substrat verwendet [50]. Die Membranen wurden mittels Vesikelfusion
prépariert und rasterkraftmikroskopisch nachgewiesen. Im Gegensatz zu den
gedffneten Poren erlauben diese lipidiiberspannten Substrate prinzipiell den Aufbau
von elektrochemischen Gradienten.






3 Methoden

3.1 Elektrische Impedanzspektroskopie

Die Impedanzspektroskopie hat sich in den letzten Jahren als wertvolle Methode
sowohl zur Charakterisierung von Lipidmembranen als auch zur Untersuchung der
Aktivitdt und Funktionalitit von integralen Proteinen und Peptiden bewdhrt [38, 51,
52]. Der Vorteil der Impedanzspektroskopie gegeniiber anderen elektrochemischen
Methoden besteht in der kleinen Amplitude des Erregersignals, die eine Messung im
Gleichgewichtszustand sowie eine zerstorungsfreie Untersuchung der Probe erlaubt.

Die mittels elektrischer Impedanzspekroskopie erhaltenen Parameter ermdglichen die
Bestimmung von Leitfdhigkeiten und Dielektrizititskonstanten und erlauben eine
Aussage iiber die  Grenzschicht zur  Elektrode. Im  Falle von
Oberflichenfunktionalisierungen oder Lipidmembranen kann die Qualitdt der auf
Festkorperoberflichen immobilisierten Schichten iiberpriift werden, beispielsweise
die Belegung einer Oberfliche. Diese Untersuchungen von Lipidmembranen sind

Hauptgegenstand der vorliegenden Arbeit.

3.1.1 Grundlagen

Die komplexe elektrische Impedanz, Z(w), ist gegeben durch das Verhiltnis von
angelegtem Spannungssignal U(®) und der gemessenen Stromantwort /(@) der Probe
als Funktion der Frequenz und ldsst sich in Polarkoordinaten wie folgt schreiben:
_Uw) U™ U,

=— =L =|Z(w)| (3.1)
](a)) [0 el(wt—(p(w)) IO | ( )|

Z(w)

|Z(w)| 1st der Betrag der Impedanz, ¢(w) die auftretende Phasenverschiebung
zwischen Strom und Spannung, o ist die Kreisfrequenz der Sinusschwingung und
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ergibt sich als 2mf, i bezeichnet die komplexe Einheit (-1)"". In kartesischen

Koordinaten ldsst sich die Impedanz Z( ) ausdriicken durch:

Z(0)=Z'+iZ" (3.2)
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Z" bezeichnet den Realteil der Impedanz (Wirkwiderstand), Z°* den Imaginérteil
(Blindwiderstand). ¢(w) gibt den Winkel zwischen der Z-Achse und dem Vektor
OZ an.

Abb. 3.1. Zeigerdiagramm zur Darstellung der Impedanz in der GauBlschen
Zahlenebene.

Polarkoordinaten und kartesische Koordinaten hidngen nach Pythagoras iiber

folgende Transformationsgleichungen zusammen:

Z'= |Z(a))| cos () A |Z(a))| sin @(w) (3.3)
Z(@) =z +(zy  o@)=actan(Z"]Z) (34

Die in Gleichung (3.4) gegebenen Groflen des Betrags der Impedanz |Z(w)| und der
Phasenverschiebung ¢ @) dienen bei der Impedanzspektroskopie als unabhingige
Messgrofen.

Die Darstellung der erhaltenen Spektren kann auf verschiedene Weisen erfolgen,
zwei sehr hdufig verwendete sind in Abb. 3.2 gezeigt. Die Simulation des Spektrums
wurde fiir einen Ersatzschaltkreis durchgefiihrt, der sich aus einer Parallelschaltung
eines ohmschen Widerstandes R, und einer Kapazitit C sowie einem seriell dazu
geschalteten ohmschen Widerstand R; zusammensetzt. Die in Abb. 3.2 A gezeigte
Darstellung wird {iblicherweise als Bode-Diagramm bezeichnet, aufgetragen werden
der Betrag der Impedanz |Z(w)| und die Phasenverschiebung ¢(w) gegen die
Frequenz f. Bei rein ohmschen Widerstdinden ist der Betrag der Impedanz
frequenzunabhdngig, Strom und Spannung sind nicht phasenverschoben. Aus dem
frequenzunabhéngigen Bereich (3) bei hohen Frequenzen lésst sich der Parameter R,
ablesen, bei niedrigen Frequenzen R;+R, (Bereich (1)). Bei Kapazititen zeigt der

Betrag der Impedanz eine umgekehrt proportionale Abhingigkeit von der Frequenz,
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die Phasenverschiebung betrigt -90°. Die Kapazitit kann im Bereich (2) mittlerer

Frequenzen ermittelt werden.

[} R2
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| —o0
a Re
[}
| C
|
| _
5 B
I -
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: 1 G : ‘/_0)\
i i e
i i NZ: ,,,,,,,,,,,,,, (’00 ,,,,,,,,
[} [}
[} [} C
[} [}
10" 10° 10" 10% 10® 10* 10° 10° R, Z R+R
e 1 2
flHz adke)

Abb. 3.2. A) Bode-Diagramm des dargestellten Ersatzschaltkreises mit den
Parametern R= 100 Q, R, =30 kQ und C =1 pF. B) Ortskurve des in A dargestellten
Ersatzschaltkreises. Der Pfeil deutet die Richtung wachsender Kreisfrequenz o an.

Abb. 3.2 B zeigt die Darstellung des Spektrums in der komplexen Zahlenebene, die
auch als Nyquist-Plot oder Ortskurve bezeichnet wird. Aufgetragen werden der
Imaginirteil der Impedanz gegen den Realteil, der Verlauf der Kreisfrequenz ist
durch den Pfeil angedeutet. Der fiir dieses Schaltbild typische Halbkreis schneidet
die reelle Achse fiir unendlich hohe Frequenzen bei R; und fiir die Grenzfrequenz
@—0 bei R +R,.

3.1.2 Messaufbau

Zur Aufnahme von elektrischen Impedanzspektren werden ein Computer, ein
Frequenzganganalysator und eine Messzelle benétigt. Der Frequenzganganalysator
besteht aus Generator und Analysator. Im continuous-wave-Modus erzeugt der
Generator eine sinusformige Wechselspannung definierter Frequenz und niedriger
Amplitude [53], der Frequenzrahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen
liegt zwischen 10™" und 10° Hz. Durch den Analysator wird aus der resultierenden

Stromantwort und der angelegten Wechselspannung die Impedanz des Systems
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ermittelt. Ein Computer steuert die Messung und zeichnet die Daten auf. In dieser
Arbeit ist der Impedance Analyser der Firma Solartron Instruments (SI 1260
Farnborough, UK) verwendet worden. Die angelegte Spannungsamplitude Umax
betrug 30 mV. Die Datenaufnahme und Auswertung erfolgte mit den Programmen
ZPlot und ZView 2.

Der Autbau der fiir das porése Aluminat verwendeten Messanordnung ist in Abb. 3.3
schematisch gezeigt. Es wurde eine Zwei-Elektroden-Anordnung gewihlt, in der das
pordse Aluminat als Arbeitselektrode dient, wéihrend ein platinierter Platindraht in
der Elektrolytlosung als Gegenelektrode verwendet wurde. Der elektrische Kontakt
des Aluminats wurde iliber einen Stahlkontakt realisiert, der das Aluminat von unten
kontaktiert.

Pordses Aluminat

Teflonkammer

) Stahlkontakte
Plexiglasstisch |
Dichtrin ' T
\/ : N i /
3 _ ' : . Kolntakt
|

I il

Abb. 3.3. Schematischer Aufbau der verwendeten Messanordnung fiir das pordse
Aluminat. Als Gegenelektrode dient ein platinierter Platindraht.

3.1.3  Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgt nach dem in Abb. 3.4 gezeigten Schema: Der erste
Schritt besteht in der Aufstellung eines physikalisch sinnvollen Ersatzschaltbildes.
Die Impedanz dieses Ersatzschaltbildes muss zum einen die gleiche
Frequenzabhingigkeit aufweisen wie die Daten, zum anderen sollte es eine
physikalisch sinnvolle Zuordnung der Impedanzelemente zu den einzelnen
Systemeigenschaften (wie Doppelschichtkapazitit, Durchtrittswiderstand etc.)
erlauben. Dariiber hinaus ist es wiinschenswert, die einzelnen Parameter auf
systemspezifische Eigenschaften des Systems wie z.B. Oberflichenrauhigkeit

beziechen zu konnen.
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Auf Basis von frei wéhlbaren Startparametern wird im zweiten Schritt der
Auswertung das frequenzabhéngige Impedanzverhalten des Ersatzschaltkreises iiber
eine nicht-lineare Kurvenanpassung an die Daten angepasst. Diese Anpassung erfolgt
tiber die Nonlinear least square fit Methode, z. B. nach Levenberg-Marquardt [53].

Nur bei sehr einfachen Systemen ist eine Auswertung der Daten ohne Anpassung
moglich. Im Falle einer nicht zufriedenstellenden Ubereinstimmung miissen
entweder die Startparameter gedndert oder ein neues Ersatzschaltbild aufgestellt
werden. Im Anschluss an diese Auswertung folgt die Zuordnung von physikalischen
Eigenschaften zu den einzelnen Impedanzelementen sowie der Bezug zu

systemspezifischen Parametern.

Elektrochemisches System

v v

Physikalisches Modell Impedanz-Experiment

v v

Ersatzschaltbild

Y4 ( w)theoretisch

v v

nicht-lineare

Z ( a)) experimentell

Kurvenanpassung

v

Systemspezifische Parameter

Abb. 3.4. Schematische Darstellung der Auswertung.

Fir die Ersatzschaltkreise werden hdufig ideale Impedanzelemente (ohmscher
Widerstand R, Kapazitit C und Induktivitidt L) verwendet. Eine Zusammenfassung
der Impedanzen und Phasenverschiebungen fiir die einzelnen Bauelemente ist in Tab.
3.1 gegeben.
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Tab. 3.1. Impedanzen und Phasenverschiebungen einzelner Bauelemente.

Impedanzelement Impedanz Z Phasenverschiebung
Ohmscher Widerstand R R 0°
Kapazitit C l/ioC - 90°
Induktivitat L iwL +90°
Constant Phase Element CPE Al iw)™ -90° < @ <0°

Diese Bauelemente beschreiben die realen Systeme oftmals jedoch nur unzureichend,
da sie den lokalen, strukturellen und energetischen Heterogenititen nicht gerecht
werden. Liegt z.B. eine sehr fraktale Oberfliche vor, kann es sinnvoll sein, die
Kapazitit durch ein Constant Phase Element (CPE) zu ersetzen, das dieser
Fraktalitdt Rechnung tragt [54-57]. Das Constant Phase Element wurde 1941 von
Cole und Cole eingefiihrt [58], da viele Fliissigkeiten und Festkorper eine
frequenzabhingige Dielektrizitdtskonstante ¢ aufweisen. Eine einheitliche Kapazitét
C ist in diesem Fall nicht bestimmbar, da diese direkt proportional zur
Dielektrizitatskonstante ¢ ist. Nach der Debye-Theorie fiir polare Fliissigkeiten ldsst
sich die Situation {iber eine komplexe Dielektrizititskonstante &*=¢g'—ig"’
beschreiben. Eine frequenzabhingige Darstellung in der komplexen Ebene resultiert
idealerweise in einem Halbkreis mit dem Mittelpunkt auf der reellen Achse und den
Schnittpunkten &, fiir niedrige Frequenzen und ¢, fiir hohe Frequenzen® (s. Abb. 3.5
A). Der auftretende Unterschied zwischen &, und ¢, wird auf die Dipolpolarisation
zuriickgefiihrt.  Die  theoretische = Analyse fiihrt im  Fall molekularer
Wechselwirkungen nach Debye zu

Ey—E,

g¥—g = (3.5)

l+iot,

mit o als Kreisfrequenz und 7, als Relaxationszeit, die sich als Produkt aus dem
Widerstand R und der Doppelschichtkapazitit Cy ergibt. In vielen experimentellen
Fiéllen liegt der Mittelpunkt des erhaltenen Kreisausschnittes jedoch nicht wie

erwartet auf der reellen Achse, sondern unterhalb wie in Abb. 3.5 B gezeigt.

3 &, entspricht dem Quadrat des optischen Brechungsindexes 7.
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Abb. 3.5. Frequenzabhédngige Darstellung der Dielektrizititskonstanten in der
komplexen Ebene. A) Fiir den idealen Fall nach Debye liegt der Mittelpunkt des
erhaltenen Kreisausschnittes auf der reellen Achse. B) In vielen experimentellen
Féllen liegt der Mittelpunkt des erhaltenen Kreisausschnittes unterhalb der reellen
Achse.

Als MaB fiir die Abweichung der Daten von der Debye-Theorie fiihrten Cole und
Cole den Parameter & mit 0 < a < 1 ein®. Diese Abweichung kann iiber den Winkel
zwischen den beiden Vektoren bestimmt werden, der (1-«) n/2 entspricht und somit
keine Frequenzabhdngigkeit aufweist (Abb. 3.5 B). Der Winkel an/2 wird vom
Radius » am Punkt ¢, und der reellen Achse aufgespannt und entspricht der
frequenzunabhédngigen Phasenverschiebung. o kann somit als Mal} fiir die
Abweichung vom idealen Bauelement gesehen werden. Die von Debye beschriebene
Gleichung wurde von Cole und Cole wie folgt erweitert:

g*—g = ngl_a (3.6)

1+ (iwz,)

Die Debye-Theorie ist in dieser Gleichung fiir den Grenzfall o = 0 enthalten. Zur
Darstellung dieses Verhaltens in einem elektrischen Ersatzschaltkreis gibt es
verschiedene Ansétze: Cole und Cole [58] ersetzten den von Debye gegebenen

Widerstand 7,/(g, —¢,) durch eine komplexe Impedanz:

_ lwr,)

Z (3.7)

& —&,

weisen jedoch darauf hin, dass dies lediglich einer der moglichen Wege ist, die

experimentellen Fakten auszudriicken. Sowohl Real- als auch Imaginéarteil hitten

* In der Literatur wird fiir die Bezeichnung dieses Parameters neben « oftmals n gewihlt.



22 Kapitel 3. Methoden

keine konventionelle Bedeutung. Die am hiufigsten gefundene Formulierung der

Impedanz des Constant Phase Elements ist gegeben durch:
Z=A4"(io)™" (3.8)

[54, 55, 57, 59-64]. 4 entspricht fiir o = 1 einer Kapazitit C, fir ¢ = 0 dem
reziproken Widerstand R (Leitfahigkeit G).

De Levie [65] und Scheider [56] beschreiben dieses Dispersionsphédnomen als endlos
lange, verzweigte Netzwerke von Kapazititen und Widerstdnden. Unterschiedliche
Grade der Verzweigung fithren zu verschiedenen Werten fiir den Index « [66]. Die
Griinde flir das Auftreten der Dispersion konnten bisher nicht eindeutig geklart
werden und sind Gegenstand vieler Diskussionen in der Literatur. Cole und Cole [58]
diskutierten den Effekt der molekularen Form, eine Verteilung der Relaxationszeiten
sowie den komplexen Koeffizient der Viskositdt als mogliche Ursachen, verwarfen
jedoch alle Erkldrungsansétze als nicht zufriedenstellend. Brug et al. [67] fiihren die
Abweichung vom idealen Verhalten auf die elektrische Doppelschicht zuriick, da
sich die Stromdichte als Resultat einer Oberflicheninhomogenitit entlang der
Elektrodenoberfldche verteile. Kerner und Pajkossy [57] fanden durch Experimente
an mechanisch aufgerauhtem Gold sowie aufgerauhten und getemperten Goldproben,
dass das CPE auf Oberfldcheninhomogenitdten atomarer Skala beruht und nicht wie
zuvor angenommen auf einer Rauhigkeit groferer Skala. Ein zusétzlicher Faktor sei
die spezifische Anionenabsorption. Im Falle einer glatten Oberfliche und fehlender
Anionenabsorption verschwinde die Dispersion. Zu einem dhnlichen Schluss kamen
Sadkowski et al. [62, 68], die das Auftreten des CPEs neben der Fraktalitdt der
Oberfliche auf Faktoren wie Adsorption von Elektrolytkomponenten,
Losungsmitteleffekte sowie auf das Elektrodenpotential zuriickfiihrten. Scheider
hingegen fand, dass die Polarisation zwar in der Elektrolytphase lokalisiert, seinen
Daten zufolge aber weder Losungsmittel- noch Ionenspezifisch sei. Die
Abhingigkeit der Polarisation von Elektrolyteigenschaften bestehe im Wesentlichen
in seiner Leitfdhigkeit [56]. Er fiihrt die Dispersion auf ein Fehlen von Glattheit der
Oberfliche zuriick. Die Ansicht, dass das Auftreten des CPE auf die
Oberflachenrauhigkeit zurlickzufiihren ist, wird von Diao et al. geteilt [55]. Sie
nutzen den Parameter o, um den Grad der Unordnung von Thiolschichten auf Gold
zu bestimmen. Direkt nach Zugabe der Thiollosung verzeichneten sie einen starken
Anstieg von ¢, gefolgt von einer langsamen Anndherung an den Endwert. Sie fithrten
dies auf die schnelle Adsorption und den langsamen Kristallisationsprozess zuriick.
Ujvari et al. beschichteten Goldelektroden mit Aminen und fanden -eine

Abhidngigkeit der Dispersion von der Inhomogenitit des Films. Die
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Oberfliachenrauhigkeit des Substrates spiele, wenn iiberhaupt, eine untergeordnete
Rolle.

Eine rege Diskussion um den Zusammenhang zwischen der idealen Polarisierbarkeit
einer Elektrode und dem Auftreten des CPE wurde von Zoltowski [64] gestartet.
Seiner Meinung nach besteht die Voraussetzung fiir die ideale Polarisierbarkeit im
Fehlen von Energiedissipation, weshalb nur Elektroden mit einer reinen Kapazitét («
= 1) ideale Polarisierbarkeit aufweisen konnten. Das Constant Phase Element erfiille
diese Voraussetzungen hingegen nicht, da die Energiedissipation eine intrinsische
Eigenschaft des CPEs darstelle. Zudem sei die Kapazitit der Doppelschicht nicht
genau bestimmbar, da der Faktor A4 fiir einen von 1 verschiedenen Wert o nicht mit
einer Kapazitit gleichgesetzt werden konne. Nach Lang und Heusler [61] ist die
ideale Polarisierbarkeit liber die Unmoglichkeit eines Ladungstransfers iiber die
Grenzflache definiert. Die im Fall eines CPE auftretende Energiedissipation kann
laut ihnen auf unterschiedlichste Effekte zuriickgefiihrt werden, die nicht mit einem
Ladungstransfer gekoppelt sind und eine ideale Polarisierbarkeit der Elektrode nicht
ausschliefen. Als solche Effekte werden Hitzeentwicklung aufgrund von
dielektrischem Heizen, Emission von elektromagnetischen oder akustischen Wellen
und Adsorption genannt. Zudem habe die Frage der idealen Polarisierbarkeit im Fall
des CPE keine Relevanz, da diese stark an einen Gleichgewichtszustand gekniipft
sei, wihrend die Impedanz des CPE der Transferfunktion eines linearen Systems
entspricht und die Antwort des Systems auf ein Anregungssignal darstellt. Auch sei
in vielen Fillen eine Beschreibung der Doppelschicht iiber eine Kapazitit zuldssig.
Sadkowski [68] unterstiitzt in einer nachfolgenden Publikation die Auffassung
Zoltowskis der Unvereinbarkeit von CPE-Verhalten und idealer Polarisierbarkeit und
belegt dies iiber eine mathematische Beschreibung des Problems mittels der
Lippmann-Gleichung. Das CPE hélt er physikalisch fiir unrealisierbar, da sowohl
unendliche Ladung als auch unendliche Energie bendtigt wiirden, um nach erfolgter
Potentialstorung einen neuen Gleichgewichtszustand zu erreichen. Er vermutet, dass
die Universalitit des CPE als Modell fiir Festkorperelektroden auf
Oberfliachenstrukturen unterschiedlicher Ladungsdichte zuriickzufiihren ist. Diese
Strukturierung fithre zu einer experimentell nicht unterscheidbaren Kopplung von
diversen, lokalen Kapazitdten mit lokalen Elektrolytwiderstinden. Als Konsequenz
weise die uneinheitliche Elektrode ein nicht-ideales Verhalten auf, selbst wenn sie

lokal ideal polarisierbar ist.



24 Kapitel 3. Methoden

3.2 Interferometrie

Die Interferometrie ist eine Methode zur direkten Bestimmung der optischen Dicke
2nd einer Schicht, die sich die an einer diinnen Schicht auftretenden
Interferenzeffekte zunutze macht. Ist der Brechungsindex n bekannt, ermdglicht dies
die Bestimmung der Schichtdicke d. Fallt Licht auf die zu untersuchende diinne
Schicht, findet sowohl an der Ober- als auch an der Unterseite der diinnen
Probenschicht eine Teilung des Strahls in einen reflektierten und einen
transmittierten  Strahl statt. Zwischen den reflektierten Strahlen treten
Interferenzeffekte auf (Abb. 3.6 A), die bei der Verwendung von

monochromatischem Licht je nach Schichtdicke konstruktiv oder destruktiv sind.

A
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Abb. 3.6. A) Interferenzeffekte an diinnen Schichten: Der an der Oberfliche
reflektierte Strahl interferiert mit dem an der Unterseite der diinnen Schicht
reflektierten Strahl. B) Schematischer Aufbau des Interferometers. Das reflektierte
Licht wird iiber einen Lichtleiter zum Spektrometer geleitet.
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Wird hingegen weilles Licht eingestrahlt, ist die Interferenz wellenldngenabhingig,
ein Interferenzspektrum ist die Folge [26]. Sind Brechungsindex » und
Einfallswinkel konstant, so ist die Lage der Extrema eine Funktion der Schichtdicke
d. Fiir senkrecht zur Oberfliche einfallendes Licht ergibt sich

mA=2nd (3.9)

mit der Ordnung der Maxima m und der Wellenlidnge A des einfallenden Lichts. Mit
zunehmender Schichtdicke verschiebt sich das Spektrum zu groBeren Wellenldngen.
In dieser Arbeit wurde ein Ocean Optics S 1000 Interferometer (Dunedin, FL, USA)
verwendet, der Aufbau ist in Abb. 3.6 B schematisch dargestellt. Das Licht einer
Halogenlampe wird {iber einen Lichtleiter mit einer resultierenden Strahlgrée von
etwa 1-2 mm auf die zu untersuchende Probe fokussiert. Der Wellenldngenbereich des
eingestrahlten Lichts variiert im Bereich von 400 — 900 nm. Die Ausleuchtung und
Detektion des Lichts werden entlang der Oberflaichennormalen vollzogen. Das
reflektierte Licht gelangt tiber einen Lichtleiter zum Spektrometer. Zur Normierung
der Intensitéitsverteilung des weilen Lichts dient das Reflektionsspektrum von einer
Goldoberfliche. Die Datenerfassung und Auswertung wurde mit einem im

Arbeitskreis geschriebenen Programm in LabView 6.0 durchgefiihrt.

3.3 Rasterkraftmikroskopie

Zur Untersuchung biologischer Proben in wissriger Umgebung hat sich die
Rasterkraftmikroskopie (Scanning Force Microscopy, SFM) bewdhrt, die eine
Auflésung von wenigen Nanometern erlaubt und damit die Abbildung einzelner
Dominen in Lipidschichten und sogar in Proteinen ermdglicht. Ein wesentlicher
Vorteil gegeniiber der Elektronenmikroskopie besteht darin, keine leitenden Proben zu
bendtigen und diese nicht im Vakuum vermessen zu miissen, was die Prédparation
biologischer Proben erheblich erleichtert. Zudem befinden sie sich wihrend der

Messung in Wasser und somit in ihrer natiirlichen Umgebung.

3.3.1 Grundlagen

Das Rasterkraftmikroskop wurde im Jahr 1986 von Binnig et al. [69] vorgestellt. Es
gehort zu den  Rastersondenmikroskopen, deren Entwicklung aus der

Rastertunnelmikroskopie (STM) hervorging. Das Messprinzip des
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Rasterkraftmikroskops basiert auf der Wechselwirkung einer in xy-Richtung iiber die
Probe gerasterten Messspitze mit der Oberfliche. Diese Spitze ist an einem
Federbalken (engl. Cantilever) befestigt, dessen Verbiegung ein Mal} fiir die
auftretende Wechselwirkung zwischen Spitze und Probe darstellt. Die Detektion der
Cantileverauslenkung kann {iber verschiedene Techniken erfolgen, wie die
Interferometrie, die Piezoelektrizitit, die Messung des Tunnelstroms oder die
Verdnderung der Kapazitit. Die kommerzialisierte und damit vorwiegende
Detektionsmethode beruht auf der Auslenkung eines auf der Cantilever-Riickseite
reflektierten Laserstrahls (Abb. 3.8). Uber eine positionsempfindliche Photodiode
wird die Auslenkung detektiert und zusammen mit dem Raster zur Erzeugung von
Abbildungen benutzt. Neben dem Fehlersignal (engl. Deflection) lassen sich auch
laterale Verbiegungen des Federbalkens messen, aus denen Reibungskrifte ermittelt
werden konnen. Die Federkonstanten der héufig aus Silizium oder Siliziumnitrid
bestehenden Cantilever liegen iiblicherweise bei 0.01 — 1 N/m, die Spitzenradien

variieren zwischen 2 - 100 nm.

Kraft F/ Potential V
|

I
I
| | Fe)=aviz
I
I

repulsive

Krafte Viz)
Ve
1
| l Spitze-Probe-Abstand z
1 1nm .

@ I - m

| -7

attraktive P

Krafte \

||
Contact-Mode

|
Non-Contact-Mode

[—
Intermittent-Contact-Mode

Abb. 3.7. Darstellung des Wechselwirkungspotentials V(z) und der daraus
abgeleiteten Kraft F(z) als Funktion des Spitze-Probe-Abstands z. Gezeigt sind zudem
die Arbeitsbereiche der verschiedenen Betriebsmodi. Quelle: [70]
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Die jeweiligen Regelparameter bei der Abbildung einer Probe werden in den meisten
Betriebsmodi iiber einen Riickkopplungsmechanismus konstant gehalten. Im Contact-
Mode im Constant Force-Betrieb wird auf einen konstanten Wert der Kraft geregelt.
Die Messspitze befindet sich in stindigem repulsiven Kontakt mit der Probe. 0
verdeutlicht dies anhand der typischen Verldufe des Wechselwirkungspotentials V(z)

und der sich daraus ergebenden Kraft

dV(z)

F(z)=- (3.10)

als Funktion des Spitze-Probe-Abstands z. Im Intermittent-Contact-Mode’ wird
iblicherweise die Amplitude oder Phase konstant gehalten. In diesem Betriebsmodus,
der mit dem Non-Contact-Mode zu den dynamischen Betriebsmodi zdhlt, wird die
Spitze durch eine externe Kraft zu oszillierenden Bewegungen angeregt. Sie beriihrt
die Probe in einer Schwingungsperiode nur fiir kurze Zeit. Die genaue Kontaktzeit
hingt von der Elastizitit der untersuchten Probe ab. Der Cantilever durchlduft wie in 0
verdeutlicht wahrend einer Oszillation sowohl attraktive als auch repulsive Bereiche
des Wechselwirkungspotentials V(z). Im Non-Contact-Mode oszilliert der Cantilever
mit geringer Amplitude (< 10 nm) nur im attraktiven Potentialbereich.

Aufgrund der geringen Kontaktzeit der Spitze mit der Oberfliche und der
Minimierung lateraler Scherkrifte arbeiten die dynamischen Betriebsmodi
zerstorungsfreier als der Contact-Mode, der jedoch in der Regel eine hohere laterale

Auflésung liefert.

3.3.2 Messaufbau

Der allgemeine Aufbau eines Rasterkraftmikroskops mit Lichtzeigerprinzip im
dynamischen Modus ist in Abb. 3.8 dargestellt. Der Strahl einer Laserdiode wird an
der Oberseite des Cantilevers reflektiert, der von einem Frequenzgenerator iiber ein
Piezoelement zur Schwingung angeregt wird. Die Vierquadrantendiode detektiert die
Position des reflektierten Lichtstrahls, die mit der momentanen Auslenkung des
Cantilevers korreliert. Das detektierte Signal wird an einen Lock-In-Verstirker
weitergegeben, mit dem die relative Anderung der Amplitude und Phase zum
Anregungssignal bestimmt wird. In dem in Abb. 3.8 gezeigten Aufbau wird die Probe
iiber eine xyz-Rasterelektronik bewegt, oftmals finden sich jedoch auf Aufbauten, in
denen der Messkopf bestehend aus Cantilever und Anregungspiezostellelement

gerastert wird.

> Der Intermittent-Contact-Mode wird hiufig auch als Tapping-Mode bezeichnet.
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Abb. 3.8. Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Rasterkraftmikroskops
im dynamischen Modus. Die Abkiirzung LED bezeichnet die Leuchtdiode. Quelle:
[70]

3.4 Quarzmikrowaage

Viele wichtige physikalische und chemische Prozesse gehen mit einer
Massendnderung einher und konnen tiiber diese mittels einer Quarzmikrowaage
detektiert werden. So lassen sich nicht nur Informationen liber Bindungsereignisse an
Oberflachen, sondern auch materialspezifische Groflen wie Oberfldchenladungs-
zustidnde und Viskositét erhalten.

Das theoretische Fundament fiir diese Technik wurde im Jahr 1885 von Raleigh mit
der Entdeckung der Piezoelektrizitit gelegt [71], die ersten Untersuchungen fiihrten
Jacques und Pierre Curie jedoch schon im Jahr 1880 durch [72]. Eine Bedeutung in
der Analytik kam der Quarzmikrowaage allerdings erst zu, als es gelang, einen

linearen Zusammenhang zwischen Massenabscheidung und Frequenzénderung
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aufzustellen [73]. Mit der Mdglichkeit, Quarze auch unter Fliissigkeiten zu betreiben,

erdffneten sich auch in der biochemischen Forschung zahlreiche Anwendungen.

3.4.1 Grundlagen

Die Technik der Quarzmikrowaage (quartz crystal microbalance, QCM) basiert auf
dem inversen piezoelektrischen Effekt, der bei Kristallen ohne Punktsymmetrie-
zentrum auftritt. Die Besonderheit eines piezoelektrischen Materials liegt in der
Erzeugung einer Potentialdifferenz zwischen den Oberflichen eines Kristalls beim
Aufbringen einer mechanischen Spannung. Der inverse piezoelektrische Prozess
besteht in einer spezifischen mechanischen Deformation, wenn zwischen den
Kristalloberflichen eine Spannung angelegt wird. Der fiir QCM-Messungen
verwendete o-Quarz weist einen solchen inversen piezoelektrischen Effekt auf. Wird
das System mit einer Wechselspannung angeregt, so tritt durch die Reaktion der
Atome auf die wechselnde Polarisation eine Schwingung im Quarz auf. Die jeweils
auftretende Schwingungsform héngt vom Schnittwinkel ab, mit dem das
Quarzplittchen aus dem nativen a-Quarz geschnitten wurde. Die in der QCM-
Technik verwendeten Quarze werden im AT-Schnittwinkel von 35° 10" zur optischen
Achse aus dem Quarz herausgeschnitten (A7-cut Quarz) und gehoren zu den
Dickenscherschwingern (Abb. 3.9) [74]. Der Temperaturkoeffizient der AT-cut

Quarze ist zwischen 0 und 50 °C nahezu Null.

A Z-axis B

Abb. 3.9. A) Darstellung der AT-Schnittebene im Quarz. B) Goldelektroden (grau)
auf einem AT-cut Quarz. C) Grundschwingung einer Dickenscherschwingung eines
AT-cut Quarzes.



30 Kapitel 3. Methoden

Die Eigenschaften der Dickenscherschwingung erlauben eine quantitative Detektion
sehr kleiner Massendnderungen, da die entsprechende Resonanzfrequenz von der
Dicke des Quarzes abhingt, die genau einer halben Wellenlidnge entspricht. Die

Resonanzfrequenz £ kann berechnet werden {iiber:

1 Uaq
Iy (3.11)
2dq '\ pq

mit dem Schermodul g, der Dichte p, und der Dicke d, des Quarzes.’
Nach Sauerbrey gilt, dass eine Massendnderung Am auf dem Quarz zu einer

Dickenénderung Ad und Resonanzfrequenzidnderung Af fiihrt [73]:

foAd _ 2f]Am
dq A HapPaq

Af = =—-CrAm (3.12)

Diese lineare Beziehung zwischen Massen- und Dickenverdnderung setzt voraus, dass
die Dichte der angelagerten Masse und des Quarzes iibereinstimmen, die Masse fest
und gleichméBig auf der Elektrodenfliche 4 verteilt ist und die Massenbeladung 0.5
% der urspriinglichen Quarzmasse nicht iibersteigt [75]. Streng genommen gilt diese
Beziehung nur fiir Messungen in der Gasphase. Liegt hingegen die Uberschichtung
einer Quarzseite mit einer Newtonschen Fliissigkeit vor, pflanzt sich die Schwerwelle
in die Fliissigkeit hinein fort, wo sie je nach Dichte p, und Viskositidt 7, eine
unterschiedlich starke Dampfung erféhrt. Aus der einhiillenden Exponentialfunktion
der gedimpften Welle ldsst sich die Eindringtiefe der Welle in die Fliissigkeit
bestimmen. Fiir die Anderung der Resonanzfrequenz bei einer Massenabladung in

Fliissigkeiten ergibt sich ohne Beriicksichtigung von Energieverlusten [76]:

Af :fos/z(M)l/z (3.13)
TTHqOq

3.4.2 Messaufbau

Der verwendete Messaufbau ist in Abb. 3.10 schematisch dargestellt. Ein 5 MHz AT-
cut Quarz wird in eine Teflonkammer eingespannt und mit Fliissigkeit iiberschichtet.

Um die Beeinflussung der Schwingung moglichst gering zu halten, werden die zwei
zur Abdichtung der Quarzkammer benétigten Dichtringe am Rand des Quarzes
platziert. Die Elektroden sind mit Goldzuleitungen an der Unterseite des Quarzes

leitend verbunden und werden dort iiber Federkontakte an einen Oszillatorschaltkreis

® Fiir einen 5 MHz AT-cut Quarz konnen folgende Werte angenommen werden: d, = 0.33 mm, yu, =
2.947 10" N/m? und p, = 2651 kg/m’.
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angeschlossen. Durch den Oszillator, der mit einer Spannungsquelle verbunden ist,
wird der Quarz zu Schwingungen angeregt, gleichzeitig wird seine Resonanzfrequenz
mittels eines Frequenzzihlers ausgelesen. Durch eine serielle Schnittstelle wird die
ermittelte Resonanzfrequenz an den Computer weitergegeben, wo sie aufgezeichnet

und zeitlich dargestellt wird.
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Abb. 3.10. Schematischer Aufbau der Quarzmikrowaage-Apparatur. Der Quarz wird
in eine Teflonkammer eingespannt und mit einem Oszillatorschaltkreis an einer
Spannungsquelle verbunden. Uber einen Frequenzzihler wird die Resonanzfrequenz
an einen Computer weitergegeben. Die Zugabe von Losungen erfolgt iiber ein
externes Gefdll, das iber einen geschlossenen Fliissigkeitskreislauf mit der
Quarzkammer verbunden ist. Quelle: [77]

Die Zugabe von Losungen in die Messkammer erfolgt {iber ein externes Gefal3, das
iiber einen geschlossenen Fliissigkeitskreislauf mit der Messkammer verbunden ist.
Eine Peristaltikpumpe sorgt fiir ein gleichméBiges Zirkulieren der Fliissigkeit. Zur
Regulierung der Temperatur befinden sich sowohl die Messkammer als auch der
Oszillatorschaltkreis in einem auf 20 °C temperierten Faradaykédfig aus Messing. Um

mechanische Stdrungen zu minimieren, steht der Aufbau auf einem gedampften Tisch.






4 Praparation

4.1 Auswahl des Substrats

Um eine Untersuchung von poreniiberspannenden Membranen zu ermoglichen, sollte
das verwendete pordse Substrat elektrochemischen und oberfldchenanalytischen
Verfahren zugénglich sein. Zudem sollte es eine hohe chemische und mechanische
Stabilitdt aufweisen, die Porengréflen sollten iiber einen weiten Bereich einstellbar
sein und es sollte mdglich sein, die Oberfliche iiber gut reproduzierbare self-
assembly-Techniken selektiv zu funktionalisieren.

Es sind eine Reihe von Verfahren beschrieben, die es ermoglichen, Lochstrukturen in
festen Substraten zu erzeugen. Hoppener und Augustin et al. stellten
Glimmersubstrate mit durchgehenden Lochstrukturen her, indem sie die
Glimmeroberflichen mit Schwerionen beschossen [78, 79]. Die durch den Beschuss
entstandenen atomaren Storungen wurden mit Flusssdure auf den gewiinschten
Lochdurchmesser erweitert. Die erhaltenen Substrate sind gut geeignet fiir
Anwendungen und Nachweisverfahren, die eine atomar glatte Oberfldche erfordern,
sind elektrochemischen Nachweismethoden jedoch nicht zugénglich. Zudem
existieren in Europa zur Zeit nur zwei Strahlquellen fiir Schwerionen ausreichender
Energie, wodurch sich die Priparation dieser Substrate als recht aufwendig erweist.
Ein weiteres mogliches Substrat ist Silizium, dessen Mikrostrukturierung aus der
Chiptechnologie bekannt ist [80]. Silizium ist elektrochemischen und
oberflachenanalytischen Verfahren zugédnglich. Die Porengréf8en konnen prinzipiell
iiber den Dotierungsgrad, die eingesetzte Sdurekonzentration und die
Anodisierungsspannung variiert werden. Die genauen Zusammenhinge des
Anodisierungsprozesses sind davon abhidngig, ob p- oder n-dotiertes Silizium
vorliegt. Der Dotierungsgrad ist jedoch nur in einem gewissen Rahmen einstellbar,
was gerade bei hohen Dotierungsgraden die Reproduzierbarkeit vermindert. Silizium
ist ohne eine Siliziumdioxid-Schicht in wéssriger Losung nicht stabil und weist somit
ohne Oxidation oder Oberfldchenfunktionalisierung keine ausreichende chemische
Stabilitdt auf [81]. Zudem kann im Fall von n-dotiertem pordsem Silizium nicht
davon ausgegangen werden, dass die entstehenden Poren zylinderformig sind. Gosele

und Arbeitsgruppe untersuchten die Herstellung hochgeordneter pordser Aluminate
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[82-86]. Sie wiesen eine direkte Einstellbarkeit sowohl der Porentiefe als auch der
Porendurchmesser im Bereich von 10 nm bis 400 nm nach. Aufgrund der nativen
Oxidschicht weist Aluminium eine gute chemische Stabilitét in wéssrigen Losungen
auf und bietet eine anndhernd zylinderférmige Porenform [86]. Aufgrund der
Leitfahigkeit des Aluminiums und der kapazitiven Eigenschaften des Aluminats [87]
ist das Substrat prinzipiell der elektrischen Impedanzspektroskopie zugénglich.

Da die pordsen Aluminate die an das Material gestellten Anforderungen
weitestgehend erfiillen, wurden sie in dieser Arbeit als Substrat fiir die

poreniiberspannenden Lipiddoppelschichten verwendet.

4.2 Herstellung von Aluminatsubstraten

4.2.1 Grundlagen der Herstellung poroser Aluminate

An Luft und in wissrigem Medium ist Aluminium mit einer diinnen nativen
Oxidschicht belegt. Diese Schicht entsteht durch die Reaktion:

2 Al+3 H,O - AlLbO3 +3 H,

mit einer freien Enthalpie von -864,6 kJ/mol [86]. Durch die Bildung des Oxids
werden die Reaktionspartner voneinander getrennt, so dass die Reaktion zum
Erliegen kommt (Passivierung). Der Ladungstransport kann jedoch iiber das Anlegen
einer dueren Spannung an das Aluminium aufrecht erhalten werden. Es finden dabei

folgende Reaktionen statt:

Anode: 2A1+3H,0 > ALO;+6H +6¢
Kathode: 6H +6e —3H,

An der Oxid/Elektrolyt-Grenzflache kommt es zur Reduktion von Protonen, wihrend
an der Metall/Oxid-Grenzfliche die Oxidation von Al zu AI’" stattfindet. Das
gebildete AI’" fiihrt entweder zur Oxidbildung mit den an die Metall/Oxid-
Grenzfliche gedrifteten O* bzw. OH™ -Ionen oder es driftet aufgrund des angelegten
Feldes zur Oxid/Elektrolyt-Grenzfldche.

Je nach verwendetem Elektrolyten, Temperatur und Stromstirke bildet sich entweder
ein massives Barriereoxid oder eine pordse Struktur aus: In Elektrolyten, die das

entstethende Oxid nicht angreifen, entsteht ein Barriereoxid. Der genaue
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Entstehungsprozess wird in Kapitel 4.2.3 ndher erldutert. Findet die Anodisierung
hingegen in einem Elektrolyten statt, der das gebildete Oxid langsam auflGst,
entstehen pordse Strukturen im Aluminat. Die Bildung des Oxids findet in diesem
Fall fast ausschlieBlich an der Metall/Oxid-Grenzfliche statt. Zwar wandern die AI**-
Ionen auch durch das Oxid, werden aber an der Grenzfliche direkt an den
Elektrolyten abgegeben, ohne zur Oxidbildung beizutragen. Die Stromeffizienz
betrdgt daher nur etwa 60 %.

Die Poren wachsen senkrecht zur Oberfldche, es entsteht ein Gleichgewicht zwischen
der Auflésung des Oxids an der Oxid/Elektrolyt-Grenzflache und der Bildung neuen
Oxids an der Metall/Oxid-Grenzfliche. Die Abldufe, die zur Bildung der Poren
fiihren, sowie der resultierende Stromverlauf sind in Abb. 4.1 und Abb. 4.2 gezeigt.
Zunichst bildet sich auch bei der Entstehung pordser Substrate eine Barriereschicht
aus, die eine Abnahme des Stromflusses auf einen Bruchteil des Anfangswertes zur
Folge hat (Phase 1). Aufgrund von Inhomogenititen im Aluminium kommt es zu
Fluktuationen in der Dicke des gebildeten Barriereoxids. An den Vertiefungen weist
das E -Feld eine hohere lokale Feldstirke auf, die durch die Polarisierung der Al-O-
Bindungen eine schnellere Auflosung des Oxids zur Folge hat (Phase 2).

Abb. 4.1. Kinetik des Porenwachstums: 1. Wachstum eines Barriereoxids, 2.
Entstehung von Vertiefungen, 3. Bildung der ersten Poren, 4. Porenwachstum.
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Andererseits bewirkt die erhohte Feldstiarke auch einen hoheren Ionenfluss, so dass
neben einer schnelleren Aufldsung des Oxids auch eine schnellere Bildung auftritt.
Die bestehenden Vertiefungen werden also nicht ausgeglichen wie bei der Bildung
eines Barriereoxids, sondern verstirkt und kdnnen somit der Porenbildung als Keime
dienen. Die erhdhte Ionendrift bewirkt ein Ansteigen des Stromes (Phase 3), das
solange andauert, bis die gesamte Substratoberfldche mit Poren bedeckt ist und die
Poren sich gegenseitig in ihrem horizontalen Wachstum beschrdnken. Das
anschlieBende Wachstum ist von einem Gleichgewicht zwischen Bildung und
Auflosung des Oxids an den Oxid/Elektrolyt-Grenzflichen an den Porenbdden
gekennzeichnet (Phase 4). Dieser Gleichgewichtszustand wird im nahezu konstanten
Stromverlauf deutlich. Die leichte Abnahme des Stromes iiber einen lidngeren
Zeitraum ist auf eine chemische Verdnderung des Elektrolyten in den Poren durch

den Einbau von Sauerstoff sowie die Freisetzung von AP’ zuriickzufiihren [86].
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Abb. 4.2. Resultierender Stromverlauf beim Anodisierungsprozess von Aluminium in
0.3 M Oxalsaure.

Das entstehende Aluminiumoxid besteht aus amorphem oder polykristallinem y-
AlLOs. Der Wassergehalt ist immer noch Gegenstand von Diskussionen, die
gefundenen Werte variieren zwischen 0 % und &dquimolaren Mengen [87, 88].
Dagegen ist bekannt, dass die Oxide wihrend der Anodisierung lonen aus der
Elektrolytlosung inkorporieren, im Falle der Oxalsdure wurden Werte von 3 - 8 %
Oxalat gefunden [89]. Eine Ubersicht iiber diesen Prozess findet sich in [88], [87]
und [86].
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Vor einigen Jahren gelang es erstmals, hexagonal geordnete pordse Strukturen in
Aluminium zu erzeugen [90]. Dabei zeigen die Porenanordnungen polykristalline
Strukturen, die geordnete Doménen von einigen Mikrometern aufweisen [83]. Fiir
das Auftreten geordneter Strukturen werden die zwischen benachbarten Poren
auftretenden Krifte verantwortlich gemacht. Im Laufe des Anodisierungsprozesses
geht das anfanglich ungeordnete Porenwachstum daher in ein geordnetes iiber. Um
geordnete  Porenstrukturen zu erhalten, wird die in einem ersten
Anodisierungsprozess erhaltene pordse Schicht vom Aluminium abgeldst, das
Aluminium erhélt so eine hexagonal geordnete Vorstrukturierung. Diese bereits
vorgegebenen Vertiefungen bilden die Keime fiir die Porenbildung im zweiten
Anodisierungsprozess. Eine mogliche Ursache fiir diese Kréfte ist der mechanische
Stress, der durch die Expansion wihrend des Oxidwachstums an der Metall/Oxid-
Grenzfliche hervorgerufen wird [85]. Da die atomare Dichte des Aluminiums im
Oxid um einen Faktor zwei kleiner ist als im metallischen Aluminium und die
Oxidbildung am kompletten Porenboden simultan abléuft, kann das Material sich nur
in vertikaler Richtung ausbreiten, so dass die existierenden Porenwédnde nach oben
gedriickt werden. Die Expansion des Aluminiums unter der Anodisierung fiihrt zu
etwas weniger als dem doppelten Original-Volumen, abhingig von den jeweiligen
experimentellen Bedingungen.

Anodisierungsparameter

Die Attraktivitdt der pordsen Aluminate liegt zum Teil darin begriindet, dass die
Eigenschaften der Poren durch die Wahl der Anodisierungsparameter an die
jeweilige Anwendung angepasst werden konnen. So weist die Dicke der pordsen
Schicht eine lineare Abhdngigkeit von der Anodisierungsdauer auf, im Fall von
Oxalsédure und einer Anodisierungsspannung von 40 V liegt die das Porenwachstum
bei etwa 2 pum/h [85]. Hingegen bleibt die Schichtdicke des Oxids an den
Porenbdden zeitlich konstant. Sie kann iiber die angelegte Spannung variiert werden.
Die entstehende Dicke des Oxids betrdgt 1.3 nm/V [82]. Neben der Dicke der
Barriereschicht weisen auch Porenabstinde sowie Porendurchmesser eine
proportionale Abhéngigkeit zur angelegten Anodisierungsspannung auf. Der Abstand
der Poren wichst linear mit der angelegten Spannung und betrigt 2.6 nm/V [82]. Li
et al. gelang es, diesen Abstand zwischen 50 nm und 420 nm zu variieren [83, 84].

Die bislang erreichten Porendurchmesser liegen im Bereich von 10 nm und 400 nm.
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4.2.2 Herstellung pordser Aluminate

Die Herstellung der pordsen Aluminate beinhaltet das Tempern und Elektropolieren
als Vorbehandlung, den Anodisierungsprozess sowie je nach Anwendung das

Aufweiten bzw. Ausdinnen der Poren.

Elektrochemisches Polieren

Hochreine Aluminiumfolien (Goodfellow, 99.999 %, Dicke 0.5 mm, 2 x 2 cm?)
wurden zunichst fiir 3 Stunden bei 500 °C ausgeheizt, um die Korngrofen des
polykristallinen Aluminiums zu erhéhen und damit die Korngrenzen zu vergrofBern,
die ein regelmiBiges Porenwachstum storen wiirden. Zur Glattung der Oberflache
wurden die Substrate dreimal fiir etwa 40 Sekunden bei einer Temperatur von 70 °C
und einer Spannung von 20 V elektropoliert’. Als saurer Elektrolyt diente ein
Schwefelsdure/Phosphorsdure/Wasser-Gemisch im Massenverhiltnis 2:2:1. Direkt
nach dem Entfernen des Elektrolyten wurden die Proben griindlich mit Wasser
gespiilt.

Isolierung
Riihrer
-1 Saure
+ Platindraht
|=' node j
!e !1ere|emen!

Abb. 4.3. Schematische Darstellung der Apparatur zur Herstellung pordser
Aluminate. Das Aluminium wird als Anode in die Kammer eingespannt, ein
Platindraht dient als Kathode. Das Temperieren erfolgt liber eine Peltierelement, eine
Styropor-Ummantelung isoliert die Reaktionskammer. Der Riihrer wird iiber einen
auBlerhalb dieser Zelle befestigten Motor bewegt.

7 Greift der Elektrolyt das gebildete Oxid mit einer hohen Auflosungsrate an, so kommt es zum
Prozess des Elektropolierens. Unebenheiten werden hierbei nicht verstirkt, sondern ausgeglichen.
Bisher ist dieser Vorgang allerdings noch nicht im Detail aufgeklart.
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Herstellung ungeordneter Poren

Ungeordnete Poren wurden in einem einstufigen Anodisierungsprozess erhalten, der
in 0.3 M wissriger Oxalsédure bei 2 °C und 40 V {iber mehrere Stunden durchgefiihrt
wurde. Die elektropolierten Aluminiumtriger wurden hierzu in die in Abb. 4.3
dargestellte Apparatur eingebaut. Ein Riihrer gewidhrleistet, dass sich die chemische
Zusammensetzung des Elektrolyten an der Probenoberfliche nicht dndert. Ein
regelbares Peltierelement mit einem daran angeschlossenen Kiihlwasserkreislauf
ermoglicht das Temperieren der Reaktionskammer.

Nach dem Anodisierungsprozess wurden die Proben mit Reinstwasser gespiilt, um
Séurereste zu entfernen. Zur Kontrolle des Anodisierungsprozesses erfolgte eine

kontinuierliche Aufzeichnung des Stromverlaufs.

Herstellung geordneter Poren

Die Herstellung hexagonal geordneter Poren erfolgte iiber einen zweistufigen
Anodisierungsprozess. Im ersten Schritt wurden die Proben wie oben beschrieben fiir
mehrere Stunden bei 40 V anodisiert. In einem Zwischenschritt folgte die Ablosung
des gebildeten, pordsen Oxids in einer gerlihrten sauren, wéssrigen Chrom(VI)oxid-
Losung (1,8 w% CrO; und 7,06 w% H3PO,) bei 70 °C iiber mehrere Stunden, gefolgt
von griindlichem Spiilen in H,O. Die Probe besall anschlieBend eine hexagonal
geordnete Vorstrukturierung. Bei einem zweiten Anodisierungsprozess, der unter den
gleichen Bedingungen durchgefiihrt wurde wie der erste, wurden diese

Vorstrukturierungen iiber einige Stunden zu Poren vertieft.

Aufweiten der Poren

Je nach Anwendung wurden die erhaltenen pordsen Aluminate in einem
anschlieBenden Schritt entweder aufgeweitet oder ausgediinnt®. Der Prozess des
chemischen Aufweitens bestand im 3-stiindigen Lagern der Proben in 0.3 M
Oxalsdure bei einer Temperatur von 30 °C. AnschlieBend wurden die Proben mit

Reinstwasser gespiilt.

Ausdiinnen der Porenbdden

Zur Verringerung der Dicke der Oxidschicht an den Porenbdden wurde in Anschluss
an die Anodisierung ein Ausdiinnprozess durchgefiihrt. Hierzu wurde eine
exponentiell abfallende Spannung an die Proben mit einer Zeitkonstanten von 40
Minuten angelegt [82]. Die Startspannung wurde durch die Anodisierungsspannung
gegeben und betrug 40 V, die Endspannung lag bei 40 mV. Abb. 4.4 zeigt den

¥ Eine Probe sollte jedoch nicht beiden Prozessen unterzogen werden, da dies ein Ineinanderwachsen
der Poren zur Folge hat und eine definierte Pordsitét nicht mehr gewéhrleistet werden kann.



40 Kapitel 4. Prdparation

Spannungs- und  Stromverlauf beim  Ausdiinnprozess eines  pordsen
Aluminatsubstrats. Wie bei der Anodisierung diente 0.3 M Oxalsdure als Elektrolyt,
die Temperatur betrug 2 °C. AnschlieBend wurden die Proben sofort mit

Reinstwasser gespiilt, um Sdurereste zu entfernen.
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Abb. 4.4. Spannungs- und Stromverlauf beim Ausdiinnprozess in 0.3 M Oxalséure.

Beschichtung der pordsen Aluminate mit Gold

Die Proben wurden zunichst fiir 5 Minuten im Argon-Plasma gereinigt. In einem
Sputter Coater 108 auto der Firma Cressington wurde das Substrat mit 25 nm Gold
belegt. Die Messung der aufgebrachten Schichtdicke erfolgte {iber einen
Schwingquarz, der sich in der Probenkammer befindet. Da nur die obere Oberfldche
des pordsen Substrates mit Gold beschichtet werden sollte, erfolgte das Aufbringen
des Goldes unter senkrechtem Winkel. Die eventuell auftretende Belegung des
Porenbodens mit Gold hat keinen Einfluss auf die durchgefiihrten Experimente, da
die Vesikel durch GroBenausschluss nicht in die Poren diffundieren kdnnen. Das
Aufbringen des Goldes unter einem anderen Winkel wiirde jedoch die Belegung des
oberen Porenrandes mit Gold beinhalten, was eine direkte Beeinflussung der

Membranpriparation zur Folge hétte.

4.2.3 Grundlagen der Herstellung planarer Aluminate

Wird der oben beschriebene Atzprozess in einem Elektrolyten durchgefiihrt, der das
entstehende Oxid nicht angreift, bildet sich ein massives Barriereoxid aus. Dieses

wichst solange, bis die angelegte Spannung nicht mehr ausreicht, um einen
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Ionentransport liber das Oxid zu ermdglichen, d.h. die Oxidation des Aluminiums
kommt zum Erliegen. Das Wachstum des Oxids findet dabei im Gegensatz zu der
Oxidbildung im Fall pordser Aluminate sowohl an der Oxid/ Elektrolyt-Grenzschicht
als auch an der Grenzschicht zwischen Metall und Oxid statt. An der Elektrolyt-
Grenzschicht beruht dieses Wachstum auf dem Transport von Al’*-Ionen, an der
Metall-Grenzschicht auf dem Transport auf O*/OH -Ionen. Die Stromeffizienz, die
zur Bildung des Oxids fiihrt, betrdgt im Fall der planaren Oxide also etwa 100 %
[86]. Entstehende Unebenheiten in der anfidnglichen Barriereschicht werden nicht
wie im Fall der pordsen Aluminate verstéirkt, sondern ausgeglichen. Eine detaillierte

Beschreibung dieses Herstellungs-Prozesses findet sich in [87, 88].

4.2.4  Herstellung planarer Aluminate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die planaren Aluminiumoxide auf zwei
verschiedene Arten hergestellt. In einer Vorbehandlung wurden die Aluminate fiir
beide Herstellungsverfahren zunichst wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben elektropoliert.
Bei der ersten Methode wurde die Anodisierung wie im Falle der porésen Aluminate
in 0.3 M Oxalsédure bei einer angelegten Spannung von 40 V gestartet, jedoch beim
Erreichen des Minimums der Stromkurve (Abb. 4.2) gestoppt. Es kann angenommen
werden, dass die erreichte Dicke der planaren Oxidschicht in etwa der des Oxids an
den Porenbdden des pordsen Aluminats entspricht.

Im zweiten Herstellungsverfahren wurde das Aluminium bei Raumtemperatur in 0.3
M Borsdure anodisiert, der Strom wurde auf einen Wert von 0.1 A limitiert. Der
Strom folgt einem exponentiellen Abfall und erreicht innerhalb von 60 - 120
Sekunden anndhernd den Wert null. Die resultierende Schichtdicke des planaren
Barrierelayers betridgt 1.2 — 1.7 nm/V, wobei 1.4 nm/V der in der Literatur am
hiufigsten genannte Wert fiir die Dicke von in Borsdure hergestelltem

Aluminiumoxid ist [91].

4.3 Herstellung von Goldelektroden

Fiir die Herstellung von Goldelektroden wurden Glasobjekttriger verwendet, die bei
einer Temperatur von 70 °C in wissriger Detergenzlosung (5 % (v/v) Mucasol) fiir
15 Minuten in einem Ultraschallbad gereinigt und anschlieBend mit Reinstwasser
gespiilt wurden. AnschlieBend wurden die Objekttrager im Stickstoffstrom

getrocknet und fiir 5 Minuten im Argonplasma gereinigt. Die Beschichtung mit
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Chrom und Gold wurde in einer Aufdampfanlage vom Typ E306 der Firma Edwards
durchgefiihrt. Die Glasobjekttrager wurden in eine Kupferschablone gespannt, die
das Aufdampfen kreisrunder Goldelektroden mit einer Flidche von je 0.13 cm?
ermdglicht. Das Hochvakuum in der Aufdampfanlage, das einen Wert von 10 bis
10 bar erreicht, wurde iiber eine dreistufige Oldiffusionspumpe erzeugt. Durch
thermische Verdampfung wurden zunichst 5 — 10 nm Chrom und anschlieBend 100
nm Gold aufgedampft. Dies ist aufgrund eines mechanischen Drehtellers zur Wahl
des Aufdampfmaterials ohne Beliiftung mdglich. Die Dicke der aufgedampften
Schichten wurde iiber die Anderung der Resonanzfrequenz eines in die Apparatur
eingebauten Schwingquarzes gemessen.

Zur Reinigung der Goldelektroden von chemisorbierten Thiolschichten wurde die
Goldelektrode fiir 5 Minuten in einer 80 °C heilen Mischung aus 75 % (v/v)
konzentrierter Schwefelsdure und 25 % (v/v) Wasserstoffperoxid (30 %ig) inkubiert.
Anschliefend wurden die Elektroden in Reinstwasser gespiilt und im Stickstoffstrom

getrocknet.

4.4  Praparation von Lipidmembranen auf
porosen Aluminaten

4.4.1 Praparation von Self-Assembly-Schichten

Die goldbeschichteten Substrate wurden zundchst fiir 5 Minuten im Argonplasma
gereinigt.

Die Funktionalisierung der Goldflichen der pordosen Aluminate mit 3-
Mercaptopropionsdure (3-Mercaptopropionic acid, MPA, HS-CH,-CH,-COOH)
erfolgte {iber 60-miniitige Inkubation in einer 1 mM wiéssrigen MPA-LOsung. Zur
Beseitigung nicht adsorbierter Molekiile wurde die Probe mehrmals mit Reinstwasser
und 10 mM Tris/ HSOy4, pH 8.6 gespiilt.

Die Funktionalisierung der Goldoberflichen mit Mercaptoethylamin (MEA, HS-
CH,-CH,-NH;) erfolgte iiber 60-miniitige Inkubation in einer 1 mM wissrigen
MEA-L6sung. Anschliefend wurde die Probe mit 5 mM Bis-Tris/H,SO4, pH 5.6
gespiilt.

Die Funktionalisierung mit 11-Amino-undecanthiol (MUA, HS-(CH,);;-NH;)
erfolgte iiber 24-stiindige Inkubation in einer 0.5 mM ethanolischen Losung.
AnschlieBend wurde die Oberfliche mit Ethanol und 10 mM MES/NaOH, pH 5.0
gespiilt.
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Der pKs-Wert der Sdurefunktion liegt bei einem Wert von 4.5, der der Amingruppe
bei einem Wert von etwa 10. Die pH-Werte der verwendeten Puffer wurden so
eingestellt, dass liber 99 % der Molekiile im deprotonierten bzw. protonierten

Zustand vorliegen.

4.4.2 Praparation von Polyelektrolytschichten

Das mit MEA funktionalisierte Substrat wurde bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten
in einer 0.12 mM wiéssrigen Losung von negativ geladenem Polystyrolsulfonat (PSS,
M,, = 70000 g/mol) inkubiert, gefolgt von einer 15 miniitigen Inkubation in einer 4
mM wissrigen Losung des Polyelektrolyten Polyethylenimin (PEIL, My, = 600 g/mol).
Der pH-Wert beider Polyelektrolytlosungen wurde auf einen Wert von 5.6
eingestellt, um eine ausreichende Ladung der PEI- und der MEA-Schicht zu
gewihrleisten. Die beiden letzten Schritte wurden insgesamt fiinf mal wiederholt, so
dass sich 12 Polyelektrolytschichten auf dem Substrat befanden. Die zuletzt
aufgebrachte Schicht wurde in 0.5 - 2 M NaCl bzw. Na,SO; prépariert’. Nach jedem
Prédparationsschritt folgte griindliches Spiilen mit H,O, um ein Auspolymerisieren
der Polyelektrolyte in der Losung zu vermeiden. Nach der Priparation wurden die
Polyelektrolytschichten fiir 4 Stunden an Luft getrocknet. Abb. 4.5 zeigt die

Strukturformeln der verwendeten Polyelektrolyte.
A) B)
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Abb. 4.5. Strukturformel von A) Polyethylenimin (PEI) und B) Polystyrolsulfonat
(PSS).

? NaCl wurde nur im Fall von Goldelektroden verwendet, da pordse Aluminate durch Halogenide
irreversibel verdndert werden.
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4.4.3 Préparation von Vesikeln

Extrusionsmethode

Es wurden Stammlosungen der entsprechenden Lipide mit einer Konzentration von
10 mg/ml in Chloroform/Methanol 1:1 hergestellt. Je 100 pl dieser Losung wurden
in ein zuvor mit Chloroform gespiiltes Reagenzglas gegeben und das Losungsmittel
in einem Wasserbad oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur des Lipids fiir 30
Minuten in einem Stickstoffstrom verblasen. Das Lipid schldgt sich dabei in Form
eines diinnen Films an der Glaswand des Reagenzglases nieder. Eventuelle
Losungsmittelreste wurden durch anschlieendes zweistiindiges Trocknen oberhalb
der Phasenumwandlungstemperatur des Lipids im Vakuum entfernt. Der so erhaltene
Lipidfilm kann im Kiihlschrank fiir mehrere Wochen gelagert werden. Der Lipidfilm
wurde in 1 ml Pufferlosung aufgenommen, fiir 15 Minuten im Wasserbad auf eine
Temperatur oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur des Lipids erhitzt und drei
mal fiir je 30 Sekunden geschiittelt. Die erhaltene Suspension aus multilamellaren
Vesikeln wurde anschlieBend in drei Schritten insgesamt 31 mal oberhalb der
Hauptphasenumwandlungstemperatur des Lipids durch eine Polycarbonatmembran
entsprechender Porengrofle gedriickt. Die entstandenen Vesikel sind unilamellar und
haben eine GroBe, die mit dem Porendurchmesser der Polycarbonatmembran
korreliert ist'®. Wihrend der gesamten Priparation sollte die Temperatur der
Suspension nicht unter die Phasenumwandlungstemperatur des verwendeten Lipids

oder der Lipidmischung fallen.

Beschallungsmethode

Zur Herstellung polyelektrolytgestiitzter Lipiddoppelschichten wurden die tiber die
Extrusionsmethode hergestellten Vesikel zusétzlich fiir 3 Minuten mit einem 7ip-
Sonifier Cell Disruptor B15 der Firma Branson beschallt. Die entstehenen Vesikel

sind unilamellar und haben eine Grof3e von etwa 40 — 50 nm.

Prdparation von Giant Vesicles
Unilamellare Giant Vesicles wurden aus einer Lipidmischung bestehend aus
Mischung 1: 70 w% Asolectin
25 w% 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (POPG)
5 w% Cholesterol

' Nach MacDonald et al. ergeben sich bei Verwendung einer Polycarbonatmembran mit einem
Porendurchmesser von 100 nm Vesikelgroen von (80 + 25 ) nm [23].
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Mischung 2: 70 w% Asolectin
25 w% 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (DMPG)
5 w% Cholesterol

Mischung 3: 70 w% Asolectin
25 w% POPG bzw. DMPG und
5 w% 1-Palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholin
(Lyso-PC)

hergestellt. Die Lipide wurden nach der oben beschriebenen Vorgehensweise
im jeweiligen Mischungsverhdltnis verblasen und {iber Nacht bei
Raumtemperatur in Reinstwasser oder 200 mM Sorbitol (Konzentration 0.1 -
0.2 mg/ml) rehydratisiert. Die Giant Vesicles bildeten sich aufgrund der
elektrostatischen ~ AbstoBung  zwischen den  negativ  geladenen
Lipiddoppelschichten selbstidndig aus und waren liber mehrere Wochen stabil
[43]. Zur Untersuchung der Giant Vesicles mittels Fluoreszenzmikroskopie
wurde 1 mol % des Fluoreszenzfarbstoffes f-Bodipy zur Stammlosung der

Lipide gegeben.

4.4.4  Praparation von Lipidmembranen

Prdparation von Lipidschichten auf Basis von negativ geladenen Oberflichen

Fir die Priparation von Lipidschichten auf einer negativ geladenen Oberflache
wurde das positiv geladene Lipid N,N-Dioctadecyl-N,N-dimethylammoniumbromid
(DODAB) verwendet. In Anlehnung an die von Michalke und Hennesthal
verwendeten Priaparationsparameter [50, 92] erfolgte die Funktionalisierung des mit
25 nm Gold beschichteten pordsen Substrates mittels 3-Mercaptopropionsdure
(MPA).

\—l—/\/\/\/\/\/\/\/\/\
/T\/\/\/\/\/\/\/\/\/
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Abb. 4.6. Struktur von N,N-Dioctadecyl-N,N-dimethylammoniumbromid (DODAB).
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Zur Préparation der Lipiddoppelschicht wurde das funktionalisierte Substrat fiir 60
Minuten bei Raumtemperatur in einer iiber die Extrusionsmethode hergestellten
DODAB-Vesikelsuspension (Img/ml) inkubiert. Fiir die Vesikelherstellung wurden
Polycarbonatmembranen mit Porendurchmessern von nominell 100 nm eingesetzt.
Als Puffer wurde 10 mM Tris/H>SO4 pH 8.6 verwendet. Nach erfolgter Inkubation
wurde die Probe mehrmals mit Puffer gespiilt, um nicht gespreitete Vesikel von der
Oberflache zu entfernen. Dabei ist darauf zu achten, dass die Probe immer mit Puffer
bedeckt bleibt, da das Trockenfallen der Probe eine Zerstérung der Membran zur
Folge hitte.

Préparation von Lipidmembranen auf Basis von positiv geladenen Oberflichen

Das mit 11-Amino-undecanthiol (MUA) funktionalisierte Substrat wurde iiber Nacht
bei einer Temperatur von 30 °C in einer 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphoglycerol (DMPG) -Vesikelsuspension inkubiert. DMPG-Vesikel mit einem
nominellen Durchmesser von 400 nm wurden in 10 mM MES/NaOH, pH 5.0
préapariert und in einer Konzentration von 1 mg/ml auf die Oberfldche gegeben. Nach
der Inkubation wurde die Probe mehrmals mit 10 mM MES/NaOH, pH 5.0 gespiilt.

Préparation von Lipidmembranen aus Giant Vesicles

Zur Priparation von Lipidschichten basierend auf Giant Vesicles wurden zwei
verschiedene Methoden eingesetzt: Bei der ersten Methode wurde die mit MEA
funktionalisierte Oberfliche fiir mehrere Stunden bei Raumtemperatur in der
Vesikelsuspension (¢ = 0.1 - 0.2 mg/ml) inkubiert, gefolgt von griindlichem Spiilen
mit Reinstwasser. Bei der zweiten Methode wurde wiéhrend der Inkubation mit
Vesikellosung eine Spannung von +100 mV an das unbelegte Aluminatsubstrat
relativ zu einem Platindraht liber Nacht angelegt. AnschlieBend wurde die Probe
mehrmals mit Reinstwasser gespiilt, um Vesikel aus der Losung und von der

Membran zu entfernen.

Préparation von Lipidmembranen aus thiolipidhaltigen Vesikeln

Fiir die Priparation von Lipidschichten aus thiolipidhaltigen Vesikeln wurde eine
Lipidmischung aus 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC) und 1,2-
Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol (DPPTE) verwendet. Hierzu wurden
unilamellare Vesikel iiber die Extrusionsmethode mit einem nominellen
Durchmesser von 400 nm und einer Konzentration von 1 mg/ml hergestellt. Als
Puffer wurde 10 mM Bis-Tris/H,SO4 mit 10 mM Na,SO4 pH 5.5 verwendet. Um
eine Luftblasenbildung an der Oberfliche wihrend der Inkubation zu vermeiden,

wurde der Puffer vor der Vesikelprédparation iiber eine Wasserstrahlpumpe entgast.
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Das mit 25 nm Gold belegte pordse Substrat bzw. eine planare Goldoberfliche wurde
fiir 5 Minuten im Argon-Plasma gereinigt und tiber Nacht bei einer Temperatur von

50 °C in der Vesikelsuspension inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe mehrmals

mit Puffer gespiilt.
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Abb. 4.7. Strukturformel  von  1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol
(DPPTE).

Prdparation von Lipidmembranen auf Polyelektrolyten

Zur Praparation von polyelektrolytgestiitzten Lipidschichten wurden Vesikel aus
zwitterionischem 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DMPC) und negativ
geladenem 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (DMPG) in
unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen hergestellt. In Anlehnung an die
Préparation von Majewski et al. [5] wurden die iiber die Extrusionsmethode
hergestellten Vesikel fiir einige Minuten mit einem Tip-Sonifier beschallt, was eine
Verkleinerung der Vesikel auf etwa 40 — 50 nm zur Folge hat. Die Inkubation der
polyelektrolytbeschichteten Probe (s. Kap. 4.4.2) in der Vesikelsuspension erfolgte
fiir 30 Minuten bei einer Temperatur von 30 °C. Aschliefend wurde die Probe mit

Reinstwasser gespiilt, ohne jedoch die tiberstehende Fliissigkeit ganz zu entfernen.






5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung der porosen Aluminate

Im ersten Teil der Arbeit wurde das pordse Substrat — pordses Aluminat - zundchst
mit verschiedenen Methoden hinsichtlich seiner Pordsitit, Morphologie und seiner

elektrischen Eigenschaften untersucht.

5.1.1 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Ein wichtiges Charakteristikum pordser Substrate ist ithre Oberflachenporositit, die
iiber rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen bestimmt werden kann. Im Fall
zylindrischer Poren entspricht die Oberflachenpordsitdt der Pordsitidt. Abb. 5.1 zeigt
eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Bruchkante eines Aluminats, das
bei einer Spannung von 40 V in 0.3 M Oxalsdure anodisiert wurde. Das senkrechte
Porenwachstum ist deutlich zu erkennen. Die Oberflichenpordsitit kann daher in

erster Ndherung mit der Pordsitit gleichgesetzt werden.

Abb. 5.1. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Bruchkante pordsen
Aluminats, das bei 40 V in 0.3 M Oxalsidure anodisiert wurde. Das senkrechte
Porenwachstum ist deutlich zu erkennen.
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Zur Bestimmung der Oberfldchenpordsitit wurden Messungen sowohl an Proben
durchgefiihrt, die mittels eines einstufigen Anodisierungsprozesses hergestellt
wurden als auch an solchen, die nach einem zweistufigen Anodisierungsprozess
erhalten wurden. Abb. 5.2 zeigt eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme
einer Aluminatprobe, die iiber einen einstufigen Anodisierungsprozess hergestellt
und im Anschluss an den Anodisierungsprozess ausgediinnt (s. Kap. 4.2.2). sowie
mit 25 nm Gold belegt wurde. Es zeigt sich, dass eine ungeordnete Porenstruktur
erhalten wurde. Die Poren weisen einen mittleren Durchmesser von (22 + 6) nm auf.
Die Oberflachenpordsitidt wurde mittels der in Abb. 5.2 B dargestellten Bearbeitung
der Aufnahme mit dem Programm SPIP durchgefiihrt. Die Oberfldchenpordsitit liegt
bei (17 £ 3) %. Abb. 5.3 A zeigt eine Aufnahme eines Aluminats, das {iber einen
zweistufigen Anodisierungsprozess hergestellt und im Anschluss an den
Anodisierungsprozess ausgediinnt und mit 25 nm Gold belegt wurde. In diesem Fall
ist deutlich die geordnete Porenstruktur zu erkennen. Der Porenabstand betrdgt (110
* 15) nm, der mittlere Durchmesser der Poren (31 = 9) nm. Die iiber die in Abb. 5.3
B dargestellte Maske ermittelte Oberfldchenpordsitét betrdgt (36 + 7) %. Sowohl der
Porendurchmesser als auch die Pordsitét sind grofer als die der ungeordneten Poren,

die Stege sind demnach schmaler als im Fall ungeordneter Proben.
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Abb. 5.2. A) Rasterelektronenmikroskopische =~ Aufnahme eines ausgediinnten
Aluminats, das nach einem einstufigen Anodisierungsprozess erhalten und mit 25 nm
Gold belegt wurde. Es wurden ungeordnete Porenstrukturen erhalten. B) Bearbeitung
von Bild A, die zur Bestimmung der Pordsitit mit dem Programm SP/P verwendet
wurde. Die ermittelte Oberflichenpordsitit betrdgt (17 £ 3) %.
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Abb. 5.3. A) Rasterelektronenmikroskopische ~Aufnahme eines ausgediinnten
Aluminats, das nach einem zweistufigen Anodisierungsprozess erhalten und mit 25
nm Gold belegt wurde. Die geordnete Porenstruktur ist deutlich zu erkennen. B)
Bearbeitung von Bild A, die zur Bestimmung der Pordsitdt mit dem Programm SP/P
verwendet wurde. Die ermittelte Porositit betragt (36 £ 7) %.

5.1.2 Rasterkraftmikroskopische Untersuchungen

Die Rasterkraftmikroskopie ist aufgrund des hohen Auflosungsvermogens auch in
wiassriger Losung eine geeignete Methode zur Abbildung nanopordser Substrate. Sie
erlaubt eine klare Abbildung von Poren mit einem Durchmesser von 40 — 50 nm.
Gegenstand  der rasterkraftmikroskopischen  Untersuchung waren sowohl
ungeordnete als auch geordnete Proben, die nach dem Anodisierungsprozess jeweils
fiir 3 Stunden chemisch aufgeweitet wurden (siche Kap. 4.2.2).

Abb. 5.4. Rasterkraftmikroskopische Aufnahme (/ntermittent-Contact-Mode, 1 x 1
um?) eines ungeordneten, aufgeweiteten, pordsen Aluminats. Die dunkel dargestellten
Poren sind deutlich zu erkennen und weisen einen Durchmesser von (20 £ 6) nm auf.
A) Topographie mit einer Hohenskala von 30 nm. B) Phasenbild mit einer Skala von
20 °.
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Abb. 5.4 zeigt eine rasterkraftmikroskopische Aufnahme (1 x 1 um?) eines pordsen
Aluminatsubstrats. Der Triger wurde iiber einen einfachen Atzprozess hergestellt
wurde und weist somit eine ungeordnete Porenstruktur auf. Abb. 5.4 A gibt die
Hoéheninformation der untersuchten Probenstelle mit einer Hohenskala von 30 nm
wieder, Abb. 5.4 B die Phaseninformation mit einer Skala von 20 °. Die dunkel
dargestellten Poren sind deutlich zu erkennen und weisen einen mittleren

Durchmesser von (20 £ 6) nm auf.

C
O_
€
c 20|
=
40|
1 2 3 4 5
0 200 400 600

Abstand/ nm

Abb. 5.5. Rasterkraftmikroskopische Aufnahme (Infermittent-Contact-Mode) eines
geordneten, aufgeweiteten, pordsen Aluminats (1 x 1 pum?). Die hexagonale
Anordnung der Poren, die einen Durchmesser von (35 £ 8) nm aufweisen, ist deutlich
zu erkennen. A) Topographie mit einer Hohenskala von 110 nm. B) Phasenbild mit
einer Skala von 51 °. C) Hohenanalyse entlang der in A) gezeigten Linie.
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Abb. 5.5 zeigt die rasterkraftmikroskopische Aufnahme eines geordneten, chemisch
aufgeweiteten, porésen Aluminats (1 x 1 pm?). Abb. A gibt die Hoheninformation
mit einer Hohenskala von 110 nm wieder, Abbildung B die Phaseninformation mit
einer Skala von 51 °. Die Poren weisen einen Durchmesser von (35 + 8) nm auf und
sind damit geringfiigig groBer als die ausgediinnten, ungeordneten Poren. Die
hexagonale Anordnung der Poren ist deutlich zu erkennen. Eine Hohenanalyse
entlang der in A gezeigten Linie verdeutlicht die Regelmissigkeit der
Porenanordnung (Abb. 5.5 C). Die Rasterkraftspitze tritt etwa 40 nm tief in die finf
dargestellten Poren ein.'' Der Winkel zwischen zwei benachbarten Poren betrigt (59
+ 5) © und ist charakteristisch fiir eine hexagonale Anordnung der Poren. Beispielhaft
ist in Abb. 5.5 B ein solcher Winkel angegeben. Die Fouriertransformation einer
rasterkraftmikroskopischen Aufnahme eines geordneten, pordsen Aluminats ist in
Abb. 5.6 dargestellt und ldsst deutlich die hexagonale Anordnung der Poren

erkennen.

Abb. 5.6. Fouriertransformation einer rasterkraftmikroskopischen Aufnahme eines
geordneten, aufgeweiteten, pordsen Aluminats.

Wie die in Abb. 5.7 dargestellte Messung zeigt (9 x 10 um?), sind die geordneten
Bereiche nicht auf kleine Ausschnitte begrenzt, sondern erreichen Grof3en von bis zu
(1.5 x 1.5) um? Die Ordnung wird jeweils durch auftretende Korngrenzen

unterbrochen.

" Die Eindringtiefe der Rasterkraftspitze wird von der Spitzengeometrie bestimmt.
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Abb. 5.7. Rasterkraftmikroskopische Aufnahme (Contact-Mode, 9 x 10 um?) eines
geordneten, aufgeweiteten, porosen Aluminats. Die hexagonale Anordnung der Poren
iiber den gesamten Bildausschnitt ist deutlich zu erkennen. A) Topographie mit einer
Hohenskala von 100 nm. B) Fehlersignal mit einer Hohenskala von 20 nm.

5.1.3 Interferometrische Untersuchungen

Wird ein pordser Aluminattriger mit weilem Licht bestrahlt, entsteht ein Fabry-
Perot-Muster. Abb. 5.8 A zeigt beispielhaft das Spektrum eines pordsen,
ungeordneten Aluminats, das in 0.3 M Oxalsdure bei 7= 2°C und U = 40 V fiir 3
Stunden anodisiert wurde. Das entstechende Spektrum ldsst sich auf multiple
Reflektionen des eingestrahlten weiflen Lichts an der Luft-Oxid- sowie der Oxid-
Aluminium-Grenzflidche zuriickfithren. Uber nicht-lineare Kurvenanpassung und
Fourier-Analyse ldsst sich die effektive optische Dicke 2n.d aus dem
Interferenzspektrum ermitteln. Der effektive Brechungsindex kann mittels der
effektiven Mediumstheorie von Bruggeman, die fiir zylindrische Poren entwickelt

wurde [93], abgeschétzt werden:

2 2 2 2

Mriitung ~ Merr Mptox ~ Merr (5.1)
2 e Pt e '(1 - p) =0

Pegttung T Metr Pptox T Hesr

Mit dem Brechungsindex fiir Luft np,s = 1.003, Aluminumoxid 7a10x = 1.63 und der
Pordsitdt p = 0.17 fiir ungeordnete Poren kann so ein effektiver Brechungsindex des
pordsen Aluminats von nes = 1.51 berechnet werden. Die verwendete Gleichung ist
im Anhang A1 gegeben.

Durch Variation des Brechungsindex der Fiillung 7ggiung kann mittels Gleichung 0

die Pordsitit des pordsen Materials abgeschitzt werden. Zur Uberpriifung der
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Pordsitdt einer ungeordneten, aufgeweiteten, pordsen Aluminatprobe, die in 0.3 M
Oxalsdure bei 7 =2 °C bei U = 40 V fiir 3 h anodisiert wurde, wurde diese mit
mehreren Losungsmitteln verschiedener Brechungsindizes ngiiung Uiberschichtet. Das
Losungsmittel fiillt die Poren, was eine Anderung des effektiven Brechungsindexes
nege hervorruft. Bei konstanter Dicke d der Probe hat dies eine Verdnderung der
effektiven optischen Dicke 2nemd in Abhéngigkeit vom jeweiligen Brechungsindex
Nriing des eingesetzten Losungsmittels zur Folge. In Abb. 5.8 B ist die effektive
optische Dicke 2n.sd, die liber nicht-lineare Kurvenanpassung und Fourier-Analyse
aus dem Interferenzspektrum ermittelt wurde, gegen den Brechungsindex nggiung des
eingesetzten Losungsmittels aufgetragen. Unter der Annahme einer zylindrischen
Porenform lédsst sich mittels Gleichung 0 die effektive optische Dicke 2n.sd als
Funktion des Brechungsindex #ngiiung angeben. Die erhaltene Gleichung ist im
Anhang A1 gegeben. Eine Anpassung an die Daten ergibt eine Porositéit von (29 * 2)
% und eine Schichtdicke von (6.2 + 0.03) um. Die erhaltene Pordsitét ist groBer als
die durch eine Abschidtzung anhand der Oberflachenporositdt erhaltene von (17 £ 3)
% (s. Kap. 5.1.1). Die erhaltene Schichtdicke stimmt mit den Literaturdaten iiberein,
da die Probe fiir 3 Stunden anodisiert wurde und die Porenwachsrate etwa 2 pm/h
betrigt [82-85].

I/a.u.
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Abb. 5.8. A) Bei der Bestrahlung eines pordsen Aluminatsubstrats mit weilem Licht
entsteht ein Fabry-Perot-Muster. Gezeigt ist ein Interferenzspektrum, erhalten von
ungeordnetem, pordsem Aluminat, das in 0.3 M Oxalséure bei 7=2°Cund U =40 V
fir 3 Stunden anodisiert wurde. B) Effektive optische Dicke eines ungeordneten,
aufgeweiteten, pordsen Aluminatsubstrats, das fiir 3 Stunden anodisiert wurde, bei
Bedeckung mit verschiedenen Losungsmitteln. Aufgrund der unterschiedlichen
Brechungsindizes nggiune der Losungsmittel dndert sich bei porésen Materialien der
effektive Brechungsindex n.¢ bei konstanter Dicke d der Probe und damit die effektive
optische Dicke 2n.md. Die durchgezogene Linie resultiert aus einer Anpassung der im
Anhang A1 gegebenen Gleichung.
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Zur Uberpriifung der Homogenitit der hergestellten Proben wurden mehrere
Spektren einer ungeordneten, pordsen Aluminatprobe in Abstdnden von jeweils 1
mm aufgenommen. Der resultierende prozentuale Fehler der effektiven optischen
Dicke 2n.sd betrdgt 0.6 % und ist damit vernachléssigbar klein. Wiederholtes Spiilen
der Probe mit Reinstwasser und Trocknen im Stickstoffstrom vergroBert den
prozentualen Fehler auf 1.5 %. Der grofere Fehler ist wahrscheinlich auf

Wasserreste in den Poren zurtiickzufiihren.
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Abb. 5.9. Abhéingigkeit der effektiven optischen Dicke 2n.4d der porésen Schicht von
der Anodisierungsdauer ¢. Es wurden ungeordnete, pordse Aluminate, die nach
unterschiedlich langen Anodisierungszeiten erhalten wurden, an Luft vermessen. Die
durchgezogene Linie resultiert aus einer linearen Anpassung mit einer Steigung von
6.4 um/h.

Zwischen der Dicke der pordsen Schicht und der Dauer des Anodisierungsprozesses
besteht nach Literaturangaben ein linearer Zusammenhang [85]. Zur Uberpriifung
der Linearitit der Schichtdicken in Abhéngigkeit von der Anodisierungsdauer wurde
die effektive optische Dicke von ungeordneten, pordsen Aluminaten bestimmt, die
nach unterschiedlich langen Anodisierungszeiten erhalten wurden. Die
Schichtdickenbestimmung wurde mit Hilfe der Interferometrie vorgenommen. Fiir
pordses Silizium wurden bereits entsprechende Untersuchungen durchgefiihrt [94],
auch an planarem Aluminiumoxid fand diese Technik fiir Schichten groBer 10 nm
Anwendung [87]. In Abb. 5.9 ist die effektive optische Dicke 2nesd gegen die
Anodisierungsdauer ¢ aufgetragen. Die Messungen der pordsen Aluminate wurden an
Luft durchgefiihrt. Die durchgezogene Linie zeigt eine lineare Anpassung an die
Daten mit der Steigung 6.4 pum/h. Es wird angenommen, dass der effektive
Brechungsindex wéhrend des Anodisierungsprozesses konstant bleibt, wéhrend die
Dicke d der pordsen Schicht kontinuierlich zunimmt. Unter Beriicksichtigung von

dem nach Gleichung 0 berechneten neean Luft kann aus der erhaltenen Steigung von
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6.4 pm/h eine lineare Porenwachstumsrate von 2.1 pm/h berechnet werden. Dieses
Ergebnis stimmt gut mit dem von anderen Gruppen berechneten Wert {iberein [82-
85].

5.1.4 Impedanzspektroskopische Untersuchungen

Eine Voraussetzung fiir eine elektrische Charakterisierung der poreniiberspannenden
Lipidmembranen besteht in einem umfassenden Verstindnis der elektrischen
Eigenschaften des pordsen Substrats. Aus diesem Grund wurde das Substrat zunichst
impedanzspektroskopisch gemessen und die Untersuchungsparameter wie z.B. die
Art des eingesetzten Elektrolyten optimiert. In einem weiteren Schritt folgte das
Erstellen eines Modells zur addquaten Beschreibung der elektrischen Eigenschaften

des pordsen Aluminats.

Einfluss des Elektrolyten
Die ersten Impedanzmessungen an elektropoliertem Aluminium und pordsem

Aluminat wurden in 100 mM Natriumchlorid durchgefiihrt.
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Abb. 5.10. Impedanzspektren von elektropoliertem Aluminium in verschiedenen

Elektrolyten (Fliche 0.8 cm?). (m) 100 mM Na,SOy; (©) 100 mM NaCl; (A) 100 mM
KBr; (+) 100 mM Nal.
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Abb. 5.10 zeigt ein Spektrum eines elektropolierten Aluminiumtrégers in 100 mM
NaCl (o). Die Impedanz zeigt kein iiber herkdmmliche Bauelemente erkldrbares
Verhalten. Im Bereich niedriger Frequenzen f sinkt der Betrag der Impedanz |Z] mit
abnehmender Frequenz, die Phasenverschiebung ¢ steigt. Zudem wurden keine
konstanten =~ Impedanzspektren  erhalten, die  Spektren  wiesen  keine
Reproduzierbarkeit auf. Aus diesem Grund wurden Messungen von elektropoliertem
Aluminium in weiteren Elektrolyten durchgefiihrt. Abb. 5.10 zeigt zudem
Impedanzspektren einer elektropolierten Probe, die in 100 mM Natriumsulfat (m),
100 mM Kaliumbromid (A) und 100 mM Natriumiodid (+) aufgenommen wurden.
Die in Kaliumbromid und Natriumiodid durchgefiihrten Messungen weisen die
gleichen Charakteristika auf wie die in Natriumchlorid angefertigten'?. Dies trifft
auch fiir — in der Abbildung nicht dargestellte - Spektren zu, die in mit Salzsdure

titrierten Puffern aufgenommen wurden.
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Abb. 5.11. A) Impedanzspektroskopische Messung an pordsem, ungeordnetem
Aluminat in 100 mM NaCl bei einer Frequenz f von 1 Hz (Fliche 0.8 cm?). Die
erhaltene Impedanz sollte im Fall einer sich nicht verdndernden Probe zeitlich
konstant bleiben. Im Fall von NaCl als Elektrolyt ist ein sprunghaftes Abfallen von |Z|
sowie ein Ansteigen von ¢ zu erkennen. B) Impedanzspektroskopische Messung an
pordsem, ungeordnetem Aluminat in 100 mM Na,SO, bei einer Frequenz fvon 1 Hz
(Flache 0.8 cm?). Der erhaltene Betrag der Impedanz |Z| und die Phasenverschiebung
@ bleiben bis auf statistische Schwankungen zeitlich konstant.

"2 Fiir porose Aluminate wurden Impedanzspektren mit prinzipiell gleichen Charakteristika erhalten,
jedoch weniger stark ausgeprégt.
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Das Spektrum eines elektropolierten Aluminiumtragers, das in 0.1 M Natriumsulfat
erhalten wurde, ist hingegen reproduzierbar und prinzipiell mit einfachen passiven
Bauelementen beschreibbar. Das in den zunidchst verwendeten Elektrolyten
auftretende unreproduzierbare Impedanzverhalten scheint auf Korrosionseffeke
zurlickzufiihren zu sein und wird von Halogeniden induziert.

Um diese Annahme zu bestdtigen, wurden Messungen bei einer konstanten Frequenz
f der angelegten Wechselspannung U durchgefiihrt, bei der die erhaltene Impedanz
im Fall einer sich nicht verdndernden Probe zeitlich konstant bleiben sollte. Zur
Verbesserung des Signal-Rausch-Verhéltnisses wurden die Messungen im
Faradaykifig durchgefiihrt. Eine Messung, die bei einer Frequenz f von 1 Hz an
ungeordnetem, porésem Aluminat in 100 mM Natriumchlorid durchgefiihrt wurde,
ist in Abb. 5.11 A dargestellt. Die Messung weist ein mehrfaches sprungartiges
Abfallen des Betrages der Impedanz |Z| sowie ein Ansteigen der Phasenverschiebung
@ auf, was auf eine Verdnderung der untersuchten Probe durch den Elektrolyten
zurlickzufiihren sein kann. Abb. 5.11 B zeigt im Vergleich eine Impedanzmessung
eines ungeordneten, pordsen Aluminats, die bei einer konstanten Frequenz f von 1
Hz in 100 mM Natriumsulfat durchgefiihrt wurde. Abgesehen von statistischen
Schwankungen ist keine Zeitabhingigkeit zu erkennen. Dieses Ergebnis verifiziert
die Reproduzierbarkeit der in Natriumsulfat aufgenommenen Spektren. Alle
nachfolgenden Messungen an Aluminaten wurden ohne Verwendung von

Halogeniden durchgefiihrt.

Modelle zur Beschreibung des porosen Aluminats in der Literatur

A B
Elektrolyt Elektrolyt
1 ’
Oxid der Oxid am Oxid am
Porenstege Porenboden Porenboden

Abb. 5.12. A) Ersatzschaltbild fiir die pordsen Aluminate nach Hoar and Wood. Der
Parallelkreis aus einem Kondensator und einem ohmschen Widerstand repréasentiert
die Porenstege, wihrend die Parallelschaltung aus einem Kondensator und einem
ohmschen Widerstand in Serie zu einem ohmschen Widerstand die elektrolyt-gefiillten
Poren sowie die Porenbdden beschreibt. B) Aufgrund des hohen ohmschen
Widerstandes und der kleinen Kapazitidt der Porenstege konnen die elektrischen
Eigenschaften der Porenstege im beobachteten Frequenzfenster vernachlissigt werden.
Gezeigt ist das resultierende Schaltbild.
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Zur Beschreibung des elektrischen Impedanzverhaltens von pordsen Aluminaten
wurden verschiedene Modelle entwickelt. Frithe Untersuchungen von Hoar und
Wood [95] resultierten in dem in Abb. 5.12 dargestellten Ersatzschaltkreis. Die
Parallelschaltung eines Kondensators und eines ohmschen Widerstandes
reprisentieren die elektrischen Eigenschaften der Porenstege, wihrend eine parallel
dazu geschaltete Parallelschaltung aus Kapazitdt und Widerstand in Serie zu einem
ohmschen Widerstand die elektrolyt-gefiillten Poren und die Porenbdden beschreibt.
Hoar und Wood argumentierten, dass die Porenstege einen zu groflen ohmschen
Widerstand und eine zu kleine Kapazitit besitzen, um im untersuchten
Frequenzfenster detektierbar zu sein, so dass der Ersatzschaltkreis um diese beiden
Elemente reduziert werden kann. Zur Berechnung flichenbezogener spezifischer
Parameter beriicksichtigten sie die geometrische Flache des pordsen Aluminats, die

sowohl Poren als auch Porenstege beinhaltet.

A B
T Pordse Schicht —— Ro Elektrolyt
CPE Planare
L Planare Schicht — Schicht

Abb. 5.13. A) Ersatzschaltbild fiir porése Aluminate nach Hitzig et al. Das planare
Barriereoxid und die pordse Schicht werden als zwei separate quasi-homogene
Oxidphasen betrachtet, die jeweils durch eine parallele Anordnung einer Kapazitit
und eines ohmschen Widerstandes charakterisiert sind. B) Das Ersatzschaltbild nach
Vereecken und Mitarbeitern setzt sich aus einer Serienschaltung eines Constant Phase
Elements (CPE) anstelle einer Kapazitit und einem ohmschen Widerstand zusammen.

Das Modell von Hoar und Wood wurde von Mansfeld und Kendig iibernommen
[96]. Hitzig et al. schlugen ein Modell vor, in dem das planare Barriereoxid und die
pordse Schicht als zwei separate quasi-homogene Oxidphasen betrachtet wurde [97],
die jeweils durch eine parallele Anordnung einer Kapazitit und eines ohmschen
Widerstandes charakterisiert wurden (Abb. 5.13 A). Sie erwarteten, dass eine
Unterscheidung zwischen den Eigenschaften beider Schichten moglich ist.
Vereecken und Mitarbeiter [66, 98] erstellten ein Ersatzschaltbild, das sich aus einer

Serienschaltung eines Constant Phase Elements (CPE) anstelle der Kapazitit und
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einem ohmschen Widerstand zusammensetzte (Abb. 5.13 B). Das Vorkommen eines
CPE lasst sich unter anderem mit Fraktalitdt und Oberflachenrauhigkeit in Beziehung
setzen [55, 57]. Der genaue Ursprung ist jedoch bislang noch ungekldrt und
Gegenstand vieler Diskussionen (Kap. 3.1.3). De Levie [65] und Scheider [56]
beschrieben dieses Dispersionsphdnomen als endlos lange, verzweigte Netzwerke
von Kapazititen und Widerstinden. Unterschiedliche Grade der Verzweigung fiihren
zu verschiedenen Werten fiir den Index « [66]. Vereecken und Mitarbeiter folgerten,
dass Informationen iiber die Porengrofle, das Zellvolumen und die Zelldicke nicht
direkt aus der elektrischen Impedanzspektroskopie erhalten werden konnen, sondern
nur die Barriereschicht am Porenboden gemessen wird. Die Flidche des pordsen
Aluminats, die zur Berechnung flachenbezogener spezifischer Parameter verwendet
wurde, wurde nicht explizit angegeben.

Entwicklung eines Modells zur Beschreibung des pordsen Aluminats

Das Hauptproblem der bestehenden Modelle zur Beschreibung des pordsen
Aluminats besteht darin, dass die Fliache, die zur Berechnung flichenbezogener
spezifischer Parameter verwendet wurde, nicht explizit angegeben ist. Um
spezifische elektrische Parameter der pordsen Aluminate sowie der
poreniiberspannenden Lipidmembranen zu erhalten, die mit Literaturdaten
verglichen werden konnen, ist die gemessene Fliche jedoch absolut erforderlich.
Abb. 5.14 zeigt eine schematische Darstellung des pordsen Aluminats, bestehend aus
der porosen Schicht, die sich aus dem Kanalfeld und der Barriereschicht an den

Porenbdden zusammensetzt, und dem Aluminium.

A
Pordses Kanalfeld
Alur}.l.i.l.l.a.l.t....."' """"""" e - - Barriereschicht
I uninium
B

Planare Barriereschicht
Aluminium

Abb. 5.14. Schematische Darstellung von pordsem (A) und planarem Aluminat (B).
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Um zu kldren, ob das Kanalfeld des pordsen Aluminats zur Gesamtimpedanz
beitrdgt, wurden zundchst ungeordnete Aluminatsubstrate mit unterschiedlich dicker
pordser Schicht impedanzspektroskopisch untersucht. Unabhdngig von der
Anodisierungszeit, die einen linearen Zusammenhang zur Dicke des Kanalfelds
aufweist (s. Abb. 5.9), wurden die gleichen Impedanzspektren erhalten (Abb. 5.16).
Dies zeigt deutlich, dass die Dicke des Kanalfelds keinen Einfluss auf die
Gesamtimpedanz des pordsen Aluminats - besonders auf den frequenzabhidngigen
Teil, der durch die Kapazitit représentiert wird - hat.

Zur theoretischen Beschreibung dieser Impedanzmessungen der pordsen Aluminate
iiber einen Ersatzschaltkreis werden die zwei Schichten, das Kanalfeld bestehend aus
Aluminat und Elektrolytlosung und die Barriereschicht an den Porenbdden, zunéchst
getrennt betrachtet. Das Kanalfeld ldsst sich iiber das parallel layer Modell
beschreiben [99]. Aluminat und Elektrolyt sind dabei iiber die Elektrode verteilt, die
sich aus Aluminium und der Barriereschicht zusammensetzt. Die komplexe

Leitfédhigkeit y; einer Phase ist definiert als:

v, =0, +iws, (5.2)

mit der Leitfdhigkeit o; und der Dielektrizititskonstante & der Phase j. Fiir das
parallel layer Modell folgt eine lineare Durchmischung der beiden Schichten:

l//eff = ZAloxl//Alox + ZQ‘//Q (53)

Yalox Und yo sind die Volumenanteile des Aluminats und des Elektrolyten. Der
resultierende Ersatzschaltkreis besteht demnach aus zwei parallelen RC-Elementen,

der sich in ein einzelnes RC-Element umgestaltet mit einer Leitfahigkeit Geg von

Gt = X axO aiox + Xa0q (5.4)

und einer Kapazitdt Ces von

Cetr = Xaiox€aiox T+ Xa€a (5.5)

Da oy >> 0Oalox, Werden Gegr und Ceir ausschlieBlich durch die Eigenschaften des
Elektrolyten bestimmt. Im untersuchten Frequenzrahmen fiihrt dies zu einer
Vereinfachung des Ersatzschaltkreises auf einen ohmschen Widerstand Rq, der vom
Elektrolytwiderstand nicht unterschieden werden kann, so dass das Kanalfeld nicht

vom Elektrolytwiderstand unterscheidbar ist. Dieses stimmt mit dem Ergebnis
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iiberein, dass unabhidngig von der Dicke des Kanalfelds das gleiche
Impedanzspektrum erhalten wurde. Die Barriereschicht kann durch eine Kapazitit C,
reprasentiert werden, die das dielektrische Verhalten des Oxids widerspiegelt und
parallel zu einem ohmschen Widerstand Ry, geschaltet ist, der die lonenleitfahigkeit
des Barriereoxids charakterisiert. Setzt man die elektrischen Elemente des
Kanalfelds, des Barriereoxids und des Elektrolyten zusammen, erhélt man den in
Abb. 5.15 gezeigten Ersatzschaltkreis (1).

— Z] Zz Z3 —
Barriereschicht Kanalfeld Elektrolyt
(parallel layer
Gy Modell)
4?‘:"__# —1— —1—
Re Ro Ro
S— _
——
Gy
ﬂ—m 1H —> —— ()
Ro G, Ro
Ry

Abb. 5.15. Ersatzschaltkreis (1) fiir die impedanzspektroskopische Beschreibung von
porésem Aluminat. Ist der Widerstand R, zu grol, um im untersuchten
Frequenzfenster detektierbar zu sein, vereinfacht sich Ersatzschaltkreis (1) zu
Schaltkreis (1a).

Verifizierung des entwickleten Modells
Abb. 5.16 A zeigt das Spektrum eines ungeordneten, pordsen Aluminats, das durch
einen 3-stiindigen Anodisierungsprozess erhalten wurde. Das Ergebnis der

Anpassung der Parameter des Ersatzschaltkreises (1) an die Daten ist als
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durchgezogene Linie dargestellt und zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung mit den
Daten. Da die elektrischen Eigenschaften der pordsen Aluminate wéhrend des
Anodisierungsprozesses unveridndert bleiben und sie nur durch die Barriereschicht
bestimmt werden, kann geschlossen werden, dass die Dicke des Barriereoxids
konstant und somit unabhéngig von der Anodisierungszeit ist. Noch wichtiger ist das
Ergebnis, dass die gemessene aktive Fliche des pordsen Aluminats ausschlielich
durch die geometrische Flidche der Barriereschicht gegeben ist.

Unter Beriicksichtigung dieser Flache, die durch die von dem Dichtring umgebene
Flache bestimmt ist, ergeben sich spezifische Kapazititen C, von (0.20 £ 0.03)
pF/cm2 und Widerstinde grofler 10 MQ cm’® (Abb. 5.16 A). In Abb. 5.16 B ist die
resultierende  Kapazitit C, der Aluminate, die nach verschiedenen

Anodisierungszeiten erhalten wurden, gegen die Anodisierungsdauer ¢ aufgetragen.

1zl o
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C,/uF cm”

——
—l -

0,15+

0o 1 2 3 4 5
Anodisierungsdauer t / h
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Abb. 5.16. A) Impedanzspektrum von ungeordnetem, pordsem Aluminat in 100 mM
Na,S0O,. Das Ergebnis der Anpassung der Parameter des Ersatzschaltkreises (1) ist als
durchgezogene Linie gegeben. C, = 0.20 pF/cm?® R, > 10 MQ cm’. B) Spezifische
Kapazititen C, von pordsen Aluminatsubstraten, die nach verschiedenen
Anodisierungsdauern ¢ erhalten wurden.

Das Ergebnis, dass die elektrischen Parameter des pordsen Aluminats ausschlieSlich
durch die Barriereschicht bestimmt werden und das Kanalfeld nicht zur Impedanz
beitrdgt, wurde durch die Untersuchung von planarem Oxid bestétigt, das die gleiche

Oxiddicke aufwies wie die Barriereschicht unter den Poren. Eine schematische
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Darstellung des planaren Oxids mit der entsprechenden Nomenklatur der Schichten
ist in Abb. 5.14 B gegeben.

Die Spektren eines planaren und eines pordsen, ungeordneten Aluminats sind in Abb.
5.17 A dargestellt. Die Messungen wurden in 100 mM Na,SO, durchgefiihrt. Eine
Anpassung der Parameter von Ersatzschaltkreis (1) ergibt fiir das planare Oxid eine
Kapazitit G, von 0.25 pF/cm? und einen Widerstand grofler 10 MQ cm?, fiir das
pordse Aluminat Kapazitit C, von 0.19 pF/cm? und einen Widerstand gréer 10 MQ
cm?. Es wurden fast gleiche Impedanzspektren mit nahezu iibereinstimmenden
elektrischen Parametern fiir planare und pordse Oxide erhalten. was die Hypothese

bestdtigt, nur die Barriereschicht zu messen.

12|/ @

Abb. 5.17. A) Impedanzspektren von planarem Oxid (m) und ungeordnetem, porésem
Oxid (o) in 100 mM Na,SO, (Fliche 0.8 cm?). Die Schichtdicke der planaren
Barriereschicht und der Barriereschicht unter den Poren stimmen iiberein. Die
Ergebnisse der Anpassung der Parameter des FErsatzschaltkreises (1) sind als
durchgezogene Linie gegeben. (m) Cy, = 0.25 pF/cm’, Ry > 10 MQ cm?, (o) C, = 0.19
uF/cm?, Ry >10 MQ cm’. B) Simulation der Impedanzspektren von planarem (m) und
ungeordnetem, pordsem Aluminat (o) fiir den Fall, dass die aktive Fliche der
Porenflache entspricht. Die angenommene Pordsitit betrug 40 %, die geometrische
Flache 0.8 cm?. Als Schaltbild wurde Ersatzschaltkreis (1a) verwendet. Es wurde eine
spezifische Kapazitit des Aluminats von 0.2 pF/cm? und ein Elektrolytwiderstand von
150 Q angenommen.
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Fiir den Fall, dass die aktive Fldche der Porenfliche entspricht und die Porenstege
des pordsen Substrats dementsprechend impedanzspektroskopisch nicht detektiert
wirden, sollte das Spektrum des pordsen Substrates einen Unterschied zu dem
Spektrum des planaren Substrats aufweisen. Dies wurde in einer Simulation
verdeutlicht. Abb. 5.17 B zeigt die simulierten Impedanzspektren von planarem
sowie ungeordnetem, porosem Aluminat fiir den Fall, dass die aktive Flidche der
Porenfliache entspricht. Angenommen wurde eine Pordsitdt von 40 % und eine
Fliche von 0.8 cm? Verwendet wurde Ersatzschaltbild (1a). Die angenommene
spezifische Kapazitit C, betrug in Anlehnung an die durchgefiihrten Messungen 0.2
puF/cm?. Diese Kapazitidt wurde durch die Normierung auf die aktive Fldche, die der
geometrischen Fliche entsprach, erhalten. Um die zu simulierende Kapazitit fiir den
Fall, dass die aktive Fliache nicht der geometrischen, sondern der Porenfldche
entspricht, zu erhalten, muss die spezifische Kapazitit von 0.2 pF/cm? mit der
angenommenen aktiven Fliche multipliziert werden. Im Fall eines pordsen
Aluminats mit einer Pordsitdt von 40 % und einer geometrische Fliche von 0.8 cm?
betrdgt die aktive Flache 0.32 cm?. Die zu simulierende Kapazitit betrdgt somit 0.06
uF. Im Fall einer planaren Probe wiirde die aktive Flache der geometrischen Flache
von 0.8 cm? entsprechen. Die erhaltene Kapazitit betrdgt somit 0.16 pF. Die
durchgefiihrte Simulation bestitigt, dass die Flichenunterschiede der aktiven Flachen
von pordsem und planarem Oxid, die flir den Fall auftreten, dass die aktive Fliche
der Porenfliche entspricht, zu deutlich erkennbaren Unterschieden der Spektren
fiihrt. Da diese Unterschiede im untersuchten System nicht auftraten, kann
geschlossen werden, dass die aktive Fldache der Fliche entspricht, die durch den

Dichtring begrenzt wird.

Ausdiinnvorgang

Um einen sensitiven Nachweis der poreniiberspannenden Lipidmembranen zu
ermoOglichen, miissen die kapazitiven und ohmschen Eigenschaften der
Barriereschicht verdndert werden (s. Kap. 5.2.3), da das Impedanzverhalten des
Substrats nur durch diese Schicht bestimmt ist. Unter Annahme eines
Plattenkondensators ist die Kapazitit invers proportional zur Dicke d. Eine
Verringerung der Dicke der Barriereschicht hat somit eine VergroBerung der
Kapazitit C, zur Folge. Um eine Verringerung der Dicke der Barriereoxidschicht zu
erzielen, wurde im Anschluss an den erfolgten Anodisierungsprozess eine
exponentiell abfallende Spannung an das pordse Aluminat in 0.3 M Oxalsdure
angelegt. Die Anfangsspannung von 40 V wurde mit einer Zeitkonstanten 7 von 40
Minuten bis auf 40 mV gesenkt. Abb. 5.18 A zeigt die Impedanzspektren eines

ungeordneten, porosen Aluminats direkt nach dem Anodisierungsprozess und nach
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dem Anlegen der exponentiell abfallenden Spannung. Die Endspannung betrug 1V.
Die Impedanzspektren des porosen Aluminats é&dndern sich durch den
Ausdiinnvorgang erheblich. Ein Anpassen der Parameter des Ersatzschaltkreises (1)
an die Daten zeigt, dass die Kapazitit C,, der Barriereschicht von 0.2 uF/cm? auf 4.6
uF/cm? gestiegen ist, wihrend der Widerstand Ry, von iiber 10 MQ cm? auf 13 kQ
cm? gesunken ist. Die Anderung der elektrischen Parameter beweist, dass die

Barriereschicht an den Porenbdden ausgediinnt wurde.
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Abb. 5.18. A) Impedanzspektrum eines ungeordneten, pordsen Aluminats direkt nach
dem Anodisierungsprozess (®) und nach dem anschlieBenden Anlegen einer
exponentiell abfallenden Spannung bis auf 1 V (O). Die Messungen wurden in 0.1 M
Na,SO, durchgefiihrt (Fliche 0.8 cm?). Die Parameter von Ersatzschaltkreis (1)
wurden mit folgenden Ergebnissen an die Daten angepasst: (®) C, = 0.20 uF/cm?, R,
> 10 MQ cm?, (O) C, = 4.6 pF/ecm’, R, = 13 kQ cm’. Die durchgezogenen Linien sind
die Ergebnisse aus der Anpassung. B) Impedanzspektrum eines ungeordneten,
ausgediinnten, porosen Aluminats, die Endspannung des Ausdiinnprozesses betrug 40
mV. Die Messung wurde in 0.1 M Na,SO, durchgefiihrt (Fliche 0.3 cm?). Eine
Anpassung der Parameter von Ersatzschaltkreis (1) an die Daten ist als durchgezogene
Linie gegeben und ergab folgende Werte: C, = 3.1 puF/em®, R, = 63 kQ cm’. Die
Anpassung der Parameter von Ersatzschaltkreis (2) an die Daten ist als gestrichelte
Linzie gegeben und lieferte folgende Werte: A, = 4.1 uF/em’, a = 0.95, R, = 68 kQ
cm”.
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Abb. 5.18 B zeigt das Impedanzspektrum eines ungeordneten, pordsen Aluminats,
das im Anschluss an den Anodisierungsprozess ausgediinnt wurde. Die Endspannung
des Ausdiinnprozesses betrug 40 mV. Die durchgezogene Linie zeigt das Ergebnis
einer Anpassung von Ersatzschaltkreis (1) an die Daten mit einer resultierenden
Kapazitit C, von 3.1 pF/cm? und einem Widerstand R, von 63 kQ cm? Dieser
Ersatzschaltkreis beschreibt die Daten jedoch nur unzureichend. Wie der Vergleich
von Abb. 5.17 A und Abb. 5.18 A/ B zeigt, nimmt die Ubereinstimmung zwischen
Impedanzdaten und Anpassung bei den Spektren der pordsen Aluminate, deren
Barriereschicht ausgediinnt wurde, mit abnehmender Endspannung ab.
Méglicherweise ist die abnehmende Ubereinstimmung zwischen Daten und
Anpassung auf eine vergroferte Oberflichenrauhigkeit zuriickzufiihren. Es wurde
beschrieben, dass sich aufgrund des Ausdiinnvorganges in den Porenboden nochmals
kleine Poren bilden (Abb. 5.19) [82].

Kanalfeld

Poroses /Kleines Kanalfeld
i 4

Aluminat

............... \
Barriereschicht
Aluminium

Abb. 5.19. Schematische Darstellung von porésem Aluminat, an das nach erfolgtem
Anodisierungsprozess eine exponentiell abfallende Spannung mit einer Zeitkonstanten
T von 40 Minuten angelegt wurde. An den Porenbdden entstehen kleine Poren und
somit ein zweites, kleines Kanalfeld.

Es entsteht somit ein zweites kleines Kanalfeld, wobei die resultierende
Barriereschicht dann diinner als vor dem Anlegen der exponentiell abfallenden
Spannung ist. Dieses weitere Kanalfeld mit der diinneren Barriereschicht lédsst sich
iiber die effektive Mediumstheorie auf die gleiche Art und Weise beschreiben wie
die pordse Schicht selbst. Die elektrolytgefiillten Dendritenporen an den Porenbdden
besitzen somit eine im Vergleich zur diinnen Barriereschicht vernachldssigbare
Impedanz. Im Fall ausgediinnter Proben tridgt daher nur die diinne Barriereschicht
zum Impedanzverhalten des pordosen Aluminatsubstrates bei.

Die in den Porenbdden gebildeten kleinen Poren haben nicht nur eine Verringerung
der Dicke der Barriereschicht zur Folge, sondern erhdhen auch dessen Rauhigkeit.
Daher wurde die Kapazitit C, durch das von Cole und Cole entwickelte Constant
Phase Element (CPE) ersetzt [58]. Der Ursprung des CPE ist bislang noch ungeklart,
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es wird jedoch hiufig mit einer erhdhten Oberflichenrauhigkeit in Zusammenhang
gebracht [55, 57]. Als weitere Ursachen werden erhohte Anionenabsorption,
Losungsmitteleffekte und das Elektrodenpotential diskutiert [62, 68] (s. Kap. 3.1.3).
Erneutes Anpassen des modifizierten Ersatzschaltkreises (2) aus Abb. 5.20 an das in
Abb. 5.18 B gezeigte Spektrum ist als gestrichelte Linie gegeben und und fiihrt zu
einem Wert 4, von 4.1 pF/cm? einem Wert « von 0.95 und einem Widerstand Ry
von 68 kQ cm? Die Ubereinstimmung mit den Daten ist besser als bei einer

Anpassung des Ersatzschaltkreises (1).
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Abb. 5.20. Ersatzschaltkreis (2) zur impedanzspektroskopischen Beschreibung von
ausgediinntem, porésem Aluminat. Fiir & = 1 und damit 4, = C, geht Schaltkreis (2) in
den in Abb. 5.15 dargestellten Ersatzschaltkreis (1) iiber.



70 Kapitel 5. Ergebnisse

Wihrend des Ausdiinnprozesses wurden mehrere Impedanzspektren aufgenommen.
Die erhaltenen Werte fiir 4,' und « sind in Abb. 5.21 A/B in Abhéngigkeit von der
angelegten Endspannung dargestellt. Wihrend A4,' linear mit der angelegten
Spannung abnimmt, sinkt & nicht-linear von 0.99 im Bereich von 10 - 40 V auf 0.96
- 0.90 bei 100 - 50 mV. Aus der Steigung der in Abb. 5.21 A dargestellten Funktion
lasst sich unter Annahme eines Plattenkondensators fiir die Barriereschicht und durch
Gleichsetzen von Ay, = C, die Ausdiinnrate der Porenbdoden berechnen. In erster
Néherung ist die Annahme 4, = C, gerechtfertigt, da o nur eine geringe
Abweichung vom Wert 1 zeigt und somit ein kapazitives Verhalten der
Barriereschicht anzeigt. Mit einer Dielektrizitdtskonstanten von &xox = 9.0 erhilt
man eine Ausdiinnrate von 1 nm/V. Dieser Wert stimmt mit dem in der Literatur
ermittelten Wert von 1.3 nm/V {iiberein [82].
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Abb. 5.21. A) Auftragung von 4," gegen die angelegte Spannung U. Die Steigung
wurde zu m = 0.126 cm?/(uF V) bestimmt. B) Auftragung von o gegen die angelegte
Spannung U.

Werden die so priparierten pordsen Aluminatsubstrate wéssriger Losung ausgesetzt,
so dndern sich die elektrischen Parameter aufgrund der Bildung eines neuen diinnen
Oxidfilms wiederum. Abb. 5.22 zeigt die zeitliche Verdnderung der elektrischen
Parameter bei Lagerung eines geordneten, pordsen Substrates in 0.1 M Na;SO,. Der
Anfangswert fiir 4, von 4.9 pF/cm? sinkt innerhalb von 3 Stunden auf 2.8 uF/cm? ab,
wiahrend Ry, deutlich von 21 kQ cm? auf 7.4 MQ) cm? zunimmt. Der Wert o bleibt mit
einem Wert von 0.97 liber den untersuchten Zeitraum konstant. Nach etwa 3 Stunden
werden keine weiteren Verdnderungen des Wertes A4, der pordsen Aluminate
detektiert, es wird ein Gleichgewichtswert erreicht. Der Widerstand R, steigt
weiterhin an und erreicht innerhalt von 28 Stunden keinen Gleichgewichtswert. Da
der Nachweis einer poreniiberspannenden Lipidmembran im Wesentlichen {iber die

Kapazitit erfolgt, hat dies keinen Einfluss auf den Nachweis poreniiberspannender
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Lipidmembranen. Um ein Erreichen des Gleichgewichtszustandes des Wertes Ay bei
allen Proben zu gewihrleisten, wurden die pordsen Aluminate fiir mindestens 4
Stunden in der flir die nachfolgenden Messungen verwendeten Elektrolytlosung
gelagert. Die erzielten Werte fiir 4y, liegen im Bereich von 2.8 — 6.0 pF/cm? und sind
fiir eine Probe jeweils konstant. Die Werte fiir die ohmschen Widerstinde variieren
zwischen 30 kQ cm? und 7.4 MQ cm?.
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Abb. 5.22. A) Anderung des Wertes A4, (m) und des Widerstandes R, (©) einer
geordneten, pordsen, ausgediinnten Aluminatprobe bei Lagerung in 0.1 M Na,SO,.
Der Ausdiinnprozess wurde bei einer Spannung von 70 mV gestoppt. Der Wert «
bleibt mit einem Wert von 0.97 {iber den untersuchten Zeitraum konstant. Der Wert 4,
erreicht nach etwa 3 Stunden einen Gleichgewichtszustand, wéhrend der Widerstand
R, weiter ansteigt.

5.2 Charakterisierung von Lipidmembranen auf
porosen Aluminaten

Das Ziel der vorliegenden Arbeit liegt in der Prdparation poreniiberspannender
Lipiddoppelschichten. Zur Untersuchung der Oberflichen und zum Nachweis
poreniiberspannender ~ Lipidmembranen = wurde im  Wesentlichen  die
Impedanzspektroskopie eingesetzt, die eine Aussage iiber den Belegungsgrad des
Substrates mit einer Lipidschicht erlaubt. Um die Struktur, in der die Lipide auf der
Oberflache vorliegen, zu untersuchen, wurden bei Proben, deren elektrischen

Eigenschaften auf die Ausbildung einer Lipidmembran schlieBen lassen, zusitzlich
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rasterkraftmikroskopische Aufnahmen aufgenommen. Diese bieten aufgrund der
Héheninformation mit einer Aufldsung im A-Bereich eine gute Erginzung zu den
elektrochemischen Ergebnissen. Es ist somit moglich, sowohl den Belegungsgrad des
pordsen Substrates mit einer Lipidschicht zu bestimmen als auch die Art der

ausgebildeten Lipidstruktur.

5.2.1 Theoretische Beschreibung festkérpergestutzter
Lipidmembranen

Einige Priparationstechniken zur Herstellung poreniiberspannender Lipidmembranen
wurden zunichst auf planaren Goldelektroden iiberpriift. Aus diesem Grund wird
eine kurze theoretische Beschreibung festkorperunterstiitzter Lipidmembranen
gegeben, deren elektrische Eigenschaften Gegenstand zahlreicher Untersuchungen
sind. Der einfachste Ersatzschaltkreis zur Beschreibung einer Membranen besteht in
der Parallelschaltung einer Kapazitit C, und einem Widerstand R,. Wird eine
Goldelektrode als Substrat verwendet, so bildet sich aufgrund der Polarisierbarkeit
der Elektrode eine elektrochemische Doppelschicht aus, die einen kapazitiven
Beitrag Ce zur Gesamtimpedanz leistet. Unter weiterer Berilicksichtigung des
Elektrolytwiderstandes R ergibt sich der in Abb. 5.23 A dargestellte

Ersatzschaltkreis, der im weiteren als Ersatzschaltkreis (3) bezeichnet wird.
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Abb. 5.23. Ersatzschaltbilder zur Beschreibung festkorpergestiitzter Lipidmembranen.
A) Schaltbild (3) mit dem Membranwiderstand R,,, der Membrankapazitit C,,, der
Kapazitit der elektrochemischen Doppelschicht C,; und dem Elektrolytwiderstand Rq,.
Ist der Widerstand R,, im beobachteten Frequenzfenster nicht mehr detektierbar, sind
die Kapazitéten nicht unterscheidbar und der Ersatzschaltkreis vereinfacht sich zu dem
in B gezeigten. B) Ersatzschaltkreis (4). Die Kapazitit Cg.., setzt sich aus der
Doppelschichtkapazitit C, und der Membrankapazitit C, zusammen. C)
Ersatzschaltkreis (5). Die Kapazitidt C, der elektrochemischen Doppelschicht ist im
untersuchten Frequenzfenster nicht detektierbar.
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Ist der Membranwiderstand zu hoch, um im untersuchten Frequenzfenster
detektierbar zu sein, konnen die Kapazititen C,, und Cg nicht voneinander
unterschieden werden. In diesem Fall ergibt sich der in Abb. 5.23 B gezeigte
Ersatzschaltkreis. Dieser Schaltkreis wird im weiteren als Ersatzschaltkreis (4)
bezeichnet. Ist die Kapazitit C¢ der elektrochemischen Doppelschicht aufgrund eines
groen Membranwiderstands R,, im untersuchten Frequenzfenster nicht mehr
detektierbar, vereinfacht sich der in Abb. 5.23 A darstellte Ersatzschaltkreis zu dem
in Abb. 5.23 C gezeigten, der als Ersatzschaltkreis (5) bezeichnet wird.

Modifizierungen des einfachen Ersatzschaltbildes (3) zur Beschreibung einer SSM
wurden von Wiegand el al. diskutiert. Sie beschreiben einen Ersatzschaltkreis fiir
eine festkorperunterstiitzte Lipidmembran, der sich aus mehreren Parallelschaltungen
aus Widerstand und Kapazitit zusammensetzt [7]. Diese liegen in serieller Schaltung
vor und beriicksichtigen unterschiedliche elektrische Eigenschaften der
verschiedenen Bereiche der Lipidmembran. So besitzen die Kopfgruppen der Lipide
eine Kapazitit von 10-100 pF/cm?, fiir die hydrophoben Ketten liegt die Kapazitit
bei etwa 0.64 pF/cm?. Wiegand et al. verwendeten Ersatzschaltkreise mit bis zu
sechs Parallelschaltungen zur Beschreibung der Membranen. Die mit diesem
Ersatzschaltkreis erhaltenen Anpassungen weisen eine gute Ubereinstimmung mit
den von Wiegand et al. erhaltenen Daten auf, jedoch lassen sich die ermittelten
elektrischen Parameter nur schwer mit Literaturdaten vergleichen. Auch ein
Vergleich der Auswertungen verschiedener Messungen untereinander gestaltet sich

recht schwierig.

5.2.2 Theoretische Beschreibung poreniiberspannender
Lipidmembranen

Zur Auswertung der gemessenen Impedanzspektren der pordsen Aluminate nach
Inkubation mit Vesikeln wird ein Modell benétigt, welches eine mathematische
Beschreibung fiir die elektrische Systemantwort bietet. Zusétzlich zu dem pordsen
Aluminatsubstrat, dessen Impedanzantwort durch den Ersatzschaltkreis (2) in Abb.
5.20 dargestellt wird, miissen elektrische Elemente beriicksichtigt werden, die die
Lipiddoppelschicht beschreiben. Da der Strom sowohl iiber die Lipidmembran als
auch tiber das Aluminatsubstrat geht, miissen die zur Beschreibung der elektrischen
FEigenschaften der poreniiberspannenden Membran und des pordsen Substrats
verwendeten Ersatzschaltkreise wie im Fall einer festkorperunterstiitzten Membran
in einer seriellen Schaltung vorliegen. Eine Kombination des Ersatzschaltbildes, das

eine Lipidschicht beschreibt mit dem, der das pordse Aluminat charakterisiert, liefert
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das in Abb. 5.24 gezeigte Ersatzschaltbild (6). Die elektrischen Parameter, die das
pordse Aluminat beschreiben, werden durch eine Messung des Substrates vor der
Vesikelinkubation ermittelt und bei der Anpassung der Parameter des
Ersatzschaltkreises (6) an die nach der Vesikelinkubation erhaltenen Daten konstant
gehalten. Die Konstanthaltung der Parameter basiert auf der Annahme, dass die
elektrischen Eigenschaften des pordsen Aluminats durch die Inkubation mit Vesikeln

nicht verdndert werden.
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Abb. 5.24. Ersatzschaltkreis (6) zur Auswertung von Impedanzspektren von porosem
Aluminat nach der Inkubation mit Vesikeln.

Eine Erweiterung des Ersatzschaltkreises (6), wie sie von Wiegand et al. fiir
festkorpergestiitzte Lipidmembranen beschrieben wurde, ist in Abb. 5.25 dargestellt.
Seriell zu den Impedanzelementen, die das pordse Aluminat reprisentieren, ist eine

serielle Schaltung von drei parallelen RC-Gliedern angeordnet, die die
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unterschiedlichen elektrischen Eigenschaften der Kopfgruppen, der Fettsdureketten

sowie der Gouy-Chapman-Stern-Schicht beschreiben.

Ab, a Cl C2 C3
_E_[i I I I o
R — = H H
Rb R1 R2 R3

Abb. 5.25. Ersatzschaltkreis (7) zur Auswertung von Impedanzspektren von pordsem
Aluminat nach der Inkubation mit Vesikeln.

5.2.3 Impedanzspektroskopischer Nachweis idealer
Lipidmembranen auf porésen Aluminaten

Um die Detektierbarkeit der poreniiberspannenden Membranen auf den pordsen
Substraten mit Hilfe der Impedanzspektroskopie zu iiberpriifen, wurde zunichst ein
Impedanzspektrum fiir eine ideale Lipidmembran mit einer Kapazitét von 0.7 pF/cm?
[7, 44, 100] auf einem nicht ausgediinnten Aluminat simuliert. Das Ergebnis ist in
Abb. 5.27 A gezeigt. Im Fall des Aluminats handelt es sich um das aufgenommene
Spektrum eines pordsen, ungeordneten, nicht ausgediinnten Aluminats, die
elektrischen Parameter wurden durch die Anpassung der Parameter von
Ersatzschaltkreis (1a) an die Daten erhalten. Die Kapazitit C, hat einen Wert von
0.21 pF/cm? Das dargestellte Spektrum einer idealen Lipidschicht auf einem
pordsen Aluminat ist das Ergebnis einer Simulation, die auf der Annahme basiert,
dass die Lipidschicht und das Aluminatsubstrat in einer seriellen Schaltung wie in
Abb. 5.24 (Ersatzschaltbild (6)) gezeigt vorliegen.

] |1 | > ] |
L I I L I

Ra Cb Cn Ro Cges

Abb. 5.26. Ersatzschaltkreise, die zur in Abb. 5.27 dargestellten Simulation verwendet
wurden.

Unter Annahme eines Widerstandes Ry, der im untersuchten Frequenzfenster nicht
mehr detektierbar ist, reduziert sich das Ersatzschaltbild der Lipidschicht auf eine
Kapazitit C,, (Abb. 5.26). Die Gesamtkapazitit Cgs des Substrates und der
Lipidschicht ergibt sich so zu
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d 1.1 (5.6)

Wie die in Abb. 5.27 A dargestellten erhaltenen Spektren zeigen, ist kein
Unterschied zwischen dem Spektrum ohne und mit idealer Lipidschicht mit einer
Kapazitit Cy, von 0.7 uF/cm? erkennbar. Demnach wire ein sensitiver Nachweis der
poreniiberspannenden Lipidmembran selbst bei einer idealen Belegung unter diesen

Bedingungen nicht moglich.
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Abb. 5.27. A) Impedanzspektrum von ungeordnetem, nicht ausgediinntem, porésem
Aluminat (m) in 100 mM Na,SO, und Simulation einer idealen Lipidschicht (O) mit
einer Kapazitiat von 0.7 pF/cm? (Flache 0.8 cm?). Das Ergebnis der Anpassung der
Parameter des Ersatzschaltkreises (1a) an die Daten des pordsen Aluminats ist als
durchgezogene Linie gegeben. (m) C, = 0.21 pF/cm’. Als Ersatzschaltkreis, der die
Lipidschicht reprédsentiert, wurde unter der Annahme, dass der Widerstand R,, im
untersuchten Frequenzfenster nicht mehr detektierbar ist, eine Kapazitit C,
angenommen, die mit dem Schaltkreis fiir das Aluminat in einer seriellen Schaltung
vorliegt (s. Abb. 5.26). Es ist kein Unterschied zwischen den Spektren zu erkennen. B)
Impedanzspektrum von ungeordnetem, ausgediinntem, pordsem Aluminat (m) in 100
mM Na,SO,; und Simulation einer idealen Lipidschicht (O) mit einer Kapazitit von
0.7 puF/cm? (Fliche 0.3 cm?). Das Ergebnis der Anpassung der Parameter des
Ersatzschaltkreises (2) an die Daten des porésen Aluminats ist als durchgezogene
Linie gegeben. (m) A, = 4.1 pF/em’, a = 0.94, R, = 70 kQ cm’. Der Unterschied
zwischen den Spektren ist deutlich zu erkennen.
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Um poreniiberspannende Lipidmembranen mittels elektrochemischer Methoden
sensitiv nachweisen zu konnen, muss die Kapazitit des Aluminats, die im
Wesentlichen durch die Barriereschicht gegeben ist, erhoht werden. Dies gelang
durch den in Kap. 4.2.2 beschriebenen Ausdiinnprozess. Abb. 5.27 B zeigt die
Simulation einer idealen Lipidschicht mit einer Kapazitit von 0.7 uF/cm? auf einem
ausgediinnten Aluminatsubstrat. Im Fall des Substrats handelt es sich um das
aufgenommene Spektrum eines pordsen, ungeordneten, ausgediinnten Aluminats, die
Ermittlung der elektrischen Parameter erfolgte durch die Anpassung der Parameter
von Ersatzschaltkreis (2) an die Daten. 4, hat einen Wert von 4.1 pF/cm?, der Wert «
betragt 0.94, der Widerstand Ry, betrdgt 70 kQ cm?. Das Impedanzspektrum einer
simulierten Lipidschicht auf einem ausgediinnten Aluminat wurde unter den selben
Bedingungen erhalten wie die in Abb. 5.27 A dargestellte. Es kann deutlich zwischen
dem Spektrum des Aluminats und dem simulierten Spektrum einer idealen
Lipidmembran auf dem pordsen Aluminat unterschieden werden. Dieses Ergebnis
zeigt, dass auf den so prédparierten pordsen Aluminaten poreniiberspannende

Lipidmembranen nachgewiesen werden konnen.

5.2.4 Lipidmembranen auf funktionalisierten Oberflachen

Ein erster Ansatz zur Priparation poreniiberspannender Lipidmembranen bestand in
der Funktionalisierung der goldbedeckten Porenstege des pordsen Aluminatsubstrats
mit 3-Mercaptopropionsdure (MPA), so dass eine negativ geladene Oberfldche
erhalten wurde, und dem anschlieBenden Spreiten von positiv geladenem N,N-
Dioctadecyl-N,N-dimethylammoniumbromid (DODAB). Die Préparation wurde in
Anlehnung an die von Hennesthal und Steinem [50] durchgefiihrt und die erhaltenen
Oberflichen mittels Impedanzspektroskopie untersucht. Hennesthal und Steinem
konnten unter Verwendung von DODAB rasterkraftmikroskopisch die prinzipielle
Moglichkeit zeigen, poreniiberspannende Lipiddoppelschichten auf porosem
Aluminat herzustellen. Die erhaltenen Lipidmembranen wiesen eine gute Stabilitit
auf und waren liber mehrere Stunden stabil. Die nominelle Grof3e der Vesikel betrug
100 nm, was nach MacDonald et al. Vesikeldurchmessern von (80 * 25) nm
entspricht [23]. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass die Vesikel aufgrund
des Groflenausschlusses nicht in die (35 = 8) nm groBen Poren diffundieren

kénnen'’. Bei einer Untersuchung der pordsen Aluminate  mittels

" Da sowohl ungeordnete als auch geordnete Poren verwendet wurden, wird hier Bezug auf die fiir
aufgeweitete, geordnete Substrate ermittelte Porengrofie genommen, da die so hergestellten Poren
die groBten Durchmesser aufweisen.



78 Kapitel 5. Ergebnisse

Impedanzspektroskopie wurde jedoch - analog zur Verwendung von halogenhaltigen
Elektrolyten — aufgrund des im DODAB enthaltenen Bromids kein stabiles
Impedanzspektrum erhalten. In einer Fallungsreaktion wurde daher versucht, Bromid
(Br) durch Nitrat (NO3") zu ersetzen. Dazu wurde eine Silbernitratldsung (AgNO3)
zu dem in Methanol gelosten DODAB gegeben und das gefillte Silberbromid durch
Filtration und Zentrifugation entfernt'®. Das durch diese Austauschreaktion erhaltene
Lipid wird im weiteren als DODAN (N,N-Dioctadecyl-N,N-
dimethylammoniumnitrat) bezeichnet. Um ausschlieBen zu konnen, dass
{iberschiissige Ag'- und NOs-Ionen die Oberflichenladung abschirmen und damit
das Spreiten der Vesikel verhindern, wurden zunidchst planare, mit MPA
funktionalisierte Goldelektroden mit 100 nm DODAN-Vesikeln inkubiert. Die
Kapazititen der erhaltenen Lipiddoppelschichten betrugen 1.1 bis 1.2 pF/cm? und
sind identisch mit den von Steinem et al. fiir DODAB erhaltenen [101]. Die
Widerstinde liegen im Bereich von 300 kQ cm?.

Bei der Ubertragung dieser Priparationsmethode auf das pordse Aluminat und der
anschlieBenden impedanzspektroskopischen Untersuchung zeigte sich eine
Verschiebung des Impedanzspektrums nach der Inkubation mit Vesikeln zu
niedrigeren Frequenzen (Abb. 5.28 A). Die in Abb. 5.28 B dargestellte Messung bei
konstanter Frequenz f von 1 Hz wihrend der Inkubation des Aluminats mit Vesikeln
lasst eine sprunghafte Verdnderung sowohl des Betrages der Impedanz |Z| als auch
der Phasenverschiebung ¢ erkennen. Dies weist darauf hin, dass die Fallungsreaktion
nicht vollstindig verlaufen ist und Spuren von Bromid ausreichen, um die elektrische
Instabilitit des pordsen Aluminats zu bewirken.

Die Verwendung von positiv geladenen Lipiden kann aufgrund der oftmals
enthaltenen Halogenid-Gegenionen eine Verdnderung der elektrochemischen
Eigenschaften des pordsen Aluminats hervorrufen, was eine elektrische
Charakterisierung der poreniiberspannenden Membranen ausschliefit. Aus diesem
Grund wurde die elektrostatische Wechselwirkung zwischen Lipiden und pordsem
Substrat in einem weiteren Ansatz liber die Verwendung von negativ geladenen
Lipiden realisiert. Die Funktionalisierung der oberen Oberfliche des pordsen
Aluminats erfolgte iiber Goldbeschichtung und Chemisorption von 11-Amino-
undecanthiol (MUA, HS-(CH»);1-NH,), das auf Gold iiber einen self-assemby-
Prozess definierte Schichten ausbildet und bei einem pH-Wert von 5.0 zu iiber 99 %

in der protonierten Form vorliegt.

4 Es wurde 1 ml der Silbernitratlosung (AgNO;) (¢ = 10 mg/ml in Methanol) zu 2 ml des in Methanol
gelosten DODAB (¢ = 10 mg/ml) gegeben.
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Abb. 5.28. DODAN auf ungeordnetem, ausgediinntem, porésem Aluminat, das mit 25
nm Gold belegt und mit MPA funktionalisiert wurde. A) Impedanzspektrum von mit
MPA funktionalisiertem Aluminat vor (m) und nach der Inkubation mit DODAN-
Vesikeln (o). Die Messung wurde in 10 mM Tris mit 100 mM Na,SO, durchgefiihrt
(Flaiche 0.3 cm?). (m) Ersatzschaltkreis (2) wurde zur Auswertung der
Impedanzspektren des pordsen Aluminatsubstrates verwendet mit den folgenden
Ergebnissen: (-) 4, = 4.7 uF/em?* «a = 091, R, = 207 kQ cm? B)
Impedanzspektroskopische Messung von pordsem Aluminat wéhrend der Inkubation
mit DODAN-Vesikeln bei einer Frequenz f von 1 Hz. Die Messung wurde in 10 mM
Tris mit 100 mM Na,SO, durchgefiihrt (Flache 0.3 cm?).

Als Lipid wurde 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (DMPG) verwendet.
Um eine Diffusion der Vesikel in die Poren zu vermeiden, wurde eine nominelle
Vesikelgroe von 400 nm gewihlt. Die Vesikel sind damit um einen Faktor 11
groBer als die Poren mit einer Grofle von (35 + 8) nm. Zum Vergleich und zur
Uberpriifung der Selbstorganisationsprozesse wurden Schichten zundchst auf
planaren Goldelektroden prépariert. Die erhaltenen Impedanzspektren wurden mit
dem Ersatzschaltbild (4) ausgewertet und lieferten eine Kapazitit Cey von 3.5
uF/cm? fiir die Elektrode nach der Funktionalisierung mit MUA und 0.8 pF/cm? nach
Inkubation mit unilamellaren DMPG-Vesikeln. Die Kapazitit von 0.8 pF/cm?
entspricht dem fiir eine defektarme Lipiddoppelschicht erwarteten Wert. Der
Widerstand R, der Lipidmembran auf der Elektrode betrug 57 kQ2 cm?.

Eine Ubertragung der Priparationstechnik auf pordse Aluminate lieferte hingegen

keinen im Spektrum erkennbaren Unterschied zwischen dem Impedanzspektrum des
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pordsen Aluminats vor und nach der Inkubation mit den Vesikeln. Eine Anpassung
der Parameter des Ersatzschaltkreises (6) an die erhaltenen Daten lieferte eine
Kapazitit C,, des Substrates nach Inkubation mit Vesikeln von 8.7 uF/cm? und einen
Widerstand Ry, von 65 kQ cm? Die hohe Membrankapazitit C,, beweist, dass die
Vesikel keine elektrisch dichte oberflaichengebundene Doppelschicht ausbilden. Ein
Grund fiir die fehlende Ausbildung der Lipiddoppelschicht wurde in der zu geringen
Oberfliachenladungsdichte vermutet, da eine Funktionalisierung mit MUA lediglich
auf den Porenstegen stattfindet und nicht wie im Fall des Goldsubstrates auf der

gesamten Oberfliche.

5.2.5 Fusion von Giant Vesicles

Die impedanzspektroskopischen Untersuchungen von pordsen Aluminaten, die
funktionalisiert und mit Vesikeln inkubiert wurden, lieBen keine Verdnderungen
zwischen den Spektren des Substrates vor und nach der Vesikelinkubation erkennen,
was darauf schlieBen ldsst, dass die Vesikel keine oberflichengebundene
Doppelschicht ausbilden. In einem anderen Ansatz wurde die Pridparation von
planaren Lipiddoppelschichten auf porosen Oberflichen ausgehend von
unilamellaren Giant Vesicles untersucht, die prinzipiell die Bildung einzelner
poreniiberspannender Lipiddoppelschichten {iiber Vesikelspreiten und -fusion
erlauben sollte. In Anlehnung an die Arbeit von Schmidt et al. wurden Vesikel mit

folgenden Lipidzusammensetzungen hergestellt [43]:

Mischung 1: 70 w% Asolectin
25 w% 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (DMPGQG)
5 w% Cholesterol

Mischung 2: 70 w% Asolectin
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (POPG)
5 w% Cholesterol

Bei Zugabe von wissriger Losung quillt der Lipidfilm auf, durch die elektrostatische
AbstoBung der negativ geladenen Lipidschichten bilden sich unilamellare Giant
Vesicles aus. Zur Uberpriifung der Ausbildung der Vesikel sowie zur Bestimmung
threr GréfBe wurde die erhaltene Vesikelsuspension zunidchst unter einem konfokalen

Fluoreszenzmikroskop untersucht. Hierfiir wurde den Vesikeln 1 mol% f — Bodipy
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beigefiigt. Wie Abb. 5.29 erkennen lésst, betragen die Vesikelgrofen bis zu 25 pm.
Die Grofe dieser Vesikel tibersteigt die Porengrof3e von (35 + 8) nm um einen Faktor
von bis zu 700 und gewihrleistet somit einen Ausschluss der Vesikel aus den Poren.
Eine Auswertung der GroBenverteilung der Vesikel kann anhand von konfokalen
Aufnahmen nicht durchgefiihrt werden, da die Aufnahme lediglich eine einzelne
Fokusebene der Vesikelsuspension zeigt. Die in der Aufnahme erscheinende GroB3e
der Vesikel ist damit von der Lage des Vesikels zur Fokusebene abhingig und muss

nicht mit der reellen GroBe tibereinstimmen.

Abb. 5.29. Konfokale Fluoreszenzmikroskop-Aufnahme von Giant Vesicles aus 70
w% Asolectin, 25 w% POPG, 5 w% Cholesterol und 1 mol% S — Bodipy. Die Grofie
der Vesikel betrégt bis zu 25 um.

In einem ersten Ansatz wurden pordse Aluminate mit einer diinnen Goldschicht
belegt, die eine Voraussetzung fiir die Chemisorption von 3-Mercaptoethanolamin
(MEA) bietet. Bei einem pH-Wert von 5.5 liegt diese chemisorbierte Monoschicht zu
iiber 99 % in der protonierten Form vor [2], so dass negativ geladene Giant Vesicles
an der Oberflache adhérieren und zu planaren Doppelschichten spreiten konnen.

Impedanzspektren wurden vor und nach der Inkubation der Oberfliche mit Giant
Vesicles aufgenommen. Nach der Inkubation wurde keine Verdnderung im
Impedanzspektrum des Systems festgestellt, was darauf hinweist, dass die Vesikel
keine elektrisch dichte oberflichengebundene Doppelschicht ausbilden. In einem
weiteren Ansatz wurden daher unbedampfte, pordse Aluminate fiir 16 Stunden mit
negativ geladenen Giant Vesicles inkubiert, wihrend eine positive Spannung von

+100 mV an das Substrat angelegt wurde. Wiederum wurden Impedanzspektren vor
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und nach dem Inkubationsprozess aufgenommen. Nach der Inkubation wies das
Impedanzspektrum eine deutliche Verdnderung auf, die auf die Bildung einer
Lipidschicht hinweisen konnte (Abb. 5.30 A).
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Abb. 5.30. A) Impedanzspektrum eines ungeordneten, ausgediinnten, pordsen
Aluminatsubstrats vor (M) und nach (o) der Inkubation mit Giant Vesicles, wahrend
der fiir 16 h eine Spannung von +100 mV an das Substrat angelegt wurde. (M)
Ersatzschaltkreis (2) wurde zur Auswertung der Impedanzspektren des pordsen
Aluminatsubstrates verwendet mit den folgenden Ergebnissen: 4, = 4.2 pF/cm?, o =
094, R, = 71 kQ cm? (o) Ersatzschaltkreis (6) wurde zur Auswertung des
Impedanzspektrums verwendet, das nach der Inkubation des Substrats mit Vesikeln
erhalten wurde: (-) Cp, = 2.4 uF/cm? und R,, > 10 MQ cm®. Ersatzschaltkreis (7) wurde
zur Auswertung verwendet mit folgenden Ergebnissen (---): C, = 1.7 uF/cm?, C, = 4.0
uF/cm?, C; = 3.2 uF/em?, Ry = 49.8 Q cm?, R, > 10 MQ cm?, R; = 1.5 kQ cm?. B)
Anderung des Betrages der Impedanz |Z| und der Phasenverschiebung ¢ wihrend
eines Inkubationsprozesses von Giant Vesicles auf ungeordnetem pordsen Aluminat.
Die Messung wurde bei einer konstanten Frequenz f von 1 Hz und einer am Substrat
anliegenden Spannung von +100 mV durchgefiihrt.

Kontrollexperimente, in denen Giant Vesicles ohne Anlegen einer Spannung auf
pordsen Aluminaten inkubiert wurden und solche, in denen pordse Aluminate bei
einer anliegenden Spannung von +100 mV in einer wéssrigen Losung inkubiert

wurden, zeigten kein verdndertes Impedanzspektrum nach dem Inkubationsprozess.
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Aus diesem Grund ist zu vermuten, dass sich unter den oben genannten Bedingungen
eine Lipiddoppelschicht auf dem pordsen Aluminat ausgebildet hat.

Das Ergebnis der Anpassung des Ersatzschaltkreises (6) an die Daten ist als
durchgezogene Linie gegeben. Sie zeigt nur eine bedingte Ubereinstimmung
zwischen Daten und Modell (Abb. 5.30 A) mit einem Kapazitdtswert C, von 2.4
uF/cm? und einem Membranwiderstand R, groBer 10 MQ cm? Wihrend der
Anpassung wurden die elektrischen Parameter des pordsen Aluminatsubstrats
konstant gehalten, da angenommen wird, dass sie wihrend des Inkubationsprozesses
nicht verdndert werden. Diese Annahme wurde durch die Kontrollversuche
experimentell bestétigt. Der erhaltene Kapazititswert der Lipidschicht auf pordsem
Aluminat ist um einen Faktor 2-3 groBer als die einer defektarmen
festkorpergestiitzten Lipiddoppelschicht, die typischerweise eine spezifische
Kapazitdt von 0.8 bis 1.0 pF/cm? aufweist [2]. Die groBere Kapazitdt ldsst auf eine
unvollstindige Bedeckung der Oberfliche mit Lipidschicht schlieBen. Eine
Anpassung der Parameter des Ersatzschaltkreises (7) an die Daten ist als gestrichelte
Linie gegeben. Sie liefert eine bessere Ubereinstimmung zwischen Daten und
Anpassung mit den folgenden Parametern: C; = 1.7 uF/cm?, C; = 4.0 uF/em?, C; =
3.2 pF/em?, Ry = 49.8 Q cm?, R, > 10 MQ cm?, R; = 1,5 kQ cm?. Die Anpassung
beriicksichtigt die unterschiedlichen Kapazititen der Lipidkopfgruppen, der
hydrophoben Fettsdureketten sowie der elektrochemischen Doppelschicht. Eine
Aussage iiber die Vollstindigkeit der Membran ist aufgrund der Vielzahl der
Parameter jedoch nicht moglich.

Eine zeitaufgeloste Messung bei konstanter Frequenz f von 1 Hz wihrend der
Inkubation des Aluminats mit Vesikeln bei einer am Substrat anliegenden Spannung
von +100 mV zeigt, dass der Betrag der Impedanz |Z] im Laufe des
Inkubationsprozesses ansteigt und die Phasenverschiebung ¢ sinkt (Abb. 5.30 B).
Die Anderung der Phasenverschiebung ist im Gegensatz zu der Anderung des
Betrages der Impedanz relativ gering. Dies ist auf einen hohen Widerstand R}, des
verwendeten Aluminats zuriickzufiihren. Die Anderungen weisen auf die teilweise
Ausbildung einer Lipidschicht auf dem Substrat hin.

Um die Wahrscheinlichkeit fiir ein Aufspreiten der Giant Vesicles zu vergrof3ern,
wurden die Vesikel in Anlehnung an Schmidt et al. in 200 mM Sorbitol préipariert
und das umgebende Medium auf einer Sdule durch Reinstwasser ersetzt [43]. Durch
den osmotischen Druck sollte das Aufplatzen der Vesikel unterstiitzt werden.
Impedanzspektroskopische Untersuchungen von pordsen Aluminaten, die mit in
Sorbitol préparierten Giant Vesicles inkubiert wurden, zeigen ein verdndertes
Spektrum nach der Inkubation mit den Vesikeln im Vergleich zu dem des pordsen

Substrats. Aufgrund der besseren Vergleichsmoglichkeiten der Ergebnisse
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untereinander wurde die Auswertung der Daten mit Hilfe der Anpassung der
Parameter des Ersatzschaltbildes (6) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tab. 5.1
gegeben. Es wurde eine Kapazitit C,, von (8.3 £ 0.2) uF/cm? und ein Widerstand Ry,
> 10 MQ cm? erhalten. Kontrollexperimente, in denen pordse Aluminate bei einer
anliegenden Spannung von +100 mV in 200 mM Sorbitol inkubiert wurden, zeigten
kein verdndertes Impedanzspektrum nach dem Inkubationsprozess. Dies ldsst darauf
schlieBen, dass das verdnderte Impedanzspektrum auf die Ausbildung einer
Lipiddoppelschicht zuriickzufiihren ist.

Um eine Verbesserung der Bedeckung zu erhalten, wurde in einem weiteren Ansatz
versucht, die Ladungsdichte der Vesikel zu erhoéhen, um die elektrostatische
Wechselwirkung zwischen Vesikeln und Substrat zu erhéhen. Es wurden Giant
Vesicles aus 95 w % negativ geladenem DMPG und 5 w % Cholesterol hergestellt.
Eine Untersuchung der Vesikelsuspension mit dem konfokalen Mikroskop ergab
jedoch, dass diese Zusammensetzung keine Vesikel bildet. Die Lipide bilden
vielmehr groBe unregelméBige Aggregate, so dass auf Basis dieser Lipidmischungen
keine Membranpréparationen durchgefiihrt werden konnten.

Ein weiterer Faktor, der das Spreiten von Vesikeln beeinflusst, ist ihre Groe. Um
dies ndher zu untersuchen, wurden sowohl pordse Aluminate untersucht, die mit
Vesikeln inkubiert wurden, welche tiber die Extrusionsmethode hergestellt wurden
und eine nominelle GréBe von 1 um besallen, als auch Aluminate, die mit Giant
Vesicles inkubiert wurden, deren Durchmesser zwischen 3 pm und 25 pm lagen. Die
Abtrennung der Vesikel, die eine Grofle iiber 3 pm aufwiesen, erfolgte durch ein
Siebverfahren. Die Vesikel wurden in ein Transwell-Sieb in einem Wasserreservoir
gegeben, das eine Maschengréfle von 3 um besall. Durch permanentes Riithren und
mehrmaliges Austauschen des umgebenden Wassers diffundieren die kleinen Vesikel
durch das Sieb, wihrend die grofen zuriickgehalten werden. Eine
impedanzspektroskopische Untersuchung von pordsen Aluminaten, die mit Giant
Vesicles >3 pm bzw. < 1 um inkubiert wurden, zeigt eine deutliche Veridnderung des
Spektrums im Vergleich zu dem des pordsen Substrats. Die Kapazitdt des Substrats
nach der Vesikelinkubation wurde iiber eine Anpassung der Parameter des
Ersatzschaltbildes (6) an die Daten erhalten und ist in Tab. 5.1 gegeben. Fiir
Vesikelgrofen liber 3 um wurde eine Kapazitit Cy, von (2.5 + 0.2) pF/cm? und ein
Widerstand R, > 10 MQ cm? erhalten. Die Inkubation mit Vesikeln einer nominellen
GroBe von 1 pm ergab eine Kapazitit Cp, von (4.0 £ 0.2) pF/cm? und einen
Widerstand Ry, von 6.9 kQ) cm?.

Singer et al. und Demel et al. fanden, dass Cholesterol auf die Vesikel einen
stabilisierenden Einfluss hat [10, 102]. In einem weiteren Ansatz wurde das in den

Giant Vesicles enthaltene Cholesterol durch 1-Palmitoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-
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Phosphocholin  (Lyso-PC) ersetzt, von dem vermutet wird, dass es das
Spreitverhalten fordert. Die Bildung und die Stabilitdt der so priparierten Vesikel
wurde liber das konfokale Mikroskop iiberpriift, die resultierenden Vesikel sind
analog zu den Cholesterol-haltigen Vesikeln bis zu 25 um grof3 und iiber mehrere
Tage stabil. Das Spreitverhalten dieser Vesikel wurde zundchst auf planaren
Goldelektroden tiberpriift. Die erreichten Kapazititen liegen bei 2.2 uF/cm? und sind
damit etwa um einen Faktor 2 groBer als die fiir eine defektarme Membran
erwarteten Kapazititen. Eine Ubertragung dieser Priiparationsmethode auf pordses
Aluminat liefert die in Tab. 5.1 angegebene Kapazitit Cy, von (3.8 £ 1.0) uF/cm? und
einen Widerstind R, > 10 MQ cm?.

Tab. 5.1. Membrankapazititen C,, und Widerstiande R, die nach Anpassung der Parameter des
Ersatzschaltkreises (6) an die Daten aus verschiedenen Prédparationen erhalten wurden. 1) Die
porésen Aluminate wurden mit bis zu 25 pm groBlen Giant Vesicles inkubiert, die in
Reinstwasser prapariert wurden. 2) Die Aluminatprobe wurde mit Vesikeln inkubiert, die in
Reinstwasser mittels der Extrusionsmethode prépariert wurden. Der nominelle Durchmesser
betrug 1 um. 3) Die zur Inkubation verwendeten Vesikel besalien eine Grofle von iiber 3 pm und
wurden in Reinstwasser préapariert. 4) Das in den Giant Vesicles enthaltene Cholesterol wurde
gegen Lyso-PC ausgetauscht. 5) Die Giant Vesicles wurden in 200 mM Sorbitol prapariert und
das umgebende Medium auf einer Séule gegen Reinstwasser ersetzt.

Cm [uF/em?] R, [kQ cm?]

1) Giant Vesicles 24+0.2 > 10"
2) Vesikelgrofe 1 pm 40+0.2 6900
3) VesikelgroBBe > 3 pm 25+0.2 > 10"
4) Lyso-PC-haltige Giant Vesicles 3.8+ 1.0 >10*
5) Giant Vesicles mit osmotischem Druck 83+0.2 > 10"

Rasterkraftmikroskopie

Untersuchungen der elektrischen Eigenschaften von Giant Vesicles auf pordsem
Aluminat haben gezeigt, dass ein verdndertes Impedanzverhalten nach Inkubation
mit den Giant Vesicles zu beobachten war, was auf die Ausbildung von
Lipidmembranen schlieBen ldsst. Da jedoch keine vollstindige Belegung erzielt
werden konnte und nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Vesikel auf der
Probe von einer Doppelschicht abweichende Strukturen ausbilden, wurden
rasterkraftmikroskopische Untersuchungen an diesen Proben durchgefiihrt. Abb. 5.31
A/ C zeigt die topographische Oberfliche eines geordneten, pordsen Aluminats nach
Inkubation mit Giant Vesicles, die sich aus 65 w% Asolectin, 25 w% POPG, 5 w%
Cholesterol und 5 w% Lyso-PC zusammensetzten (3.1 x 3.1 pm?). Die Aufnahme

lasst die urspriinglich runde Form der Vesikel erkennen. Zur Verdeutlichung ist der
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Abb. 5.31. Rasterkraftmikroskopische Aufnahme (Contact-Mode) einer porosen,
geordneten, aufgeweiteten Aluminatoberfliche nach Inkubation mit Giant Vesicles (65
w% Asolectin, 25 w% POPG, 5 w% Cholesterol, 5 w% Lyso-PC). Die Konzentration
der Lipidsuspension betrug ¢ = 0.2 mg/ml, die Aufnahmen wurden in 50 mM Na,SO,
durchgefiihrt. A) Topographie (3.1 x 3.1 um?) mit einer Hohenskala von 72 nm. B)
Hoéhenanalyse entlang der in A) gezeigten Linie. C) Topographie (3.1 x 3.1 pm?) mit
einer Hohenskala von 72 nm. D) Hohenanalyse entlang der in C) gezeigten Linie. E)
Topographie (3.1 x 3.1 pm?) mit einer Hohenskala von 72 nm. F) Hohenanalyse
entlang der in B) gezeigten Linie.
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Rand des urspriinglichen Giant Vesicles in Abb. 5.31 A durch eine Linie
gekennzeichnet.

Die innerhalb des dargestellten Randes des Giant Vesicles gebildeten Membranen
ondulieren mit der Porenstruktur. In einer Hohenanalyse kann jedoch deutlich
zwischen membraniiberspannten und freien Poren unterschieden werden. Abb. 5.31
B zeigt eine solche Analyse entlang der in Abb. 5.31 A dargestellten Linie. Die mit
I, 2, 6 und 7 bezeichneten Poren sind nicht mit einer Membran bedeckt, die
Rasterkraftspitze tritt etwa 10 nm tief in die Poren ein, wihrend die Poren 3, 4 und 5
mit Membran iiberspannt sind, was daran zu erkennen ist, dass die Rasterkraftspitze
nur etwa 3-5 nm tief in die membraniiberspannten Poren eindringt. Dies zeigt, dass
die Poren nur stellenweise mit einer Membran iiberspannt wurden. Eine weitere
Hohenanalyse ist entlang der in Abb. 5.31 C dargestellten Linie durchgefiihrt
worden. Neben vier geoéffneten Poren, die mit (1), (2), (3), (4) und (5)
gekennzeichnet wurden, sind Strukturen mit einer Hohe bis zu 40 nm zu erkennen,
die die GroBenordnung der Poren besitzen. Dies ldsst darauf schliefen, dass der
Giant Vesicle zerborsten ist und sich neben Lipiddoppelschichten stellenweise kleine
Vesikel ausgebildet haben, die an der Oberfliche adhdrieren. Zum Vergleich wurde
eine Hohenanalyse in einem nicht mit einer Lipidmembran iiberspannten Bereich
auBerhalb der wurspriinglichen Vesikelstruktur entlang der in Abb. 5.31 E
dargestellten Linie durchgefiihrt (Abb. 5.31 E/ F). Die Rasterkraftspitze tritt etwa 10
- 12 nm tief in die Poren ein.

Weitere  rasterkraftmikroskopische =~ Aufnahmen  bestdtigen, dass neben
Lipiddoppelschichtstrukturen auch Multischichten vorliegen. Abb. 5.32 A/ B zeigt
die Topographie und das Phasenbild (4.1 x 4.7 um?) eines geordneten, pordsen
Aluminats nach der Inkubation mit Giant Vesicles. Es konnen deutlich zwei
verschiedene Bereiche unterschieden werden, das pordse Aluminatsubstrat und eine
Lipidstruktur, die die Poren iiberdeckt. Eine Hohenanalyse entlang der in Abb. 5.32
A dargestellten Linie ist in Abb. 5.32 C gezeigt. Der Hohenunterschied zwischen
Lipidstruktur und Probenoberfliche betrdgt (210 + 20) nm und ist somit um ein
Vielfaches hoher als die erwartete Hohe von 4-6 nm fiir eine Lipiddoppelschicht. Es
ist daher anzunehmen, dass es sich bei der beobachteten Lipidstruktur um einen an
der Oberflache adhérierten Giant Vesicle handelt.
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Abb. 5.32. Rasterkraftmikroskopische Aufnahme (Intermittent-Contact-Mode) eines
geordneten, aufgeweiteten, porésen Aluminats nach der Inkubation mit Giant Vesicles
(65 w% Asolectin, 25 w% POPG, 5 w% Cholesterol, 5 w% Lyso-PC). Die
Konzentration der Lipidsuspension betrug ¢ = 0.2 mg/ml, die Aufnahmen wurden in
50 mM Na,SO, durchgefiihrt. A) Topographie (4.1 x 4.7 um?) mit einer Hohenskala
von 857 nm. B) Phasenbild (4.1 x 4.7 um?) mit einer Skala von 36.3 °. C)
Hohenanalyse entlang der in A) gezeigten Linie. Der Hohenunterschied betrigt (210 +
20) nm.

5.2.6 Lipidmembranen auf poreniiberspannenden
Polyelektrolytschichten

Das Spreiten von Giant Vesicles auf pordsen Substraten zeigt die prinzipielle
Moglichkeit, Poren mit Lipidmembranen zu iiberspannen. Jedoch weist die erzeugte
poreniiberspannende Lipidschicht Defektstellen und Inhomogenititen auf, die
eventuell auf die Pordsitdt der Oberfliche zuriickzufiihren sein kdnnten. Um eine
Bildung von Lipidschichten durch eine homogene Oberfldche zu unterstiitzen und
die entstehende poreniiberspannende Membran zu stabilisieren, wurde die Strategie

verfolgt, Polyelektrolytkissen zwischen der Lipidschicht und dem pordsen Aluminat
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aufzubringen. Aufgrund der hohen Ionenleitfahigkeit gequollener
Polyelektrolytschichten [103, 104] sollte der Vorteil der beiden Kompartimente trotz
eines Uberspannens der Poren mit Polyelektrolyt weiterhin bestehen bleiben. Eine
Moglichkeit zum Aufbau solcher Polyelektrolytschichten besteht in der
alternierenden  Adsorption entgegengesetzt geladener Polyelektrolyten an
Oberfliachen (layer-by-layer-Technik), die in Abb. 5.33 schematisch dargestellt ist.
Auf diese Weise lassen sich Schichten kontrollierbarer Dicke im Bereich von einigen

Nanometern herstellen [104].
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Abb. 5.33. Schematische Darstellung der layer-by-layer-Praparation zum Aufbau von
Polyelektrolytmultischichten auf einem geladenen Substrat.

Sowohl Polyelektrolytschichten als auch polyelektrolytgestiitzte Lipidschichten sind
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Harris et al. zeigten, dass bei der
Deposition von 5 Doppelschichten aus Polyallylaminhydrochlorid (PAH) und
Polystyrolsulfonat (PSS) die Poren pordser Aluminate mit PorengréBen von 20 nm
komplett {iberspannt werden, ohne jedoch die Poren mit Polyelektrolyten zu fiillen
[105]. Die Bedeckung der Poren mit Polyelektrolyten wurde mittels
Elektronenmikroskopie nachgewiesen [105, 106]. Majewski, Wong und Seitz
untersuchten DMPC-Schichten auf mit Polyethylenimin (PEI) beschichteten
Quarzsubstraten. Es ist bekannt, dass PEI auf Glassubstraten definierte
Adsorptionsschichten ausbildet [107]. Die Neutronenreflektrometrie zeigte, das eine
maximale Oberflichenbelegung mit Lipidschichten von 94 % erreicht werden kann
[5, 108, 109].

Die Literaturdaten zeigen sowohl die Mdoglichkeit auf, die Poren mit Polyelektrolyt-
Multischichten zu iiberspannen, ohne die Poren zu fiillen, als auch elektrisch dichte
Lipiddoppelschichten auf einem Polyelektrolytfilm aus PEI zu priparieren. Es ist
daher zu erwarten, dass eine Zusammenfiihrung dieser Techniken grundsétzlich die
Praparation einer Lipidschicht auf poreniiberspannenden Polyelektrolyten
ermoglicht. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurde

Polystyrolsulfonat (PSS) als Polyanion verwendet. Bei der Auswahl der
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Polykationen wurde darauf geachtet, dass diese keine Halogenide enthalten, die das
Impedanzverhalten des Aluminats verdndern. Es wurde PEI als Polykation

verwendet.

Polyelektrolytschichten auf planarem Gold

Zur Uberpriifung der Priparation von Polyelektrolyt-Multischichten durch die layer-
by-layer-Adsorption wurden Quarzmikrowaage-Messungen durchgefiihrt. Die
Goldelektrode wurde zundchst mit MEA funktionalisiert. Aufgrund dieser

Funktionalisierung wies die Elektrode eine positive Oberflichenladungsdichte auf.
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Abb. 5.34. Quarzmikrowaage-Messung der Adsorption von Polyelektrolyten auf einer
mit MEA funktionalisierten Goldelektrode in 5 mM Bis-Tris/H,SO,, pH 5.6. A) Die
Zugabe von 20 bzw. 34 uM PSS resultiert in einer Frequenzénderung von (90 = 1) Hz
und weiteren (10 £ 1) Hz. B) Die Zugabe von 0.7 bzw. 1.2 mM PEI resultiert in einer
Frequenzénderung von (29.5 £ 0.5) Hz und weiteren (3 £ 0.5) Hz.

Abb. 5.34 A zeigt eine QCM-Messung fiir die Zugabe von PSS. Die erste Zugabe mit
einer Konzentration von 20 uM resultierte in einer Frequenzénderung von (90 + 1)
Hz. Eine zweite Zugabe mit einer Konzentration von 34 uM rief eine
Frequenzinderung hervor, die mit (10 £ 1) Hz wesentlich kleiner ist als die erste
Zugabe. Dies ldsst darauf schlieBen, dass bei der ersten Zugabe bereits eine
Polyelektrolytschicht ausgebildet wurde, die eine -elektrostatische AbstoBung
weiterer PSS-Molekiile beinhaltet und somit eine weitere Anlagerung der Molekiile
bei der zweiten Zugabe verhindert. Nach griindlichem Spiilen mit Puffer wurde die
Adsorption von PEI auf der mit MEA und PSS bedeckten Goldelektrode untersucht,
die in Abb. 5.34 B dargestellt ist. Die PEI-Zugabe lieferte bei einer Konzentration
von 0.7 mM eine Frequenzinderung von (29.5 £+ 0.5) Hz bei der ersten und (3.0 £
0.5) Hz fiir eine Konzentration von 1.2 mM bei der zweiten Zugabe. Die

vergleichsweise geringe Frequenzénderung bei der zweiten Zugabe ldsst darauf
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schlieBen, dass bei der ersten Zugabe bereits eine PEI-Schicht ausgebildet wurde.
Der Autfbau einer weiteren PSS-Schicht erzielt Frequenzidnderungen von (77 £ 0.5)
Hz bzw. (4 £ 0.5) Hz mit Konzentrationen von 20 uM bzw. 34 uM. Die nach
griindlichem Spiilen erfolgte weitere Zugabe von PEI (34 £ 1) Hz und (8 £ 0.5) Hz
mit Konzentrationen von 0.7 mM bzw. 1.2 mM. Die erhaltenen Frequenzinderungen
sind in Abb. 5.35 dargestellt. Die Daten sind mit einem Fehler behaftet, der auf eine
verdanderte lonenstirke bei Zugabe der Polyelektrolyte zuriickzufiihren ist. Die
auftretende Ionenstirkednderung geht mit einer Frequenzabnahme Af einher. Eine
Erhohung der Ionenstirke des verwendeten Messpuffers konnte die relative
Verdnderung der lonenstirke des Puffers bei Zugabe der Polyelektrolytlosung zwar
einschrianken. Im Fall einer hohen Ionenstirke des Puffers ist jedoch zu erwarten,
dass die im Puffer vorhandenen Ionen die Ladung der Polyelektrolytschichten zum
groBen Teil abschirmen und somit die Oberflichenladung verdndern, die zur
Physisorption weiterer Polyelektrolytschichten fiihrt. Dies konnte zu einer
unvollstindigen Ausbildung der Schichten fiihren. Ein Vergleich von Messungen, die
in Puffern unterschiedlicher Konzentration durchgefiihrt wurden, ist daher nicht
moglich. Der Einfluss der lonenstirkeverdnderung auf die Frequenzabnahme kann
somit iliber die durchgefiihrten Messungen nicht quantifiziert werden. Trotz des
auftretenden Fehlers bestétigen die Daten, dass die Polyelektrolyte an die mit MEA
funktionalisierte Elektrode adsorbieren.
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Abb. 5.35. Auftretende Frequenzénderung Af bei Zugabe von Polyelektrolyten
angegebener Konzentration ¢ auf eine mit MEA beschichtete Quarzelektrode. Die
Polyelektrolyte wurden in angegebener Reihenfolge auf den Quarz gegeben. Zwischen
den Zugaben der verschiedenen Polyelektrolyte wurde die Probe mehrmals mit
Reinstwasser gespiilt.
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Polyelektrolytschichten bestehend aus je 2 Schichten PSS und PEI auf planaren mit
MEA funktionalisierten = Goldelektroden wurden impedanzspektroskopisch
untersucht. Die Spektren der Elektrode nach Inkubation mit den
Polyelektrolytlosungen wiesen nahezu keinen Unterschied im Vergleich zu dem
Spektrum der mit MEA funktionalisierten Elektrode auf. Eine Anpassung der
Parameter des Ersatzschaltkreises (4) liefert eine Kapazititen Cejimy von 16.9 pF/cm?
fiir die mit MEA funktionalisierte Elektrode und 13.8 pF/cm? fiir die Elektrode nach
Inkubation mit den Polyelektrolyten.

Polyelektrolytschichten auf porésem Aluminat

Zur Uberpriifung der layer-by-layer-Priparationen von Polyelektrolyten auf pordsem
Aluminat wurden rasterkraftmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt.

Harris et al. priparierten Polyelektrolytschichten auf pordsen Aluminaten. Sie
fanden, dass die Poren bei der Deposition von 5 Doppelschichten PAH/ PSS
komplett iiberspannt wurden, ohne jedoch mit Polyelektrolyten gefiillt zu sein [105].
Die Bedeckung der Poren mit Polyelektrolyten wurde mittels Elektronenmikroskopie
nachgewiesen. Es wird vermutet, dass das Uberspannen der Poren auf die verzweigte
Struktur der Polyelektrolyte zuriickzufiihren ist [105, 106].

Abb. 5.36 =zeigt eine rasterkraftmikroskopische Aufnahme eines geordneten,
goldbelegten, pordsen Aluminats, das mit MEA funktionalisiert und auf dem {iber die
layer-by-layer-Technik 6 Doppelschichten aus PSS/ PEI pripariert wurden. Dazu
wurde das funktionalisierte Substrat fiir 15 Minuten in wiéssriger, 0.12 mM PSS-
Losung, pH 5.6 inkubiert. Nach griindlichem Spiilen mit Reinstwasser wurde das
Substrat fiir 15 Minuten in wéssriger, 4 mM PEI-Losung, pH 5.6 inkubiert und
anschlieBend griindlich mit Reinstwasser gespiilt. Dieser Prozess wurde insgesamt
sechs mal wiederholt.

Abb. 5.36 ldsst ein 1 x 1 um? groes Scanfenster erkennen, in dem vor dieser
Aufnahme mit hoher Kraft gerastert wurde. Die hohe Kraft, die die Spitze auf die
Oberflache ausiibt, zerstort  die weiche Oberflachenstruktur, die
Polyelektrolytschichten. Durch das Entfernen der Polyelektrolytschichten wird das
darunterliegende pordse Aluminat sichtbar. Die glatte Strukur auBerhalb des
Scanfensters beweist, dass die restlichen Poren komplett mit Polyelektrolyt bedeckt
sind.

Eine impedanzspektroskopische Untersuchung eines polyelektrolytbelegten
Aluminats ist in Abb. 5.40 dargestellt. Es ist eine deutliche Verdnderung des

Spektrums nach dem Aufbringen der Polyelektrolytschichten zu erkennen.
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Abb. 5.36. Rasterkraftmikroskopische Aufnahme (Contact-Mode) eines geordneten,
aufgeweiteten, pordosen Aluminats mit einer MEA-Schicht und 6 Doppelschichten aus
PSS/ PEIL. Im Inneren des Scanfensters ist das pordse Aluminat zu erkennen, die
restlichen Poren sind komplett mit Polyelektrolyt iiberspannt. A) Topographie (3 x 3
um?) mit einer Hohenskala von 100 nm. B) Auslenkung (3 x 3 um?).

Polyelektrolytgestiitzte Lipidmembranen auf planaren Substraten

Die Préiparation von Lipidmembranen auf den Polyelektrolyt-Multischichten wurde
zundchst auf planaren Gold- und Glimmer-Substraten durchgefiihrt, bevor diese auf
das pordse Aluminat {ibertragen wurden.

Abb. 5.37 zeigt eine Quarzmikrowaagemessung bei Zugabe unilamellarer Vesikel
(65 % Asolectin, 25 % POPG, 5 % Cholesterol, 5 % Lyso-PC) mit einer
Konzentration von 0.2 mg/ml auf eine mit MPA und PEI beschichtete Goldelektrode.
Die Zugabe liefert eine Frequenzabnahme Af von (40 + 1) Hz. Diese
Frequenzinderung liegt in dem fiir die Bildung einer Lipiddoppelschicht erwarteten
Rahmen. Keller und Kasemo untersuchten die Adsorptionskinetik unilamellarer
Vesikel auf SiO, und oxidierten Goldelektroden mittels Quarzmikrowaagetechnik.
Die Inkubation von SiO, mit Vesikeln fiihrte zur Ausbildung einer
Lipiddoppelschicht mit einer Frequenzidnderung von 26 Hz, wihrend die Inkubation
von Goldelektroden mit Vesikeln zu einer Frequenzédnderung von 90 Hz fiihrte und
damit die Adhision intakter Vesikel anzeigte [110]. Die groBere Frequenzinderung
fiir den Fall, dass intakte Vesikel auf der Oberfliche vorliegen, ist durch
Viskositétseffekte zu begriinden. Aufgrund der Literaturdaten ist anzunehmen, dass
die beobachtete Abnahme von (40 = 1) Hz auf die Ausbildung -einer
Lipiddoppelschicht auf der polyelektrolytbelegten Oberflache zurlickzufiihren ist.
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Abb. 5.37. Quarzmikrowaage-Messung auf einem mit einer MPA- und einer PEI-

Schicht bedeckten Goldelektrode in 10 mM Tris/H,SO,4, pH 7.0. Es wurde eine

Vesikelsuspension aus 65 % Asolectin, 25 % POPG, 5 % Cholesterol und 5 % Lyso-
PC mit einer Konzentration von ¢ = 0.2 mg/ml zugegeben.

In einem weiteren Schritt wurden impedanzspektroskopische Untersuchungen an
Goldelektroden mit je 2 Schichten PSS/ PEI durchgefiihrt, die mit unilamellaren
DOPC/ POPG bzw. DMPC/ DMPG-Vesikeln inkubiert wurden. Die
Impedanzspektren, die nach der Inkubation der Probe mit Vesikeln erhalten wurden,
zeigten  keine  Verdnderung  beziiglich der  Impedanzspektren  des
polyelektrolytbedeckten Substrats. Ein Grund fiir die fehlende Ausbildung einer
Lipidschicht konnte in der Hydratisierung der Polyelektrolytschicht liegen, die zu
einer groBen Oberflicheninhomogenitit fithrt. Wong et al. untersuchten Oberfldchen,
die mit einer PEI-Schicht belegt waren und mit DMPC-Vesiklen inkubiert wurden
mittels Neutronenreflektrometrie. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass im Fall einer
gequollenen Polyelektrolytschicht komplexe Lipidstrukuren ausgebildet werden,
wéhrend auf einer Polyelektrolytschicht, die fiir mehrere Stunden an Luft getrocknet
wurde, eine Lipidmembran ausgebildet wird [108]. Die impedanzspektoskopische
Untersuchung von Goldelektroden, auf denen 2 iiber mehrere Stunden getrocknete
Polyelektrolyt-Doppelschichten aufgebracht und die mit Vesikeln inkubiert wurden,
zeigten jedoch kein verdndertes Impedanzspektrum nach der Inkubation mit
Vesikeln. Da die Quarzmikrowaage-Messung wihrend der Inkubation mit Vesikeln
auf einer einzelnen Polyelektrolytschicht die Ausbildung einer Lipidschicht anzeigt,
konnte die fehlende Ausbildung einer Lipidschicht auf die Durchwebung der
Polyelektrolytschichten zurlickzufiihren sein, die mit einer gegenseitigen
Ladungsabschirmung einhergeht. Die Oberflichenladung der Polyelektrolyt-
Multischichten, die das Spreiten der Vesikel induziert, ist demnach geringer als im

Fall einer einzelnen Schicht. Um dennoch die Ausbildung einer Lipidschicht zu
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erzielen, wurde der Losung zur Préparation der obersten Polyelektrolytschicht 0.5 — 2
M NaCl bzw. Na,SO4 zugegeben. Dies fithrt zur Ausbildung einer dickeren
Polyelektrolytschicht im Vergleich zur Priaparation ohne Salzzugabe, da die Ionen
die Ladung der Polyelektrolyte abschirmen. Weitere Polyelektrolyte konnen sich aus
diesem Grund besser an eine bereits bestehende Schicht anlagern, da die gegenseitige
AbstoBung gleicher Polyelektrolyte vermindert wird. Impedanzspektroskopische
Untersuchungen von Goldelektroden, die mit 2 {iber mehrere Stunden getrockneten
Polyelektrolyt-Doppelschichten belegt waren und deren oberste Polyelektrolytschicht
unter Zugabe von 0.5 - 2 M Na,SO4 pripariert wurde, zeigten ein verdndertes
Impedanzspektrum nach der Inkubation mit Vesikeln. Dies ldsst darauf schlief3en,
dass das Spreiten der Vesikel stark vom Hydratisierungsgrad der Polyelektrolyte
sowie von der Dicke der letzten Polyelektrolytschicht abhédngt.

10°:
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10° g,
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Abb. 5.38. Impedanzspektren einer mit MEA funktionalisierten Goldelektrode vor (m)
und nach der je 2maligen Inkubation mit PSS/ PEI (o) sowie nach Inkubation mit
unilamellaren DMPC/ DMPG (7:3)-Vesikeln (A). Der Losung zur Priparation der
letzten PEI-Schicht wurde 2 M Na,SO, zugegeben. Vor der Vesikelinkubation wurde
das Substrat iiber Nacht an Luft getrocknet. Die durchgezogenen Linien resultieren
aus der Anpassung der Parameter entsprechender Ersatzschaltkreise an die Daten. Die
Auswertung von (m) und (o) erfolgte mit dem Ersatzschaltkreis (5) und lieferte
folgende Ergebnisse: Cy, = 20 pF/cm? (<) bzw. 17 pF/ cm? (--), Ry = 10° kQ cm?. Die
Auswertung von (A) mit dem Ersatzschaltbild (4) ergab eine Kapazitit von Cey =
10.7 uF/cm? ().
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Abb. 5.38 zeigt beispielhaft das Impedanzspektrum einer mit MEA funktionalisierten
Goldelektrode vor und nach der je zweimaligen Inkubation mit PSS bzw. PEI sowie
nach der Inkubation mit unilamellaren DMPC/ DMPG-Vesikeln (7:3). Der Losung
zur Prédparation der letzten PEI-Schicht wurde 2 M Na,SO4 zugegeben. Eine
Anpassung des Ersatzschaltkreises (4) an die Daten liefert fiir die mit MEA
funktionalisierte Goldelektrode nach Inkubation mit den Polyelektrolytldsungen
Kapazititen von 17 — 20 pF/cm? eine Kapazitit von 10.7 pF/cm? fiir die
Goldelektrode nach der Inkubation mit den Vesikeln. Es wurden verschiedene
Lipidmischungen untersucht: Zum einen wurde der Anteil an negativ geladenem
Lipid variiert, zum anderen wurden ungesittigte Lipide verwendet, die bei
Raumtemperatur in der fluiden Phase vorliegen. Die erhaltenen Kapazitéten sind in
Tab. 5.2 angegeben. In keinem der untersuchten Fille konnte

impedanzspektroskopisch die Ausbildung einer Lipidschicht beobachtet werden.

Tab. 5.2. Kapazititen, die durch Inkubation polyelektrolytbedeckter Goldelektroden
mit Vesikeln verschiedener Lipidzusammensetzung erhalten wurden. Der Losung zur
Priparation der obersten Polyelektrolytschicht wurde 2 M Na,SO, zugesetzt. Die
Auswertung erfolgte durch Anpassung des Ersatzschaltkreises (4) an die Daten: Cepip
(1) entspricht der Kapazitit einer mit MEA funktionalisierten Goldelektrode, Cem (2)
der Kapazitit der Elektrode nach Aufbringen von 2 Polyelektrolyt-Doppelschichten und
Cesm (3) nach Inkubation mit Vesikeln angegebener Zusammensetzung.

Lipidmischung Cetrm (1) Ceiim (2) Cetrm (2)

[WF/cm?] [uF/cm?] [uF/cm?]
DMPC/DMPG 9:1  16.9+0.5 13.840.5 12340.5
DMPC/DMPG 8:2 17.3£0.5 17.7+£0.5 11.5+£0.5

20.0£0.5 16.2£0.5 13.1£0.5
DMPC/DMPG 7:3 19.1£0.5 15.7£0.5 10.6 £ 0.5
DOPC/DOPG 8:2 18.2%+0.5 155%£0.5 104 £0.5

Impedanzspektroskopische = Untersuchungen  polyelektrolytbedeckter  planarer
Goldsubstrate, die mit Vesikeln inkubiert wurden, lassen nicht auf die Ausbildung
einer Lipidschicht schlieBen. Zur Untersuchung der Oberflichenstruktur wurden
daher rasterkraftmikroskopische Untersuchungen an planaren Proben durchgefiihrt.

Abb. 539 A zeigt eine rasterkraftmikroskopische = Aufnahme eines
polyelektrolytbedeckten Glimmersubstrates, das mit unilamellaren DMPC/ DMPG
(4:1) -Vesikeln inkubiert wurde. Der Losung zur Praparation der letzten PEI-Schicht
wurde 2 M NaCl zugegeben. Die topographische Abbildung lisst deutlich Bereiche
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unterschiedlicher Hohe erkennen. Die in Abb. 5.39 B dargestellte Hohenanalyse, die
entlang der in Abb. 5.39 A gezeigten Linie durchgefiihrt wurde, ldsst drei
verschiedene Hohen erkennen. Die Hohenunterschiede betragen (11 + 1) nm und (5
+ 1) nm beziiglich des jeweils tieferen Bereichs. Es ist anzunehmen, dass der unterste
Bereich den Polyelektrolytschichten entspricht, wihrend die beiden hoheren
Bereiche eine Lipidstruktur darstellen. Die Polyelektrolytschicht ist demnach nur
stellenweise mit Lipid bedeckt. Eine Lipiddoppelschicht besitzt je nach
Zusammensetzung eine Hohe von 4-6 nm [111], wéhrend die in Abb. 5.39 A
abgebildete Lipidstruktur mit (11 £ 1) nm bzw. weiteren (5 £ 1) nm die doppelte
bzw. dreifache Hohe besitzt. Es kann daher angenommen werden, dass die Lipide im

Wesentlichen als Multischichten auf der Probe vorliegen.

h/ nm
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Abb. 5.39. Rasterkraftmikroskopische Aufnahme (Contact-Mode) eines mit zwei PEI-
Schichten und einer PSS-Schicht bedeckten Glimmer-Substrats, das fiir 30 Minuten
mit unilamellaren DMPC/ DMPG-Vesikeln 4:1 inkubiert wurde. A) Topographie (10
x 10 pm?) mit einer Hohenskala von 45 nm. B) Hohenanalyse entlang der in A)
gezeigten Linie. Die Hohendifferenzen der Stufen betragen (11 £ 1) nm und (5 £ 1)
nm.

Polyelektrolytgestiitzte Lipidmembranen auf porosem Aluminat

Die auf den planaren Substraten eingesetzten Préparationsmethoden wurden auf das
pordse Aluminat iibertragen und die Ausbildung einer Lipiddoppelschicht auf den
polyelektrolytbedeckten Aluminaten impedanzspektroskopisch untersucht. Abb. 5.40
zeigt die Spektren eines ungeordneten, pordsen Aluminats, das mit 25 nm Gold
belegt und mit MEA funktionalisiert wurde, vor und nach der Inkubation mit
Polyelektrolyten sowie mit unilamellaren Vesikeln aus DMPC/ DMPG (4:1). Das
Impedanzspektrum nach der Inkubation mit Polyelektrolytldsung, die sowohl fiir PEI
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als auch fiir PSS jeweils 6 mal erfolgte, ist zu groferen Frequenzen verschoben. Dies
konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die 6 Polyelektrolyt-Doppelschichten im
Vergleich zu den 2 Doppelschichten, die auf Goldelektroden untersucht wurden,
einen kapazitiven Beitrag liefern.

Das Spektrum nach Inkubation des funktionalisierten und polyelektrolytbedeckten
Substrates mit unilamellaren Vesikeln unterscheidet sich dagegen kaum von dem

Spektrum vor der Vesikelinkubation.
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Abb. 5.40. Impedanzspektren von ungeordnetem, ausgediinntem, pordsem Aluminat,
das mit 25 nm Gold belegt und mit MEA funktionalisiert wurde, vor (m) und nach der
jeweils 6-maligen Inkubation mit PSS/ PEI (o) sowie nach der Inkubation mit
unilamellaren Vesikeln aus DMPC/ DMPG (4:1) (A). Die durchgezogenen Linien
resultieren aus der Anpassung der Daten. Die Auswertung von (m) und (o) erfolgte
iiber Ersatzschaltkreis (2) und lieferte folgende Ergebnisse: (m) A = 23 uF/ecm?, a =
0.83, R = 23.7 kQ cm?, (0) 4y, = 10.6 pF/em?, a = 0.84, R, = 46 kQ cm?. Die
Auswertung von (A) erfolgte mit Ersatzschaltbild (6): C,, = 11.2 pF/cm?, R,, = 450 kQ
cm?.
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5.2.7 Chemisorbierte Lipidmembranen

Die bisherigen Priparationsansétze einer Lipidschicht tiber Vesikelfusion beruhten
auf elektrostatischer Anziehung zwischen Vesikeln und einem elektrisch geladenen
Substrat. Es  konnte die prinzipielle = Moglichkeit gezeigt  werden,
poreniiberspannende Membranen herzustellen, jedoch wurde keine vollstindige
Belegung erzielt. In einem anderen Ansatz wurden daher Vesikel verwendet, die an
Gold chemisorbieren und von denen bekannt ist, dass sie defektarme planare
Lipiddoppelschichten ausbilden. Die Vesikel setzten sich zusammen aus 1,2-
Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol  (DPPTE) und 1,2-Dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin (DOPC).

Impedanzspektroskopische  Untersuchungen ~ DPPTE-haltiger  Lipide  auf
Goldelektroden

Um die Lipidzusammensetzung zu finden, bei der die durch Vesikelspreiten und
Fusion entstehenden planaren Lipiddoppelschichten wenig Defektstellen aufweisen,
wurden zundchst Vesikel unterschiedlicher Zusammensetzung bestehend aus
DPPTE/ DOPC auf planaren Goldelektroden inkubiert. Die Inkubation erfolgte iiber
Nacht bei einer Temperatur von 50 °C. Eine Untersuchung der Oberfliachen erfolgte

mittels Impedanzspektroskopie.
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Abb. 5.41. Abhingigkeit der spezifischen Kapazitit C,, (m) und des spezifischen
Widerstandes Ry, (0) einer Lipidschicht aus DOPC/ DPPTE vom Molenbruch Xpppre.
Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei einer Temperatur von 50 °C. Alle Messungen
wurden auf planaren Goldelektroden in 10 mM Bis-Tris, pH 5.5 durchgefiihrt und
mittels des Ersatzschaltbildes (3) ausgewertet.
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Die durch eine Anpassung der Parameter des Ersatzschaltkreises (3) (Abb. 5.23)
ermittelten Kapazititen Cy, und Widerstinde Ry, sind in Abb. 5.41 in Abhingigkeit
vom Molenbruch xppprr dargestellt. Ubersteigt der DPPTE-Gehalt 52 mol%, werden
Kapazititen von (1.0 £ 0.2) uF/cm? erhalten, die auf die Bildung einer defektarmen
festkorpergestiitzen Lipiddoppelschicht schlieBen lassen. Liegt der DPPTE-Anteil
unter 52 mol%, liegen die ermittelten Kapazititen bei Werten groBBer 7 pF/cm?, es
bildet sich keine isolierende Doppelschicht aus. Die Widerstinde steigen ab einem
Anteil von 62 mol% von Werten unter 12 kQ cm? auf Werte gréer 100 kQ cm?.

Impedanzspektroskopische  Untersuchungen =~ DPPTE-haltiger  Lipide  auf
ungeordneten poréosen Aluminaten

Die so optimierte Préparation wurde auf pordses Aluminat iibertragen. Nicht
geordnete pordse Aluminatsubstrate wurden mit einer diinnen Goldschicht belegt, die

eine selektive Funktionalisierung der oberen Oberfliche ermdglichte.
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Abb. 5.42. Impedanzspektren von ungeordnetem, goldbedecktem, porésem Aluminat
vor (M) und nach (o) Inkubation mit unilamellaren DPPTE/ DOPC-Vesikeln (400 nm
nominelle GroBe) iiber Nacht bei 50 °C. (M) Ersatzschaltkreis (2) wurde zur
Auswertung der Impedanzspektren verwendet mit den folgenden Ergebnissen: 4, =
5.9 uF/em?, o = 0.89, R, = 207 kQ cm?. (o) Die Auswertung mit Ersatzschaltkreis (6)
fiihrte zu einer Membrankapazitit von C,, = 0.99 uF/cm2 und einem Widerstand von
R =390 kQ cm”.
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Die Aluminatsubstrate wurden mit einer Vesikelsuspension inkubiert, die 72 mol%
DPPTE enthielt. Um Vesikel von den Poren auszuschlieBen, betrug die nominelle
GroBe der Vesikel 400 nm. Die VesikelgroBe liberschreitet die Porengréfle somit um
einen Faktor von 11 und verhindert eine Diffusion der Vesikel in die Poren. Zudem
ist innerhalb der Poren kein Gold, an das die Thiolgruppen chemisorbieren konnen.
Der Inkubationsprozess resultierte in einer signifikanten Verdnderung des
Impedanzspektrums in Bezug auf die Spektren des pordsen Aluminats, die vor dem
Inkubationsprozess aufgenommen wurden (Abb. 5.42). Ein Anpassen der Parameter
von Ersatzschaltbild (6) an die erhaltenen Daten unter Konstanthaltung der fiir das
pordse Aluminat ermittelten Parameter liefert eine miBige Ubereinstimmung. Jedoch
stimmt in diesem Fall die erhaltene Kapazitit von 0.99 pF/cm? mit der fiir eine
defektarme festkorperunterstiitzte Membran aus DPPTE/ DOPC auf Gold von (1.0 +
0.2) uF/cm? iiberein.
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Abb. 5.43. Impedanzspektren von nichtgeordnetem, goldbelegtem, porésem Aluminat
vor (M) und nach (o) Inkubation mit unilamellaren DOPC-Vesikeln (400 nm
nominelle GroBe) iiber Nacht bei 50 °C. (M) Ersatzschaltkreis (2) wurde zur
Auswertung der Impedanzspektren verwendet mit den folgenden Ergebnissen: 4, =
17.5 pF/em?, a = 0.87, R, = 620 kQ cm?. (o) Die Auswertung mit Ersatzschaltkreis
(6) fiihrte zu einer Membrankapazitit von Cp, = 16.5 pF/cm” und einem Widerstand
von R, = 10 kQ cm?.
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Um sicherzustellen, dass der erhaltene Kapazititswert auf die Bildung einer
isolierenden Lipiddoppelschicht auf dem pordsen Aluminatsubstrat zuriickzufithren
ist, wurden in einem Kontrollversuch Impedanzspektren von pordsen Substraten
aufgenommen, die in Puffer und in DOPC-Vesikelsuspensionen bei einer
Temperatur von 50°C {iber Nacht inkubiert wurden. Nach der Inkubation mit Puffer
bzw. DOPC-Vesikelsuspensionen zeigten sich wie in Abb. 5.43 fiir DOPC-
Vesikelsuspensionen dargestellt nur kleine Verdnderungen der Spektren. Die
Anpassung der Parameter des Ersatzschaltkreises (6) aus Abb. 5.24 lieferte eine
Kapazitit Cy, von 16.5 pF/cm? Die Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass die
erhaltenen Verdnderungen im Impedanzspektrum bei Inkubation mit DPPTE-
haltigen Vesikeln auf die Bildung einer Lipiddoppelschicht auf der porésen Matrix

zuriickzufiihren sind.

Impedanzspektroskopische Untersuchungen DPPTE-haltiger Lipide auf geordneten
pordosen Aluminaten

Die oben beschriebenen Experimente zeigen deutlich die Mdglichkeit, elektrisch
dichte Lipiddoppelschichten auf pordsem Aluminat zu priparieren. Um eine grofere
Pordsitit und eine weniger raue Oberfliche zu erhalten, wurden im weiteren
geordnete Poren anstelle der nicht geordneten Poren verwendet. Die Porositit des
geordneten pordsen Materials betrdgt (36 = 7) % im Gegensatz zu dem nicht
geordneten pordsen Material, welches nur eine Porositdt von (17 £ 3) % aufweist.
Ein Impedanzspektrum eines geordneten, ausgediinnten, pordsen Aluminatsubstrats
ist in Abb. 5.44 gezeigt. Die Parameter des Ersatzschaltbildes (2) in Abb. 5.20
wurden an die Daten angepasst, die erhaltenen A,-Werte sind mit 7.7 puF/cm?
geringfiigig groBer als die fiir nicht geordnete Poren nach dem Ausdiinnprozess. Der
Wert von ¢« ist mit 0.86 kleiner als der von nicht geordneten Poren. Es wurden
unilamellare Vesikel bestehend aus DPPTE/ DOPC (72:28) auf dem goldbedeckten
pordsen Aluminat inkubiert und impedanzspektroskopisch untersucht. Selbst ohne
Datenauswertung ist ersichtlich, dass die Inkubation des pordsen Aluminats mit der
Vesikelsuspension in einer deutlichen Verdnderung des Impedanzspektrums
beziiglich dem, welches vor dem Inkubationsprozess aufgenommen wurde, resultiert.
Kontrollexperimente von pordsen Substraten, die bei 50 °C in Pufferlésung bzw. in
DOPC-Vesikelsuspensionen inkubiert wurden, fithrten wiederum nur zu kleinen
Verdnderungen im Impedanzspektrum. Die Verdnderung im Impedanzspektrum bei
Inkubation mit DPPTE-haltigen Vesikeln zu groferen Frequenzen zeigt somit
deutlich die Bildung einer elektrisch dichten Doppelschicht. Die Anpassung von
Ersatzschaltbild (6) in Abb. 5.24 an die Daten fiihrt zu einer Kapazitit Cy, von 0.9

uF/cm? und Membranwiderstinden Ry, groBer 10 MQ cm? Die Ubereinstimmung
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zwischen Anpassung und Daten ist auch hier nicht perfekt. Zur Uberpriifung der
Langzeitstabilitit wurden Impedanzspektren iiber eine Zeitspanne von mehr als 30

Stunden aufgenommen, ohne eine Verdanderung aufzuweisen.
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Abb. 5.44. A/B: Impedanzspektren von geordnetem, goldbedecktem, pordosem
Aluminat vor (M) und nach (o) Inkubation mit unilamellaren DPPTE/ DOPC-Vesikeln
(400 nm nominelle GroBe) tiber Nacht bei 50 °C. (W) Ersatzschaltkreis (2) wurde zur
Auswertung der Impedanzspektren verwendet mit den folgenden Ergebnissen: 4, =
7.7 uF/em?, a = 0.86, R, = 146 kQ cm?. (o) Die Auswertung mit Ersatzschaltkreis (6)
fiihrte zu einer Membrankapazitit C,, = 0.9 uF/cm2 und einem Widerstand von R, >
10 MQ cm’.

Rasterkraftmikroskopische Untersuchungen DPPTE-haltiger Lipide auf geordneten
porosen Aluminaten

Die elektrischen Eigenschaften sowohl ungeordneter als auch geordneter pordser
Aluminate nach der Inkubation mit DPPTE-haltigen Vesikel zeigen deutlich die
Bildung einer elektrisch dichten Lipiddoppelschicht. Um diese Ergebnisse zu
verifizieren und nachzuweisen, dass neben den gebildeten Doppelschichten keine
Multischichten auf den Proben ausgebildet werden, wurden
rasterkraftmikroskopische Aufnahmen durchgefiihrt. Abb. 5.45 zeigt eine

rasterkraftmikroskopische Aufnahme eines geordneten pordsen Aluminatsubstrats,
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das mit 25 nm Gold belegt und iiber Nacht mit DPPTE/ DOPC-Vesikeln inkubiert
wurde, die 72 mol% DPPTE enthielten.
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Abb. 5.45. Rasterkraftmikroskopische Aufnahme (Intermittent-Contact-Mode) eines
geordneten, porOsen, aufgeweiteten Aluminatsubstrats, das tber Nacht mit
DPPTE/DOPC-Vesikeln (72 mol% DPPTE) inkubiert wurde. Die Konzentration der
verwendeten Vesikellosung betrug ¢ = 0.1 mg/ml. A) Topographie (3.5 x 3.5 pm?) mit
einer Hohenskala von 80 nm. B) AusschnittsvergroBBerung von Aufnahme A (1.0 x 1.2
um?) mit einer Hohenskala von 80 nm. C) Hohenanalyse entlang der in Abb. B
dargestellten Linie.

Abb. 5.45 A und die Ausschnittsvergrolerung B lassen die Poren des pordsen
Substrates erkennen. Ein Grofteil der Poren wirkt jedoch sehr verschwommen. Dies
ist darauf zuriickzufiihren, dass sie von einer Membran iiberspannt werden, die mit
den Poren onduliert. Aufgrund der Kraft, die die Spitze auf die Membran ausiibt,
wird die Membran in die Poren gedriickt. Die in Abb. 5.45 C dargestellte
Hohenanalyse entlang der in Abb. B gezeigten Linie ldsst jedoch deutlich zwischen
gedffneten und mit Lipidschicht iiberspannten Poren unterscheiden. Im Fall einer
iiberspannten Pore dringt die Spitze nicht so tief in die Poren wie bei einer
gedftneten Pore. Die Hohenanalyse ergibt, dass die Spitze etwa 20 nm tief in die

dritte Pore eindringt, wéhrend sie in die 3 weiteren Poren nur 14 nm tief eindringt.
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Eine Vergleichsmessung an einem nicht mit Vesikeln inkubiertem porésem Aluminat
ist in Abb. 5.5 dargestellt. Die Spitze dringt in alle Poren gleich tief ein. Ein
quantitativer Vergleich der Eindringtiefen ist in diesem Fall jedoch nicht moglich, da
diese stark von der Geometrie der verwendeten Spitze abhingen. Die
unterschiedlichen Eindringtiefen der Spitze in die Poren in der in Abb. 5.45 C
dargestellten Hohenanalyse ldsst somit darauf schlieen, dass drei der in Abb. 5.45 C
untersuchten Poren mit einer Lipiddoppelschicht iiberspannt sind, wihrend die vierte

Pore gedffnet ist.






6 Diskussion

6.1 Charakterisierung der pordsen Aluminate

Eine Voraussetzung zur sensitiven Untersuchung der elektrischen Eigenschaften von
poreniiberspannenden Lipidmembranen auf pordésen Aluminaten besteht in der
Charakterisierung des pordsen Materials an sich sowie der Modifizierung seiner
elektrischen Eigenschaften. Die Untersuchung der pordsen Aluminatsubstrate
erfolgte mittels Rasterkraftmikroskopie, Rasterelektronenmikroskopie,

Interferometrie und elektrischer Impedanzspektroskopie.

6.1.1 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Zur Bestimmung der Oberflichenpordsitit der ausgediinnten, pordsen Aluminate
wurden rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Eine
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Bruchkante pordsen Aluminats
zeigt anndhernd zylinderformige Poren. Dieses Ergebnis stimmt mit dem von
Jessensky erhaltenen iiberein, der Untersuchungen an der Bruchkante eines pordsen
Aluminatsubstrats, dessen = Poren mit Fisen gefiillt waren, mittels
Rasterelektronenmikroskopie durchfiihrte und die zylindrische Form der Poren
nachweisen  konnte [86]. Aus diesem Grund kann die mittels
rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen ermittelte Oberflichenpordsitit, die fiir
die poreniiberspannenden Lipidmembranen die wesentlichere Groe darstellt, in
erster Ndherung mit der Pordsitdt des Substrates gleichgesetzt werden.

Aufnahmen von Proben, die iiber eine einfache Anodisierung hergestellt wurden,
zeigten eine ungeordnete, jedoch iiber die gesamte Oberfliche homogen verteilte
Anordnung der Poren. Die erzielten Pordsititen dieser Proben lagen fiir die in der
Impedanzspektroskopie verwendeten ausgediinnten Triger bei (17 £ 3) %. Die
Ergebnisse fiir die Pordsitdt stimmen mit dem von Hennesthal und Steinem an
chemisch aufgeweiteten Proben erhaltenen Ergebnis von (16 + 2) % iiberein. Die

dort ermittelten Porendurchmesser liegen jedoch mit (60 £+ 10) nm deutlich iiber dem
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Wert von (22 + 6) nm, der in der vorliegenden Arbeit fiir ausgediinnte Proben
erhalten wurde [50]. Proben, die iiber einen zweistufigen Anodisierungsprozess
hergestellt wurden, zeigen eine hexagonale Anordnung der Poren. Dies stimmt mit
den Ergebnissen von Gosele und Mitarbeitern iiberein [82-85]. Es wird vermutet,
dass repulsive Krifte zwischen benachbarten Poren, die aufgrund von mechanischem
Stress an der Metall/Oxid-Grenzflache auftreten, fiir die hexagonale Anordnung
verantwortlich sind [83]. Der ermittelte Porenabstand betrug (110 = 15) nm. Dieses
Ergebnis wird durch Veroffentlichungen von Li et al. bestitigt. Sie fiihrten
rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen an pordsen Aluminaten durch, die
nach einem zweifachen Anodisierungsprozess in Oxalsdure, Schwefelsdure oder
Phosphorsédure erhalten wurden. Fiir Aluminate, die bei 40 V in 0.5 M Oxalsédure
anodisiert wurden, erhielten sie Porenabstinde von 100 nm [83, 84]. Nielsch et al.
kamen zu dem Ergebnis, dass der Porenabstand von der Anodisierungsspannung
abhingt, der ermittelte Wert betrdgt 2.6 nm/V [82]. Fiir eine Anodisierungsspannung
von 40 V erhilt man so einen Porenabstand von 104 nm, was sowohl mit den
Ergebnissen von Li et al. als auch mit den in der vorliegenden Arbeit ermittelten
ibereinstimmt.

Im Fall geordneter, ausgediinnter Proben wurde eine Pordsitdt von (36 + 7) % und
ein Porendurchmesser von (31 + 9) nm erhalten. Es existieren einige
Veroffentlichungen zur rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung pordser
Aluminate, jedoch war in den untersuchten Zusammenhéngen weder die Porengrofle
noch die Pordsitit von Interesse, so dass ein Vergleich nicht moglich ist [82-84,
112]. Sowohl die Porositét als auch die Porendurchmesser geordneter Proben sind
deutlich groBer als die ungeordneter Proben, die Porenstege sind entsprechend
schmaler. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass aufgrund der hexagonalen Anordnung
eine hohere Packungsdichte der Poren vorliegt. Der grofle Pordsitidtsunterschied
zwischen geordneten und ungeordneten Substraten erlaubt eine Untersuchung der

Lipidmembranen in Abhdngigkeit von der zu {iberspannenden Porenfliche.

6.1.2 Rasterkraftmikroskopische Untersuchungen

Rasterkraftmikroskopische Untersuchungen der pordsen Aluminattriger erlauben
eine Abbildung der chemisch aufgeweiteten Poren und ermdglichen somit eine
Uberpriifung des Anodisierungsprozesses. Aufnahmen von Proben, die iiber eine
einfache Anodisierung hergestellt wurden, zeigten eine ungeordnete, aber homogene
Anordnung der Poren. Die Poren der chemisch aufgeweiteten, ungeordneten

Substrate wiesen eine Grofle von (20 £ 6) nm auf und zeigen nur einen geringfligigen
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Unterschied zur Porengréfle der ausgediinnten Aluminate. Hennesthal und Steinem
ermittelten  fiir analog hergestellte Proben einen wesentlich grofleren
Porendurchmesser von (50 £ 10) nm [50].

Proben, die iiber einen zweistufigen Anodisierungsprozess hergestellt wurden,
zeigten eine hexagonale Anordnung der Poren iiber den gesamten Probenbereich. Li
et al. untersuchten geordnete, porése Aluminate mittels Rasterkraftmikroskopie,
ermittelten jedoch keine Porositdt [83]. Eine Hohenanalyse zeigt, dass die Poren in
regelméfBigen Abstinden angeordnet sind und die Rasterkraftspitze jeweils gleich
weit in die Poren eindringt, was sie in der Hohenanalyse gleich tief erscheinen lésst.
Die Eindringtiefe der Spitze in die Poren ist stark von der Art der verwendeten Spitze
abhingig und fiir unterschiedliche Messungen nur fiir den Fall vergleichbar, dass die
gleichen Cantilever verwendet wurden.

Ein weiterer Nachweis der hexagonalen Anordnung wurde iiber die Ermittlung des
Winkels zwischen benachbarten Poren erbracht, der mit (59 £+ 5) ° dem fiir eine
hexagonale Anordnung auftretenden Winkel entspricht. Die Poren wiesen einen
Durchmesser von (35 + 8) nm auf und sind damit geringfiigig grofer als die der
ausgediinnten Proben, die rasterelektronenmikroskopisch untersucht wurden.

Eine rasterkraftmikroskopische Aufnahme {iiber einen Bereich von (10 x 10) pm?
zeigt, dass die Grofe der geordneten Bereiche bis zu (1.5 x 1.5) um? betrégt.
Jessensky untersuchte Aluminate, die in Schwefeldure, Phosphorsdure oder
Oxalsdure anodisiert wurden und kam zu dem Ergebnis, dass die geordneten
Bereiche der in Oxalsédure bei einer Spannung von 40 V anodisierten Aluminate am
groBten sind [86]. Li et al. erhielten die groften periodischen Anordnungen dagegen
fiir Aluminate, die bei einer Spannung von 160 V in 10 w% Phosphorsdure anodisiert
wurden [84].

6.1.3 Interferometrische Untersuchungen

Die interferometrischen Messungen beinhalteten zunédchst die Untersuchung
ungeordneter, aufgeweiteter, pordser Aluminate, welche mit Ldsungsmitteln
unterschiedlicher Brechungsindizes ngiiung Uberschichtet wurden. Die Losungsmittel
dringen in die Poren und rufen somit eine Anderung des effektiven
Brechungsindexes neg hervor. Unter der Annahme einer zylindrischen Porenform
lassen sich nach Bruggeman sowohl die Pordsitét als auch die Dicke der pordsen
Schicht ermitteln. Eine &hnliche Untersuchung wurde von Janshoff et al.

durchgefiihrt. Sie untersuchten mit verschiedenen Losungsmitteln iliberschichtetes
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pordses Silizium und ermittelten sowohl die Porositét als auch die Dicke der pordsen
Schicht [80].

Fir die Dicke d der pordsen Schicht ergab sich im Fall einer fiir 3 Stunden
anodisierten Probe ein Wert von (6.2 % 0.03) um. Dies ergibt eine
Porenwachstumsrate von 2.1 pum/h, die mit der von Gosele und Mitarbeitern
ermittelten von etwa 2.0 um/h iibereinstimmt [82-85]. Fiir die Pordsitit p wurde ein
Wert von (29 £+ 2) % ermittelt. Die erhaltene Pordsitdt ist groBer als die
Oberflichenporositit ungeordneter Poren von (17 = 3) %, die mittels
rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen erhalten und unter Annahme von
zylindrischen Poren in erster Ndherung mit der Pordsitét gleichgesetzt wurde. Dies
lasst sich darauf zuriickfiihren, dass das Porenwachstum nicht vorstrukturierter
Oberflichen  ungeordnet beginnt (s. Kap. 4.2.1). Im Laufe des
Anodisierungsprozesses geht das anfianglich ungeordnete Porenwachstum in ein
geordnetes iliber. Dabei verendet das Wachstum einiger Poren, wihrend andere eine
Verbreiterung erfahren. Dies ist in Abb. 6.1 B verdeutlicht und fiihrt zu der

beobachteten Abweichung der Pordsitit von der Oberfldchenpordsitit.

A B

Abb. 6.1. Schematische Darstellung von A) ideal zylinderférmigen Poren und B)
ungeordneten Poren.

Um ausschlieBen zu konnen, dass die Messungen durch UnregelmiafBigkeiten in der
Probe verfdlscht werden, wurden mehrere Spektren in Abstinden von je 1 mm
aufgenommen. Der sich ergebende prozentuale Fehler der effektiven optischen Dicke
2ner d betrug 0.6 % und 1st damit vernachldssigbar klein. Aus diesem Grund kann
davon ausgegangen werden, dass die pordosen Aluminatproben eine gute
Homogenitét aufweisen.

Interferometrische Messungen von pordosen Aluminaten, die iiber verschieden lange
Anodisierungsprozesse hergestellt wurden, zeigten eine lineare Abhéngigkeit der
effektiven optischen Dicke von der Anodisierungsdauer. Dieses Ergebnis stimmt mit
dem von Vereecken und Mitarbeitern gefundenen Resultat iiberein [98]. Mittels
Ellipsometrie konnten sie einen linearen Anstieg der Schichtdicke von pordosem

Aluminat abhédngig von der Anodisierungsdauer nachweisen. Gao et al. fanden das
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gleiche Ergebnis fiir mikropordses Silizium. Sie untersuchten pordses p-dotiertes
Silizium, das iiber einen anodischen Prozess in ethanolischer HF-Losung hergestellt
wurde. Die Untersuchung der Proben, die nach unterschiedlich langen
Anodisierungsprozessen erhalten wurden, erfolgte mittels Interferometrie [94]. Uber
dieses Experiment konnte die Giiltigkeit des verwendeten Aufbaus zur Préparation
pordser Aluminate nachgewiesen werden. Uber die Annahme einer Pordsitit von 16
% wurde aus der Steigung eine Porenwachstumsrate von 2.1 pm/h ermittelt. Dieses
Ergebnis stimmt mit dem zuvor erhaltenen Ergebnis sowie mit dem von Gdsele und

Mitarbeitern ermittelten tiberein [82-85].

6.1.4 Impedanzspektroskopische Untersuchungen

Einfluss des Elektrolyten

Impedanzspektroskopische Messungen von pordsem Aluminat in halogenidhaltigen
Elektrolytlosungen zeigten kein iiber einfache passive Bauelemente erklédrbares
Verhalten, das zudem keine gute Reproduzierbarkeit aufwies. De Wit und Lenderink
gehen zur Beschreibung eines Impedanzspektrums von passiviertem Aluminat in
Schwefelsdure, Phosphatlosungen oder Phosphorsdure von mindestens drei
verschiedenen Zeitkonstanten aus. Die bei niedrigen Frequenzen auftretende
Zeitkonstante ist nach ihren Angaben nicht sehr reproduzierbar. Der Ursprung der
verschiedenen Zeitkonstanten sei bislang jedoch nicht geklart [113].

Zur weiteren Charakterisierung des Impedanzverhaltens bei niedrigen Frequenzen
wurde eine Untersuchung eines pordsen Aluminats bei konstanter Frequenz f von 1
Hz in Natriumchlorid durchgefiihrt. Die Messung zeigte ein sprunghaftes Abfallen
des Betrages der Impedanz |Z] sowie ein Ansteigen der Phasenverschiebung ¢. Dies
ist auf eine Verdnderung der Probeneigenschaften zuriickzufiihren, die iiber einzelne
Defektstellen der Oxidschicht aufgrund von Korrosionseffekten hervorgerufen
werden konnte. Diese Vermutung wird durch Literaturdaten aus der
Materialforschung unterstiitzt, in denen Aluminium einer Natriumchloridlosung
ausgesetzt wird, um die Korrosionsbestindigkeit des Aluminiums zu {iberpriifen
[114-116]. Li et al. ermittelten den Grad der Korrosion sowie die Korrosionstiefe von
versiegeltem Aluminium mittels elektrischer Impedanzspektroskopie und optischer
Mikroskopie. Als Testlosung verwendeten sie 5 % NaCl und 0.5 % (NH4),SO4 [116].
Venugopal und Raja untersuchten Aluminium mit 0.05 w% Indium, das mit Harz
behandelt wurde, in 3.5 % NaCl-Losung unter Zugabe von In’" mittels Potential-
Zeit-Messungen, elektrischer Impedanzspektroskopie und Rasterelektronen-

mikroskopie. Sie gehen davon aus, dass neben In’" wihrend der Auflosung und
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Ablagerung In” und In®* entstehen. Die Inkorporation dieser Ionen verindert die
Defektstruktur des passivierenden Films, als Folge steigt die Zahl der Anionenlocher,
wihrend die Elektronenzahl sinkt. In der Gegenwart von Chloriden werden diese bei
Zugabe von Indium entstehenden Anionenldcher durch Cl° ersetzt, was zu einem
Bruch des passivierenden Films fiihrt [114].

Die Korrosionseffekte traten sowohl an elektropolierten als auch an pordsen
Aluminaten auf, waren jedoch im Fall pordser Proben weniger ausgeprigt. Dies ist
auf die dickere Oxidschicht zuriickzufiihren, die das Aluminium gegeniiber
Korrosionseffekten passiviert. Die Oxiddicke scheint jedoch nicht ausreichend grof3
zu sein, um die auftretenden Korrosionseffekte zu vermeiden. Kim et al.
untersuchten pordse Aluminate mit unterschiedlicher Oxiddicke. Sie fanden eine
deutliche Verinderung des Korrosionspotentials'> E.or pordser Aluminate infolge
des Anodisierungsprozesses im Vergleich zu Aluminaten mit einer nativen
Oxidschicht, die sowohl auf die zunehmende Oxiddicke als auch auf den erhdhten
Widerstand zuriickzufiihren ist [115].

In halogenidfreien Elektrolytlosungen wird der beschriebene Effekt dagegen nicht
beobachtet. Die Korrosion scheint im Fall von pordsem Aluminat von Halogeniden
induziert zu werden. Alle nachfolgenden Messungen an Aluminaten wurden daher

ohne Verwendung von Halogeniden durchgefiihrt.

Elektrochemisches Modell von porésem Aluminat

Um Informationen iiber die elektrischen Eigenschaften von porésem Aluminat zu
bekommen, hat sich die elektrische Impedanzspektroskopie als sehr niitzlich
erwiesen [54, 66, 95-98]. Obwohl mehrere unterschiedliche Ersatzschaltbilder in der
Literatur verwendet werden, die das Impedanzverhalten von pordsem Aluminat
beschreiben, wird die Frage nach der aktiven elektrisch gemessenen Fldche nicht
ndher erldutert. Zur Berechung der elektrischen Parameter einer auf die pordsen
Substrate aufgebrachten Lipiddoppelschicht ist die aktive Flache jedoch erforderlich,
um flichenunabhingige spezifische elektrische Parameter der Lipidmembranen zu
ermitteln. Aus den Impedanzergebnissen, die von planaren Barriereoxiden sowie von
unterschiedlich dicken porosen Aluminatschichten erhalten wurden, ist klar
ersichtlich, dass nur die Barriereschicht unterhalb der Poren im untersuchten
Frequenzrahmen nachgewiesen werden kann. Dasselbe Ergebnis wurde von De Laet
et al. gefunden. Sie untersuchten pordses und planares Aluminat mittels elektrischer

Impedanzspektroskopie und erhielten nahezu identische Spektren [98].

> Das Korrosionspotential bezeichnet das Gleichgewichtspotential eines sich aktiv auflosenden
Metalls [117].
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Zur Auswertung der Impedanzspektren wurde ein Ersatzschaltkreis verwendet, der
sowohl die elektrischen Eigenschaften des Kanalfeldes als auch der Barriereschicht
des pordsen Aluminats beriicksichtigt. Der Ersatzschaltkreis fiir das Kanalfeld basiert
auf dem parallel layer Modell [99]. Dieses Modell erlaubt eine Auswertung der
Impedanzspektren des pordsen Aluminats. Zudem beinhaltet dieses Modell eine
Definition der aktiv gemessenen Fldche, die der durch den Dichtring begrenzten
geometrischen Fldche entspricht. Die in dieser Arbeit sowie die von De Laet et al.
erzielten Ergebnisse stehen im Widerspruch zu denen von Hitzig et al. [97], da nur
die Barriereschicht an den Porenbdden nachgewiesen werden konnte. Nach Hitzig
kann dagegen sowohl das Kanalfeld als auch das Barriereoxid mittels
Impedanzspektroskopie detektiert und zwischen ihnen unterschieden werden. Diese
Untersuchungen wurden an pordsen Aluminaten unterschiedlicher Schichtdicke
vorgenommen, die ergaben, dass die Kapazitit des Barriereoxids konstant bleibt,
wiahrend der Widerstand des pordsen Oxids steigt und dessen Kapazitit mit
steigender Schichtdicke abnimmt.

Ein Anpassen der Parameter des Ersatzschaltkreises (1) in Abb. 5.15 an die Daten
von pordsen, ungeordneten Aluminaten erzielt eine sehr gute Ubereinstimmung
zwischen Daten und Anpassung. Die erhaltenen spezifischen Kapazititen C, liegen
bei Werten von (0.20 + 0.05) pF/cm?, die spezifischen Widerstinde Ry, sind groBer
10 MQ cm®. Diese Werte stimmen mit den von Hoar und Wood ermittelten Werten
von 0.47 pF/cm? fiir die Kapazitit und Widerstdnden von iiber 10 MQ cm? iiberein
[95]. Zur Bestimmung der spezifischen Parameter verwendeten sie die der Losung
ausgesetzte geometrische Flache, die durch den Dichtring gegeben ist. Ein Vergleich
der ermittelten spezifischen Parameter mit den in dieser Arbeit bestimmten ist somit
gerechtfertigt. In den meisten Verdffentlichungen fehlt jedoch eine explizite Angabe
der Fliche, die zur Berechnung der spezifischen Parameter verwendet wurde, so dass
ein Vergleich nicht moglich ist. Unter der Annahme, dass die geometrische Flache
verwendet wurde, erhielten Mansfeld et al. Kapazititswerte von 0.5 pF/cm® [96],
wihrend De Laet et al. unter Verwendung eines CPE anstelle eines Kondensators Ay-
Werte von 0.94-1.03 uF/cm2 und einen Faktor o = 0.94-0.95 ermittelten [98].

Ausdiinnvorgang

Um eine Lipiddoppelschicht mit einer spezifischen Kapazitit von etwa 1 uF/cm?
sensitiv auf einem pordsen Aluminat nachweisen zu konnen, miissen die
Kapazititswerte des Aluminatsubstrates erhoht werden. Ein Ausdiinnprozess, der
von Nielsch et al. erstmals beschrieben wurde [82], erzeugt Dendriten-dhnliche
Strukturen in der Barriereschicht, wodurch die Dicke der Barriereschicht abnimmit.

Zum ersten Mal wurde eine impedanzspektroskopische Untersuchung der
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verschiedenen Stadien dieses Prozesses durchgefiihrt. Es stellte sich heraus, dass die
Ubereinstimmung zwischen Daten und Anpassung mit kleiner werdendem Potential
geringer wurde, wenn der Ersatzschaltkreis (1) benutzt wurde. Dies kdnnte auf der
Bildung der Dendriten-dhnlichen Strukturen an den Porenbdden beruhen, die die
Fraktalitdt des Systems erheblich steigert. Diese Abweichung von einer idealen
Kapazitdt ldsst sich im Modell beriicksichtigen, indem die Kapazitit C, im
Ersatzschaltbild (1) durch ein constant phase Element (CPE) ersetzt wird [54]. Eine
Anpassung der Parameter des so modifizierten Ersatzschaltkreises (2) an die Daten
fiihrt zu einer guten Ubereinstimmung. Interessanterweise nimmt der Wert o mit
fallendem Potential ab. Obwohl der Ursprung des Constant Phase Elements noch
nicht geklart ist und in der Literatur kontrovers diskutiert wird, gibt es einige
Hinweise darauf, dass die Rauhigkeit der Elektrode zu diesem Verhalten beitrigt.
Kerner und Pajkossy [57] fanden durch Experimente an mechanisch aufgerauhtem
Gold sowie aufgerauhten und getempertem Goldproben, dass das CPE auf
Oberflacheninhomogenitdten atomarer Skala beruht und nicht wie zuvor
angenommen auf einer Rauhigkeit groBerer Skala. Ein zusétzlicher Faktor sei die
spezifische Anionenadsorption. Im Falle einer glatten Oberfliche und fehlender
Anionenadsorption verschwinde die Dispersion. Zu einem dhnlichen Schluss kamen
Sadkowski et al. [62, 68], die das Auftreten des CPEs neben der Fraktalitdt der
Oberfliche auf Faktoren wie Adsorption von Elektrolytkomponenten,
Losungsmitteleffekten sowie auf das Elektrodenpotential zuriickfiihrten. Die Ansicht,
dass das Auftreten des CPEs auf die Oberfldchenrauhigkeit zuriickzufiihren ist, wird
von Diao et al. geteilt [55]. Sie nutzen den Parameter ¢, um den Grad der Unordnung
von Thiolschichten auf Gold zu bestimmen. Direkt nach Zugabe der Thiollosung
verzeichneten sie einen starken Anstieg von «, gefolgt von einer langsamen
Anndherung an den Endwert. Sie flihrten dies auf die schnelle Adsorption und den
langsamen Kristallisationsprozess zuriick.

Die Abnahme des Wertes « konnte daher die in der Barriereschicht entstehende
Mikrostruktur widerspiegeln und als semi-quantitativer Indikator fiir die zunehmende
Inhomogenitidt mit abnehmender Spannung gesehen werden. Der Wert « variiert
typischerweise im Bereich zwischen 0.99-0.90 und kann somit ndherungsweise
gleich 1 gesetzt werden. Aus diesem Grund kann der Parameter A, in einer ersten
Anndherung als Kapazitit behandelt werden. Da unter Annahme eines
Plattenkondensators die Kapazitit invers proportional zur Dicke ist, kann das
erfolgreiche Ausdiinnen aus der Tatsache gefolgert werden, dass der Parameter A4y,
mit fallendem Potential erheblich steigt. Ein grofler 4,-Wert ist eine Voraussetzung

fiir einen sensitiven Nachweis einer Lipidschicht auf dem pordsen Substrat.
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6.2 Charakterisierung von Lipidmembranen auf
porosen Aluminaten

Ziel dieser Arbeit war die Herstellung poreniiberspannender Lipidmembranen auf
pordsen Aluminaten. Zur Prédparation von Lipiddoppelschichten auf pordsen
Aluminatsubstraten ist das Vesikelspreiten eine geeignete Methode, da der
GroBenausschluss zusammen mit einer Funktionalisierung der oberen Oberfldche des
pordsen Aluminats die Bildung einer Lipidschicht innerhalb der Poren, wie sie von
Proux-Delrouyre et al. [118] beobachtet wurde, verhindert. Zudem erlauben Vesikel
die Insertion von Membranproteinen, und die erhaltenen planaren
Lipiddoppelschichten sind 16sungsmittelfrei. Um eine Vesikeladhdsion und das
Spreiten iiber elektrostatische Wechselwirkungen zu induzieren, miissen die
Oberfliachen geladen sein. Dies kann durch Funktionalisierung der Oberfldche mit
negativ bzw. positiv geladenen Molekiilen erfolgen sowie durch das Anlegen einer
Spannung zwischen Referenzelektrode und der Oberfliche [43, 52]. Ein weiterer
Ansatz zur Préparation einer Lipidmembran mittels Vesikelfusion besteht in der

Verwendung von Lipiden, die eine Thiolgruppe an der Kopfgruppe besitzen.

6.2.1 Lipidmembranen in der Literatur

Der Nachweis der poreniiberspannenden Lipidmembranen erfolgte mittels
Rasterkraftmikroskopie und elektrischer Impedanzspektroskopie. Zu einer
impedanzspektroskopischen Untersuchung poreniiberspannender Lipidmembranen
existieren bislang keine Verdffentlichungen, so dass ein Vergleich der erhaltenen
Daten mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen nicht moglich ist. Ein System,
dass Gegenstand zahlreicher Untersuchungen ist und mit dem ein Vergleich am
ehesten gerechtfertigt erscheint, besteht in den festkdrpergestiitzten Membranen.
Eine theoretische Abschitzung der Membrankapazitit unter der Annahme, dass sich
das System iiber einen Plattenkondensator beschreiben ldsst und die Membran eine
Dicke von 4-6 nm [111] sowie eine Dielektrizitdtskonstante von 2.0 - 2.2 [119]
aufweist, ergibt eine Kapazitit von 0.30 — 0.49 pF/cm?. Untersuchungen zeigen, dass
Lipidschichten, die mittels der BLM-Technik erhalten werden, Kapazititen erzielen,
die im Bereich der theoretisch abgeschitzten Kapazitit liegen [120, 121].
Lipiddoppelschichten, die durch Vesikelspreiten und -fusion auf hydrophilen
Oberflachen hergestellt werden, weisen jedoch im allgemeinen groflere Kapazititen
auf als die durch die theoretische Abschédtzung erhaltene. So verdffentlichten
Wiegand et al. [7] Membrankapazititen von 0.74 — 1.12 uF/cm? und Widerstinde
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zwischen 10° — 10° Q em? fiir Lipiddoppelschichten auf Halbleitern und mit MUA
funktionalisierten Goldoberfldchen.

Lipiddoppelschichten aus N,N-Dimethyl-N,N-dioctadecylammoniumbromid
(DODAB) erzielen auf mit MPA  funktionalisierten  Goldelektroden
Membrankapazititen von 1.0 — 1.1 pF/cm? [52, 122], wihrend die Fusion von
DMPG/ DMPE-Vesikeln auf einer positiv geladenen MEA-Schicht eine Kapazitit
von 0.9 pF/cm? liefert [2]. Die experimentell erhaltenen Kapazitéiten sind grofer als
die theoretisch abgeschitze. Dies wird auf eine unvollstindige Vesikelfusion
zuriickgefiihrt, die Defektstrukturen in der Doppelschicht hervorruft. Die gesteigerte
Anzahl von Defekten und der dadurch erhohte Wassergehalt innerhalb der
Lipiddoppelschicht fiihrt zu einer grofleren effektiven Dielektrizitdtskonstante.
Fromherz et al. haben dieses Problem durch die Adhédsion eines einzigen Giant
Vesicles an einem gedffneten Gate eines Transistors geldst. Die Lipidmembran
behielt ihre Form, ohne zu reilen und adhérierte aufgrund elektrostatischer
Wechselwirkung auf dem kationischen Polylysin-Film. Sie erhielten eine Kapazitit
von 0.7 pF/cm? da eine Fusion von mehreren Vesikeln flir die
Doppelschichtausbildung nicht bendtigt wird [44]. Dieses Ergebnis stiitzt die
Annahme, dass die mittels Vesikelfusion erhaltenen Lipiddoppelschichten aufgrund
unvollstindiger Vesikelfusion nicht defektfrei sind. Purrucker et al. konnten
Lipiddoppelschichten {iber Vesikelfusion auf ebenen Silizium-Siliziumdioxid-
Oberflachen mit Membrankapazititen von 0.7 pF/cm? herstellen [123]. In diesem
Fall sind die wenigen Defektstellen wahrscheinlich auf die niedrige Rauhigkeit des
Substrates zurlickzufiihren.

Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Kapazititen sind am ehesten mit denen zu
vergleichen, die iiber das Spreiten und Fusionieren von geladenen Vesikeln erhalten

werden und typischerweise einen Wert von 0.9 — 1.1 pF/cm? erreichen.

6.2.2 Lipidmembranen auf funktionalisierten Oberflachen

Ein erster Ansatz zur Priparation poreniiberspannender Lipidmembranen und der
anschliefenden impedanzspektroskopischen Charakterisierung bestand im Spreiten
und der Fusion von DODAB-Vesikeln. Es ist bekannt, dass DODAB auf mit MPA
funktionalisierten ~ Goldelektroden = Doppelschichtstrukturen  ausbildet, die
Membrankapazititen von 1.0 — 1.1 pF/cm? aufweisen [52, 122]. Zudem konnte
Hennesthal mit Hilfe des Rasterkraftmikroskops beweisen, dass die Fusion von
DODAB-Vesikeln auf  MPA-funktionalisiertem  porésem  Aluminat zu

poreniiberspannnenden Lipidmembranen fiihrt [50]. Die obere Oberfliche des
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Aluminats wurde zunidchst mit einer dinnen Goldschicht bedeckt, um eine
spezifische Funktionalisierung der Porenstege durch Chemisorption von
Thiolgruppen zu erlauben. Es wurde MPA chemisorbiert und die Oberfliche mit
DODAB-Vesikeln inkubiert. Die erhaltenen poreniiberspannenden Lipidschichten
wiesen eine hohe mechanische Stabilitdt auf und blieben iliber den untersuchten
Messzeitraum von einigen Stunden unverdndert. In Anlehnung an diese Arbeit
wurden daher zundchst DODAB-Schichten préipariert, die mittels elektrischer
Impedanzspektroskopie untersucht wurden. Die nominelle Grofe der Vesikel betrug
100 nm. Nach MacDonald et al. besitzen die Vesikel damit eine GréBe von (80 + 25)
nm [23], was die Porengréfle von (35 + 8) nm um einen Faktor von 2 iibersteigt. Es
kann daher davon ausgegangen werden, dass die Vesikel aufgrund des
GroBenausschlusses nicht in die Poren diffundieren. Nach dem Aufbringen der
Lipidschicht nahm die Impedanz im Bereich kleiner Frequenzen jedoch ab, was im
Widerspruch zu den auf planaren Goldelektroden untersuchten Lipidschichten steht.
Wie in Kap. 5.1.4 beschrieben, zeigen Korrosionsforschungen an Aluminium und
Aluminaten eine erhdhte Korrosion, wenn das Material halogenidhaltigen Losungen
ausgesetzt wird [114-116]. Es wird geschlossen, dass das beobachtete
Impedanzverhalten auf Korrosionseffekte zuriickzufiihren ist, die durch das im
DODAB enthaltene Bromid hervorgerufen werden.

Um das Bromid aus der Lipidlosung zu entfernen, wurde eine Féllungsreaktion mit
Silbernitratlosung durchgefiihrt, was zu einem Austausch von Bromid durch Nitrat
fiihren sollte. Eine Messung pordsen Aluminats bei konstanter Frequenz f von 1 Hz
wihrend des Inkubationsprozesses mit DODAN-Vesikeln zeigte jedoch weiterhin ein
sprunghaftes Abfallen des Betrags der Impedanz sowie ein Ansteigen der
Phasenverschiebung, was darauf schlieBen ldsst, dass die Fallungsreaktion nicht
vollstindig ist und weiterhin Br'-Ionen in der Losung vorhanden sind.

Da die Halogenid-Gegenionen von positiv geladenen Lipiden eine irreversible
Verdnderung des Aluminatsubstrats hervorrufen, wurden im weiteren negativ
geladene Lipide auf einer mit 11-Amino-undecanthiol (MUA) funktionalisierten
Oberfliache verwendet. Der pH-Wert des verwendeten Puffers wurde so eingestellt,
dass die MUA-Schicht zu iiber 99 % in der protonierten Form vorliegt und damit
eine positiv geladene Oberfliche erhalten wird. Eine Uberpriifung des
Priparationsverfahrens auf planaren Goldelektroden lieferte eine Kapazitit von 0.95
puF/em?. Dies entspricht dem von Wiegand et al. erhaltenen Wert. Sie untersuchten
mit MUA funktionalisierte Goldelektroden, dic mit DOPC/ DOTAP-Vesikeln
inkubiert wurden, mittels elektrischer Impedanzspektroskopie und erzielten
Kapazititen von 0.86-1.12 pF/cm? [7]. Bei einer Ubertragung dieser Priparation auf

pordses Aluminat konnte jedoch keine Verdnderung des Impedanzspektrums nach
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der Inkubation des Substrates mit Vesikeln nachgewiesen werden. Dies ldsst darauf
schlieBen, dass keine defektarme Lipidmembran auf dem pordsen Substrat
ausgebildet wurde. Der Grund koénnte unter anderem in der zu geringen
Oberfliachenladungsdichte begriindet liegen, da eine Funktionalisierung lediglich auf
den Porenstegen stattfindet und nicht wie im Fall des Goldsubstrates auf der
gesamten Oberfliche. Die Oberflichenladung eines pordsen funktionalisierten
Substrats betrdgt fiir ungeordnete Substrate mit einer Pordsitdt von (17 = 3) % im
Vergleich zur Oberflichenladung einer funktionalisierten Goldelektrode nur etwa 83
%.

6.2.3 Fusion von Giant Vesicles

Die Prédparation von planaren Lipiddoppelschichten auf pordosen Oberflichen
ausgehend von unilamellaren Giant Vesicles sollte prinzipiell die Bildung einzelner
poreniiberspannender Lipiddoppelschichten erlauben. Eine Funktionalisierung der
Porenstege des pordsen Aluminats mit positiv geladenem 3-Mercaptoethylamin
lieferte jedoch nach der Inkubation des funktionalisierten Substrats mit Giant
Vesicles kein verandertes Impedanzspektrum, woraus geschlossen werden kann, dass
die Inkubation nicht zur Ausbildung einer Lipidschicht fiihrte. Das Anlegen einer
positiven Spannung von +100 mV an das Substrat fiihrte dagegen zu einer deutlichen
Verdanderung der Impedanzspektren nach Inkubation mit Vesikeln im Vergleich zu
denen des Aluminatsubstrates vor der Vesikelinkubation.

Die iiber Ersatzschaltkreis (6) bestimmten Kapazititen, die nach der Inkubation der
Probe mit Giant Vesicles erhalten wurden, sind um einen Faktor 2 groBer als solche
von festkOrpergestiitzten Membranen auf Gold oder Halbleiteroberflichen. Die
groflere Kapazitit 1asst auf eine unvollstindige Oberfldchenbelegung schlieBen. Die
insgesamt gemessene Kapazitit setzt sich aus der Summe der Kapazititen der
Lipiddoppelschicht mit einer Dielektrizitdtskonstanten & der
Kohlenwasserstoftketten von 2 und den mit Wasser belegten Defektstellen mit einer
Dielektrizitatskonstanten & von 80 zusammen. Um die Oberflichenbelegung ©&
abzuschitzen, wird eine parallele Kombination zweier Kapazititen, die die
defektfreie Lipiddoppelschicht Cy, (0.7 pF/cm?) und die Defektstellen Cy (4 pF/cm?),
die hauptsdchlich durch die Barriereschicht gegeben werden, beschreiben,

angenommen:

_ C_Cd

e =
Cb_Cd

(6.1)
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C ist die gemessene Kapazitit der Lipidschicht. Die Oberflichenbelegung @ fiir
Giant Vesicles betriagt dann etwa 48 — 50 %.

Schmidt et al. priparierten Giant Vesicles in 200 mM Sorbitol und ersetzten das
umgebende Medium auf einer Sdule durch Reinstwasser [43]. Dies hat eine
Anderung des osmotischen Drucks zur Folge, der das Spreiten der Vesikel
unterstiitzen sollte. Die impedanzspektroskopische Untersuchung von Aluminaten,
die mit so priparierten Vesikeln inkubiert wurden, ergab eine Oberflichenbelegung
©® von bis zu 40 %. Die erhaltene Oberflichenbelegung liegt in der gleichen
GroBenordnung wie die, die iliber Inkubation der Aluminate mit in Wasser
préaparierten Giant Vesicles erhalten wurde. Der osmotische Effekt scheint somit im
Fall der Giant Vesicles keinen elektrochemisch nachweisbaren Einfluss auf das
Spreitverhalten zu haben.

Ein weiterer Faktor, der einen Einfluss auf das Spreiten von Vesikeln hat, ist ihre
Grofe. Um diesen FEinfluss ndher zu beleuchten, wurden pordse Aluminate
untersucht, die mit Giant Vesicles mit einem Durchmesser von 1 pm bzw > 3 pm
inkubiert wurden. Die erreichten Oberflichenbelegungen betrugen bis zu 40 % im
Fall der 1 pm grofen und bis zu 70 % fiir die > 3 um groBen Vesikel. Dies lésst
darauf schlieBen, dass hauptsidchlich die Vesikel mit einer Gréfe iiber 3 um zur
Ausbildung einer oberflichengebundenen Lipidstruktur beitragen.

Singer et al. und Demel et al. fanden, dass Cholesterol einen stabilisierenden Einfluss
auf die Vesikel hat [10, 102], was das Spreiten der Vesikel erschwert. In einem
weiteren Ansatz wurde das in den Giant Vesicles enthaltene Cholesterol durch 1-
Palmitoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-Phosphocholin  (Lyso-PC) ersetzt, von dem
erwartet wird, das Spreitverhalten zu fordern. Schichten, die iiber das Spreiten dieser
Vesikel auf planaren Goldelektroden hergestellt wurden, wiesen eine Kapazitit von
2.2 uF/cm? auf, die erreichte Kapazitit ist somit um einen Faktor von 2 grofler als die
fiir eine defektarme Membran erwartete Kapazitit. Eine Ubertragung der Priiparation
auf das pordse Aluminat liefert Oberflachenbelegungen bis zu 66 % und liegt damit
im selben GroBenbereich wie die Oberflichenbelegungen, die durch Inkubation des
Substrates mit Giant Vesicles der Mischungen 1 oder 2 (Kap. 5.2.5) erhalten wurden.
Dies konnte verschiedene Ursachen haben. Zum einen konnte es sein, dass der
Einfluss des Cholesterols im Fall von Giant Vesicles auf das Spreitverhalten nicht so
erheblich ist, dass es impedanzspektroskopisch messbare Auswirkungen zeigt. Eine
andere Erkldrung konnte in den von Wiegand et al. verdffentlichten Ergebnissen
liegen. Sie untersuchten p-dotierte Siliziumsubstrate, die mit DOTAP/ Cholesterol-
Vesikeln variierenden Cholesterolgehalts inkubiert wurden, mittels elektrischer
Impedanzspektroskopie.  Sie  erhielten einen signifikanten Anstieg des

Membranwiderstandes Ry, mit steigendem Cholesterolgehalt, der nicht alleine durch
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die Abnahme des Anteils an geladenem Lipid erkldrbar ist und schlossen daraus, dass
Cholesterol Defektstellen in der Membran ausheilt [7].

Feder et al. untersuchten das Spreiten von Giant Vesicles aus neutralen Lipiden auf
mit Avidin bedeckten Festkorpern mittels Reflektionsinterferenz-
Kontrastmikroskopie. Sie fanden heraus, dass Giant Vesicles fiir mittelméssig starke
Adhisionen ihre urspriingliche Topologie wihrend des Spreitens beibehalten, jedoch
flacher werden und fraktaldhnliche Strukturen ausbilden, die Ahnlichkeit mit Fingern
aufweisen. Ist die Anziehung zu stark, bersten die Vesikel, bei zu schwacher
Anziehung wird keine Adhision beobachtet [124]. Es ist denkbar, dass nicht alle
Giant Vesicles so stark auf der Oberfliche adherieren, dass sie spreiten und zu
planaren Lipiddoppelschichten fusionieren. Strukturelle Inhomogenititen und somit
Defekte in der Lipiddoppelschichtstruktur wéren die Folge.
Rasterkraftmikroskopische Untersuchungen bestétigen, dass die Giant Vesicles wie
von Feder et al. beschriecben zum Teil bersten, zum Teil weiterhin in ihrer
urspriinglichen Form vorliegen [124]. Stellenweise bilden sich poreniiberspannende

Lipiddoppelschichten aus.

6.2.4 Lipidmembranen auf poreniberspannenden
Polyelektrolytschichten

Die Herstellung poreniiberspannender Membranen auf pordsen Aluminaten durch
Vesikelfusion, die durch elektrostatische Anziehung zwischen Substrat und Giant
Vesicles induziert wurde, zeigt die Moglichkeit auf, Lipidmembranen auf den
pordsen Aluminatsubstraten herzustellen. Die entstehenden Lipidschichten wiesen
jedoch viele Defektstellen und Inhomogenitidten auf. Rasterkraftmikroskopische
Untersuchungen bestitigen, dass die Lipide nicht wie angenommen lediglich
Doppelschichtstrukturen ausbilden, sondern zudem als Multischichten und
adhérierten Vesikeln auf der Oberfliche vorliegen. Dies konnte auf die Porositét
sowie die Rauhigkeit der Oberfldche zuriickzufiihren sein. In einem weiteren Ansatz
wurden daher Polyelektrolytkissen zwischen dem pordsen Aluminatsubstrat und der
Lipidschicht aufgebracht, von denen erwartet wird, dass sie die Poren iiberspannen
und eine homogene Oberfliche ausbilden. Aufgrund der Ladung der Polyelektrolyte
sollte es moglich sein, das Spreiten geladener Vesikel auf den Schichten zu
induzieren, wéhrend der Vorteil der zwei Kompartimente aufgrund der hohen
Ionendurchlissigkeit bestehen bleiben sollte. Abb. 6.2 zeigt eine Modellvorstellung
der polyelektrolytgestiitzten Lipiddoppelschichten auf pordsen Aluminaten.
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Bei festkorpergestiitzten Membranen werden die beschriebenen Polyelektrolytkissen
bereits vielfach eingesetzt, um die laterale Diffusion der Lipide zu erhalten und den
Einbau von integralen Proteinen zu ermdglichen. In wissriger Umgebung quellen die
Polyelektrolyte auf eine Dicke von einigen Nanometern auf und bilden somit ein

deformierbares und mobiles Substrat fiir die Biomembran [5].

-«—Poroses Aluminat

Abb. 6.2. Modell fiir polyelektrolytgestiitzte Lipiddoppelschichten auf goldbelegten
und mit MEA funktionalisierten pordsen Aluminaten. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit sind lediglich zwei Polyelektrolytschichten dargestellt.

Polyelektrolytschichten auf planaren Goldelektroden

Eine Moglichkeit zum Aufbau von Polyelektrolytschichten besteht in der
alternierenden  Adsorption entgegengesetzt geladener Polyelektrolyten an
Oberflachen. Auf diese Weise lassen sich Schichten kontrollierbarer Dicke im
Bereich von einigen Nanometern herstellen [104]. Die durch diese layer-by-layer-
Technik hergestellten Filme haben charakteristischerweise einen niedrigeren Grad an
molekularer struktureller Ordnung als Langmuir-Blodgett-Filme, bieten jedoch den
Vorteil hoher chemischer und physikalischer Belastbarkeit und sind einfach zu
priparieren [125]. Aus diesem Grund wurden die Polyelektrolytschichten mittels
dieser Technik auf die Oberflichen aufgebracht. Eine qualitative Uberpriifung der
layer-by-layer-Préaparation von Polyelektrolytschichten erfolgte iber
Quarzmikrowaage-Messungen. Die Messungen zeigten die prinzipielle Moglichkeit,
Polyelektrolyt-Multischichten aus Polyethylenimin (PEI) und Polystyrolsulfonat
(PSS) herzustellen. Die auftretenden Frequenzdnderungen sind jedoch mit einem
Fehler behaftet, der auf eine verdnderte lonenstirke des Messpuffers nach Zugabe

der Polyelektrolytlosung zuriickzufiihren ist.
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Das Ziel besteht in der Prdparation einer Lipidschicht auf den
Polyelektrolytschichten. Das Spreiten der negativ geladenen Vesikel soll dabei iiber
eine positive Oberflichenladung der obersten Polyelektrolytschicht induziert werden.
Die Elektrolytschichten auf der Oberflidche sind jedoch stark miteinander verwoben,
was zu einer gegenseitigen Ladungsabschirmung und einer geringeren
Oberfliachenladungsdichte von Polyelektrolyt-Multischichten im Vergleich zu einer
Polyelektrolyt-Monoschicht fiihrt. Wird der Losung zur Préparation der obersten
Polyelektrolytschicht 0.5 — 2 M NaCl oder Na,SO,4 zugegeben, weist die entstehende
Schicht eine groBere Dicke auf als bei Préparation ohne Salzzugabe, da die Salzionen
die gegenseitige AbstoBung der Polyelektrolytmolekiile vermindern. Weitere
Polyelektrolytmolekiile konnen sich aus diesem Grund besser anlagern. Dies fiihrt zu
einer geringeren Durchwebung der obersten Polyelektrolytschicht mit der
darunterliegenden Schicht und somit zu einer groBeren Oberflichenladungsdichte.
Kim et al. untersuchten Polyelektrolytschichten, die sowohl mit als auch ohne
Salzzugabe pripariert wurden, mittels Rasterkraftmikroskopie. Sie konnten zeigen,
dass der Zusatz von NaCl die Inhomogenititen der Polyelektolytschichten vergroBert
[126].

Impedanzspektroskopische Untersuchungen von zwei Polyelektrolyt-
Doppelschichten auf planaren, mit MEA funktionalisierten Goldelektroden zeigten
keinen erkennbaren Unterschied im Vergleich zu den Spektren der MEA-Schichten.
Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die Polyelektrolyte in wéssriger Umgebung in
gequollenem Zustand vorliegen, was zu hoher Ionendurchldssigkeit und geringen
kapazitiven Eigenschaften fiihrt. Die beobachtete hohe Ionendurchléssigkeit stimmt
mit den von Krasemann und Tieke veroffentlichten Ergebnissen iiberein. Sie
untersuchten den Einfluss von Multischichten aus Polyallylaminhydrochlorid (PAH)
und Polystyrolsulfonat (PSS) auf die Durchléssigkeit von NaCl und MgCl, [103]. Es
stellte sich heraus, dass die Durchlédssigkeitsrate beider Salze mit steigender Dicke
der separierenden Schichten abnimmt, bis die Durchldssigkeit bei einer
Schichtanzahl von 20 — 25 Polyelektrolytschichten nahezu konstante Werte erreicht.
Die grofle Kapazitdt der Polyelektrolytschichten sollte eine Charakterisierung von

polyelektrolytgestiitzten Lipiddoppelschichten ermdglichen.

Polyelektrolytschichten auf porésem Aluminat

Die layer-by-layer-Préparation von Polyelektrolyten auf pordsem Aluminat wurde
tiber rasterkraftmikroskopische ~Aufnahmen iberpriift, da die elektrische
Impedanzspektroskopie die Ausbildung der Schichten aufgrund der hohen
Ionendurchldssigkeit und der geringen kapazitiven Eigenschaften nicht sehr sensitiv

nachweisen kann. Untersuchungen an porésem Aluminat, auf dem 6
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Doppelschichten PSS/ PEI prépariert wurden, zeigten, dass die Poren komplett mit
Polyelektrolyten tiberspannt werden. Dieses Ergebnis stimmt mit dem von Bruening
und Mitarbeitern ver6ffentlichten iiberein. Sie iibertrugen ihre auf planaren
Goldelektroden erhaltenen Ergebnisse auf pordse Aluminate mit Porengréflen von 20
nm. Wurden 5 Doppelschichten PAH/ PSS auf pordses Aluminat aufgebracht, so
wurden die Poren komplett iiberspannt, ohne jedoch mit Polyelektrolyten gefiillt zu
sein [105, 127]. Die Bedeckung der Poren mit Polyelektrolyten wurde mittels
Elektronenmikroskopie nachgewiesen [105, 106]. Dass die Poren nicht mit
Polyelektrolyten gefiillt, sondern {iiberspannt werden, wird auf die verzweigte
Struktur der Polyelektrolyte zuriickgefiihrt.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten impedanzspektroskopischen
Untersuchungen an pordsen Aluminaten ergaben ein verdndertes Impedanzspektrum
nach dem Aufbringen der Polyelektrolytschichten im Vergleich zu den Spektren des
funktionalisierten ~Aluminatsubstrats. Messungen an polyelektrolytbedeckten,
planaren Goldelektroden zeigten dagegen keine Anderung des Impedanzspektrums
vor und nach der Priparation der Polyelektrolytschichten. Dies konnte zum einen
darauf zuriickzufiihren sein, dass im Fall der pordsen Aluminate 6 Doppelschichten
untersucht wurden, wéhrend auf den Goldelektroden lediglich 2 Doppelschichten
prapariert wurden. Es ist zu erwarten, dass die hohere Schichtdicke zu einer
geringeren lonendurchlédssigkeit und einem groBeren kapazitiven Anteil fiithrt. Eine
weitere Erkldrung konnte in den von Briining und Mitarbeitern veroffentlichen
Ergebnissen liegen. Sie fanden, dass die Anionendurchléssigkeit abfdllt, wenn
zusitzlich zu den 5 poreniiberspannenden Polyelektrolyt-Doppelschichten weitere
Polyelektrolytschichten auf die liberspannten Poren aufgebracht werden. Ein Einfluss
auf die Selektivitit konnte jedoch nicht beobachtet werden. Die fiir eine PAH/
Polyacrylsdure (PAA)-Membran erhaltene reduzierte Durchldssigkeit widerspricht
den vorherigen Ergebnissen von PAH/ PAA-Filmen auf Goldelektroden, die kaum
eine Beeinflussung durch die Multischichten zeigte [105]. Es wird vermutet, dass das
Quellen von PAH/ PAA auf der Oberfldche der pordsen Aluminate unterdriickt wird.
Das Quellen von Filmen auf soliden Goldelektroden ist dagegen nicht eingeschrankt
und resultiert vermutlich in einem offenen und hoch durchldssigen Film. Eine
Unterdriickung des Quellens der Polyelektrolyte wiirde erkldren, warum das
Aufbringen von Polyelektrolytschichten auf pordses Aluminat zu einem verdnderten
Impedanzverhalten fiihrt, wéhrend dies im Fall von polyelektrolytbedeckten
Goldelektroden nicht beobachtet wird.
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Polyelektrolytgestiitze Lipidmembranen auf planaren Substraten

Die Parameter fiir die Ausbildung einer Lipidschicht auf den Polyelektrolyt-
Multischichten ~ wurden  zunédchst impedanzspektroskopisch auf planaren
Goldelektroden untersucht. Es zeigte sich, dass die auftretende Anderung des
Impedanzspektrums nach Inkubation der Probe mit Vesikeln stark vom
Hydratisierungsgrad der Polyelektrolyte sowie von der Dicke der letzten
Polyelektrolytschicht abhdngt. Die Inkubation mit DOPC/ POPG bzw. DMPC/
DMPG-Vesikeln liefert nur fiir den Fall ein veréndertes Impedanzspektrum, dass die
Polyelektrolytschichten flir mindestens 4 Stunden an Luft getrocknet wurden und die
Losung, die zur Priparation der letzten Schicht verwendet wurde, zwischen 0.5 und 2

M Na,SOy, enthielt. Die erhaltenen Oberflichenbelegungen betrugen bis zu 39 %.

Abb. 6.3. Modell der erhaltenen Lipidstruktur auf einer A) gequollenen und B)
getrockneten Polyelektrolytschicht nach [108]. Es wird vermutet, dass im Fall des
gequollenen Polyelektrolyten komplexe Lipidstrukturen auf der Oberfldche entstehen
und die Vesikel teilweise in die Polyelektrolytschicht eingebettet werden.

Die Abhidngigkeit vom Hydratisierungsgrad kann auf das Quellen der Polyelektrolyte
in wissriger Umgebung zuriickgefiihrt werden, das mit einer verhdltnisméfBig groBen
Unebenheit der Oberfliche einhergeht. Vermutlich werden die Vesikel aufgrund
dieser Inhomogenitéten in die Polyelektrolytschichten eingebettet wie in Abb. 6.3 A
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schematisch dargestellt und konnen somit keine planaren Doppelschichtstrukturen
ausbilden. Die erhaltenen Lipidstrukturen scheinen vielmehr sehr komplex zu sein.
Das Trocknen der Polyelektrolyt-Multischicht an Luft ldsst die Schicht diinner und
ebener werden, was das Spreiten der Vesikel unterstiitzt. Im Fall von
Polyethylenimin (PEI) betrdgt die Dicke an Luft etwa 4.5 nm, in wissriger
Umgebung steigt die Schichtdicke auf 15 nm an [55]. Die Vermutung, dass die
Vesikel im Fall hydratisierter Proben in die Polyelektrolytschicht eingebettet werden
und komplexe Strukturen ausbilden, wird von Wong et al. bestétigt [108]. Sie fiihrten
Untersuchungen an  Lipidschichten aus DMPC auf PEI  mittels
Neutronenreflektrometrie durch. Auf hydratisierten Polyelektrolyten erhielten sie
komplexe Lipidstrukturen. Bei Inkubation einer getrockneten Polyelektrolytschicht
mit einer Vesikelsuspension bildeten sich jedoch unter der Bedingung, dass die
Vesikel schneller spreiten als die Polyelektrolytschicht hydratisiert wird, eine
Lipidschicht aus. Dies ist in Abb. 6.3 B schematisch dargestellt. Es gelang ihnen,
nach erfolgtem Trocknen der Polyelektrolytschicht mittels Vesikelspreiten und
Fusion Oberflichenbelegungen mit einer Lipidmembran von etwa 94 % zu erzielen.
Die von Wong et al. erzielte Oberflichenbelegung ist sehr viel grofer als die im
Rahmen dieser Arbeit erreichte. Dies liegt unter anderem darin begriindet, dass die
mittels Neutronenreflektometrie und Impedanzspektroskopie erhaltenen Ergebnisse
nur schwer miteinander  verglichen werden koénnen, da in der
Neutronenreflektometrie ein Mittelwert der Belegung erhalten wird. Liegt neben
nicht belegten Bereichen stellenweise eine doppelte Belegung vor, wird trotz der
vorhandenen nicht belegten Bereiche eine hohe mittlere Oberfldchenbelegung aus
den Daten erhalten, die nicht zwangslaufig die reellen Gegebenheiten auf der Probe
widerspiegeln muss. Weiterhin ist der Unterschied in den erzielten
Oberfliachenbelegungen darauf zuriickzufiihren, dass Wong et al. die Lipidmembran
auf einer einzelnen Polyelektrolytschicht priparierten, wihrend in der vorliegenden
Arbeit Polyelektrolyt-Multischichten verwendet wurden, da eine einzelne Schicht die
Poren des Substrates nicht tiberspannt. Die Ausbildung einer Lipidmembran auf einer
einzelnen Polyelektrolytmembran wurde durch eine Quarzmikrowaage-Messung
bestitigt. Im Fall von Multischichten tritt jedoch eine starke Durchwebung der
Polyelektrolyte auf, die mit einer gegenseitigen Ladungsabschirmung der Schichten
einhergeht und eine Verringerung der Oberldchenladung hervorruft. Die
Oberflachenladungen der Polyelektrolytschichten, die das Vesikelspreiten
induzieren, sind somit nicht vergleichbar. Um dennoch eine fiir das Vesikelspreiten
ausreichende Oberflachenladung zu erzielen, wurde der Losung zur Préparation der
obersten Schicht 0.5 — 2 M NaCl bzw. Na,SO4 zugegeben. Dies fiihrt -wie bereits

diskutiert wurde- zu einer erhohten Inhomogenitit der Oberfliche [126], was dem
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Einfluss des Trocknens auf das Vesikelspreiten gegenldufig ist. Die Oberflache weist
im Fall von Multischichten daher eine erheblich grofere Rauhigkeit auf als die von
Wong et al. verwendete einzelne Polyelektrolytschicht, was das Spreiten der Vesikel
erschwert und stellenweise zu einer Einbettung der Vesikel in die Polyelektrolyte
fiihren konnte (s. Abb. 6.3A).

Rasterkraftmikroskopische Untersuchungen an Glimmerproben, die mit 1 PSS-
Schicht und 2 PEI-Schichten belegt und mit DMPC/ DMPG-Vesikeln 4:1 inkubiert
wurden, bestdtigen, dass nur unvollstindige Lipidschichten auf den
polyelektrolytbedeckten Substraten ausgebildet werden und die erhaltene Oberfldche

inhomogen ist.

6.2.5 Chemisorbierte Lipidmembranen

Ausgehend von groflen unilamellaren Vesikeln mit einem nominellen Durchmesser
von 400 nm wurde in einem weiteren Ansatz die Oberfliche der Porenstege mit einer
diinnen Goldschicht bedeckt, wahrend die verwendeten Lipidvesikel einen Thiol-
Anker besal3en, der die Chemisorption der Vesikel auf der Goldoberfldche erlaubte.
Im Fall festkorperunterstiitzter Lipidschichten ist die laterale Beweglichkeit solcher
an die Oberfliche chemisorbierten Lipide im Vergleich zu Lipiden, die eine
elektrostatische ~Wechselwirkung mit der Oberfliche eingehen, erheblich
eingeschrinkt. Dies kann die Funktionalitit membranstindiger Komponenten, wie
Rezeptoren und lonenkanile, beeinflussen. Solche Problematiken sollten jedoch bei
poreniiberspannenden Lipidmembranen nicht auftreten, da diese freitragend sind und
eine Chemisorption nur auf den Porenstegen stattfindet. Abb. 6.4 zeigt ein Modell fiir
das Vesikelspreiten von DPPTE-haltigen Vesikeln auf goldbedampften pordsen
Aluminaten. Die Chemisorption der Lipide auf den Porenstegen fiihrt vermutlich zu
einer Deformation der Vesikel, die eine hohe Randspannung zur Folge hat. Diese

wird dem Modell zufolge fiir das Aufspreiten der Vesikel verantworlich gemacht. '°

' Ein anderes Modell nach S. Boxer geht im Gegensatz dazu davon aus, dass die Vesikelinnenseite
nach dem Spreiten auf der Substratseite vorliegt. Dieses Modell ist im Fall der thiolipid-haltigen
Vesikel jedoch schwer vorstellbar, da die Lipide bei Adhédsion der Vesikel auf der Oberfliche an
dieser chemisorbieren.
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Porgses Aluminat

Aluminium

Abb. 6.4. Schematische Darstellung des Spreitens von thiolipidhaltigen Vesikeln auf
einer goldbedampften pordsen Aluminatoberfliche. Die Ausschnittsvergréflerung
zeigt die festkOrperunterstiitzte Lipidmembran auf einem Porensteg. Die Membran
iiber den Poren ist freitragend und kann als nano-BLM angesehen werden.

Bei der Verwendung von 400 nm Vesikeln ist die Tendenz der Vesikel, in die Poren
zu diffundieren, aufgrund des GroBenausschlusses sehr klein, wihrend eine starke
Affinitdt der Vesikel zur oberen Goldoberflache vorliegt. Um ein optimiertes System
zu entwickeln, wurden die aus DPPTE und DOPC zusammengesetzten Vesikel mit
variierendem Anteil von DPPTE auf planaren Goldelektroden inkubiert und
impedanzspektroskopisch untersucht. Es zeigte sich, dass ein Anteil von mindestens
52 mol% DPPTE benoétigt wird, um nahezu defektfreie planare Lipiddoppelschichten
mit Kapazitidten von (1.0 £ 0.2) uF/cm? zu erhalten. Dieses optimierte System wurde
auf nicht geordnete pordse Aluminatsubstrate mit einer Porositdt von (17 £ 3) %
iibertragen. Die Datenanalyse ergibt eine Kapazitit von 0.99 pF/cm? unter Annahme
des Ersatzschaltbildes (6). Die erhaltene Kapazitit der Lipidmembran stimmt mit der
auf den Goldelektroden iiberein, was auf eine komplette Oberflichenbelegung
schlieBen ldsst. Eine Berechnung ergibt eine Oberflachenbelegung @ von iiber 90 %.

Um die Oberflachenpordsitit zu erhohen und eine definiertere und weniger rauhe
Oberfliche zu erhalten, wurden zudem hexagonal geordnete pordse
Aluminatsubstrate verwendet. Obwohl die Pordsitit der geordneten pordsen
Aluminatsubstrate signifikant hoher ist (36 + 7 %) als die nicht geordneter Poren (17
+ 3 %), wurde ein dhnlicher Wert von 0.9 pF/cm? fiir die Membrankapazitit unter
Verwendung von Ersatzschaltbild (6) erhalten. Die Tatsache, dass dieselbe Kapazitit
der Lipidschicht auf nicht geordneten und geordneten Poren erhalten wurde - obwohl

die Porositat dieser beiden Substrate einen Unterschied von 19 % aufweist —
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bestitigt, dass nicht nur die Porenstege mit einer Lipiddoppelschicht bedeckt sind,
sondern auch die Poren mit Membran iiberspannt sind. Die durch die Anpassung der
Parameter des Ersatzschaltbildes (6) an die Daten erhaltenen Membrankapazititen
konnen jedoch nur als erste Ndherung gesehen werden, da das Modell nur eine
bedingte Ubereinstimmung mit den Daten zeigt. Die Griinde fiir diese geringe
Ubereinstimmung konnten in der inhomogenen Oberfliche aufgrund der Rauhigkeit
des pordsen Materials begriindet liegen. Rasterkraftmikroskopische Untersuchungen
zeigten, dass die poreniiberspannenden Membranen mit den Poren ondulieren, was
zu einer dreidimensionalen Struktur der Lipidmembran auf der Oberfldche fiihrt.
Dies kénnte einen weiteren Grund fiir die geringe Ubereinstimmung zwischen Daten
und Anpassung darstellen. Die auftretende Ondulation der Membran mit den Poren
wurde auch von Hennesthal und Steinem beobachtet, die pordses Aluminat, das mit
MPA funktionalisiert und mit DODAB-Vesikeln inkubiert wurde, mittels
Rasterkraftmikroskopie untersuchten [50].

Weiterhin ~ bestdtigen die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen die Ausbildung poreniiberspannender
Lipiddoppelschichten. Eine Hohenanalyse zeigt, dass die Rasterkraftspitze nicht in
alle Poren gleich tief eindringt, was bei der Vergleichsmessung an pordsen
Aluminaten, die nicht mit Vesikeln inkubiert wurden, der Fall ist (s. Kap. 5.1.2). Die
Hohenanalysen  bestdtigen somit die  Ausbildung  poreniiberspannender
Lipiddoppelschichten. Ein quantitativer Vergleich der Eindringtiefen kann jedoch

nicht vorgenommen werden, da diese stark von der Spitzengeometrie abhangen.

6.3 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten elektrisch dichte poreniiberspannende
Lipiddoppelschichten prépariert und impedanzspektroskopisch nachgewiesen
werden. Dies  erdffnet  vielfdltige = Moglichkeiten zur  Untersuchung
membrandurchspannender Proteine und damit ein breites Spektrum fiir zukiinftige
Arbeiten. Fiir die Untersuchung von Proteinen, die in der Membran iiber einer Pore
vorliegen, sollten sich neben den am Protein immobilisierten Lipiden auch freie
Lipide in der poreniiberspannten Region der Membran befinden. Eine Abschétzung
ergibt, dass sich fiir ein Protein mit einem Durchmesser von 5 nm etwa 370 freie
Lipide tiber einer 20 nm grolen Pore befinden. Es wurde angenommen, das sich am
Protein 50 immobilisierte Lipide befinden, die jeweils eine Fliche von 70 A2
einnehmen. Die Abschidtzung zeigt, dass Poren mit einer Gréfe von 20 nm

ausreichen, um Proteine in einer freien, poreniiberspannenden Membran untersuchen
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zu konnen. Es ist somit nicht notwendig, die in dieser Arbeit vorgestellte Préparation

fiir Untersuchungen membraninsertierter Proteine zu modifizieren.

Abb. 6.5. Membrandurchspannende Proteine in einer poreniiberspannenden Membran.






[/ Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines neuen Modellmembransystems,
welches die Vorteile von festkorperunterstiitzten und freitragenden Lipidmembranen
auf Basis einer einfach herzustellenden Festkorperflache vereint. Zur Verwirklichung
dieses Ziels wurde versucht, membraniiberspannte Nanokompartimente auf Basis
poroser Oberflichen zu erzeugen. Als pordses Substrat wurde ungeordnetes und
geordnetes Aluminat mit Porengréfen von (22 £ 6) nm bzw. (31 £ 9) nm verwendet,
dessen Poren anndhernd zylinderférmig sind.

Im ersten Teil der Arbeit wurden die pordosen Aluminate mittels der elektrischen
Impedanzspektroskopie, Rasterelektronen- und Rasterkraftmikroskopie sowie
Interferometrie  charakterisiert. In  diesem Zusammenhang wurde ein
Ersatzschaltkreis zur Auswertung der impedanzspektroskopischen Daten entwickelt,
der die erhaltenen interferometrischen und impedanzspektroskopischen Ergebnisse
zusammenfiihrt. Zudem ermoéglichte das entwickelte Modell die Beantwortung der
Frage nach der aktiven Fldche, so dass im weiteren Verlauf der Untersuchungen
spezifische Parameter der auf dem pordsen Substrat immobilisierten Lipidschicht
berechnet werden konnten. Die impedanzspektroskopischen Analysen zeigten, dass
die fiir das pordse Aluminat erhaltenen elektrischen Parameter keinen sensitiven
Nachweis einer poreniiberspannenden Lipidmembran erlauben. Aus diesem Grund
wurde eine elektrochemische Technik etabliert, welche die Bildung kleiner Poren in
der Barriereschicht, die sich an den Porenbdden befindet, zur Folge hat. Mit Hilfe der
Impedanzspektroskopie konnte erstmalig gezeigt werden, dass durch dieses
Verfahren eine erhohte Kapazitit der Barriereschicht der Substrate erzielt wird. Die
so modifizierten Trager erlauben einen sensitiven Nachweis poreniiberspannender
Lipidmembranen auf den pordsen Substraten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde versucht, Priparationstechniken zur Herstellung
von poreniiberspannenden Lipidmembranen auf den pordsen Substraten zu
entwickeln. Der Erfolg der Pridparation wurde mittels Impedanzspektroskopie
verfolgt. Die Préparation der Lipidmembranen basierte auf dem Spreiten und der
Fusion von Vesikeln. Um das Spreiten der Vesikel zu induzieren, wurden zwei
verschiedene Ansétze verfolgt. In einem ersten Ansatz wurde versucht, negativ
geladene Vesikel durch elektrostatische Wechselwirkung mit der Substratoberfldche

zu fusionieren. Dies wurde durch das Anlegen einer Spannung von +100 mV an das
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ungeordnete Substrat wihrend der Inkubation mit negativ geladenen Giant Vesicles
realisiert. Die Vesikelgrofle von bis zu 25 um gewihrleistet einen Grofenausschluss
der Vesikel aus den Poren. Die Oberfldchenbelegung mit Lipid erreichte Werte bis
zu 70 %. Eine Erkldrung fiir das unvollstdndige Spreitverhalten der Vesikel zu
planaren poreniiberspannenden Membranen wurde in der Rauhigkeit der Oberflédche,
die zu verstirkten Adhésionspunkten fiihrt und eine komplette Fusion der
Membranen verhindert, gesucht. Aus diesem Grund wurden Polyelektrolytkissen
zwischen den pordsen Substraten und den Lipidschichten aufgebracht. Mittels
Rasterkraftmikroskopie konnte gezeigt werden, dass die Polyelektrolyte die Poren
des Aluminats komplett {iberspannen, die Lipiddoppelschichten, die durch
Vesikelfusion ausgebildet wurden, wiesen jedoch nur eine Oberflichenbelegung von
bis zu 39 % auf. Das unvollstindige Spreitverhalten der Vesikel auf den
Polyelektrolyt-Multischichten wurde mit der Inhomogenitit der
polyelektrolytbeschichteten Oberflache diskutiert.

In einem zweiten Ansatz wurde das Spreiten der Vesikel iiber Chemisorption
zwischen Lipiden und der goldbelegten oberen Oberfliche des pordsen Aluminats
induziert. Die verwendeten Vesikel enthielten Lipide, die einen Thiolanker an der
Kopfgruppe besaBBen und somit an Gold chemisorbieren konnen. Die
Untersuchungen wurden sowohl an ungeordneten als auch an geordneten Substraten
durchgefiihrt, die eine Pordsitit von (17 + 3) % bzw. (36 £ 7) % aufwiesen.
Unabhédngig von der Pordsitit des verwendeten Substrats wurde eine
Oberflichenbelegung mit Lipid von iiber 90 % erreicht. Dies verdeutlicht, dass die
Lipidschicht nicht nur auf den Porenstegen ausgebildet wird, sondern auch die Poren
des Substrats liberspannt. Die erhaltenen Impedanzspektren wiesen iiber mehr als 30
Stunden keine Verdnderung auf. Rasterkraftmikroskopische Messungen bestétigten
die Uberspannung der Poren mit einer Lipidschicht.

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmalig elektrisch dichte poreniiberspannende
Lipiddoppelschichten prépariert und impedanzspektroskopisch nachgewiesen
werden. Dies erdffnet zahlreiche Moglichkeiten zur Untersuchung von
Transportprozessen. Das entwickelte System bietet den Vorteil der hohen
Langzeitstabilitdit der Membranen, die Moglichkeit des Aufbaus chemischer
Gradienten und besitzt zwei Kompartimente, die die Inkorporation

membrandurchspannender Proteine erlauben.
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A Anhang

Al Berechnung der Porositat nach Bruggeman

2 2 2 2
Ny —-n n —-n

Fiillung eff Alox eff _

> —p+— ~(1-p)=0 (5.1)
Meittung T et NP N

p bezeichnet die Porésitit, naix den Brechungsindex des Aluminats, nggiune den
Brechungsindex des entsprechenden Losungsmittels und ner den effektiven
Brechungsindex. Eine Auflsung nach ns ergibt:

V2
_ 2 2 2 2 2 4 2.2 2
neff - 7 [2pnF1’illung - 2pnAlox + nAlox - nFﬁllung + (4p nFiillung _8p nFﬁllungnAlox

2 2 4 2 4 4 4 2 2 4 1727172
+8pnFﬁllungnAlox _4pnFijllung + 4p nAlox _4pnAlox +nAlox + 2nF1’illungnAlox + nFiillung) ]

Eine Multiplikation mit der zweifachen Dicke 2d der pordsen Schicht liefert fiir die
optische Dicke 2n.sd:

_ 2 2 2 2 2 4 2.2 2
2n,d = \/Ed[2pn =2PNy10x Py jox — Meittung T (4p°n —-8p PeinungMalox

Fillung Fiillung

2 2 4 2 4 4 4 2 2 4 1/271/2
+8pnFﬁllungnAlox _4pnFﬁllung + 4p nAlox - 4pnAlox + nAlox + 2nFﬁllungnAlox + nFﬁllung) ]

Eine Anpassung dieser Funktion an die Daten (Abb. 5.8) erlaubt die Bestimmung der
Pordsitdt p sowie der Schichtdicke d der pordsen Schicht.
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A2 Physikalische Grolien von AT-cut Quarzen

Symbol  Physikalische Grof3e numerischer Wert
Pq Dichte 2.651 g/em’

Nq Viskositét 3.47-10° g/(cm-s)
€1 Dielektrizititskonstante 4.02-10" C* ' m!
Hq piezoelektrisch versteiftes Elastizititsmodul 2.957-10"° N/m?
€% piezoelektrischer Koeffizient 9.652-102 C/m?
K elektromechanische Kopplungskonstante 8.888-107

Quelle: Janshoff (1997)

A3 Symbolverzeichnis

A
Ar

B

~ > >

Flache, Parameter des CPE
Oberflachenidnderung der
Filmwaage
Oberflichendnderung des
Substrats

Kapazitit
Sauerbrey-Konstante
Konzentration
Schichtdicke

Kraft

Frequenz
Resonanzfrequenz
Stromstérke

Komplexe Einheit
Induktivitit

Molare Masse

Masse, Ordnung der Maxima
Materialkonstante
Brechungsindex
Widerstand, Ubertragsverhiltnis
Zeit

NN N

€o

A D T >6 o 0

Spannung
Molenbruch
Impedanz

Betrag der Impedanz

Realteil der Impedanz

" Imaginérteil der Impedanz

Koeffizient des CPE
Extinktionskoeffizient
elektrische Feldkonstante

Dielektrizititskonstante

Komplexe Dielektrizitdtskonstante

Phase

Wellenlénge

Schermodul

Dichte

Abklingzeit, Zeitkonstante,
Lebensdauer
Relaxationszeit
Kreisfrequenz
Leitfdhigkeit
Oberflachenbelegung
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A4 Abkulrzungsverzeichnis

a.u. willkiirliche Einheiten (arbitrary units)

Bis-Tris Bis(2-hydroxyethyl)-imino-
tris(hydroxymethyl)-methan

BLM Schwarze Membran
(Black lipid membrane)

CPE Constant Phase Element

DMPC 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin

DMPG 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphoglycerol

DODAB N,N-Dioctadecyl-N,N-
dimethylammoniumbromid

DODAN N,N-Dioctadecyl-N,N-
dimethylammoniumnitrat

DOPC 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

DPPTE 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphothioethanol

LB Langmuir-Blodgett

Lyso-PC 1-Palmitoyl-2-Hydroxy-sn-glycero-3-
phosphocholin

MEA Mercaptoethylamin

MES 2-(N-Morpholino)-ethansulfonsidure

MPA 3-Mercaptopropionsiure

MUA 11-Aminoundecanthiol

PAH Polyallylaminhydrochlorid

PEI Polyethylenimin

POPG 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol

PSS Polystyrolsulfonat

QCM Quarzmikrowaage (quartz crystal
microbalance)

SSM Festkorpergestiitzte Membran (Solid

supported membrane)
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminoethan
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A5 Chemikalien

11-Amino-undecanthiol
Asolectin

Argon

Bis-Tris

Chloroform

Cholesterol

Chrom

Chrom(VI)-oxid
N,N-Dioctadecyl-N,N-
dimethylammoniumbromid
Ethanol

Gold

Mes

2-Mercaptoethylamin
3-Mercaptopropionsdure
Methanol

Mucasol®

Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumsulfat

Oxalsdure
Ortho-Phosphorsdure (85 %)
Phospholipide
Polyethylenimin
Polystyrolsulfonat
Schwefelsdure (konz.)

Tris

Wasserstoffperoxid (30 %)

bezogen tliber Probior (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Linde (Miinchen)

Sigma (Steinheim)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Bal Tec (Balzers, FL)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Steinheim)

Fluka (Neu-Ulm)

Degussa (Hanau)

Elektronen Optic Service (Dortmund)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Polysciences (Eppelheim)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)
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A6 Materialien

Aluminium

5 MHz AT-cut Quarze
Braune Flaschchen
Cantilever
Flaschchenverschliisse mit
Tefloneinsatz

Glimmer
Kalrez®-Dichtringe
Parafilm

Platin-Draht
Polycarbonatmembranen
Reagenzglaser

Wolframschiffchen

A7 Gerate

Anodisierungsapparatur
Keithley 2400 Source Meter

Tektronix PS 280 DC Power Supply

Goodfellow (Huntington, USA)

KVG (Niederbischofsheim)

Carl-Roth (Karlsruhe)

Digital Instruments (Santa Barbara, USA)
Wheaton (Milville, USA)

Provac AG (Schweiz)

Du Pont Company (Wilmington, USA)
American National Can (Chicago, USA)
Goodfellow (Huntington, USA)

Avestin (Ottawa, USA)

bezogen liber VWR International
(Darmstadt)

Bal Tec (Balzers, FL)

Keithley Instruments (Cleveland USA)

Tektronix (Beaverton, USA)

Tektronix Power Supply EA-PS 9300-02 Tektronix (Beaverton, USA)

Ecoline RE 104

Fluoreszenzmikroskopie
Leica DM JRE 2

Objektive HC PL Fluota (10 x 3),

(20 x 0.5), (50 x 0.8)

Impedanzspektrometer

Impedance Gain-Phase
Analyzer SI1260

Lauda, Konigshofen

Leica Microsystems Deutschland

Solartron Instruments (Farnborough, GB)
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Quarzmikrowaagetechnik
Frequenzzéhler 53181A
Kalibrierquelle Digistant”™
Typ 6705
Netzteil HP E3630A
Oszillatorschaltkreis
TTL SN74LS124N
Peristaltikpumpe Reglo Digital
Modell 333
Thermostat Lauda RM6

Rasterkraftmikroskopie
BioScope mitNanoscope IIIA
Controller

Reinstwasseranlage
Milli Q RO 10 Plus
Milli Q plus 185

Sonstiges

Feinwaage Ohaus

Miniextruder Liposofast®
pH-Meter Knick 761 Calimatic
pH-Elektrode InLab® 423
Plasmareiniger PDC 32G-2
Sputter Coater 108 auto
Thickness Controller mtm 20
Ultraschallbad Bandelix Sonorex
Super RK 255 H

Hewlett-Packard (San Diego, USA)
Bursta Prazisionsmesstechnik (Gernsbach)

Hewlett-Packard (San Diego, USA)
Texas Instruments (Dallas, USA)

Ismatec (Wertheim-Mondfeld)

Lauda (Ko6nigshofen)

Digital Instruments (Santa Barbara, USA)

Millipore (Eschborn)

Ohaus (Prine Brook, New York, USA)
Avestin (Ottawa, USA)

Knick (Berlin)

Mettler Toledo Prozessanalytik (Steinbach)
Harrick (New York, USA)

Cressington (Watford, USA)

Cressington (Watford, USA)

Bandelin (Berlin)
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