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Kurzfassung

Die vorliegende Arbeit befafit sich mit der Optimierung von elektrischen Sensoren fiir den Einsatz in
der multiparametrischen biomedizinischen Analytik. Ausgangspunkt waren bestehende Sensorchips
mit Sensoren fiir pH, Sauerstoffpartialdruck, Impedanz, elektrische Potentiale und Temperatur. Diese
werden fiir die simultane in-vitro Messung von metabolischen, morphologischen und elektrophysiolo-
gischen Parametern von lebenden Zellen und Geweben eingesetzt. Aufgrund der als ionensensitiven
Feldeffekttransistoren ausgefiihrten pH-Sensoren wurden diese Sensorchips bisher mit Siliziumhalblei-
tertechnologie hergestellt und zum Teil mit Hilfe einer aufwendigen Hybridtechnik mit Glaschips
verbunden. Ziel der Arbeit war es, die pH-Messung mit ionensensitiven Feldeffekttransistoren durch
pH-Sensoren auf der Basis von Metalloxid-Elektroden zu ersetzen. Hierfiir wurde durch Voruntersu-
chungen Rutheniumoxid aus einer Reihe von geeigneten Metalloxiden ausgewihlt. Dieses Material
wurde dann umfassend fiir die Verwendung als Elektrodenmaterial fiir pH-Sensoren in biomedizini-
schen Anwendungen charakterisiert. Dariiberhinaus wurde die Ausfithrung der Elektroden optimiert
und die notwendige Meflelektronik entwickelt. Unter Verwendung dieser optimierten pH-Sensoren wur-
de eine Reihe neuer multiparametrischer Sensorchips auf Keramik- und Glassubstrat fiir verschiedene
Anwendungsgebiete entworfen und in Zusammenarbeit mit Industriepartnern mit Hilfe mikrosystem-
technischer Produktionsverfahren hergestellt. Im Zuge des Neuentwurfs entstanden neben den multi-
parametrischen Sensorchips fiir Einzelmessungen auch erstmals Sensorchips mit denselben Sensoren
fiir 24-Well-Platten, die die Parallelisierung von bis zu 24 multiparametrischen Messungen ermogli-
chen. Um den technischen Aufwand bei der Parallelisierung von bis zu 24 Sensoren zu minimieren
wurden hierfiir insbesondere die Impedanzsensoren fiir die Messung von morphologischen Parame-
tern angepaflt und hierfiir neue Meflelektronik entworfen und aufgebaut. Sdmtliche im Rahmen dieser
Arbeit entstandenen Sensorchips wurden, zum Teil unter Anderung und Optimierung vorhandener
Chipgehéuse, mit lebenden Zellen zur Anwendung gebracht und zeigen vielversprechende Ergebnisse
fiir den Einsatz in vielen Anwendungsbereichen auf den Gebieten der Biochemie, Medizin, Pharmazie
und Biotechnologie. Die Arbeit enthilt dariiberhinaus eine umfassende Darstellung der wichtigsten
biologischen, elektrochemischen und sensortechnologischen Grundlagen fiir alle Sensortypen, die beim
Neuentwurf der Sensorchips zum Einsatz kamen.
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Abstract

This thesis addresses the optimization of electric sensors for multi-parametric biomedical applica-
tions. The work is based on existing sensorchips containing sensors for pH, oxygen-pressure, impe-
dance, electric potentials and temperature. These have been used for the simultaneously in-vitro
measurement of metabolic, morphologic and electrophysiologic parameters of living cells and tissue.
Due to the pH-sensors, which are performed as ion sensitive field effect transistors, the sensorchips
have been fabricated using silicon semiconductor technologies and partly spliced with glass-based
sensorchips applying a hybrid technology. The goal of this work was the substitution of the field ef-
fect transistor-based pH-measurement with metal-oxide based electrodes. Therefore rutheniumoxide
was selected from a range of appropriate materials by preselection. Within this work, rutheniumoxi-
de as electrode material were widespreading characterized for biomedical applications. Accordingly
the electrode-configuration was optimized and the required measurement electronics was developed.
Using this optimized pH-electrode, a range of new multiparametric sensorchips based on ceramic- and
glass-substrates for various applications were designed and fabricated by microsystems-production-
techniques in collaboration with industrial partners. Beside the multiparametric sensorchips for single
measurements, newly sensorchips for 24-well-plates were developed allowing 24 simultaneous measu-
rements. These sensorchips contain the same sensors as the chips for single measurements. To reduce
the technical complexity, the configuration of the impedance-sensors for morphologic measurements
were optimized and the measurement electronics was adapted. All sensorchips developed in this work
were applied to measuring living cells or tissue, partly with modificated packagings. Promising results
were achieved for the applying to various fields of applications as biochemistry, medicine, pharmacy
and biotechnology. Furthermore, this thesis contains a widespread description of the fundamental
biological, electrochemical and technological basics related to the used sensor-types.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Technische Moglichkeiten und Grenzen der Untersuchung von
lebenden Zellen und Geweben

Seit den Anfiangen der Zellforschung haben sich die Arbeitsmethoden zum Studium von Zellen und
Geweben stetig weiterentwickelt. Das Verstindnis der Funktionsweise von Zellen ist dabei nicht nur
fir die Biologie von gréfiter Bedeutung, sondern auch fiir eine Vielzahl weiterer Forschungs- und
Anwendungsbereichen auf den Gebieten der Biochemie, Medizin, Pharmazie und Biotechnologie. Die
grofiten Herausforderungen bei der Untersuchung von Zellen stellen dabei zwei Punkte dar. Einer-
seits besitzen Zellen einen enorm komplizierten molekularen Aufbau und ihre Funktion ist ein duflerst
komplexes Zusammenspiel einer Vielzahl von inneren wie dufferen Komponenten und Faktoren. An-
dererseits macht die geringe Grofle von Zellen eine Untersuchung dieses Aufbaus und der Funktionen
zu einer schwierigen Aufgabe. Eine tierische Zelle besitzt beispielsweise einen Durchmesser von nur
10 bis 20um, also etwa fiinfmal kleiner als das Auflésungsvermégen des menschlichen Auges in der
Lage ist zu erkennen [1]. Daher ist es nicht verwunderlich, daf erst Anfang des 19. Jahrhunderts mit
Hilfe des Lichtmikroskops erkannt wurde, dafl Gewebe aus einzelnen Zellen besteht. Dariiberhinaus
sind tierische Zellen farblos und durchsichtig, wodurch erst Ende des 19. Jahrhunderts, durch die
Entwicklung geeigneter Farbstoffe zur Kontrastverbesserung, auch die wichtigsten inneren Merkmale
des Zellaufbaus entdeckt wurden [2]. Seit der Erfindung des Lichtmikroskops und seiner Anwendung
in der Zellbiologie sind wesentliche Fortschritte in der Erforschung der Funktionsweise von Zellen eine
Folge von neuen technischen Verfahren [3].

Die technische Entwicklung brachte auf dem Gebiet der Lichtmikroskopie eine Vielzahl von Me-
thoden zur Untersuchung von Zellen hervor. Neben normalen optischen Systemen mit denen sich
gefiarbte und fixierte Zellen beobachten lassen [4,5], kénnen mit Fluoreszenzfarbstoff markierte An-
tikorper eingesetzt werden, um spezifische Molekiile, wie z.B. Proteine, in der Zelle mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie nachzuweisen [6-8]. Fiir die dreidimensionale Darstellung von Zellen bedient
man sich der konfokalen Rastermikroskopie [9,10], fiir die Beobachtung von lebenden Zellen werden
optische Verfahren wie Phasenkontrast-, Interferenz- oder Dunkelfeldtechnik eingesetzt [11,12].

Fiir die Untersuchung der Ultrastruktur von Zellorganellen und Zellmembranen reicht die Auf-
l6sung von Lichtmikroskopen bei weitem nicht aus. Hier stellte die Elektronenmikroskopie einen
groflen Fortschritt dar, die im Jahr 1931 mit der Konstruktion des ersten Transmissionselektro-
nenmikroskops erstmals zum Einsatz kam. Fiir biologische Objekte sind bei Elektronenmikroskope
Aufldsungen bis 2nm moglich, die damit 100mal hoher sind als bei Lichtmikroskopen [13]. Neben
dem Transmissions-Elektronenmikroskop stehen zur Darstellung von dreidimensionalen Zell- oder
Gewebeoberflichen das Rasterelektronenmikroskop [14,15] und zur Untersuchung des Inneren von
Membranen und Zellen die Gefrierbruch- oder Gefrierdtz-Elektronenmikroskopie [16] zur Verfiigung.
Abbildung 1.1 zeigt die transmissions-elektronenmikroskopische Aufnahme einer gut differenzierten
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2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Abbildung 1.1: Transmissions-elektronenmikroskopische Aufnahme einer gut differenzierten Zelle aus
einem auf einer Nacktmaus gewachsenen Dickdarmkarzinom bei einer 13.950-fachen Vergroflerung
(Aufnahme: B. Wolf)

Zelle aus einem auf einer Nacktmaus gewachsenen Dickdarmkarzinom bei einer 13.950-fachen Ver-
grofferung und verdeutlicht den komplexen Feinaufbau einer Zelle.

Neben den mikroskopischen Verfahren zur Sichtbarmachung der Zelle und ihrer Feinstruktur
existieren zur Untersuchung der molekularen Bestandteile eine Reihe von biochemischen Analyse-
methoden. Nach einer geeigneten Isolierung und Kultivierung der Zellen [17,18], konnen die Zellen
aufgebrochen [19] und ihr Inhalt mit Hilfe von Ultrazentrifugation fraktioniert werden [20,21]. Die da-
durch entstehenden, zum Teil funktionstiichtigen zellfreien Systeme [22] kénnen zur Untersuchung von
molekularen zellinternen Vorgéngen wie Proteinsynthese, DNA-Replikation, Zellzyklus und verschie-
dene intrazelluldre Transportmechanismen genutzt werden [23]. Weitere Verfahren zur biochemischen
Analyse, insbesondere von Zellproteinen, sind Chromatographie [24,25], Elektrophorese [26-29] und
Kernresonanzspektroskopie (NMR) [30-32].

Fiir die Messung von Konzentrationen spezifischer Molekiile in der Zelle wurden ebenfalls Tech-
niken entwickelt. So kénnen Zellmolekiile einerseits mit Hilfe von Radioisotopen markiert und durch
geeignete Verfahren sichtbar gemacht werden [33]. Andererseits ist es moglich, Konzentrationen be-
stimmter Ionen durch fluoreszierende Indikatoren die in die Zelle eingeschleust werden zu messen.
Diese Fluoreszenz-Farbstoffe sind fiir eine Vielzahl an Ionen erhéltlich, z.B. Ca®* oder H. Sie werden
mit Hilfe der Fluoreszenz-Mikroskopie sichtbar gemacht [34]. Eine, auf Mikroelektroden-Technik ba-
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sierende Methode um Ionenkonzentrationen in der Zelle zu messen, ist das so genannte Patch-Clamp-
Verfahren, bei der insbesondere Ionenkanile in der Zellmembran untersucht werden kénnen [35-37].

Alle genannten Verfahren und Techniken werden, in der Regel in vitro, in der biologischen Grund-
lagenforschung erfolgreich eingesetzt. Insbesondere bei der Untersuchung von schnellen dynamischen
Vorgéngen oder sehr langen Beobachtungszeiten weisen aber nahezu alle Verfahren systembedingte
Grenzen auf. Einerseits ist keines der Verfahren vollstindig frei von einer Beeinflussung des Zell-
verhaltens. So wird die Zelle bei der Untersuchung entweder zerstort oder durch die notwendige
Zugabe von Zusatzstoffen in ihrer natiirlichen Funktion beeintrichtigt. Andererseits ist der Mef-
vorgang zum Teil nicht dynamisch genug, um die Kinetik der zelluldiren Reaktion in Echtzeit zu
erfassen. So sind mit Hilfe von lichtmikroskopischen Methoden nur Messungen bis in den Sekunden-
bereich moglich und bedingen auch meistens den Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen, Kontrastmitteln
oder radioaktiven Markern. Diese wirken zum Teil toxisch und beeinflussen, insbesondere iiber lange
Beobachtungszeiten, die Zelle in ihrer Funktion in der Regel erheblich [6,8,38]. Bei den wenigen elek-
tronenmikroskopischen Verfahren bei denen die Zelle nicht zerstort wird ist die Beobachtungsdauer
von Zellvorgéngen ebenfalls begrenzt. Diese liegt hier im Idealfall im Minutenbereich [39]. Schnelle
Verfahren, wie die Patch-Clamp-Methode fiir intrazellulire elektrophysiologische Messungen, ermégli-
chen zwar Auflésungen bis in den Bereich von Millisekunden, zerstéren aber systembedingt punktuell
die Zellmembran und verhindern so lange Mefzeiten [40,41].

1.2 Untersuchung von lebenden Zellen mit Hilfe von Biosensoren

Die in Kapitel 1.1 aufgezeigten systembedingten Grenzen herkdmmlicher Untersuchungsverfahren
sind insbesondere bei der Erforschung der intrazelluldren Signalkommunikation ein Hindernis. Diese
Kommunikation verbindet die funktionalen Einheiten der Zellen untereinander mit Hilfe komplexer,
zum iiberwiegenden Teil paralleler, Signalketten und stellt einen wichtigen Bestandteil zur Steuerung
der Zellfunktionen dar [42,43]. Die Signalwege sind dabei vielfiiltig ausgeprigt. Als Beispiel sei an
dieser Stelle das wohl am genausten untersuchte System der Calciumregulation genannt, das mit
Hilfe von Oszillationen der Ca?T-Konzentration [44,45] und wellenférmiger Ausbreitung von Kon-
zentrationsdnderungen [46,47] intrazelluldre Signale iibertrégt. Dieser Signalweg spielt beispielsweise
eine wichtige Rolle beim Zellzyklus. Neben Ca?* stellt auch der Austausch von anderen Ionen wie
zum Beispiel HT einen zelluldren Signalweg dar. AuBer Ionen tragen im komplexen Netzwerk der
Signalkommunikation auch Hormone [48] und Wachstumsfaktoren [49] bei. Abbildung 1.2 zeigt eine
schematische Darstellung der zelluldren Signalverarbeitung.

Die Erforschung dieser intrazelluldren Signalkommunikation ist ein wichtiger Baustein zum Ver-
stdndnis der Funktionsweise von Zellen und Geweben und erdffnet breite Anwendungsmdoglichkei-
ten in der medizinischen Diagnostik, der Entwicklung von Pharmaka und biotechnologischen Pro-
zessen. So lassen sich beispielsweise unter anderem Krankheiten wie Krebs auf eine Stérung der
intrazelluldren Signalkommunikation zurtickfithren [51]. Beachtet man, da Krebs nach den Herz-
Kreislaufkrankheiten die zweithdufigste Todesursache ist [52], unterstreicht dies die Notwendigkeit
diesen Aspekt der Funktionsweise von Zellen zu untersuchen und zu verstehen. In der Vergangen-
heit wurden dazu systemanalytische Ansétze verfolgt, theoretisch strukturierte Regelkreise mit Hilfe
von Daten aus molekularbiologischen Methoden zu modellieren [50, 53]. Ein Ansatz die Funktion
der intrazelluldren Signalkommunikation zu untersuchen stellt der Vergleich der zellinternen Regel-
mechanismen mit technischen Systemen dar. Die Zelle iibersetzt pharmakologische Input-Signale in
charakteristische Output-Signale. Allerdings 148t sich das System Zelle nicht ohne weiteres mit Hilfe
einer Sprungantwort charakterisieren wie dies bei technischen Systemen der Fall ist. Das System Zelle
ist zu komplex und reagiert mit seinem biologischen Erkennungssystem auf eine zu grofle Anzahl an
verschiedenen Eingangs-Signalen, als das es mit Hilfe einer einfachen Ubertragungsfunktion, wie es
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der zelluldren Signalverarbeitung, nach [50]

in den meisten technischen Systemen vorzufinden ist, charakterisiert werden kann. Das biologische
Erkennungssystem besteht im Allgemeinen aus Enzymen, Antikérpern, Membran-Rezeptor-Proteinen
und Organellen, kann aber auch Bakterien oder ganze Zellen und Geweben umfassen. Damit ist die
Zelle in der Lage biomolekulare und pharmakologische Signale zu empfangen und mit ihren zahlrei-
chen stark vernetzten Signalwegen und Riickkopplungsmechanismen in entsprechende Ausgangssigna-
le umzuwandeln [1,42]. Diese Ausgangssignale duflern sich in charakteristische Reaktionsmustern, die
chemischer, physikalischer oder morphologischer Natur sein kénnen [42,50]. Derartige Reaktionsmu-
ster wurden mit Hilfe von quantitativen ultrastrukturellen Bildanalysen belegt [39,54,55]. Diese haben
zwar eine hohe rdumliche Auflésung, erlauben aber aufgrund der Eingangs erwidhnten systembeding-
ten Grenzen keine riickwirkungsfreien und dynamischen Messungen, so dafl nur eine Untersuchung in
Momentaufnahmen mdoglich ist. An dieser Stelle versprechen Messungen mit Biosensoren bessere und
genauere Ergebnisse, auch iiber ldngere Mefzeiten, als die elektronenoptischen oder fluoreszenzmikro-
skopischen Analysen und wurden bereits erfolgreich fiir diese Art von Untersuchungen eingesetzt [56].
Die Optimierung dieser Biosensoren fiir Messungen an lebenden Zellen und Geweben zur Detektion
der zellularen Reaktionsmuster in Form von chemischen, physikalischen und morphologischen Aus-
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Abbildung 1.3: Vereinfachtes Funktionsprinzip eines Biosensors mit biologischem Erkennungssystem,
Signalwandler und Signalverarbeitung, nach [57]

gangssignalen ist der Kern der vorliegenden Arbeit.

Mit klassischer Sichtweise betrachtet bestehen Biosensoren iiblicherweise aus drei Komponenten.
Das biologische Erkennungssystem, auch Diskriminator genannt, wirkt als Signalgeber. Mit Hilfe ei-
nes Signalwandlers, dem Transducer, werden die physikalischen-chemisch Parameter des biologischen
Erkennungssystems in ein mefibares elektrisches oder optisches Signal umgewandelt. Die dritte Kom-
ponente stellt ein geeigneter, in der Regel elektronischer Verstédrker dar, der die Mefisignale verarbei-
tet und aufbereitet [57]. Abbildung 1.3 zeigt das vereinfachte Funktionsprinzip eines Biosensors. Als
Transducer gibt es eine Vielzahl an Sensoren. Sie basieren in der Regel auf resistometrischen, ampero-
metrischen, potentiometrischen, piezo-elektrischen oder thermischen Methoden. Technisch ausgefiihrt
werden sie unter anderem als Feldeffekt-Transistoren [58], ionenselektive potentiometrische oder am-
perometrische Elektroden [59,60], Thermistoren [61] oder auch als Masse-sensitive Piezokristallsenso-
ren [62]. Neben diesen elektrischen und elektronischen Sensoren existieren eine Reihe von Sensoren auf
optischer Basis [58,63]. Vergleicht man die Biosensoren hinsichtlich ihrer Leistung und ihrer Vielsei-
tigkeit, stellen sie eine kostengiinstige und in vielen Anwendungsgebieten einsetzbare Alternative zu
den herkémmlichen Analysestrategien dar. Insbesondere die chipgestiitzte flexible Zusammenstellung
der Sensoren macht eine individuelle und anwendungsspezifische Herstellung und damit auch preis-
optimierte Analysen moglich. Dieser Punkt ist von besonderer Bedeutung, da die Leistungskriterien
der Biosensoren eng mit den Herstellungskosten verkniipft sind. Aus diesem Grund entwickelte sich
in den letzten Jahren ein reges Interesse an der ErschlieBung der Biosensortechnologie [56,64,65].

Fiir die Analyse der oben ausgefiihrten intrazelluliren Signalkommunikation eignen sich Biosen-
soren besonders gut. Die zu untersuchenden Zellen dienen hierbei als biologisches Erkennungssystem.
Wird nun dieser Diskriminator einer biologisch aktiven Substanz ausgesetzt, setzt sich eine Signalkas-
kade in Gang, deren Auswirkungen in Form von Anderungen der metabolischen und morphologischen,
sowie bei geeigneten Zellen der elektrophysiologischen Reaktionen von geeigneten Transducern als Si-
gnale aufgenommen, verstdrkt und verarbeitet werden konnen. Fiir die Biosensoren sprechen dabei
insbesondere drei Faktoren [66]:

e Der Mefivorgang der Biosensoren ist weitgehend riickwirkungsfrei. Dies bedeutet, daf3 die Zellen
in ihrem Verhalten nicht oder nur sehr gering beeinflufit werden. Es werden keine Analyten
oder Fremdsubstanzen benétigt, die die Signalkommunikation der Zelle stéren kénnten. Dies ist
insbesondere fiir lingere Mefizeiten von Bedeutung.

e Der Meflvorgang ist dynamisch. Dieses dynamische Verhalten ermdoglicht eine Online-Unter-
suchung der Kinetik der zelluléren Reaktionen und liefert wichtige Informationen {iber beteiligte
Wirkmechanismen.
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e Im Gegensatz zu den meisten anderen géingigen Methoden erlauben Biosensoren die direk-
te Messung zelluldrer Reaktionen, ohne auf indirekte Methoden wie Farb- oder Radiomarker
zuriickgreifen zu miissen.

Kombiniert man verschiedene Sensoren, sowie gleiche Sensoren unterschiedlicher Spezifitit, ist eine
kontinuierlichen und simultane Detektion der Auswirkungen verschiedener Substanzen und damit
eine Analyse spezifischer Signalwege moglich. Dabei kénnen Biosensoren in vielen Fillen teure und
zeitaufwendige Analysen im Labor ersetzen [53].

1.3 Stand der Technik

1.3.1 Biosensoren allgemein

Zur Charakterisierung der zelluldren Mikroumgebung stehen ein Vielzahl an Sensoren zur Verfiigung.
Mit ihnen kénnen einzelne Proteine und Ionen in unterschiedlichsten Konzentrationen nachgewiesen
werden. Um einen generellen Uberblick zu erhalten, steht eine groBe Menge an Literatur zum Thema
Biosensoren im Allgemeinen zur Verfiigung. Als nennenswerte Auswahl sei an dieser Stelle [58,61-63,
67-71] genannt. Sie alle geben Auskunft iiber Grundlagen, Konzepte, Technologien, Tendenzen und
Entwicklungen auf diesem Gebiet. Die Sensoren lassen sich dabei grob in zwei Kategorien einteilen.
Einerseits diskrete Mikrosonden, die die Anfinge auf diesen Gebiet darstellten, aber bauartbedingt
nicht oder nur sehr schwer miniaturisierbar sind und sich deshalb nur fiir diskrete Messungen an
Zellkulturfliissigkeiten eignen. Klassische Vertreter sind hier die Glaselektrode oder herkdmmliche
Clark-Sonden. Die zweite Kategorie sind planare mikrostrukturierte Sensoren, deren Entwicklung
insbesondere in den letzten zehn Jahren viele Fortschritte gemacht haben. Diese Art von Sensoren
kann direkt mit Zellen oder Geweben bewachsen werden und bieten durch den engen Kontakt zwischen
Sensor und Zellmaterial ene hohe Empfindlichkeit und Ansprechzeit [66]. Im weiteren Verlauf wird
schwerpunktméflig der Stand der Technik dieser Art von Sensoren dargestellt.

Biosensoren die nicht die Untersuchung von Zellen direkt zum Ziel haben, sondern, wie oben
ausgefiihrt, Zellen nur als biologisches Erkennungssystem benutzen und mit geeigneten Transducern
die Detektion von Substanzen und Umwelteinfliissen als Anwendungsgebiet haben sind in der Literatur
ebenfalls zahlreich beschrieben. Als Beispiel sollen hier [72-76] dienen.

1.3.2 Messung des pH-Wertes

Die pH-Messung stellt den Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit dar und ihre theoretischen Grundla-
gen werden aus diesem Grund ausfiihrlich in Kapitel 3.4 dargestellt. Klassischer Vertreter der Messung
des pH-Wertes ist die Glaselektrode (Kapitel 3.4.2), die allerdings nur schwer miniaturisierbar ist. Ein
Versuch mit miniaturisierten Glaselektroden den zelluliren Metabolismus zu bestimmen wurde von
Brand 1994 in [77] beschrieben.

1970 erstmals von Bergveld beschrieben und in [78-80] veroffentlicht ist der so genannte “ion sen-
sitive field effect transistor® (ISFET). Hierbei handelt es sich um einen, auf einen Feldeffekttransistor
basierenden planaren pH-Sensor. Da der Ausgangspunkt fiir die vorliegende Arbeit Sensorchips mit
ISFETSs sind und die Hauptaufgabe die Substitution dieses Sensors ist, ist diese Art von pH-Sensor
ausfiithrlich in Kapitel 3.4.3 beschrieben. Zum Thema ISFET existieren in der Literatur unzéhlige
Veroffentlichungen. Stellvertretend seien an dieser Stelle [81-88] als fiir den Einsatz als Biosensor
relevante Literatur genannt. Fiir die Messung des Protonenaustosses von Zellen und Geweben wurde
dieser Sensortyp erstmals in unserer Arbeitsgruppe eingesetzt und unter anderem in [89-92] versffent-
licht.

Ein weiterer planar ausgefiihrter pH-Sensor stellt der so genannte “light addressable potentiome-
tric sensor® (LAPS) dar. Er basiert wie der ISFET auf einem potentiometrischen Mefverfahren und
benutzt eine Abhéngigkeit der Einsatzspannung des Photostromes einer Siliziumscheibe von ihrem
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Oberflichenpotential das sich in Kontakt mit einem Elektrolyten ausbildet. Die genaue Funktionsweise
ist in Kapitel 3.4.4 beschrieben. Nennenswerte Publikationen zu dieser Art von pH-Sensor sind [93-96].
Fiir die Untersuchung des katabolen Stoffwechsel erlangte diese Art von Sensor Bedeutung durch eine
Arbeitsgruppe um McConnel, die in Zusammenarbeit mit der Firma Molecular Devices in Palo Alto
ein Gerat fiir diese Art von Untersuchung entwickelte. Dieses “Cytosensor Microphysiometer war am
Markt einige Zeit eingefithrt und in [97-99] beschrieben. Dieses Gerit hatte allerdings den Nachteil,
dafl es nur in der Lage war, einen Parameter zu messen und somit, wie eingangs ausgefiihrt, viele
biologische Fragestellungen nicht beantworten konnte.

Eine weitere Methode zur Messung des pH-Werts ist die Verwendung von Elektroden aus geeigne-
ten Metalloxiden. Diese lassen sich ebenfalls planar ausfithren. Mit dieser Art von Sensoren sollen die
ISFETs der in unserer Arbeitsgruppe entwickelten Siliziumsensorchips substituiert werden und stellen
den Kern der vorliegenden Arbeit dar. Aus diesem Grund ist der Stand der Technik in Bezug auf die
zur Verfiigung stehenden Materialien und Herstellungstechnologien auf dem Gebiet der Metalloxide
in Kapitel 4.1 ausfiihrlich dargestellt.

1.3.3 Messung des Sauerstoffpartialdrucks

Der zelluldre Sauerstoffverbrauch 1i8t sich mit Hilfe von Sensoren bestimmen, die die Anderung des
Sauerstoffpartialdrucks in unmittelbarer Umgebung der Zellen messen kénnen. Fiir zellulire Anwen-
dungen werden hier neben fluoreszenzoptischen Verfahren [100,101] hauptsichlich amperometrische
Meflverfahren eingesetzt. Hierbei spielt der von Clark urspriinglich fiir die Messung von Blutsauer-
stoff entwickelte und nach ihm benannte Clark-Sensor eine herausragende Rolle [102]. Die Grundlagen
zum GelGstsauerstoff und die Funktionsweise der amperometrischen Sensoren ist in Kapitel 3.5 darge-
stellt. Mit amperometrischen Meflverfahren durchgefiihrte Untersuchungen zum Sauerstoffverbrauch
von Zellen wurden unter anderem in [103-106] beschrieben.

Neben den amperometrischen Sensoren werden in der vorliegenden Arbeit insbesondere bei eini-
gen Sensorchips fiir Multiwellplatten vereinzelt auch fluoreszenzoptische Sensoren verwendet, die auf
Arbeiten der Gruppe Heinzle beruhen. Diese wurden speziell fiir die Verwendung in Multiwellplatten
entwickelt und unter anderem in [107-109] veroffentlicht.

1.3.4 Messung der Zelladhision und der Zellmorphologie

Messungen der Zelladhésion und der Dynamik der Morphologie sowie der Grad des Bewuchses des
Zellkulturbereiches wurden mit nichtoptischen Verfahren bisher nur mit Impedanzmessungen reali-
siert. Dabei werden die dielektrischen Eigenschaften von biologischen Materialien benutzt, die weit-
gehend in einem grofien Frequenzbereich von unter 1Hz bis einigen GHz bekannt sind [110-113].
Impedanzmessungen mit Elektroden unterschiedlichster Konfiguration konnen dabei fiir verschie-
denste Anwendungsgebiete eingesetzt werden. So wurden von Pliquett [114] und Metanguihan [115]
Impedanztechniken zur Untersuchung von Anderungen der Membran von biologischen Zellen ein-
gesetzt. Die Gruppe Giaever untersuchte unter anderem mit Impedanzsensoren die Beweglichkeit
adhérent wachsender Zellen [116,117] und schon frith wurden von Harris mikrobielle Biomassen ab-
geschitzt [118]. Spéter wurde von Palmquist damit der mikrobielle Metabolismus detektiert [119]. Um
die Motalitdt von Zellen zu bestimmen, beschrieb Hagedorn einen, auf zwei Elektroden basierenden
Siliziummembransensor [120].

In unserer Arbeitsgruppe wurden Impedanzsensoren mit Interdigitalelektrodenstrukturen fiir Mes-
sungen an lebenden Zellen entwickelt und optimiert. Im Vordergrund stehen dabei Parameter wie
Zell-Zell- und Zell-Substrat-Abstand. Die Interdigitalelektroden eignen sich aufgrund ihrer planaren
Bauweise besonders fiir die Integration in multiparametrische Sensorchips und wurden bereits weit-
gehend fiir verschiedene Anwendungsgebiete erprobt [121-123].
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Speziell zur Untersuchung der Zell-Zell- und Zell-Substrat-Abstédnde stehen neben den Impedanz-
techniken elektronenoptische Verfahren wie Rontgenstrahl-Mikroanalyse und Elektronenenergiever-
lustspektroskopie zur Verfiigung [124]. Weiter existieren optische Verfahren wie Interferenz-Reflexions-
Mikroskopie und Totalen-Internen-Reflexions-Fluoreszenz-Mikroskopie [125] zur Verfiigung. Aller-
dings sind alle diese Verfahren grofitenteils mit den oben genannten Nachteilen verbunden [6,126].

1.3.5 Messung der elektrischen Aktivitit von Zellen

Fiir die Messung der elektrischen Aktivitidt von Zellen wie Transmembranpotential oder Aktionspoten-
tiale bei Nervenzellen gab es lange Zeit nur die Moglichkeit mit optischen Indikatoren [127,128] oder
invasiven Mikroelektroden [129,130] zu arbeiten. Um diese Parameter mit nichtinvasiven Methoden
zugénglich zu machen eignen sich unter anderem Feldeffekttransistoren, um die entstehenden Poten-
tiale abzuleiten und zu verstidrken. Die Arbeitsgruppe um Fromherz hat diese Methode am Beispiel
der Aktionspotentiale von Nervenzellen gezeigt und unter anderem in [131] verdffentlicht. In unserer
Arbeitsgruppe wurden ebenfalls Feldeffekttransistoren zur Ableitung von Potentialen eingesetzt und
auch in multiparametrische Sensorchips integriert [89].

Eine einfachere Methode Aktionspotentiale abzuleiten ohne auf aufwendige Siliziumhalbleitersen-
soren zuriickzugreifen stellen Mikroelektrodenarrays dar. Erste Versuche wurden hier von der Arbeits-
gruppe Gross bereits 1977 durchgefiithrt und bis heute weiterentwickelt [132,133]. Parallel dazu wird
diese Art von Sensorarray heute von vielen Arbeitsgruppen, z.B. Himmerle [134], verwendet.

1.3.6 Multiparametrische Sensorchips

Da, wie bereits erwidhnt, die Bestimmung nur eines zelluliren Parameters fiir eine Vielzahl an Un-
tersuchungen nicht ausreichend ist bietet es sich an, die oben beschriebenen Sensoren auf einem
Sensorchip zu integrieren und somit multiparametrische Messungen zu ermoglichen. Hier ist das in
unserer Arbeitsgruppe entwickelte “Physiocontrol Microsystem® (PCM) und “Cell Monitoring Sy-
stem“ (CMS) zu nennen. Diese basieren auf multiparametrischen Sensorchips, die ganz oder zum
Teil in Siliziumhalbleitertechnik gefertigt sind und Sensoren fiir pH, Sauerstoffpartialdruck, Impe-
danz und Temperatur integrieren. Diese Sensorchips sind in temperierbaren Perfusionssystemen ein-
gebettet und ermoglichen so Messungen dynamischer Vorgénge bei lebenden Zellen iiber lange Be-
obachtungszeitraume. Diese Systeme wurden in verschiedensten Anwendungen eingesetzt und unter
anderem in [135-138] verdffentlicht. Mit diesen Sensorsystemen gelang es erstmals, verschiedene Tu-
morzellen vital auf Feldeffekttransistoren zu immobilisieren und deren Signalantworten auf &uflere
Stimuli zu messen [139]. Um zusétzliche optische Kontrolle mittels Lichtmikroskopie zu erméglichen,
wurde neben dem multiparametrischen Siliziumsensorchip auch ein Chip mit derselben Sensorik auf
Glassubstrat entwickelt [140]. Diese beiden Arten von multiparametrischen Sensorchips dienen als
Ausgangsbasis fiir die vorliegende Arbeit.

1.3.7 Parallelisierung von multiparametrischen Messungen

Fiir viele biologische oder pharmazeutische Fragestellungen ist es notwendig, nicht nur eine, sondern
eine grofle Anzahl an Messungen durchzufithren. Um hier eine Zeit- und damit eine Kostenersparnis zu
erreichen ist es sinnvoll, multiparametrische Messungen zu parallelisieren. Eine Moglichkeit ist hierbei
mehrere der oben beschriebenen Sensorchips parallel zu betreiben [141]. In vielen Fillen reicht dies
aber bei weitem nicht aus. Da in der biologischen Forschung die Anwendung der Multiwellplatte
géngige Praxis ist, bietet es sich an, Multiwellplatten verschiedenster Wellanzahl mit Sensoren fiir die
verschiedenen zelluldren Parameter auszustatten. Unsere Arbeitsgruppe hat verschiedene Konzepte
fiir sensorgestiitzte Multiwellplatten erarbeitet und diese als weltweit erste in [142] veroffentlicht.
In den nachfolgenden Jahren wurden von anderen Arbeitsgruppen ebenfalls Multiwellplatten mit
verschiedensten elektrischen Sensoren kombiniert und publiziert [143-145].
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1.4 Aufgabenstellung und Aufbau der Arbeit

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit sind zwei multiparametrische Sensorchips aus unserer Ar-
beitsgruppe. Einer dieser Chips ist ein, auf Siliziumsubstrat in Halbleitertechnik hergestellter Sen-
sorchip mit Sensoren fiir pH, Sauerstoffpartialdruck, Impedanz und Temperatur [146]. Der pH-Sensor
ist hierbei als ISFET ausgefiihrt, der Temperatursensor als Diode. Sauerstoff- und Impedanzsensor
sind Metallstrukturen aus Palladium oder Platin. Der zweite Sensorchip ist fiir multiparametrische
Messungen und zusétzlicher optischer Kontrolle mittels Lichtmikroskopie vorgesehen. Er trigt die-
selbe Sensorik wie der Siliziumchip. Die Sauerstoff-, Impedanz- und Temperatursensoren, hier als
Pt100 ausgefiihrt, sind dabei auf einem Glassubstrat aufgebracht und aus Platin. Die ISFETSs fiir
die pH-Messung befinden sich auf einem Silizium-Inlet, das durch eine aufwendige Verbindungs- und
Kontaktiertechnik in das Glassubstrat eingefiigt ist [140]. Abbildung 1.4 zeigt die beiden Sensorchips
die in der vorliegenden Arbeit weiterentwickelt und optimiert werden sollen.

Abbildung 1.4: Links: Multiparametrischer Siliziumchip, aufgeklebt auf eine Tragerplatine fiir die
elektrischen Anschliisse [146]. Rechts: Multiparametrischer Glaschip mit Siliziuminlet [140]

Mit Ausnahme der pH-Sensoren auf ISFET-Basis konnen alle Strukturen auf den beiden Sen-
sorchips mit Hilfe von Planarprozessen in einem einzigen ProzeBschritt und damit kostengiinstig mit
Platindiinnschichttechnologie hergestellt werden. Einzig die pH-Sensoren werden bisher funktionsbe-
dingt in Halbleitertechnik gefertigt. Abbildung 1.5 zeigt die mikroskopische Aufnahme von ISFETS,
Sauerstoffsensor und Impedanzsensor, jeweils mit Zellbewuchs auf einem multiparametrischen Silizi-
umchip.

Abbildung 1.5: Von links nach rechts: ISFETSs, Sauerstoff- und Interdigitalelektroden-Impedanzsensor
auf einem multiparametrischen Siliziumsensorchip, jeweils mit Zellen bewachsen (Aufnahmen: M.
Brischwein)

Obwohl die Halbleitertechnologie prinzipiell eine kostengiinstige Herstellung der pH-Sensoren bie-
tet, ist einerseits beim Siliziumchip die fiir die zellbasierten Untersuchungen notwendige Chipflidche
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im Vergleich zur benttigten Sensorgrofle viel zu grof8. Dies hat zur Folge, dal die Herstellungskosten
unnotig hoch sind, da sie mafigeblich von der zu bearbeitenden Fliche abhingen. Andererseits ist
die Kombination von Glas- und Siliziumchip relativ aufwendig. Die Verbindung zwischen Glas und
Silizium erfordert einen aufwendigen Klebevorgang, wobei insbesondere die Dichtheit der Verbindung
sichergestellt werden muf}. Weiter miissen stabile elektrische Kontaktierungen zwischen Silizium- und
Glaschip hergestellt werden. Zusétzlich miissen die dabei verwendeten Materialien und Verfahren hohe
Anforderungen an die Biokompatibilitéit erfiillen.

Es erscheint daher sinnvoll, auf die Siliziumtechnik und die Glas-Silizium-Hybridtechnologie zu
verzichten und die Sensorchips mit nur einer Technologie herzustellen. Daher sollen die multiparame-
trischen Sensorchips fiir zellbasierte Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit grundlegend
iiberarbeitet werden. Die umfangreichsten Anderungen der Sensorchips betreffen die pH-Sensoren. In
der Weiterentwicklung der Sensorchips sollen auf Rutheniumoxid (RuOs) basierende planare pH-
Sensoren eingesetzt werden. Diese Sensoren sollen, zusammen mit einer Ag/AgCl-Referenzelektrode,
eine potentiometrische Bestimmung des pH-Werts und dessen Anderungen erméglichen.

Um dies zu erreichen, soll in der vorliegenden Arbeit eine genaue Charakterisierung des RuOq
fiir die Verwendung als pH-Sensor in biomedizinischen Anwendungen erfolgen. Neben dem Wegfall
der Halbleitertechnologie bieten die Metalloxidsensoren den Vorteil einer hoheren Standfestigkeit als
die ISFETs. Ebenfalls ist eine hohe Empfindlichkeit gegen elektrostatische Entladungen, denen die
Halbleitersensoren unterliegen, bei den neu eingesetzten RuQOs-Sensoren nicht zu erwarten. Zusétzlich
zu den geringeren Herstellungskosten, soll dies zu erheblich geringeren Anforderungen an Lagerung,
Transport und Handhabung der multiparametrischen Sensorchips fithren. Die bei ISFETs deutlich
ausgeprigte Querempfindlichkeit gegeniiber Ionen wie K+ und Na™, die in den meisten Zellkultur-
medien zu finden sind, soll bei den Metalloxidelektroden ebenfalls geringer ausfallen.

Nach der Charakterisierung des Sensormaterials und Optimierung der Elektrodenkonfiguration
sollen unter Verwendung der RuOs-pH-Sensoren neue Sensorchips auf Keramik- und Glassubstrat
entworfen und hergestellt werden. Dariiberhinaus sollen auch weitere bestehende Sensorchips, wie
z.B. ein, aus der Arbeitsgruppe Gross vorhandener Neurochip [147], mit der neuen Sensorik erweitert
werden, sowie auch vollkommen neue Sensorchips fiir den Einsatz in Verbindung mit Multiwellplatten
konzipiert werden.

Die vorliegende Arbeit ist dabei wie folgt aufgebaut. In den ersten beiden Kapiteln nach der Einlei-
tung werden ausfiihrlich die biologischen und die elektrochemischen Grundlagen, sowie die Technologie
der verwendeten Sensoren betrachtet. Hierbei wird insbesondere dargestellt, welche zellbiologischen
Prozesse fiir die Entstehung der Zellparameter verantwortlich sind, die mit Hilfe der verwendeten
Sensorik erfafit werden sowie insbesondere die elektrochemischen Grundlagen der pH-Messung ein-
gehend dargestellt. In Kapitel 4 wird der Stand der Technik und die theoretischen Grundlagen der
pH-Messung speziell mit Metalloxiden behandelt. Der Charakterisierung von RuOs und der Opti-
mierung der Elektrodenkonfiguration ist Kapitel 5 gewidmet. In Kapitel 6 werden Optimierungen der
Impedanzsensoren und der zugehorigen Meflelektronik fiir den Einsatz in Multiwellplatten dargestellt.
Kapitel 7 stellt alle im Rahmen dieser Arbeit neu entworfenen und hergestellten Sensorchips dar. In
den letzten beiden Kapiteln werden notwendige Anderungen an den Chipgehéusen ausgefiihrt, so-
wie Systeme dargestellt, in denen die neu entwickelten Sensorchips eingesetzt werden kénnen. Daran
anschlieBend werden Anwendungsbeispiele und ihre Ergebnisse vorgestellt.



Kapitel 2

Grundlagen der Zellbiologie

Obwohl der Kern der vorliegenden Arbeit einen technischen Inhalt behandelt, sollen an dieser Stelle
einige Grundlagen der Zellbiologie erldutert werden. Diese sollen dem Verstdndnis der biologischen
Vorginge dienen, die den zu erfassenden Zellparametern zu Grunde liegen.

2.1 Die Zelle

Nach aktuellen Wissensstand kennt die Natur ca. 1,2 Millionen Tierarten, 320000 Pflanzenarten,
80000 Pilz- und Flechtenarten und ca. 500 verschiedene Bakterien [148]. Betrachtet man allerdings
den Aufbau dieser an Organismen auf mikroskopischer Ebene, so ist diese Vielfalt nicht mehr zu
erkennen. Die oben genannten Organismen sind alle aus einzelnen Zellen aufgebaut, die weitestgehend
in ihren Grundstrukturen identisch sind. Dabei wird zwischen zwei Grundformen, den eukaryotischen
und den prokaryotischen Zellen unterschieden. Der Hauptunterschied zwischen beiden Formen ist
die Existenz eines, von einer Doppelmembran begrenzten Zellkerns. Dieser Zellkern enthélt die DNS
der Chromosomen und damit die vollstindigen Erbinformationen der Zelle. Bei Vorhandensein eines
Zellkerns spricht man von eukaryotischen Zellen. Dies trifft auf alle Zellen aus dem Pflanzen- und
Tierreich zu. Bei einfacheren Formen lebender Zellen, z.B. Bakterien, ist die DNS zwar in bestimmten
Bereichen der Zelle konzentriert, aber nicht von einer Membranhiille umschlossen. Derart aufgebaute
Formen zéhlen zu den prokaryotischen Zellen und werden ihrerseits nochmals in Bacteria und Archaea
unterschieden. Dariiberhinaus handelt es sich bei Protocyten ausschliellich um einzellige Organismen
[148].

Da die in dieser Arbeit behandelten Biosensoren fiir den Einsatz mit Zellverbéinden oder Geweben
vorgesehen sind, wird im Folgendem nur die Gruppe der Eucyten niher betrachtet. Die Evolution
fithrte bei diesen Zelltypen iiber Millionen von Jahren von einzelligen zu vielzelligen Organismen. Die
Folge dieser Entwicklung zu Vielzellern war eine Differenzierung in unterschiedliche Zelltypen, d.h.
verschiedene Zellen nehmen in einem Organismus unterschiedliche Aufgaben wahr. So besteht ein
erwachsener Mensch aus ca. 10" Gewebezellen, die in mehrere hundert verschiedene Zelltypen unter-
schieden werden. Der dieser Differenzierung zugrunde liegende Mechanismus ist eine Exprimierung
spezieller Teile des sonst fiir alle Zelltypen in einem Organismus einheitlichen Genoms. Die Entwick-
lung zu vielzelligen Organismen und die Differenzierung zu unterschiedlichen Zelltypen wurde durch
Zellteilung vorangetrieben. Allerdings unterliegen einzelne Zellen in einem Vielzeller wesentlichen
Einschriankungen hinsichtlich ihrer Teilungsmoglichkeiten. Um eine iibergeordnete Ordnung differen-
zierter Zellen in einem vielzelligen Organismus zu erreichen und beizubehalten sind die Zellteilungen
in der Regel streng reguliert. Diese Regulierung wird als Proliferationskontrolle bezeichnet. Ist die
Funktion dieser Proliferationskontrolle gestort, fithrt dies zur Entstehung von Krebszellen und damit
zu Tumoren. Bei diesen Zellen ist meistens auch eine weitere Eigenschaft der Zellen gestort, die ihre
Lebensdauer in einem vielzelligen Organismus beschriankt. Die sogenannte Apoptose, der durch ein

11
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genetisches Programm eingeleitete Zelltod, sorgt einerseits fiir eine Kontrolle der Proliferation beim
normalen Zellersatz. Andererseits fithrt er zur ” Entsorgung” von nicht mehr korrekt funktionierenden
oder fiir den Organismus eine Gefahr darstellenden Zellen. Im Gegensatz zur Nekrose, dem Sterben
von Zellen durch pathologische Beschidigung, ist die Apoptose eine durch Phagocytose durchgefiihrte
physiologische Auflésung von Zellen, ohne dafl es zu Entziindungen durch Zellriickstinde kommt [148].

Obwohl sich bei der Entwicklung von vielzelligen Organismen zwei grundlegende Organisationen,
die tierischen und die pflanzlichen Zellen herausbildeten, besitzen alle eukaryotischen Zellen anndhernd
die gleiche Ausstattung an membranumschlossenen Organellen. In Abbildung 2.1 sind die wichtigsten
intrazellularen Kompartimente einer idealisierten tierischen Zelle dargestellt. Fiir Eucyten sind dabei
folgende Zellkompartimente definiert [149]:

e Die Zellmembran oder Plasmamembran trennt das Innere der Zelle von der Umgebung.
Durch diese Membran findet der Transport von Néhrstoffen und anderen Substanzen in das
Zellinnere sowie Abfallstoffe und Zellprodukte aus der Zelle in die Umgebung statt. Sie spielt
ebenfalls eine wichtige Rolle beim Kontakt und der Signalaufnahme zur Zellumgebung, sowie
bei Erkennungsvorgingen.

e Im Inneren der Zelle befindet sich das Cytoplasma. Dieses ist eine komplexe Mischung aus
verschiedenen Substanzen und Strukturen. Im Cytoplasma findet der 16sliche Stoffwechsel der
Zelle und intrazelluldre Bewegungsvorgénge statt. Neben Wasser als Hauptbestandteil besteht
es aus Makromolekiilen, kleinen organischen Molekiile, anorganische Ionen und Ribosomen. Die
Ribosomen sind die Proteinsyntheseeinheiten der Zelle.

e Der Zellkern oder Nucleus enthilt die DNS der Zelle und somit das zellulire Genom. Hier
finden die DNS-Replikation, die Transkription und RNA-Prozesse statt. Er ist von einer eigenen
Doppelmembran umschlossen.

e Durchgehend mit der Kernmembran verbunden ist das endoplasmatische Reticulum (ER).
Hierbei wird zwischen zwei Arten unterschieden: Das raue und das glatte endoplasmatische
Reticulum. An das raue ER sind die Ribosomen geheftet. Mit deren Aktivitat produziert es
hauptsichlich Glykoproteine und Membranmaterial. Das glatte ER ist an der Lipidsynthese
sowie an Teilen des Kohlenhydratstoffwechsels beteiligt.

e Der Golgi-Apparat ist als Membranstapel ausgefithrt und arbeitet zusammen mit dem en-
doplasmatischen Reticulum. In ihm werden Produkte des ER wie Membrankomponeneten und
Exportproteine chemisch modifiziert und sortiert. Der Golgi-Apparat, das ER, sowie beteiligte
Vesikel werden zusammenfassend auch als Endomembransystem bezeichnet.

e Die Vakuolen sind von einer Elementarmembran, der Tonoplast, umschlossene Zellsaftraume.
Sie enthalten eine wéfirige Losung verschiedener Zucker, Salze und anderen Substanzen. Die
Vakuolen sind am Abbau von Makromolekiilen beteiligt und bringen die Abbauprodukte wieder
in den Stoffwechsel der Zelle ein.

e Die Lysosomen, membranbegrenzte Vesikel, enthalten verschiedene Verdauungsenzyme. Die-
se werden zum Abbau von Makromolekiilen, u.a. Proteine, Fette und Polysaccharide, mittels
Hydrolyse verwendet. Die Abbauprodukte, im wesentlichen Monomere, werden in das Cyto-
plasma transportiert und dort als Néhrstoffe verwendet. Zusammen mit Vakuolen werden die
Lysosomen auch als lytisches Kompartiment bezeichnet.

e Die Peroxisomen, bestehend aus verschiedenen membranumbhiilten Strukturen haben in der
Zelle verschiedene Spezialaufgaben. Neben der Synthese von Substanzen zur Absorbtion und
Verdauung von Fetten, sind sie hauptséchlich fiir die Produktion von Wasserstoffperoxid (H202)
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durch die Reduktion von O mit verschiedenen Wasserstoffdonatoren verantwortlich. Das ent-
standene (H203) wird mit Hilfe des Enzyms Katalase zu H2O und Oy umgesetzt.

o Fiir die Zellatmung und den Energiestoffwechsel der Zelle sind die Mitochondrien zustédndig.
In diesen membranumschlossenen Organellen wird durch oxidative Phosphorylierung ATP syn-
thetisiert und findet Elektronentransport statt (siche Kapitel 2.2). Sie besitzen etwa die Grofie
von Protocyten und haben eine eigene kleine DNS.

Plasma -
membran

Vakuole

freie
_* “] Ribosomen

Mitochondrion Centriolen

Kern -

membran Endoplasmatisghes
o Retikulum
Mikro -
Lysosom — tubuli

Golgi Apparat

Abbildung 2.1: Die wichtigsten intrazellulairen Kompartimente einer idealisierten tierischen Zelle,
nach [150]

Die Gruppe der Pflanzenzellen unterscheidet sich in einigen Punkten von tierischen Zellen. Das
hervorstechendste Merkmal von Pflanzenzellen ist die Fahigkeit zur Photosynthese. Griine Pflanzen
und Algen sind in der Lage, Energiegewinnung mit Hilfe von Lichtenergie und Assimilation von C'Oq
zu betreiben. Weiteres Unterscheidungskriterium von Pflanzenzellen ist die Ausbildung einer rigiden
Zellwand. Deren Vorhandensein fithrte zu einer im Vergleich zu tierischen Zellen unterschiedlichen
Entwicklung in der Vielzelligkeit von Pflanzenzellen. Bedingt durch die Zellwénde ist hier ein direkter
Zellkontakt iiber die Plasmamembran nicht moglich. Durch diese Einschrinkung ist auch die Art
des Zellersatzes anders als bei Tierzellen. Entweder konnen die Zellwidnde der absterbenden Zellen
erhalten bleiben und der Festigung der Pflanzen dienen (z.B. die Ausbildung von Rinde bei Bidumen)
oder es werden vielzellige Teile als Ganzes abgeworfen (z.B. Blattabwurf) [148].

Betrachtet man die Grofle der Zellen, so ist in der Regel die Pflanzenzelle zum Teil erheblich grofier
als eine Tierzelle. Dies ist auf das Vorhandensein von einigen Zellkompartimenten zuriickzufiihren,
die die Pflanzenzelle zusitzlich zur tierischen Zelle besitzt, bzw. anders ausgebildet sind [151]:
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e Die Plastiden sind durch zwei Elementarmembranen umbhiillte und fiir Pflanzenzellen charak-
teristische Zellkompartimente. Sie enthalten ein Membransystem und eine mehr oder weniger
homogene Grundsubstanz, das Stroma. Es gibt drei verschiedene Arten von Plastiden, die in
der Regel nach ihren Pigmenten eingeteilt sind:

— In den Chloroplasten findet die Photosynthese, also die Energiegewinnung durch Licht
und C'Os-Assimilation statt (siehe Kapitel 2.2). Aus diesem Grund liegen sie frei beweglich
im Cytoplasma und richten ihre Oberfliche nach dem Licht aus. Sie enthalten Chlorophyll
und Carotinoide. Die Feinstruktur ist gekennzeichnet durch Stapel scheibenformiger Thy-
lakoide, die sogenannte Grana. Die Chloroplasten enthalten auch kleine Ribosomen und
besitzen wie die Mitochondrien eine kleine DNS.

— Chromoplasten sind farbige Plastiden. Ihre Aufgabe ist die Synthetisierung und Spei-
cherung von gelben, orangefarbenen oder roten Carotinoide.

— Leukoplasten sind farblose Plastiden. Sie besitzen Speicherorgane, in denen sie aus Zucker
Stérke bilden. Unter dem Einflul von Licht, kénnen aus Leukoplasten Chloroplasten ent-
stehen.

e In der pflanzlichen Zelle sind die Vakuolen erheblich gréfler ausgebildet als in der tierischen
Zelle. Sie konnen bis zu 90% des gesamten Zellvolumens ausmachen. Fiir das Zellwachstum
spielen sie hier eine besondere Rolle, da es hauptsichlich auf einer Vergréflerung der Vakuolen
beruht.

e Die Zellwand befindet sich aulerhalb des lebenden Teils der Zelle, dem sogenannten Protopla-
sten. Sie verhindert ein Platzen der Zelle durch zu hohe Wasseraufnahme und kann aus bis zu 3
Schichten bestehen: Mittellamelle, Primarwand und Sekundérwand. Die Zellwand schottet be-
nachbarte Zellen nicht vollstdndig voneinander ab. Vielmehr sind die Protoplasten benachbarter
Zellen durch die die Zellwdnde durchquerenden Plasmodesmen miteinander verbunden.

Nach der obigen Einfiihrung in den grundlegenden Aufbau der Zellen, folgt im weiteren Verlauf
eine Betrachtung einiger zellinterner Vorgéinge, die maflgeblich fiir die Ausbildung und Verénderung
der extrazelluldren Parameter verantwortlich sind, die mit den in dieser Arbeit behandelten Sensoren
und Sensorchips detektiert werden.

2.2 Zellmetabolismus

2.2.1 Grundlagen

Lebende Zellen sind in allen Zustdnden auf stdndige Energiezufuhr angewiesen. Diese Energie wird
angewendet, um ihre innere Ordnung aufzubauen und beizubehalten. Die Zellen halten sich damit
am Leben und synthetisieren neue Zellbestandteile. Die dafiir notwendige Energie erhilt die Zelle
durch ihren Stoffwechsel oder auch Metabolismus genannt. Die Energiequellen die diesen Stoffwechsel
aufrechterhalten sind Nahrungsstoffe, die aus der Umgebung stammen und von der Zelle aufgenom-
men werden [152]. Diese werden dann in der Zelle in unzdhligen chemischen Reaktionen zerlegt oder
verdndert um die entsprechenden, von der Zelle bendtigten Proteine, Nucleinsduren und andere Ma-
kromolekiile zur Verfiigung zu stellen. Dabei laufen in den Zellen zwei grundlegende Arten chemischer
Umsetzung ab: Der Abbau von Nahrungsstoffen zu kleinen Molekiilen wird von katabolen Reaktionen
durchgefiihrt. Dabei werden auch spezielle Energieformen produziert, die die Zelle bendtigt und ver-
arbeiten kann. Uber anabole Reaktionen, die auch Biosynthese genannt werden, werden mit Hilfe der
iiber die katabolen Reaktionen gebundene Energie die Molekiile synthetisiert, die die Zelle fiir ihre
Funktion bendtigt. Diese beiden Arten von entgegengesetzt ablaufenden chemischen Umsetzungen
stellen den Stoffwechsel der Zelle dar [1]. Abbildung 2.2 stellt einen vereinfachten Uberblick dar.
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Abbildung 2.2: Vereinfachter Uberblick iiber den Zellstoffwechsel, aus [149]

Normalerweise wire die Temperatur, bei der die meisten dieser Umsetzungen ablaufen viel zu
hoch. Die Zelle wiirde sich durch ihren Stoffwechsel selbst verbrennen. Damit dies nicht geschieht
werden nahezu alle chemischen Reaktionen in der Zelle mit Hilfe von Katalyse durchgefiihrt. Diese
verringert die Aktivierungsenergie einer chemischen Reaktion, ohne dafl der entsprechende Katalysa-
tor die Energiebilanz oder das Gleichgewicht der Reaktion nennenswert beeinflufit und sorgt somit
dafiir, daf die Zelle jede chemische Reaktion kontrollieren kann. In biologischen Systemen iiberneh-
men die Aufgabe des Katalysators spezielle Proteine, sogenannte Enzyme. Die Enzyme sind dabei
sehr spezifisch fiir bestimmte Reaktionen. Ein Enzym katalysiert in der Regel nur eine bestimmte
Reaktion oder eine Menge von chemisch eng verwandten Reaktionen. Die katalytische Kraft ist dabei
zum Teil enorm hoch. Enzyme kénnen die Geschwindigkeit von chemischen Reaktionen um das 103-
bis 102°-fache ihrer normalen, spontan ablaufenden Geschwindigkeit erhohen [149)].

Mit Hilfe von Enzymen gewinnen sowohl pflanzliche als auch tierische Zellen ihre Energie aus auf-
genommenen Nahrungsmolekiilen iiber den Vorgang der stufenweisen Oxidation. Dies bedeutet, dafl
im Gegensatz zur Verbrennung von organischem Material in einem Feuer, der Zellmetabolismus die
Molekiile in einer Reihe von Reaktionen verarbeitet. Dabei gibt es nur wenige Reaktionen, die mit Hil-
fe einer direkten Anlagerung von Sauerstoff ablaufen. Vielmehr kommt es bei der Energiegewinnung
in lebenden Organismen zu Oxidations- und Reduktionsreaktionen, sogenannte Redox-Reaktionen.
Dabei bedeutet Oxidation und Reduktion nicht nur die Addition bzw. Wegnahme von Sauerstof-
fatomen, sondern bezieht sich auf jede Reaktion, bei der Elektronen zwischen Atomen iibertragen
werden. Oxidation stellt eine Elektronen-Abgabe und Reduktion, als Umkehr der Oxidation, somit
eine Elektronen-Aufnahme dar. Da bei jeder chemischen Reaktion die Summe der Elektronen erhalten
bleiben muf}, laufen Oxidation und Reduktion immer gleichzeitig als Redox-Reaktion ab. In der Bio-
chemie kommt es allerdings h&ufig vor, dal bei der Oxidation und Reduktion anstelle von Elektronen
ganze Wasserstoffatome iibertragen werden [1].

2.2.2 Aktivierte Transportermolekiile
Elektronencarrier NADH und NADPH

Bei den oben angesprochenen Redox-Reaktionen sind in der Regel ein oder mehrere Intermediérpro-
dukte beteiligt. Diese aktivierten Transporter, sogenannte Elektroneniibertrédger oder Elektronencar-
rier, haben die Aufgabe hochenergetische Elektronen und Wasserstoffatome zu iibertragen. Diese Elek-
troneniibertréiger werden in zwei generelle Gruppen eingeteilt. Einerseits Ubertriiger, die in der Cyto-
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plasmamembran fest an Enzyme gebunden sind, anderseits Ubertriiger die frei in in der Zelle diffundie-
ren konnen. Zu den wichtigsten dieser Elektronencarrier gehoren die frei diffundierenden Coenzyme
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NAD") und das nahe verwandte Coenzym Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid-Phosphat (NADP'). NADT und NADP™ sind Wasserstoffatom-Ubertriger und iibertra-
gen zwei Elektronen und zwei Protonen, wobei ein HY in Losung freigesetzt wird. Diese Ubertragung
wird als Dehydrierung bezeichnet. Dabei werden diese Coenzyme zu reduziertem Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid (NADH) bzw. reduziertem Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH) umge-
wandelt, die somit Elektronendonatoren sind. Obwohl beide NAD" /NADH- und NADP*/NADPH-
Paare etwa gleiche Redoxpotentiale von ca. —0, 32V aufweisen, sind sie in der Zelle auf unterschiedliche
Weise aktiv. NADT /NADH ist hauptsichlich an energieerzeugenden, also katabolen Reaktionen betei-
ligt, wohingegen NADP'/NADPH in der Regel an biosynthetischen und damit anabolen Reaktionen
in Aktion tritt [149].

ATP

Damit die Zelle die bei Redox-Reaktionen freigesetzte Energie fiir ihre Funktion nutzen kann, muf}
diese Energie in geeigneter Form zwischengespeichert werden. In der Regel findet diese Zwischenspei-
cherung in Form von energiereichen Phosphatverbindungen statt. Diese Verbindungen werden von der
Zelle als Energiequelle benutzt, um fiir ihre Funktion endotherme Reaktionen ablaufen zu lassen. In le-
benden Organismen ist Adenosintriphosphat (ATP) die wichtigste energiereiche Phosphatverbindung.
Es besteht aus dem Ribonucleosid Adenosin und drei in Folge gekoppelten Phosphatresten [149]. ATP
wird unter Aufwendung von Energie in einer Phosphorylierungsreaktion erzeugt (siehe Kapitel 2.2.4),
bei der eine Phosphatgruppe an Adenosindiphosphat (ADP) ankondensiert wird [1]. Wird dann diese
Energie benotigt, kann ATP durch Hydrolyse zu ADP und anorganischem Phosphat zuriickgewandelt
werden. Die dabei freiwerdende Energie AG® (die Anderung der freien Standardenergie bei pH 7)
héngt dabei unter anderem von der Ionenstérke des entsprechenden Mediums ab und betréigt bei
typischen zelluldren Bedingungen ca. —30, 5k.J/mol [153]:

ATP + HyO = ADP + P, + H" (2.1)

ATP ist der wichtigste Energietibertrager in der Zelle. Es wird u.a. benutzt, um Pumpen und Io-
nenkanéle anzutreiben, die den Transport von Molekiilen und Ionen in die Zelle hinein und aus ihr
heraus bewerkstelligen. Dariiberhinaus stellt es Energie fiir Muskelkontraktionen und die elektrische
Aktivitat der Nervenzellen zur Verfiigung [1]. (siehe Kapitel 2.4)

Weitere aktivierte Transportermolekiile

Neben den wichtigen Transportermolekiilen ATP bzw. NADPH, die Phosphat bzw. Elektronen und
Wasserstoff transferieren, gibt es noch eine Reihe von weiteren Transportmetaboliten, die bei Ubertra-
gungsreaktionen der Biosynthese Methyl-, Carboxyl- oder Glucosegruppen iibertragen. Ublicherweise
sind die dabei verwendeten Transportermolekiile Sekundérprodukte der bei der Hydrolyse von ATP
stattfindenden Reaktionen. Die Energie fiir die Funktion dieser Transportermolekiile stammt somit
letztendlich ebenfalls aus Stoffwechselreaktionen bei denen ATP erzeugt wird und unterstreicht des-
sen Bedeutung fiir Funktion zelluldren Lebens [1]. Tabelle 2.1 zeigt eine Auswahl weiterer aktivierter
Transportermolekiile und jeweils iibertragenen Gruppen, die an Stoffwechselreaktionen teilnehmen.

2.2.3 Uberblick iiber die Stoffwechselwege in der Zelle

Die Aneinanderreihung von oben beschriebenen Reaktionen und der daran beteiligten Molekiile bietet
der Zelle die Moglichkeit eine Unzahl an enzymatischen Wegen fiir den Abbau von Nahrungsstoffen zu
benutzen. Zusammen bilden sie eine duflerst komplizierte Vernetzung, die den gesamten Stoffwechsel
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Aktivierter Transportmetabolit Ubertragene Gruppe

ATP Phosphat (HPO?)

NADH, NADPH, FADH, Elektronen und Wasserstoffe (e~, -HH™)
Acetyl-CoA Acetylgruppe (-COCHs)

Carboxyliertes Biotin Carboxylgruppen (-COOH)
S-Adenosylmethionin Methylgruppe (-CHj)
C;-Tetrahydrofolséiure C1-Gruppen (-CHs, -CHO, -COOH)
Uridindiphosphatglucose Glucose

Tabelle 2.1: Auswahl von wichtigen Transportermolekiilen und den jeweils iibertragenen Gruppen [1]

einer Zelle darstellt. Um die Vielfalt der moglichen Stoffwechselwege, oder auch metabolische Pfade
genannt, zu verdeutlichen, sind in Abbildung 2.3 mehrere hundert Stoffwechselreaktionen einer Mu-
sterzelle abgebildet. Diese ” Karte” des Zellstoffwechsels hat keinen Anspruch auf Vollstiandigkeit, gibt
aber einen grundlegenden Uberblick iiber die Komplexitit der Vorgiinge, die fiir das Leben der Zel-
len notwendig sind. Alle Einzelreaktionen bendtigen in der Regel ein anderes Enzym um abzulaufen.
Die Vielfalt ist aber daran zu erkennen, daf3 sowohl die ablaufende Reaktion meistens an mehreren
Stoffwechselwegen beteiligt ist, als auch, dafi ein Ausgangsmolekiil, das sogenannte Substrat, von ver-
schiedenen Enzymen zu verschiedenen Zwischenprodukten umgewandelt wird. In einem vielzelligen
Organismus ist die Verflechtung der Stoffwechselwege nochmals komplizierter. Bei verschiedene Zell-
typen sind die Konzentrationen der Enzyme zum Teil unterschiedlich. Daraus folgt, dal verschiedene
Gewebe auf unterschiedliche Art und Weise zum Stoffwechsel des Gesamtorganismus beitragen [1].

Betrachtet man die Vielfalt der Stoffwechselreaktionen genauer, erkennt man zentrale Stoffwech-
selwege. Die der Glykolyse, dem Citratzyklus und der nachgeschalteten oxidativen Phosphorylierung.
Diese werden nachfolgend in ihren Grundziigen skizziert. Viele andere Stoffwechselwege fithren in die-
se zentralen Wege oder haben ihren Anfang in diesen, d.h. die Zwischenprodukte der Glykolyse oder
des Citratzykluses bilden die Ausgangsstoffe fiir weitere Stoffwechselreaktionen um z.B. Aminoséuren,
Nucleotide, Lipide und weitere organische Molekiile fiir die Zelle zu synthetisieren. Am Anfang dieser
zentralen Stoffwechselwege stehen bei tierischen Zellen als grundlegende Nahrungsmolekiile Proteine,
Lipide und Polysaccharide zur Verfiigung. Diese polymeren Molekiile werden zuerst in einem Ver-
dauungsschritt zu monomeren Einheiten wie Aminosduren, Zuckern und Fettsduren oder Glycerin
aufgespalten. Diese Verdauung findet zum iiberwiegenden Teil auflerhalb der Zelle statt, zum Teil
aber auch in der Zelle in den Lysosomen. Fiir den weiteren Verlauf wird exemplarisch der Weg der
Zucker verfolgt. Nach diesem Abbau gelangen diese Molekiile in das Cytosol und werden dort stufen-
weise wihrend der Glykolyse und dem Citratzyklus weiter umgewandelt und die oben betrachteten
aktivierten Transportermolekiile ATP und NADH gebildet [1].

2.2.4 Die Glykolyse

Die Energieerzeugung im Stoffwechsel einer Zelle beginnt in der Regel mit der Glykolyse oder auch
Embden-Meyerhof-Weg genannt. Diese Verkettung von Reaktionen findet in nahezu allen Zellen statt.
Innerhalb dieser Reaktionskette wird Glucose zu Pyruvat (Brenztraubensiure) umgewandelt und
dabei eine geringe Menge an ATP produziert. In den hier betrachteten aeroben Organismen geht
die Glykolyse dem Citratzyklus und der oxidativen Phosphorylierung voraus. Sie findet dabei aus-
schliefllich im Cytosol der Zelle statt [153]. Die Glykolyse besteht aus einer Aneinanderreihung von
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Abbildung 2.3: Ubersicht iiber eine Auswahl der komplexen Pfade des Zellmetabolismus [154]
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10 enzymkatalysierten Einzelreaktionen, deren Reaktionsprodukte als Ausgangsstoffe fiir die jeweils
nichste Reaktion dienen [1]. Betrachtet man die Gesamtbilanz der Glykolyse, gewinnt man bei der
Uberfithrung von Glucose in Pyruvat insgesamt zwei ATP- und zwei NADH-Molekiile. Die gesamte
Bilanz ist in Abbildung 2.4 dargestellt.
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Zusétzlich zum Pyruvat sind die Bilanzprodukte zwei Molekiile zue Molskile
Glucose b b Pyruvat

ATP und zwei Molekiile NADH.

Abbildung 2.4: Nettobilanz der Glykolyse, aus [1]

Die Gesamtreaktion lautet [153]:
Glucose + 2P; + 2ADP + 2NAD" = 2Pyruvat + 2ATP + 2NADH + 2H™' + 2H50 (2.2)

Die wihrend der Glykolyse gebildeten NADH-Molekiile werden bei aeroben Organismen in der oxidati-
ven Phosphorylierung (siche Kapitel 2.2.6) weiter verarbeitet. Dort werden durch Elektroneniibertra-
gung die NADH-Molekiile zu NAD™ zuriickgebildet. Diese stehen dann wieder als Ausgangsprodukte
fir die Glykolyse zur Verfiigung und unterstreichen so den Kreislaufcharakter der hier aufgezeigten
Stoffwechselwege [1].

Obwohl die Reaktionen der Glykolyse in nahezu allen Zelltypen sehr &hnlich sind, unterscheidet
sich die weitere Verwertung des erzeugten Pyruvats. Grundsétzlich kann diese Verwertung mit Hilfe
dreier Reaktionen stattfinden. Unter anaeroben Bedingungen sind dies die alkoholischen Gérung und
die Lactat-Dehydrogenase.

Bei der alkoholischen Gérung entsteht aus Pyruvat Ethanol. Diese Umwandlung geschieht in
zwei Schritten und tritt vor allem bei Hefe und wenigen anderen Mikroorganismen auf. Die durch
die Pyruvat-Decarboxylase und die Alkohol-Dehydrogenase katalysierten Reaktionen dieses anaerob
ablaufenden Prozesses lauten [153]:

Pyruvat + H™ — Acetaldehyd + CO, (2.3)
Acetaldehyd + NADH + H = Ethanol + NAD" (2.4)

Die anaerobe Nettoreaktion der Umwandlung von Glucose in Ethanol lautet [153]:
Glucose + 2P; +2ADP + 2H' — 2Ethanol + 2C0y 4+ 2AT P + 2H,0 (2.5)

Die zweite Reaktion unter anaeroben Bedingungen ist die Umwandlung von Pyruvat in Lactat
durch die Lactat-Dehydrogenase. Wihrend die alkoholische Gérung ausschlieilich bei niederen Or-
ganismen auftritt, findet diese durch Lactat-Dehydrogenase katalysierte Reaktion auch in htheren
Organismen statt, wenn nur begrenzt Sauerstoff zur Verfiigung steht. Ein Beispiel hierfiir wére die in-
tensive Beanspruchung eines Muskels. Die Gesamtbilanz dieser Umwandlung von Glykolyse in Lactat
lautet [153]:

Glucose + 2P; + 2ADP — 2Lactat + 2ATP + 2H»0 (2.6)
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Durch diese beiden, unter anaeroben Bedingungen stattfindenden Reaktionen wird nur ein gerin-
ger Teil der in der Glucose enthaltenen Energie freigesetzt. Erheblich mehr Energie entsteht unter
aeroben Bedingungen mit Hilfe des Citratzyklus und der oxidativen Phosphorylierung, die nachfol-
gend néher betrachtet werden. Hierbei wird das Pyruvat in Acetyl-CoA umgewandelt. Abbildung 2.5
zeigt die drei moglichen Verwertungen des, durch die Glykolyse aus Glucose erzeugten Pyruvats zur
Energiegewinnung.

Ethanol

Lactat

)
Q}O
be
@

| ——— -
e Acetyl-CoA

Glucose

Abbildung 2.5: Anaerobe und aerobe Verwertungswege von Glucose

2.2.5 Der Citratzyklus

Bei aeroben Organismen ist der néchste Schritt im Stoffwechselweg die weitere Umsetzung des in
der Glykolyse entstandenen Pyruvats. Im Gegensatz zur vorangehend betrachteten Glykolyse, die
im Cytosol der Zelle stattfindet, finden die weiteren hier betrachteten Stoffwechselreaktionen in den
Mitochondrien der Zelle statt. Das Pyruvat mufl somit zur weiteren Umsetzung in die Matrix der Mit-
ochondrien transportiert werden. Bei dieser weiteren Umsetzung handelt es sich um die vollstdndige
Oxidation des Pyruvat zu CO,. Dies geschieht im sogenannten Citratzyklus. Diese Abfolge von Re-
aktionen wird auch Zitronenséure-, Tricarbonséure- oder Krebszyklus genannt [153].

Das Pyruvat aus der Glykolyse ist allerdings nicht das direkte Ausgangsprodukt fiir den Citrat-
zyklus. Zuerst wird das Pyruvat durch oxidative Decarbolysierung und gleichzeitiger Dehydrogeni-
sierung zu Acetyl-CoA umgewandelt. Dabei entsteht ein Molekiill NADH und als Abfallprodukt ein
Molekiil COs5. Treibender Katalysator dieser Reaktion ist ein Multienzymkomplex aus drei Teilen von
Enzymprotein-Untereinheiten, dem Pyruvatdehydrogenase-Komplex [1]. Die Gleichung der ablaufen-
den Reaktion, die auch als Fettsdureoxidation bezeichnet wird, lautet [153]:

Pyruvat + CoA+ NAD' = Acetyl — CoA+ COy + NADH (2.7)

Das entstandene Molekiil CO9 wird im weiteren Verlauf des Stoffwechsels nicht weiter verwendet
und aus der Zelle ausgeschleust. Fiir die vorliegende Arbeit ist dieses und weitere im Citratzyklus
entstehende Molekiile aber von weitgehender Bedeutung, da es eine im extrazelluliren Umfeld mefibare
Verdnderung des pH-Werts verursacht (siehe Kapitel 2.2.8).

Die Kohlenstoffatome der Acetylgruppe des, in oben beschriebener Reaktion entstandenem Acetyl-
CoA, werden nun im Citratzyklus vollstindig oxidiert und in CO9 umgewandelt. Die Oxidation findet
allerdings nicht direkt statt, sondern unter Bildung von Cg-Tricarbonséure (Zitronensdure), das der
Namensgeber dieser Abfolge von Reaktionen ist. Der Citratzyklus ist eine Aneinanderreihung von acht
Einzelreaktionen, die im Kreis ablaufen. Wihrend dieser Reaktionen sind neben den, aus Kapitel 2.2.2
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betrachteten NAD ™ /NADH-Paare zwei weitere Transportmetabolite beteiligt. Diese sind die Molekiile
FADHj (reduziertes Flavin-Adenin-Dinucleotid), das aus FAD (Flavin-Adenin-Dinucleotid) entsteht
und das Ribonucleotid GTP (Guanosintriphosphat), das aus GDP (Guanosindiphosphat) entsteht.
Dabei ist GTP nahe mit dem Molekiil ATP verwandt. Durch Ubertragung der Phosphatgruppe von
GTP auf das Molekiill ADP ist es moglich ATP zu erzeugen. Dies geschieht auch im Verlauf des
Citratzyklus. Das FADHs-Molekiil stellt ebenso wie das NADH einen Transporter fiir energiereiche
Elektronen und Wasserstoff dar [1].

Betrachtet man die Bilanz des Citratzyklus sind die Haupt-Endprodukte COs2, hochenergetische
Elektronen in Form von NADH und FADH,. Das COs ist ein Abfallprodukt und wird aus der Zelle
ausgeschieden. Ebenso wie das CO4 aus der Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-CoA, triagt es einen
maBgeblichen Beitrag zur Anderung des extrazelluliren pH-Werts bei und wird in Kapitel 2.2.8 noch
niher betrachtet. Die energiereichen Elektronen des NADH und des FADHs werden in der, dem
Citratzyklus nachgeschalteten, oxidativen Phosphorylierung benétigt und weiter verarbeitet [1]. Die
Nettoreaktion des Citratzyklus lautet [153]:

Acetyl — CoA+3NADY + FAD +GDP + P; + 2H,0 —

—2C02+3NADH + FADHy + GTP +2H' + CoA (2:8)

Die wéhrend des Citratzyklus benétigten Sauerstoffatome zur Bildung von COs2 aus den in den Zyklus
eintretenden Acetylgruppen stammen nicht aus molekularen Sauerstoff, sondern aus Wasser. Dabei
werden wahrend des Zyklus drei HoO-Molekiile gespalten.

Viele Zwischenprodukte des Citratzyklus, wie Oxalacetat oder a-Ketoglutarat, sind Ausgangspro-
dukte fiir viele wichtige Biosynthesereaktionen. Sie werden daher zum Teil aus dem Mitochondrium
in das Cytosol der Zelle zuriicktransportiert, wo sie als Vorldufersubstrate vieler Molekiile wie Ami-
nosduren oder Nucleobasen dienen. In eukaryotischen Zellen ist somit das Mitochondrium mit seinem
Citratzyklus das Zentrum aller Energie liefernden Vorgéinge der Zelle [1].

2.2.6 Die oxidative Phosphorylierung

Der letzte Schritt des zelluliren Abbaus von Nahrungsmolekiilen zur Energiegewinnung findet voll-
stdndig in den Mitochondrien statt. Dabei werden neben molekularen Sauerstoff, die wahrend der
Glykolyse, der Fettsdureoxidation und dem Citratzyklus erzeugten NADH- und FADH,-Molekiile
umgewandelt. NADH- und FADHj-Molekiile sind energiereiche Verbindungen, die jeweils ein Elek-
tronenpaar mit hohem Ubertragungspotential besitzen. Diese Elektronen werden auf molekularen
Sauerstoff iibertragen. Dabei werden enorme Mengen an Energie freigesetzt, die iiberwiegend zur Er-
zeugung von ATP genutzt wird. Bei aeroben Organismen wird erst an dieser Stelle der grofite Teil
der chemischen Bindungsenergie eines Nahrungsmolekiils freigesetzt und stellt den hauptséchlichen
Ursprung fiir ATP dar. Dieser Vorgang, der ATP in dem Mafle liefert, in der Elektronen von NADH
und FADH, iiber eine Reihe von Elektronen-Carriern auf molekularen Sauerstoff {ibertragen wird,
wird als oxidative Phosphorylierung bezeichnet [153].

Diese Elektroneniibertragung von NADH und FADH, auf O findet durch eine Reihe von Protein-
komplexen an der inneren Mitochondrienmembran statt. Diese Kette an hintereinander geschalteten
spezialisierter Elektronenakzeptor- und Elektronendonatormolekiilen bewirkt eine stufenweise Verrin-
gerung der Elektronenenergie. Dies wird als Elektronentransportkette bezeichnet. Die dabei freiwer-
dende Energie wird dazu verwendet, um Protonen aus der mitochondrialen Matrix herauszutranspor-
tieren. Der dadurch entstehende Protonen-Gradient liefert hauptséchlich Energie fiir die Erzeugung
von ATP durch die Phosphorylierung von ADP mit anorganischem Phosphat unter Ausfall von Was-
ser, auch ATP-Synthese genannt [1]. Diese Reaktion findet statt, wenn Protonen, getrieben von dem
Protonen-Gradienten, in die mitochondriale Matrix zuriickflieBen. Die Kopplung von Oxidation und
Phosphorylierung durch den entstehenden Protonen-Gradienten ist in Abbildung 2.6 dargestellt [153].
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Matrix

H+ H+

Abbildung 2.6: Prinzip der oxidativen Phosphorylierung, bestehend aus Elektronentransportkette und
ATP-Synthese, aus [153]

Zum Ende des Elektronentransfers werden die Elektronen auf molekularen Sauerstoff iibertragen
und erreichen so ihr niedrigstes Energieniveau. Dieser Sauerstoff geht gleichzeitig eine Verbindung
mit freien Protonen ein und bildet Wasser [1]. Diese Reaktion ist der hauptséchliche Verbraucher von
Sauerstoff in einem lebenden Organismus. Der Sauerstoff stammt aus der extrazelluliren Umgebung
und verringert so die Sauerstoffkonzentration in dieser. Neben der pH-Anderung durch Abfallprodukte
der Zelle, ist diese Anderung der Sauerstoffkonzentration der zweite wichtige Parameter, der durch
die in dieser Arbeit verwendeten Sensoren nachgewiesen werden kann. (siche Kapitel 2.2.8)

Das Grundprinzip der oxidativen Phosphorylierung ist die Umwandlung einer elektronenmotori-
schen in eine protonenmotorische Kraft und anschlieend weiter in ein Phosphorylgruppeniibertra-
gungspotential. Dabei wird die erste Umwandlung mit Hilfe von drei Protonenpumpen, die durch Elek-
tronen betrieben werden, durchgefithrt. Die Protonenpumpen bestehen aus je einem Transmembran-
komplex: Der NADH-Q-Reduktase, der Cytochrom-Reduktase und der Cytochrom-Oxidase. Durch
Verkettung dieser Proteinkomplexe werden Elektronen vom NADH auf den molekularen Sauerstoff
tibertragen. Die relevanten Teilreaktionen lauten [153]:

1 ,
502 +2HT +2¢~ = Hy0 E, = 40,82V (2.9)
NADY + H* +2¢~ & NADH Ey = —0,32V (2.10)

E(/) beschreibt dabei das Redoxpotential. Zieht man Reaktion 2.10 von 2.9 ab, erhélt man

1 :
502 + NADH + H" & HyO + NAD™ Ey = +1,14V (2.11)

Die 41, 14V stellen hier die Potentialdifferenz zwischen NADH und Os dar. Diese Potentialdifferenz
treibt die Elektronentransportkette an. Dieses Redoxpotential von Eé = 41,14V entspricht dabei
einer freien Energie von AG® = —220k.J/mol. Diese frei werdende Energie aus Reaktion 2.11 wird
fiir die ATP-Synthese benutzt [153]:

/

ADP + P+ HY = ATP + Hy0 AG® = —220kJ/mol (2.12)

Einen dhnlichen Weg beschreiten auch die FADH,-Molekiile, der an dieser Stelle aber nicht nédher
betrachtet wird [153].
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2.2.7 Die Photosynthese

Da die in der vorliegenden Arbeit behandelten Sensorchips auch fiir Anwendungen mit Pflanzenzellen,
z.B. Griinalgen, geeignet sind, soll an dieser Stelle ein kurzer Uberblick iiber die Stoffwechselvorginge
griiner Pflanzenzellen und deren Unterschiede zu den bisher betrachteten Tierzellen gegeben werden.

Der Hauptunterschied liegt in der Féahigkeit zu einem der wichtigsten biologischen Prozesse, der
Photosynthese. Die Photosynthese ist ein Prozef3, bei dem Lichtenergie in chemische Energie umge-
wandelt wird. Alle griinen Pflanzen sind in der Lage Photosynthese zu betreiben und werden daher zu
den so genannten phototrophen Organismen gezihlt. Aulerdem sind nahezu alle dieser Organismen
autotroph, d.h. sie sind in der Lage CO als einzige Kohlenstoffquelle zu verwenden. Die Energie
des Lichtes wird dabei verwendet, um COg zu organischen Verbindungen zu reduzieren [149]. Die
Grundgleichung der Photosynthese ist dabei relativ einfach [153]:

Licht
HyO+COy — (CH20)+ O9 (2.13)

(CH20) steht in dieser Gleichung allgemein fiir Kohlehydrate, vor allem Saccharose und Stérke.
Gleichung 2.13 stellt den Vorgang der Photosynthese sehr vereinfacht dar. Der tatsdchliche Mecha-
nismus der Photosynthese unter Beteiligung von vielen Proteinen und kleineren Molekiilen ist sehr
komplex [153]. Tatséchlich gliedert sich der Stoffwechsel von photoautotrophen Pflanzen in zwei ge-
trennte Reaktionsfolgen: Der Lichtreaktionen oder auch als photosynthetischen Elektronentransfer-
Reaktionen bekannt, bei der durch Umwandlung Lichtenergie in chemische Energie in Form von ATP
iiberfithrt wird und der Dunkelreaktionen oder auch Kohlenstoff fixierenden Reaktionen genannt, in
der mit Hilfe der gewonnenen Energie COs zu organischen Verbindungen umgewandelt wird. Dabei
wird zwischen der oxygenen Photosynthese und der anoxygenen Photosynthese unterschieden. Bei
ersterem wird HoO verwendet, um NADP" zu NADPH zu reduzieren. Als Nebenprodukt entsteht
hierbei molekularer Sauerstoff. Bei der anoxygenen Photosynthese entsteht dieser molekulare Sau-
erstoff nicht [149]. Im weiteren Verlauf beschrénkt sich die Darstellung auf die Lichtreaktionen der
oxygenen Photosynthese, da sich der hier produzierte Sauerstoff, von den in dieser Arbeit behandelten
Sensorchips in Form einer Anderung der Sauerstoffkonzentration im extrazelluliren Milieus nachwei-
sen 1af}t.

In den griinen Pflanzen findet die Energieumwandlung der Photosynthese in dem Thylakoidmembran-
system der Chloroplasten, einer spezialisierten Form von intrazelluldrer Organellen, die zur Familie
der Plastiden z#hlen, statt. Mit Ausnahme der gesamten Grofie und der Thylakoidmembran, in der
die Elektronentransportketten, das System des Photosyntheseapparats und die ATP-Synthase lokali-
siert sind, sind die Chloroplasten nach den gleichen Grundsétzen organisiert wie die Mitochondrien.
Auch ihre Energieumwandlungen fiihren sie in dhnlicher Weise durch. Die Photosynthese beginnt mit
der Absorption von Licht in Photonenrezeptoren wie Chlorophyll. Chlorophyll ist ein Porphyrin mit
einem koordinierten Magnesiumion und kommt in Pflanzen, Algen und auch bei einigen Bakterien
vor. Es gibt zwei unterschiedliche Arten von Chlorophyll, das Chlorophyll a und das Chlorophyll
b, die sich neben ihrer Absorptionsspektren chemisch durch eine Gruppe an einem der Pyrrolringe
unterscheiden. Der wichtigste Photorezeptor in hoheren Pflanzen ist das Chlorophyll a [153]. Abbil-
dung 2.7 zeigt die Struktur und das Absorptionsspektrum von Chlorophyll a. Neben Chlorophyll,
das fiir die Photosynthese von entscheidender Bedeutung ist, existieren in phototrophe Organismen
noch weitere Pigmente wie Carotinoide und Phycobiline, die an der Verarbeitung von Lichtenergie
als Hilfspigmente beteiligt sind [149].

Wie in tierischen Zellen auch, benétigt die Pflanzenzelle ATP und NADPH um Stoffwechsel und
Wachstum zu bewerkstelligen. Diese Transportmetabolite werden in photosynthetischen Elektronen-
transportreaktionen erzeugt. Die dafiir notwendige Energie liefert das Sonnenlicht, das von Chlo-
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Abbildung 2.7: Struktur und Absorptionsspektrum von Chlorophyll a, aus [149]

rophyllmolekiilen absorbiert wird. Dieses Molekiil wird durch ein Photon angeregt und eines seiner
Elektronen wird auf ein héheres Energielevel gehoben. Dieser angeregte Zustand ist nicht stabil und
das Molekiil ist gezwungen zu seinem Grundzustand zuriickzukehren. Diese Riickkehr geschieht ne-
ben der Umsetzung in Warme oder Fluoreszenz, auf zwei, fiir die Photosynthese relevanten Wege.
Einerseits kann die Energie durch einen so genannten Resonanzenergietransfer auf ein benachbar-
tes Chlorophyllmolekiil iibertragen werden. Andererseits ist es moglich, das energiereiche Elektron
auf einen Elektronenakzeptor, z.B. ein rdumlich nahes Molekiil, zu iibertragen. Das weitere Molekiil
kehrt dann in den Grundzustand durch Aufnahme eines niederenergetischen Elektrons von einem
Elektronendonator zuriick [1].

Bei oxygenen Phototrophen besteht der Elektronentransport aus zwei getrennten, aber dennoch
sich ergdnzenden photochemischen Reaktionen. Diese beiden Reaktionen werden als Photosystem I
und Photosystem II bezeichnet. Beide benutzen Chlorophyll a, das sich allerdings spektral unterschei-
det [149]. Das Photosystem I wird durch Licht der Wellenlénge unterhalb 700nm angeregt und erzeugt
zur Bildung von NADPH ein starkes Reduktionsmittel. Das Photosystem II benotigt Licht von Wel-
lenldngen unter 680nm. Zur Bildung von Oy produziert es ein starkes Oxidationsmittel. Sowohl der
Elektronenflul von Photosystem II auf Photosystem I, als auch innerhalb jedes Photosystems erzeugt
zur Synthese von ATP einen transmembranalen Protonengradienten. Diese Reaktionen werden als
photosynthetische Phosphorylierung oder Photophosphorylierung bezeichnet [153].

Die Erzeugung von ATP und NADPH in Pflanzen erfolgt bei der Photosynthese durch einen Zwei-
Stufen-Prozef}, der so genannten nicht zyklischen Photophosphorylierung. Dazu werden die Photo-
systeme II und I hintereinander geschaltet. Das Photosystem II entzieht in einem ersten Schritt
H5O Elektronen. Die Sauerstoffatome von zwei Wassermolekiilen binden dabei an ein Cluster von
Manganatomen eines Enzyms. Dieser Vorgang erleichtert den schrittweisen Abzug von Elektronen
aus dem Wasser. Die Elektronen werden zu dem Zeitpunkt iibertragen, in dem Photonen im Reak-
tionszentrum der Chlorophyllmolekiile Elektronenliicken erzeugen. In dem Moment, da den beiden
Wassermolekiilen durch vier Photonen vier Elektronen entzogen worden sind, entsteht ein Oy. Das
Photosystem II realisiert dabei folgende Reaktion [1]:

2H50 + 4Photonen — 4H' + 4e” + Oy (2.14)

Dieser Mechanismus stellt sicher, dafl keine Wassermolekiile nur teilweise oxidiert werden und da-
durch Sauerstoffradikale entstehen, die hoch toxisch und hoch reaktiv wiren. Das Reaktionszentrum
des Photosystems II erzeugt starke Elektronendonatoren wie Plastochinol (QH;). Diese reduzierten
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Chinone iibertragen ihre Elektronen auf den so genannten Cytochrom-bf-Komplex oder Cytochrom-
bgf-Komplex. Dieser Komplex ist eine HT-Pumpe, die H" aus dem Stroma in den Thylakoidraum
pumpt. Der sich dadurch ausbildende Protonengradient treibt wie in den Mitochondrien der Tierzelle
die Synthese von ATP an.

Die letzte Phase in dieser Elektronentransportkette wird vom Photosystem I durchgefiihrt. Das
Photosystem 1 stellt einen Elektronenakzeptor dar und nimmt ein Elektron in ein Elektronloch auf,
das von einem Lichtquant im Chlorophyllmolekiil seines Reaktionszentrums erzeugt worden ist. Dieses
Elektron wird auf ein sehr hohes Energieniveau angehoben und benutzt diese Energie, um NADP™
zu NADPH zu reduzieren.

Abbildung 2.8 zeigt die Anderung des Redoxpotentials und den Weg des Elektronenflusses wihrend
der Photosynthese [1].
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Abbildung 2.8: Oben: Anderung des Redoxpotentials wihrend der Photosynthese, Unten: Der Elek-
tronenfluf durch die Thylakoidmembran wihrend der Photosynthese, aus [1]
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2.2.8 Zusammenfassung

In den Kapiteln 2.2.1 bis 2.2.7 wurden die wichtigsten grundlegenden Mechanismen des Zellstoffwech-
sels betrachtet. Diese stellen nur einen kleinen Teil, aller in einer Zelle ablaufenden enzymatischen
Reaktionen dar. Die Gesamtheit des Zellstoffwechsels ist, wie in Kapitel 2.2.3 dargestellt, ein kompli-
ziertes Gebilde, in dem die verschieden Stoffwechselwege ineinandergreifen. Der gesamte Stoffwech-
sel der Zelle spielt dabei eine grofle Rolle fiir das Verhalten der Zelle, wie Zellteilung, Zellaktivitat
und Zelltod. Insbesondere in einem vielzelligen Organismus ist die Verflechtung der Stoffwechselwege
weitaus komplizierter als bei einer einzelnen Zelle. Bei verschiedene Zelltypen sind die Konzentra-
tionen der Stoffwechselenzyme zum Teil unterschiedlich. Daraus folgt, dafl verschiedene Gewebe auf
unterschiedliche Art und Weise zum Stoffwechsel des Gesamtorganismus beitragen [1].

Will man Untersuchungen durchfithren, welche Auswirkungen Wirkstoffe, wie z.B. Medikamen-
te oder Substanzen, auf Zellen oder Gewebe haben, ist die Beobachtung des Zellstoffwechsels ein
wichtiges Hilfsmittel. So wirken beispielsweise Kommunikationsmechanismen, die die Zelle befidhigen,
Einflufl auf ihr Verhalten zu nehmen, sich unter anderem auf den Zellstoffwechsel aus. Die genau-
en Mechanismen inter- sowie intrazelluldrer Kommunikationswege sollen an dieser Stelle nicht nidher
betrachtet werden.

Fiir die vorliegende Arbeit ist der qualitative und quantitative Nachweis des Zellstoffwechsels
von groffem Interesse. Um zu verstehen, wie dieser Nachweis des Stoffwechsels der Zelle in seinen
Grundziigen technisch bewerkstelligt wird, sind nachfolgend die Nettogleichungen der in den voran-
gegangenen Kapiteln betrachteten zentralen Stoffwechselreaktionen aufgefiihrt [153]:

Glykolyse:

Glucose + 2P; + 2ADP + 2NAD" = 2Pyruvat + 2ATP + 2NADH + 2H"' + 2H50 (2.15)

Fettsdureoxidation:
Pyruvat + CoA+ NADT = Acetyl — CoA+ COy+ NADH (2.16)
Citratzyklus:
Acetyl — CoA+3NADY + FAD + GDP + P, + 2H,0 — (2.17)
—2C032+3NADH + FADH; + GTP 4+ 2H" + CoA '
Oxidative Phosphorylierung:
1
502+ NADH + H" = H0O+ NAD™ (2.18)

Betrachtet man die Ausgangs- und Endprodukte, so erkennt man, dafl bei der oxidativen Phos-
phorylierung molekularer Sauerstoff als Ausgangsstoff bendtigt wird. Dieser Sauerstoff stammt aus
dem extrazelluliren Umfeld und fiihrt so zu einer Anderung der Sauerstoffkonzentration im extra-
zelluldren Milieu der Zelle. Die Sauerstoff-Aufnahmerate der Zelle 1483t sich somit aus der Sauerstoff-
Konzentrationsdnderung des extrazelluliren Milieus direkt bestimmen, die mit entsprechenden Sen-
soren nachweisbar ist. Untersuchungen, die eine Beeinflussung von Wirkstoffen auf die Zellreaktionen
mit Hilfe des Parameters Sauerstoff-Aufnahme der Zellen zum Thema hat, wurden z.B. von Ruffieux
et al. durchgefiihrt und in [155] dokumentiert. Handelt es sich bei dem zu untersuchenden Gewebe um
Zellen griiner Pflanzen, z.B. Griinalgen, so ist aus Gleichung 2.13 zu erkennen, daf§ molekularer Sau-
erstoff nicht verbraucht, sondern durch den Zellstoffwechsel produziert wird. Auch in diesem Fall 1453t
der Nachweis einer Anderung der Sauerstoffkonzentration im extrazelluliren Umfeld Riickschliisse auf
den Zellstoffwechsel und somit der Zellaktivitit zu.

Fin weiterer wichtiger Parameter der eine Untersuchung des Zellstoffwechsels erlaubt ist die Rate
der Ansiuerung des extrazelluliren Umfeldes, die sich in einer Anderung des pH-Werts des Umfelds
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ausdriickt. Betrachtet man oben die Gleichungen, so erkennt man, dafl bei der Fettsdureoxidation und
dem Citratzyklus mehrere CO2-Molekiile entstehen, die nicht weiter verarbeitet werden und somit
von der Zelle ausgeschieden werden. Gelangen CO2-Molekiile in Wasser, werden sie auf folgende Weise
zerlegt [156]:

COy+ HyO = HyCOs (2.19)
HyCO3 = HT+HCO; (2.20)
HCO; = H'™+CO0;” (2.21)

2HT +2H,0 = 2H30" (2.22)

Die so entstehenden H3O"-Ionen bewirken eine mefibare Verinderung des pH-Werts (siche Kapi-
tel 3.4.1). Damit la8t die Anderung des pH-Werts im extrazelluliren Milieu, ebenso wie die Anderung
der Sauerstoffkonzentration, Aussagen iiber die Aktivitdt des Zellstoffwechsels zu. Untersuchungen
hierzu wurden unter anderem von Owicki et al. durchgefiihrt und sind in [157] nachzulesen.
Abbildung 2.9 zeigt schematisch die stoffliche Interaktion der Zelle mit der Zellumgebung aufgrund
des Zellstoffwechsels. In Kapitel 3 werden geeignete Technologien betrachtet, die die Moglichkeit bie-
ten, Anderungen in den betreffenden Parametern Sauerstoffkonzentration und pH-Wert zu erfassen.
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Abbildung 2.9: Vereinfachte schematische Darstellung der stofflichen Interaktion der Zelle mit der
Zellumgebung aufgrund des Zellstoffwechsels, nach [1,149, 150]
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2.3 Zelloberfliche und extrazellulire Matrix

2.3.1 Grundlagen

Eine wichtige Aufgabe iibernimmt fiir die Zelle ihre Zellmembran, auch Plasmamembran genannt.
Sie ist einerseits ihre Schnittstelle zur Zellumgebung, als auch eine Barriere, die alle Stoffe auf dem
Weg in die Zelle hinein oder aus der Zelle heraus durchtreten miissen. Aus diesem Grund hat die
Zellmembran eine Vielzahl an wichtigen Aufgaben zu erfiillen [148]:

e Insbesondere bei tierischen Zellen, die im Gegensatz zu pflanzlichen Zellen keine Zellwinde
besitzen, besitzt die Aulenseite der Zellmembran bestimmte, in der Zelle nicht vorkommende
Molekiile zum Schutz der Zelle.

e Die Ionenkonzentration in der Zelle ist in der Regel anders als auflerhalb der Zelle. Dies fiihrt
zur Ausbildung eines Membranpotentials an der Zellmembran. Dieses Membranpotential spielt
u.a. bei spezialisierten Zellen wie z.B. Nervenzellen (siehe Kapitel 2.4) eine grofie Rolle bei der
Leitung von elektrischen Erregungen.

e Die Zellen sind in der Lage sich gegenseitig zu erkennen. Dies wird als Zell-Zell-Erkennung
bezeichnet. Dazu besitzt die Plasmamembran an ihrer Auflenseite einerseits bestimmte Merk-
male, die von anderen Zellen oder Molekiilen erkannt werden kénnen. Andererseits trigt die
Plasmamembran Rezeptoren die in der Lage sind ihrerseits andere Zellen zu erkennen.

e Uber die Plasmamembran werden Verbindungen zu anderen Zellen aufgenommen. Diese Zell-
Zell-Verbindungen, auch Junctions genannt, werden {iber Kontakte realisiert, die in begrenzten
Bereichen ausgebildet werden und spezielle Funktionen haben.

e Zwischen der Plasmamembran und dem Cytoskelett bestehen Wechselwirkungen, die vielfiiltige
Funktionen besitzen.

e Signale von auflen werden von der Zelle unter anderem iiber die Plasmamembran aufgenommen.
Die fiir die Signaliibertragung verantwortlichen Signalmolekiile, z.B. Hormone und Neurotrans-
mitter, werden mit Hilfe von Rezeptoren an der Plasmamembran aufgenommen und in das
Cytoplasma weitergeleitet.

e Die Plasmamembran stellt in der Regel fiir die meisten Molekiile und Ionen eine nicht passierbare
Barriere dar. Nimmt die Zelle wichtige Stoffe auf oder gibt sie nach auflen ab, geschieht dies
durch spezifische Transporteinrichtungen oder auch Translokatoren genannt.

e Neben Translokatoren findet der Stofftransport durch die Plasmamembran auch durch die so
genannte Endocytose statt. Hierbei handelt es sich um einen Vesikelweg, der Molekiile direkt in
die Lysosomen transportiert.

e Die Plasmamembran besitzt die Fahigkeit zur Regeneration durch einen Vesikelflufl aus dem En-
domembransystem. Dieser Vorgang wird als Exocytose bezeichnet und bietet auch die Moglich-
keit, Exportproteine und Makromolekiile aus der Zelle zu transportieren.

Die Plasmamembran selbst ist eine diinne Struktur mit in der Regel etwa 8nm Dicke. Die meisten
bei Zellen vorkommenden Membranen bestehen aus einer Phospholipiddoppelschicht, die aus stark
hydrophoben Anteilen wie Fettsduren und hydrophilen Anteilen wie Glycerin bestehen. Diese bilden
in wéssrigen Umgebungen eine Doppelschicht, die in dieser Umgebung die stabilste Konfiguration der
Phospholipide darstellt [149]. Abbildung 2.10 zeigt schematisch den Aufbau einer Plasmamembran.

Bei vielzelligen Organismen sind die Wechselwirkungen zwischen benachbarten Zellen stark ausge-
pragt. Dabei ist der Zwischenraum zumindest bei tierischen Zellen durch die so genannte extrazellulire
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Abbildung 2.10: Schematische Darstellung der Plasmamembran, aus [149]

Matrix ausgefiillt. Die Grofle der Zwischenrdume hingt stark von der Art des Gewebes ab. So sind z.B.
Zellen der Hautepidermis sehr dicht gepackt und der Zwischenraum entsprechend extrem klein. Bei
Bindegeweben andererseits sind die Zellen eher zerstreut und die extrazellulare Matrix nimmt einen
groflen Raum ein. Die extrazellulare Matrix besteht hauptséchlich aus Hyaluronséure, Proteoglykane,
Kollagene und verschiedenen Proteine und Glykoproteine, darunter auch eine Reihe von adhisiver
Proteine. Diese fungieren als Bindungssequenzen fiir Rezeptoren an Plasmamembranen. Komponen-
ten der extrazellularen Matrix werden auch durch Adhésionsmolekiile wie Integrine, Syndecan und
ghnliche Verbindungen gebunden. Interzellulire Wechselwirkungen werden durch Cadherine, N-CAM
(neural cell adhesion molecule), sowie Selectine realisiert [148].

2.3.2 Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen

Im Gegensatz zu den Adhésionsmolekiilen, die eher dynamische Kontakte darstellen, sind die, durch
Multiproteinkomplexe ausgebildeten speziellen Verbindungen zwischen tierischen Zellen erheblich sta-
biler. Diese Verbindungen, auch Junctions genannt, finden in begrenzten Bereichen der Plasmamem-
bran statt und unterstreichen die Notwendigkeit, Zellen von diskreten Bereichen eines Organismus,
wie z.B. Organe oder Ephitele, nicht als Einzelzellen, sondern als integrierten Zellverband zu betrach-
ten. Dabei werden grundsitzlich drei verschiedene Arten von Verbindungen unterschieden: Adhering
Junctions, Tight Junctions und Gap Junctions.

Adhering Junctions sind fiir den mechanischen Zusammenhalt innerhalb eines Zellverbundes ver-
antwortlich. Zu dieser Art von Zellverbindungen zéhlen die Zonula adhaerens, die den Zusammenhalt
von Epi- und Endothelzellen durch Cadherine mechanisch stabilisieren. Weiter zéhlen Desmodesmen
und Hemidesmodesmen zu dieser Art. Sie kommen als Verbindungen von Epithelzellen mit beson-
ders groflien mechanischen Beanspruchungen, wie z.B. bei Herzmuskelzellen zum Einsatz. Als letzter
Vertreter der Adhering Junctions sind an dieser Stelle die fokalen Adhésionen genannt. Diese eng
begrenzten Verbindungen an die extrazelluldre Matrix werden beim Anwachsen bzw. der Wanderung
von Zellen auf einem Substrat ausgebildet. Auch werden diese sehr dynamisch auf- und abgebaut. Die-
se Verbindungen sind fiir die vorliegende Arbeit von grofier Bedeutung, da sie ein Anwachsen auf einer
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festen Unterlage, wie z.B. die im Rahmen dieser Arbeit entstandenen Sensorchips ermdglichen [148].

Charakteristisch fiir Zell-Zell-Verbindungen zwischen Epithelzellen sind Tight Junctions. Sie um-
geben jede Epithelzelle und erfiillen zwei wichtige Aufgaben. Einerseits verhindern sie die freie Dif-
fusion von Substanzen zwischen den Epithelzellen hindurch. Andererseits trennen sie Bereich der
Plasmamembranen der Zellen. Dies hat zur Folge, dafl diese Membranbereiche mit unterschiedlichen
Translokatoren ausgestattet werden konnen. Erreicht werden diese Tight Junctions durch eine Art
Reiflverschluimechanismus durch integrale Membranproteine wie Occludin. Dadurch liegen die Mem-
branen benachbarter Zellen sehr eng beieinander. Mechanisch verstédrkt werden Tight Junctions oft
durch die oben genannten Zonulae adhaerentes und sind dadurch auch bei Beschédigungen sehr sta-
bil [148].

Elektrische Kopplung und interzellulire Kommunikation durch das Cytoplasma erméglichen Gap
Junctions. Diese bilden in den Plasmamembranen hexagonal angeordnete Kanile, die Connexonen.
Die so direkt miteinander verbundenen Zellmembranen realisieren damit eine Art plasmatischer
Briicke und spielen beim Zusammenwirken eines Zellverbundes eine grofie Rolle [148].

Viele der oben aufgefithrten Arten der Zellverbindungen sind gesteuert durch geeignete Signal-
wege in der Zelle. Dies bedeutet, daB Anderungen der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen unter
anderem durch duflere Gegebenheiten, die Auswirkungen auf die entsprechenden Signalwege haben,
beeinfluflt werden. Dies macht die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhésion zu einem wichtigen Parame-
ter bei der Untersuchung des Einflusses von Wirkstoffen auf die Funktion der Zellen. Insbesondere
das Absterben von Zellen, das die Auflésung aller Adhésion der Zellen bewirkt, 143t sich iiber die-
sen Parameter gut beobachten. Um den Parameter Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhésion, besonders bei
adhédrent wachsenden Zellen, technisch erfabar zu machen, eignen sich Impedanzmethoden (siehe Ka-
pitel 3.6 und Kapitel 6). Diese lassen Zellen und Gewebe auf geeigneten Elektrodenstrukturen wachsen
und untersuchen Anderungen in der resultierenden Impedanz der Elektroden-Zell-Verbindung. Abbil-
dung 2.11 zeigt als Beispiel eine Rasterelektronenmikroskopaufnahme von adhérent auf einem Sensor-
substrat wachsenden Colon-Carcinom-Zellen. Untersuchungen iiber Impedanzmessungen an biologi-
schen Materialien wurden unter anderem von Giaever und Keese in [116] und Palmqvist et al. in [119]
durchgefiihrt. Den in dieser Arbeit zugrunde gelegten Sensoren gehen die Arbeiten von Ehret et al. zu
Impedanzmessungen zur Untersuchung der Zelladhésion voraus, die in [121] und [122] verdffentlicht
wurden.

An dieser Stelle sei der Vollstdndigkeit wegen erwahnt, dafl mit Hilfe der in dieser Arbeit verwen-
deten Elektrodenstrukturen fiir Impedanzmessungen die Zellvermehrung ebenfalls erfalt wird. Die
der Zellvermehrung zugrunde liegenden Effekte der Zellteilung werden hier nicht néher betrachtet.

2.4 Elektrische Aktivitat

2.4.1 Grundlagen

Eine hoch spezialisierte Form der Zellen sind sogenannte Nervenzellen oder Neuronen. IThre Haupt-
aufgabe ist die Aufnahme und Verarbeitung von Signalen. Im Gegensatz zu allen iibrigen Zellen,
die auch in der Lage sind, Signale zu verarbeiten, realisieren Nervenzellen die Weiterleitung von
Signalen mit Hilfe einer kurzfristigen Anderung des Membranpotentials. Die Signale werden somit
elektrisch weitergeleitet und kénnen tiber besondere Kontaktstellen, den so genannten Synapsen, auf
andere Neuronen oder Zellen iibertragen werden. Die Nervenzellen besitzen dafiir einen definierten
Signaleingang, die Dendriten, und einen Signalausgang, das Axon. Die Signale stammen in der Regel
von anderen Nervenzellen oder von Sinneszellen, die Umweltsignale aufnehmen. Diese Umweltsignale
konnen z.B. Lichtreize, chemische oder mechanische Reize sein [148].
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Abbildung 2.11: Adhérent wachsende Colon-Carcinom-Zellen auf einem Sensorsubstrat (Rasterelek-
tronenmikroskopische Aufnahme: B. Wolf)
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Nervenzellen haben die Eigenschaft Netzwerke zu bilden, die je nach Entwicklungsstand des jewei-
ligen Organismus in der Komplexitét sehr unterschiedlich ausfallen kénnen. Bei niederen Tieren sind
die Netzwerke sehr einfach ausgebildet. Bei hoher entwickelten Organismen sammeln sich die Nerven-
zellen in einzelnen Zentren. Diese Zentren werden als Ganglien bezeichnet. Bei hichst entwickelten
Organismen, wie z.B. dem Menschen, bilden sie das so genannte zentrale Nervensystem (ZNS). Beim
Menschen umfaBt das ZNS das Gehirn und das Riickenmark. Es ist hier mit ca. 10'?> Neuronen aus-
gestattet, wobei jedes Neuron mehr als 1000 synaptische Kontakte, in Teilen des Gehirns wie dem
cerebralen Cortex sogar mehr als 5000 synaptische Kontakte zu anderen Neuronen besitzt. Dieses
zelluldre Netzwerk hat weitreichende Bedeutung fiir alle neuronalen Funktionen im Organismus [148].

Die Morphologie der Nervenzellen ist sehr unterschiedlich ausgeprigt und vielfiltig. Neben der
Morphologie werden Nervenzellen im Allgemeinen anhand ihrer Lage im ZNS, dem Auftreten ihrer
synaptischen Kontakte und nach ihren Neurotransmittern unterschieden. Eine typische Nervenzel-
le besitzt in der Regel vier definierte Bereiche: Den Zellkorper, die Dendriten, das Axon und die
Synapsen. Der Zellkorper, auch Perikaryon oder Soma genannt, ist das biosynthetische Zentrum der
Nervenzelle. Es enthélt den Zellkern, das endoplasmatische Reticulum, die Ribosomen und weitere
fiir Zellen typische Organellen. In ihm findet die Produktion von allen wichtigen Stoffen, u.a. der
Neurotransmitter statt. An den Zellkorper angelagert sind die Dendriten. Diese sind réhrenférmige
Zellfortsétze, die sich vom Zellkorper weg stark verzweigen. Sie haben die Aufgabe elektrische Signale
anderer Zellen aufzufangen und an den Zellkorper weiterzuleiten. Das Axon ist ein meist einzelner
Fortsatz von groflerer Lénge. Es hat die Aufgabe, Signale iiber grofle Entfernungen an andere Nerven-
zellen weiterzuleiten. Die Schnittstelle zwischen Zellkbrper und Axon ist der so genannte Axonhiigel,
der fiir die Sicherstellung einer gerichteten Signalweiterleitung von grofler Bedeutung ist. Das Ende des
Axons kann zum Teil verzweigt sein. An diesen Endstellen sitzen die Synapsen, die die Kontaktstellen
zwischen den Nervenzellen darstellen. Die Signaliibertragung findet an dieser Stelle fast ausschliefllich
auf chemischen Wege, im so genannten synaptischen Spalt iiber Neurotransmitter statt [158]. Abbil-
dung 2.12 zeigt den schematischen Aufbau einer Nervenzelle. Die Abbildung ist nicht mafistabsgetreu,
da das Axon je nach Organismus bis zu einem Meter lang werden kann.

Zellkem

Dendriten

Transportvesikel

synaptische

Vesikel Synapsen

Muskel

Abbildung 2.12: Schema einer Nervenzelle am Beispiel eines Motorneurons, nach [158]
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2.4.2 Das Aktionspotential

Wie in Kapitel 2.4.1 bereits erwdhnt basiert die Signaliibermittlung bei Nervenzellen auf einer kurz-
fristigen Anderung des Membranpotentials. Im Folgenden soll die Entstehung dieses so genannten
Aktionspotentials nidher betrachtet werden.

In der Regel unterscheidet sich das elektrische Potential ¢; des Zellinneren vom Potential ¢, des
ZellauBeren. Der Potentialunterschied

Vin = i — ¢a (2.23)

wird als Membranpotential oder Membranspannung bezeichnet. Um das Membranpotential genauer
zu beschreiben wird die Nernst-Gleichung in allgemeiner Form herangezogen [1]:
RT  *
V=—Iin— 2.24
nF ncl ( )
= das Gleichgewichtspotential
= #uflere lonenkonzentration
= innere lonenkonzentration
die Gaskonstante (8, 4%)
= absolute Temperatur
= Faraday-Konstante (9,6 - 10*-4%)

mol

die Valenz (Ladung) des Ions

v Ny A <
1

Ist in einer vereinfachten Annahme die Membran nur fiir K™-Ionen permeabel, gilt fiir das sich
ausbildende Membranpotential im Gleichgewichtszustand:

RT | cf, %,
Vin = @i — o = ?lnCTK ~ (59, 2mV)logCZ—.K = FEx (2.25)
K K

Die Membranspannung V,,, wird in diesem Fall als Kalium-Gleichgewichtspotential Ex bezeichnet.
In den meisten Fillen ist die Membran allerdings fiir K-, Na™- und Cl -Ionen permeabel. Da-
bei unterscheiden sich die Konzentrationsverhéltnisse CC—(Z der jeweiligen Ionen. In diesem Fall ist ein
Gleichgewichtszustand an der Membran nicht mehr moglich. Um nun das Membranpotential V,,, zu

berechnen, muf} die Goldman-Gleichung herangezogen werden:

RTl PKCC[L( + PNaC%a + PCZC%I

—In . . . 2.26
F PKclK + PN@C?\M + PCZCZCl ( )

Vin = @i — @a =

P, = Permeabilitatskoeffizient

Diese Gleichung stellt im Prinzip eine verallgemeinerte Nernst-Gleichung dar, bei der die Konzentra-
tionen mit dem Permeabilitétskoeffizienten P, gewichtet sind. Ist im Grenzfall die Membran iiberwie-
gend K'-permeabel, geht Gleichung 2.26 in die Nernst-Gleichung 2.25 iiber.

Bei den Nervenzellen ist das Membranpotential hauptséchlich von den drei ITonen K+, Na™ und
Cl™ abhéngig. Treten mehr Ionensorten auf, 1it sich das Membranpotential iiber eine allgemeine
Form der Goldman-Gleichung fiir beliebig viele Ionensorten berechnen:

RT P, + P,
Vin = @i — g = —In—0y 21 2.27
N e N 220

Index v steht hierbei fiir Kationen, Index p fiir Anionen [159].

Der Erregungsvorgang fiir Aktionspotentiale findet hauptséchlich an der Nervenmembran des Axons
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ab. Genau untersucht wurde dies am Beispiel von Tintenfischaxonen, weswegen sich die folgenden Be-
trachtungen auf dieses Beispiel beziehen. Die Grundstruktur des Axonplasmas und der Axonmembran
sind dabei anderen Zellplasma und Zellmembranen sehr dhnlich. Tabelle 2.2 zeigt die Ionenkonzen-
trationen beim Tintenfischaxon.

Tabelle 2.2 L:ifit ebenfalls erkennen, daf die Konzentrationsbedingungen, hohe K-Konzentration
und niedrige Na™-Konzentration im Zellinneren, niedrige K™-Konzentration und hohe Na*-Konzentra-
tion im extrazelluliren Medium, dhnlich wie in den meisten tierischen Zellen ist. Diese Konzentrati-
onsunterschiede werden durch ATP-getriebene Ionenpumpen, die in Kapitel 2.2.6 betrachtet wurden,
verursacht.

Setzt man die Werte aus Tabelle 2.2 in Gleichung 2.27 ein erhilt man:

Vin = @i — @q = —60mV (2.28)

Dies entspricht dem Ruhepotential im unerregten Zustand des Axons. Dieses Potential ist hauptséich-
lich durch die K™-Konzentration bestimmt und nur gering von der Na'-Konzentration abhiingig.

[Na™] | [KT] | [CI7]

Axonplasma 50 400 70

extrazelluldres Medium 460 10 540

Tabelle 2.2: Tonenkonzentrationen beim Tintenfischaxon in mM [159]

Wird nun die Nervenfaser an einem Ende elektrisch gereizt, z.B. durch das Anheben des Mem-
branpotentials von seinem Ruhewert von —60mV auf einen geringer negativen Wert, z.B. —30mV,
bildet sich ein wenige Millisekunden andauerndes Aktionspotential, d.h. eine Verdnderung der Mem-
branspannung auf einen positiven Wert. Dieses Aktionspotential breitet sich entlang der Nervenfaser
aus. Die Ausbreitungsgeschwindigkeit hiangt dabei von der Dicke der Nervenfaser ab und kann Werte
bis 50 annehmen [159]. Abbildung 2.13 zeigt verschiedene Beispiele von Aktionspotentialen.

Die Ausbreitung entlang der Nervenfaser ist in einer Depolarisation der Membran und der Ausbil-
dung von lokalen Stromschleifen in der Membran begriindet. Diese passive Art der Signalweiterleitung
findet bei Dendriten und dem Zellkorper der Nervenzellen statt. Die Ausbreitung ebbt hier bereits
nach wenigen Millimetern ab. In den Axonen, die Signale iiber grofle Entfernungen iibertragen, gibt
es einen speziellen Mechanismus, der wiahrend der Signalausbreitung ein konstant hohes Aktionspo-
tential gewéhrleistet. Dieser Mechanismus kann elektrisch gut modelliert werden. Die Theorie zur
Entstehung und Ausbreitung von Aktionspotentialen wurde 1952 erstmals von Hodgkin und Huxley
aufgestellt und mathematisch beschrieben. Die Theorie bezieht die Na'- und K*-Kanile in der Ner-
venmembran mit in die Betrachtung ein [160]. Eine tiefere Darstellung dieser Mechanismen soll an
dieser Stelle nicht erfolgen.

Die elektrische Aktivitdt von Zellen kann stark von dufleren Umweltfaktoren und Substanzen
beeinfluft werden. Im einem Netzwerk von Nervenzellen folgt diese elektrische Aktivitdt geregel-
ten Mustern. Diese Aktivitdt kann durch geeignete Elektrodenstrukturen elektronisch erfafit werden.
Untersuchungen hierzu wurden unter anderem von Gross seit 1977 durchgefiihrt erstmals in [132]
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Abbildung 2.13: Beispiele fiir Aktionspotentiale und ihr zeitlicher Verlauf, aus [161]

ver6ffentlicht. Wird Nervenzellgewebe durch Neurotoxine beeinflufit, 1ift sich das an der Anderung

der elektrischen Aktivitét erfassen. In Kapitel 3.7 werden geeignete Sensorstrukturen zur extrazel-
luldren Aufnahme von Aktionspotentialen vorgestellt.
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Kapitel 3

Grundlagen der Sensortechnologie

Im vorangegangenen Kapitel wurden einige Grundlagen der Zellbiologie behandelt. Diese Grundla-
gen erbrachten einen Einblick in die Entstehung wichtiger zelluldrer Parameter, die mit den in dieser
Arbeit entwickelten Sensorchips erfafit werden konnen. Die Parameter umfassen den extrazellulidren
pH-Wert, die extrazellulire Sauerstoffkonzentration, die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhé#sion, sowie
die elektrische Aktivitidt von Zellen. In diesem Kapitel sollen nun die technologischen Grundlagen be-
trachtet werden, mit denen diese wichtigen Zellparameter technisch erfafit werden kénnen. Praktikable
Sensormethoden sind dabei auf den in Kapitel 7 vorgestellten Sensorchips verwendet.

3.1 Elektrochemische Grundlagen

3.1.1 Elektrolytlésungen

Fiir In-Vitro-Untersuchungen von lebenden Zellen miissen diese in Zellkulturmedien kultiviert wer-
den. Das heifit, daf} sie in einer geeigneten fliissigen Umgebung wachsen und ihre Zellfunktionen
aufrechterhalten kénnen. Diese Zellkulturmedien bestehen aus isotonen Losungen, denen geeignete
Nihrstoffe hinzugefiigt werden. Diese Néahrstoffe liefern den Zellen die fiir ihr Leben erforderlichen
Substanzen. Neben organischen oder anorganischen Substanzen, die als Energiequelle fiir die Zellen
dienen, enthalten Zellkulturmedien in der Regel auch eine Kohlenstoff- und Stickstoffquelle. Man un-
terscheidet bei Zellkulturmedien zwischen zwei Varianten. Einerseits werden Medien verwendet, deren
chemische Zusammensetzung exakt bekannt ist. Tabelle 3.1 gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten
Makronéhrstoffe in Zellkulturmedien. Andererseits gibt es Medien, deren chemische Zusammenset-
zung nicht definiert ist. Diese werden auch als komplexe Medien bezeichnet [149]. Relevant wird diese
Unterscheidung im weiteren Verlauf, da viele Elemente in einem Medium Querempfindlichkeiten bei
den, in dieser Arbeit verwendeten Sensoren verursachen. Ist die genaue Zusammensetzung des Zell-
kulturmediums nicht bekannt, wird es schwierig, Sensorreaktionen richtig zu deuten. Fiir den Einsatz
der in dieser Arbeit verwendeten Sensoren werden daher fast ausschliefllich Zellkulturmedien mit
bekannter und iiber die Versuchsdauer weitgehend konstanter Zusammensetzung verwendet.

Da die zu untersuchenden Zellen und Gewebekulturen in fliissigen Zellkulturmedium leben, findet
die komplette Sensorik in Fliissigkeit statt. Das heifit, alle relevanten Zellparameter, wie extrazellularer
pH-Wert, extrazelluldre Sauerstoffkonzentration, die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhésion, sowie die
elektrische Aktivitéit von Zellen, werden von Sensoren erfafit, die in Fliissigkeit betrieben werden. Dies
stellt hohe Anforderungen an die Sensoren, deren Betrieb komplexe elektrochemische Betrachtungen
erfordern.

Das Zellkulturmedium mit seinen Néhrstoffen stellt chemisch eine so genannte Elektrolytlosung
dar. Als Elektrolyt bezeichnet man chemische Verbindungen, die im fliissigen oder gelosten Zustand
zu lonen dissoziiert sind. Beispielsweise sei hier ein NaCl-Kristall genannt, dafl in seinem dissoziierten,

37
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Element

normale Form in der
Umwelt

chemische Form in Zell-
kulturmedien

Kohlenstoff (C)

Wasserstoft (H)
Sauerstoff (O)
Stickstoff (N)

Phosphor (P)
Schwefel (S)

Kalium (K)
Magnesium (Mg)
Natrium (Na)
Calcium (Ca)

Eisen (Fe)

COg, org. Verbindungen

H>0O, org. Verbindungen
H>0, Os, org. Verbindungen
NH3, NO3', N, organische
Stickstoffverbindungen

PO}~
H-S, SOZ_7 org. Schwefel-
verbindungen

K™ in Losung oder

als Kaliumsalze

Mg?* in Losung oder als
Magnesiumsalze

Na™ in Losung, als NaCl
oder als Natriumsalze
Ca’*t in Losung, als CaSOy
oder Calciumsalze

Fe?T oder Fe**t in Losung,
als FeS, Fe(OH), oder als
Fisensalze

Glucose, Malat, Acetat, Pyruvat,
andere Verbindungen oder komplexe
Mischungen

H>O, organische Verbindungen

H>0, Os, organische Verbindungen
anorganisch: NH4Cl, (NH,)5,SO4,
KNOgs, Ny

organisch: Aminoséduren, Stickstoff-
basen von Nucleotiden, andere Stick-
stoffhaltige organische Verbindungen
KHQPO4, NagHPO4

NagSOy, NagS203, NagS, Cystein

o. organische Schwefelverbindungen
KCL, KHyPOy4

Mg012 y MgSO4
NaCl
CaC12

FeCls, FeSO,, weitere gebundene
Eisenl6sungen

Tabelle 3.1: Vorkommende Makronihrstoffe in der Natur und in Zellkulturmedien [149]

im Wasser gelosten Zustand die zwei Ionen Nat und C1™ bildet:

NaCl= Na™ +Cl™

(3.1)

Es kénnen aber bei mehrwertigen Elektrolyten auch mehr als zwei Ionen, bzw. Ionen mit mehr als einer
Elementarladung entstehen. Als Beispiel hierfiir 148t sich die Dissoziation von NaySO4 nennen [162]:

NaySO4 = 2Na™ + SO~ (3.2)

Allgemein gilt fiir die thermodynamische Beschreibung von Losungsgleichgewichten bei einem Salz
mit der Zusammensetzung A, B, das in Losung teilweise dissoziiert ist:

A,Bs =rA+sB (3.3)

Die Gleichgewichtskonstante oder auch Dissoziationskonstante von Gleichung 3.3 ist gegeben durch:

r S
K =A%

3.4
. (3.4)
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Dabei beschreiben ca, cp und cy,p, die gelosten Konzentrationen von A, B, und A,B;. Fiir den
Fall, daf§ die Losung von A,Bs geséttigt ist, d.h. ca,p, = konst., erhélt man durch Umformen der
Gleichung 3.4:

cy-cg=K-cap, =Kp (3.5)

Dies ergibt das so genannte Loslichkeitsprodukt K, eines Salzes A, B;. Vereinfacht ausgedriickt heifit
dies, dafl unabhéngig von den Einzelkonzentrationen von A und B das Produkt von ¢’ - cj; den Wert
K7, besitzt, solange A, B, gesittigt ist. K, ist im Allgemeinen Temperaturabhéngig [159].

Als Beispiel fiir das Loslichkeitsprodukt sei an dieser Stelle das, in Kapitel 3.3.3 noch relevante,
Silber(I)chlorid AgCl bei einer Temperatur von 25°C' genannt [159]:

Kp =cag+ - coi- =1,77-1071 (3.6)

Das Ionengitter des Feststoffes wird im Allgemeinen beim Losen von Elektrolyten zerstort. Dies
geschieht dadurch, daf§ Losungsmittelmolekiile, in der Regel Wassermolekiile, zwischen die Ionen
treten und die chemischen Bindungen im Kristallgiter schwichen. Dazu miissen die Losungsmittel-
molekiile bestimmte Eigenschaften aufweisen. Sie miissen neben einer geeigneten Molekiilgrofie, ein
grofles elektrisches Dipolmoment p und eine grofe relative Dielektrizitétskonstante €, besitzen. Was-
ser besitzt alle drei, dieser Eigenschaften. Die hohe relative Dielektrizitéitskonstante (e, = 80,5 bei
20°C) verursacht eine starke Schwéichung der Anziehungskriifte zwischen den Kristallgitterionen. Das
grofie elektrische Dipolmoment (u = 6,13 - 103°C'm) 148t hydratisierte Ionen durch Ionen-Dipol-
Wechselwirkungen entstehen [156]. Hydratisiert bedeutet dabei, da§ die Ionen von polarisierten Was-
sermolekiilen umgeben sind.

Neben den hydratisierten Ionen der Elektrolytlésung und eventuell vorhandener undissoziierter
Elektrolytmolekiilen befinden sich in der Elektrolytlosung auch Ionen des Losungsmittels. Im Falle
von Wasser fiihrt dies zu folgender Dissoziation:

H,O=H"+0OH™ (3.7)

Allerdings existieren die entstehenden H" (Protonen) nicht im freien Zustand. Sie treten in der Regel
mit den Wassermolekiilen in Wechselwirkung und bilden verschiedene Hydratationsstufen:

H" + H,O
H" +nHyO

= H30" (3.8)
= (H2n+10n)+ (3.9)
H30% wird dabei als Oxonium-Ton, (Hz,+10,)" als Hydronium-Ion bezeichnet [156]. Der Vorgang
der Dissoziation von Wasser wird auch als Autoprotolyse bezeichnet. Die Gleichgewichtskonstante K
der Reaktion 3.7 ist definiert durch: o o

K — SHt "foH~ (3.10)

CH>O

Da die Konzentration cy,o in verdiinnten wéssrigen Losungen weitgehend konstant ist kann das
Produkt K - cg,o zur Konstante Ky zusammengefafit werden:

cy+ - cou- = K -cum,o = Kw (3.11)

Die Konstante Ky wird als Ionenprodukt des Wassers bezeichnet und betrigt bei 25°C 1,0-107M?
[159].

Oben genannte Gesetze zur Dissoziation von Elektrolyten sind nur fiir den gesonderten Fall einer
ideal verdiinnten Losung giiltig. Ideal verdiinnt bedeutet, dafl die Ionen in Lésung ausschliellich
von Losungsmittelmolekiilen umgeben sind und Wechselwirkungen mit anderen Ionen ausgeschlossen
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sind. Diese Wechselwirkungen konnen z.B. elektromagnetische Anziehung bzw. Abstoung zwischen
den Ionen sein. Die Wechselwirkungen zwischen den Ionen bedingen zwei Gruppen von Elektrolyten.
Schwache Elektrolyte haben nur in sehr stark verdiinnten Losungen einen hohen Dissoziationsgrad.
Der Dissoziationsgrad « ist definiert durch

_ Stof fmenge des dissoziierten Teilchen

3.12
Stof fmenge vor der Dissoziation ( )

Schwache Elektrolyte erreichen den Wert o =~ 1 erst in ideal verdiinnten Lésungen. Bei hohen Kon-
zentrationen geht a gegen 0. Starke Elektrolyte sind in der Regel unabhéngig von ihrer Konzentration
in Losung praktisch vollsténdig dissoziiert. Ihr Dissoziationsgrad « betréagt konzentrationsunabhéngig
meist 1 [156].

Aufgrund der Wechselwirkungen zwischen einzelnen Tonen ist in Losungen starker Elektrolyte
nicht die gesamte vorhandene Ionenkonzentration c; vollstdndig wirksam. Um derartige Losungen
dennoch hinsichtlich ihrer chemischen Potentiale beurteilen zu konnen, ist die Aktivitit a; definiert:

c:
@ = frigy (3.13)
€o
Ci Konzentration der Komponente ¢
o Bezugskonzentration (¢y = 1mTOZ)

f+: mittlerer Aktivitétskoeffizient der Komponente 7,
normiert auf unendliche Verdiinnung

Dabei lassen sich die individuellen Aktivitédtskoeffizienten von verschiedenen Ionen in der Regel ex-
perimentell nicht getrennt bestimmen. An ihrer Stelle wird im Allgemeinen der mittlere Aktivitéts-
koeffizient fi angegeben. Zwischen mittleren und den individuellen Aktivitédtskoeffizienten besteht

folgender Zusammenhang:
fe="RIf2FY (3.14)

Nimmt die Ionenkonzentration ab, d.h. die Losung wird weiter verdiinnt, vergroflert sich der mitt-
lere Ionenabstand. Dadurch steigt die Anzahl der Loésungsmittelmolekiile zwischen den Ionen und
die Wechselwirkung zwischen ihnen nimmt ab. Dies wiederum fiihrt zu einem Anstieg des mittleren
Aktivitétskoeffizienten, der sich in ideal verdiinnten Losungen dem Wert fi = 1 néhert [156].

Bei gleicher Konzentration nimmt mit Zunahme der Ladungszahlen der Ionen der mittlere Akti-
vitatskoeffizient ab. 1921 wurde von G. N. Lewis und M. Randall die Ionenstérke J zur Beschreibung
des Zusammenhangs zwischen dem mittleren Aktivititskoeffizienten und der wirksamen Gesamtla-
dung aller in der Losung vorkommenden Ionen definiert [156]:

1
J = 5201@'%( (3.15)

Der Zusammenhang zwischen mittlerem Aktivitdtskoeffizienten und der Ionenstirke wird durch die
so genannte Debye/Hiickel-Gleichung definiert:

log fi = —Azy|z_|VJ (3.16)

Diese Beziehung gilt fiir Ionenstérken von J < 10_2m70l, dem so genannten Debye-Hiickel-Gebiet. Die

Konstante A hiangt neben der Temperatur, von den chemischen Eigenschaften des Losungsmittels
ab. Bei 25°C betrigt A = 0,5091. Auflerhalb des Debye-Hiickel-Gebiets 143t sich ndherungsweise die
Gleichung 3.16 wie folgt erweitern [162]:

—Azy |z VT

e (3.17)

log f+; ~
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3.1.2 Leitfidhigkeit von Elektrolytlosungen
Ionenwanderung im elektrischen Feld

Im Gegensatz zu anderen elektrischen Leitern, wie z.B. Metallen, findet der Ladungstransport in der
Elektrolytlosung mit Hilfe von dissoziierten Ionen statt. Diese lonen kénnen sich im elektrischen Feld
frei bewegen [163]. Werden in die Elektrolytlosung zwei Elektroden aus geeignetem inerten Metall,
z.B. Platin, eingebracht und eine Potentialdifferenz V' = 1 — o angelegt, bildet sich in der Losung
zwischen diesen Elektroden ein elektrisches Feld der Stérke F, das entlang der Verbindungslinie
der beiden Elektroden, hier in x-Richtung, gerichtet ist. Aufgrund des linearen Zusammenhangs des
elektrischen Potentials von der Ortskoordinate x, ergibt sich

T
o(x) = o1+ (92— p1)(7) (3.18)
und somit p
' Y2 — Y1
ik 3.19
dzx l ( )

Der Betrag des elektrischen Feldes berechnet sich somit zu:

dp  p1—p2 V
ap _ - 3.20
dx I l (3.20)

Hierbei wird angenommen, dafl @1 und o die elektrischen Potentiale der Elektroden 1 und 2 sind,
sowie [ der Abstand der Elektroden ist [159]. Abbildung 3.1 beschreibt schematisch den Aufbau der
Betrachtungen, der auch als elektrochemische Zelle bezeichnet wird.

Querschnittsflache A

Elektrode
N Elektrolytlésung 2 Elektrode
+ + - =
& A — B =
¥ E .

+ >
¢ =P,
0 X l
"4 I
+ = @4

|

Abbildung 3.1: Anordnung zur Betrachtung der elektrolytischen Leitfihigkeit (elektrochemische Zel-
le), aus [159]

Die Elektroden werden dabei als Platten angenommen und Randeffekte des elektrischen Feldes
vernachlissigt. Die Elektrode mit negativen elektrischen Potential wird als Kathode bezeichnet, die
mit positiven elektrischen Potential als Anode. Im Inneren dieser metallenen Elektroden findet der La-
dungstransport mit Hilfe von Elektronen statt. An der Grenzfliiche von Elektrode und elektrolytischer
Losung findet daher ein Ubergang von elektronischer zu ionischer Leitung statt. Dieser Ubergang wird
durch chemische Reaktionen realisiert. Diese Reaktionen werden auch als Elektrolyse bezeichnet. Am
Beispiel einer Losung von HCL in Wasser lassen sich diese Reaktionen wie folgt beschreiben:

Kathode: 2HT™ (Lésung) +2e~ — Hs (Gas)
Anode: 2C1~ (Losung) — 2e~ + Cly (Gas)

Die Kathode ist somit ein Elektronendonator und die Anode ein Elektronenakzeptor. Diese Betrach-
tungen beriicksichtigen nicht eine mdogliche Polarisation an der Elektrodenoberfliche und ist daher
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nur als vereinfachte Darstellung aufzufassen. Eine genauere Betrachtung der Elektroden/Elektrolyt-
Schnittstelle findet in Kapitel 3.2 statt. Die an den Elektroden umgesetzte Stoffmenge ist proportional
zur transportierten elektrischen Ladung ). Den Zusammenhang von transportierter Ladung und ab-
geschiedener Stoffmenge beschreibt das Faradaysche Gesetz, das besagt, dafi fiir die Abscheidung von
n mol einer Ionensorte der Wertigkeit z, die elektrische Ladung

Q =nzF (3.21)

bendtigt wird. F' = egNg = 96485, = C wird als Faraday-Konstante bezeichnet mit Ny = 6,02214 -

1023 1Ol als Avogadro-Konstante [159] Abbildung 3.2 zeigt die chemischen Reaktionen an einer iner-

ten Metallelektrode.

Metall Losung Metall Lésung

% o

g//}/"' 2H* 201"

Kathode Anode

Glp

\

Abbildung 3.2: Chemische Reaktionen an einer inerten Metallelektrode, aus [159]

Werden nun die in der Elektrolytlosung lokalisierten Ionen dem oben betrachteten elektrischen
Feld der Feldstirke E ausgesetzt, wirkt auf sie die Kraft

Fron = zreoE (3.22)

und fiihrt je nach Vorzeichen der Ladung zu einer Bewegung in Richtung oder in Gegenrichtung des
elektrischen Feldes. eg steht dabei fiir die Elementarladung, deren Wert 1910 von R. A. Millikan expe-
rimentell zu 1,6021071° As bestimmt wurde. Die positive oder negative Ladungszahl z. gibt fiir jede
Ionart an, wie viele Elementarladungen vorhanden sind und ist immer ein ganzzahliges Vielfaches der
Elementarladung. Diese Bewegung der Ionen hin zu den Elektroden, auch Ionenwanderung oder Mi-
gration genannt, ist gleichzusetzen mit einem Transport von Ladung und bedeutet somit den Flufl von
Strom durch die Elektrolytlosung. Die Ionen bewegen sich dabei mit der Wanderungsgeschwindigkeit
v4. Da die Ionen in der Losung nicht geradlinig zu den Elektroden wandern, sondern ungeordnete
Bewegungen in deren Richtung ausfiihren, ist die Wanderungsgeschwindigkeit erheblich kleiner als
die Geschwindigkeit der Ionen. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei abhéngig von elektrischen
Feldstéirke. Aus diesem Grund definiert man eine, von der elektrischen Feldstéirke unabhingige Grofie
der Tonenbeweglichkeit u:

Ug = (3.23)

E
Dabei wird entweder zwischen der Tonenbeweglichkeit des Kations u4 und der des Anions u_ unter-
schieden oder die mittlere Ionenbeweglichkeit u4 verwendet [156].

Zusammenhang zwischen Ionenwanderung und elektrischer Leitfihigkeit

Die elektrische Leitfahigkeit elektrolytischer Losungen héngt von der Ionenbeweglichkeit ab. Um die
Leitfahigkeit zu bestimmen wird angenommen, daf} sich ein starker Elektrolyt der Konzentration ¢
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vollsténdig in wéssriger Losung in jeweils einwertige Kationen und Anionen der Konzentrationen ¢
und c_ dissoziiert hat. In Anlehnung an Abbildung 3.1 befindet sich die Elektrolytlosung in einem
elektrischen Feld der Stidrke E mit dem Querschnitt A. In der Elektrolytlosung bewegen sich Tonen
mit ihren Wanderungsgeschwindigkeiten v4 und v_ in Richtung der Elektroden. In der Zeit ¢ durch-
queren dabei den senkrecht zur Bewegungsrichtung orientierten Querschnitt A insgesamt Nacivy At
Kationen und Nac_v_ At Anionen. Bei einer angenommenen Ladungszahl von z4 = 1 transportiert
jedes Ionen dabei die Elementarladung ey. Die Ladung, die in der Zeit ¢t transportiert wurde be-
trigt dann fiir Kationen Q4 (t) = Nacqvy Ateg und fiir Anionen Q_(t) = Nac_v_ Atey. Die gesamte

transportierte elektrische Ladung @ bestimmt sich unter der Beachtung der Neutralitit ¢, = c_ = ¢
zu

Q = cNyAteg(vy +v_) (3.24)
mit der Definition des Stromes als Quotient von Ladung pro Zeit I = % ergibt dies eine gesamte
Stromstérke von

I =cNgAeo(vy +v2) (3.25)

Schreibt man Gleichung 3.25 mit der Faraday-Konstante F' = egN4 ergibt sich
I =cAF(vy +v-) (3.26)
oder unter Verwendung der Ionenbeweglichkeiten u und u_
I =cEAF(us +u_) (3.27)

Der elektrische Strom I ist somit proportional zur elektrischen Feldstéirke E [156].

Anders als bei metallischen Leitern, bei denen mit der Gréfle ” Widerstand” gerechnet wird, wird
bei elektrolytischen Losungen die Ionenleitung mit dem Leitwert beschrieben. Bei metallischen Leitern
gilt fiir den elektrischen Widerstand R eines stromdurchflossenen Leiters nach dem Ohmschen Gesetz:

v l
R = — = —
T~ %
o stellt dabei den spezifischen elektrischen Widerstand, auch Resistivitdt genannt dar. In elektrolyti-
schen Losungen wird anstelle des spezifischen elektrischen Widerstands die elektrische Leitfahigkeit
oder Konduktivitit o verwendet. Sie ist der Kehrwert des spezifischen elektrischen Widerstands:

(3.28)

1
o= - 3.29
. (3.29)
Setzt man Gleichung 3.28 ein erhilt man
l
Mit der Definition des elektrischen Leitwerts G
l I
G=—=_ 3.31
RV (3.31)
erhilt man somit: l
=G— .32
c=G I (3.32)

Wird nun der aus Gleichung 3.27 gewonnene Zusammenhang zwischen elektrischem Strom [ in
der Elektrolytlosung und der elektrischen Feldstéirke E herangezogen um die spezifische elektrische
Leitfahigkeit o der Elektrolytlosung auszudriicken, erhélt man:

o=cF(uy +u_) (3.33)
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Damit ist die spezifische Leitfihigkeit von elektrolytischen Losungen direkt proportional zur Kon-
zentration ¢ und zu den Ionenbeweglichkeiten v und u_. Um diese Gleichung fiir nicht vollsténdig
dissoziierte Losungen zu verallgemeinern, wird die Wertigkeit z und der Dissoziationsgrad o ein-
gefiithrt [156]:

o= zcaF(uy +u_) (3.34)

Um eine, von der Konzentration ¢ moglichst unabhéngige Grofie zu erhalten, wird die Aquivalent-
leitfahigkeit A eingefiihrt:

g
A=2 .
- (3.35)

Damit gilt im oben beschriebenen Fall eines 1:1-wertigen Elektrolyten (o & 1) [159]:
A=F(uy +u_) (3.36)

Abhéngigkeiten der elektrischen Leitfihigkeit

Die oben gemachten Annahmen sind nur eingeschriankt giiltig. Sie bedingen grofie mittlere Abstédnde
zwischen den Tonen und damit eine weitgehend unabhingige Wanderung der Ionen durch die Elektro-
lytlosung, z.B. bei sehr hoch verdiinnten Lésungen. Bei konzentrierteren Losungen fithrt die gegensei-
tige Beeinflussung der Ionen zu Abweichungen der oben aufgefiihrten Gleichungen und letztendlich zu
geringeren spezifischen Leitfahigkeiten. Thermodynamische Betrachtungen fithren dazu, dafl die Auf-
enthaltswahrscheinlichkeit eines Kations in der Nahe eines Anions grofler ist, als es eine regelméfiige
Verteilung erwarten 148t. Daraus resultierend, stéren sich Kationen und Anionen gegenseitig bei ihrer
Wanderung in der Elektrolytlosung. Dies fithrt zu einer Abhingigkeit der Aquivalentleitfihigkeit A
von der Konzentration c:

Alc) = Ao — av/c (3.37)
Dabei stellt Ag den Grenzwert von A bei unendlicher Verdiinnung (¢ — 0) und a die Aktivitét
dar [159].

Neben den Wechselwirkungen zwischen den Ionen spielt bei den Betrachtungen auch der Ionenradi-
us eine Rolle. Die oben eingefiihrte Grofle der ITonenbeweglichkeit ist von diesem abhéngig. Betrachtet
man den Zustand gleichformiger Bewegung eines Ions durch die Elektrolytlosung, so 148t sich diese
Gleichformigkeit auf das sich Aufheben der elektrischen Kraft Fr,, auf das Ion und der Reibungskraft
F, des lons aufgrund des Gesetzes von Stokes zuriickfithren. Unter Verwendung des Ionenradius r und
der Bewegungsgeschwindigkeit v 1é8t sich die Reibungskraft F, angeben als:

F, = —6mnro (3.38)
1 beschreibt dabei die Viskositét der Elektrolytlosung. Anwendung auf das Kation ergibt:
Ff = —6mryv, (3.39)

Im Falle der Wertigkeit z des Kations, betriagt die elektrische Kraft F :

F+ = Z_|_€0E (340)
Setzt man F, = —F. ergibt sich nach Umformen der Beziehung z;egE = 6mnrivy = 6mnriuy B:
uy = 0 (3.41)

T 6mnry



3.1. ELEKTROCHEMISCHE GRUNDLAGEN 45

Komplementér 148t sich fiir das Anion folgende Beziehung angeben:

Z_€Q

U_ =

_ 3.42
6mnr— ( )

Eigentlich gilt das Stokes’sche Gesetz nur fiir makroskopische Kugeln. Da hier dieses Gesetz fiir mi-
kroskopische Teilchen angewendet wurde, gelten die Gleichungen nur in N#herung [159].

In Elektrolytlosungen nimmt die Leitfidhigkeit bei steigender Temperatur zu. Dieser Zusammen-
hang zwischen Leitfihigkeit und Temperatur ist in der Regel zwischen 291K und 363K linear. Der
Temperaturkoeffizient & fiir diesen Bereich 1é8t sich wie folgt angeben:

1 0A

k= o
Aogix (5T

(3.43)

Fiir bestimmte Stoffgruppen ist der Temperaturkoeffizient k& annéhernd konstant [156]. Tabelle 3.2
zeigt Temperaturkoeffizienten fiir ausgewéhlte Losungen.

starke Sduren | k = 0, 016%
starke Basen k=0, 019%
Salzlésungen k=0, 022%
Wasser k=0, 058%

Tabelle 3.2: Temperaturkoeffizienten fiir ausgewihlte Losungen [156]

Die prozentuale Zunahme der Aquivalentleitfihigkeit erhélt man durch Multiplikation des Tempe-
raturkoeffizienten mit 100. Die Temperaturabhéngigkeit ist fiir die vorliegende Arbeit von zentralen
Interesse, da die, durch Temperaturschwankungen hervorgerufenen Anderungen des elektrischen Wi-
derstandes der Elektrolytlosung die Messungen mit Elektroden beeinflussen kénnen.

In der Regel besitzen Kationen und Anionen unterschiedliche Ionenbeweglichkeiten. Dies fiithrt
dazu, daf} sie unterschiedliche Beitrage I, und I_ zum Gesamtstrom I = I + I_ liefern. Aus diesem
Grund sind so genannte Uberfithrungszahlen ¢, und ¢_ definiert:

ty = IT*: Uberfithrungszahl des Kations

t_ = If: Uberfithrungszahl des Anions

t+ und t_ stellen also die relativen Anteile des Kations und des Anions am Gesamtstrom dar. Aus
oben aufgefiihrten Gleichungen 148t sich folgende Relation ableiten:

ty+to=1 (3.44)

und

U+
t. = 4
s (3.45)

Damit lassen sich die Uberfithrungszahlen mit Hilfe der Tonenbeweglichkeiten ausdriicken [159)].
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3.2 Elektrodentheorie

AuBer den Temperatursensoren iiben alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sensoren ihre Funk-
tionsweise iiber Metall- oder Halbleiterelektroden in elektrolytischen Umgebungen aus. Im voran-
gegangenen Kapitel wurden die elektrochemischen Eigenschaften einer Elektrolytlosung betrachtet.
Dort wurden zur Beschreibung der elektrolytischen Leitfihigkeit bereits vereinfachte Annahmen zu
den Prozessen an Metallelektrodenoberflichen gemacht. Die tatséichlichen Vorgéinge und Reaktionen,
die sich an dieser Oberfliche abspielen sind weitaus komplexer und sollen an dieser Stelle niher
dargestellt werden.

3.2.1 Grundlagen

Elektroden stellen die Verbindung zwischen der Elektrotechnik und der Chemie dar. Die Elektroden
haben bei chemischen und biochemischen Sensoren die Aufgabe, Ladung zwischen dem Elektrolyten
und metallischen Leitern auszutauschen. Dieser Austausch kann in die eine, wie auch in die andere
Richtung erfolgen [164]. Die beiden Schnittstellenseiten werden als Phasen bezeichnet. Analog zu freien
Protonen finden sich in fliissigen Phasen auch keine freien Elektronen. Der Ladungstransport findet
dort iiber Ionen statt. An der Grenze zwischen fliissiger Phase der Elektrolytlosung und metallischer
Phase des Leiters findet daher ein Ladungsiibergang mit Hilfe von chemischen Reaktionen statt. Die
Reaktionen werden als Redoxreaktionen bezeichnet [163]. Redoxreaktionen sind Reaktionen folgender
Form:

AT 4 ze” = ATETD (3.46)

Dabei gehen, durch Aufnahme oder Abgabe von Elektronen, Ionen mit zwei oder mehr Wertigkeits-
stufen ineinander iiber. Da aber Elektronen in freier Form nicht auftreten, finden derartige Reaktionen
in gekoppelter Form statt:

(Ox)1 + (Red)2 = (Red)1 + (Ox)2 (3.47)

Bei der Reaktion wirkt (Ox) als Elektronenakzeptor oder Oxidationsmittel und (Red) als Elektronen-
donator oder Reduktionsmittel. Oxidations- und Reduktionsmittel treten dabei immer als konjugierte
Paare auf [159].

3.2.2 Vorginge an Elektrodenoberflichen

Ein Sonderfall eines konjugierten Redoxpaares stellt eine Metallelektrode in Kontakt mit einer Elek-
trolytlésung dar. Als Beispiel soll hier der Kontakt von Silber Ag mit einer Ag"-Losung dienen:

Agt(Losung) + e~ (Metall) = Ag(Metall) (3.48)

Die AgT-Losung stellt hierbei das Oxidationsmittel, das Ag das Reduktionsmittel dar. Abhingig von
der AgT-Konzentration kénnen dabei an der Metall/Losung-Grenzfléiche zwei verschiedene Vorgiinge
stattfinden. Einerseits kann sich die Elektrode durch Anlagerung von Ag™ an ihre Oberfliiche positiv
aufladen, andererseits kann sich das Ag zu Ag™ auflésen und dabei durch Zuriicklassen von Elektronen
die Elektrode negativ aufladen. Beide Fille fiihren zu einem Aufbau eines elektrischen Potentials
zwischen Metall und Losung:

Ap=pnp — L (3.49)

Dabei ist ¢ das elektrische Potential des Metalls und ¢y, das elektrische Potential der Losung. Durch
den Aufbau dieses Potentials stoppt die weitere Auflosung des Metalls oder die weitere Abscheidung
von Ionen [159].

Der Ladungsaustausch direkt an der Phasengrenze, der so genannten Durchtrittsreaktion, bewirkt
einen elektrischen Stromflufl mit der Austauschstromstérke ig. Betrachtet man den Ladungsaustausch
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direkt an der Phasengrenze genauer, ergibt sich wie oben bereits beschrieben, dafl aus dem festen Me-
tall Tonen in die Elektrolytlosung iibergehen und dabei freiwerdende Elektronen im Metall direkt an
der Elektrodenoberfliche zuriickbleiben. Diese negative Ladung an der Phasengrenze fithrt zu einer
Zuriickhaltung der gerade entstandenen Ionen durch elektrostatische Anziehungskrifte. Nur ein gerin-
ger Teil der lonen gelangt durch thermische Bewegung weiter ins Innere der Elektrolytlosung. Dies hat
zur Folge, dafl sich eine, fiir Phasengrenzen zwischen kristallinen Stoffen und Elektrolytlosungen ty-
pische, elektrische Doppelschicht bildet. Abbildung 3.3 zeigt die Entstehung und den Potentialverlauf
der elektrischen Doppelschicht.

Phase1 Phase 2
(Metall ) (Elektrolytlgsung )

® s
\ Doppelschicht _le‘sungsfnnefes

innere  GuBere
HELMHOLTZ-Schicht

Potential -
barriere

€2

Ortskoordinate x ——=

Abbildung 3.3: Entstehung der elektrischen Doppelschicht an Phasengrenzen und ihr Potentialverlauf,
aus [156]

Innerhalb der sich ausbildenden elektrischen Doppelschicht kann zwischen verschiedenen Bereichen
unterschieden werden. In direktem Kontakt zur metallischen Phase befinden sich adsorbierte Molekiile
(polarisierte Losungsmittelmolekiile und schwach solvatisierte Ionen). Diese bilden die so genannte
innere Helmholtz-Schicht. Im direkten Anschlufl folgt eine Schicht solvatisierter Ionen, die &duflere
Helmholtz-Schicht. Die beiden Schichten unterscheiden sich in der Weise, dafl die innere Helmholtz-
Schicht durch direkte chemische Wechselwirkungen an der Elektrodenoberfliche festgehalten wird,
die duflere Helmholtz-Schicht nur durch zwischenmolekulare Wechselwirkungen an die Oberfléiche ge-
bunden wird. In diesen Schichten sind alle Teilchen zur festen Phase hin orientiert. An diese Schichten
schlieBt ein Bereich an, in dem die meisten Molekiile frei beweglich sind, aber noch in héherer Konzen-
tration auftreten als im Inneren der Elektrolytlosung. Dieser Bereich wird als diffuse Doppelschicht
bezeichnet. Auflerhalb der diffusen Doppelschicht ist der Bereich, in dem der Ladungseinflufl der Elek-
trode durch die drei angrenzenden Schichten ausgeglichen ist. Das Potential der Elektrode 148t sich
durch das Ausbilden der elektrischen Doppelschicht unter zu Hilfenahme von Abbildung 3.4 erkléren.
Jede der beiden Phasen besitzt ihr eigenes Potential ¢js und ¢r. Fiir die metallische Phase entsteht
beispielsweise am Punkt P; das Potential ¢p,, wenn von einem unendlich entfernten Punkt P, eine
Ladung bis an die Phasengrenze herangefiihrt wird. Fiir die Heranfithrung einer Ladung muf3 die Ar-
beit W1 aufgebracht werden. Diese Arbeit entspricht dem dufleren Elektrodenpotential ¢, das auch
als Volta-Potential bezeichnet wird. Danach mufl von der Oberfliche in das Innere der metallischen
Phase die Potentialbarriere iiberwunden werden. Dazu ist die Aufbringung der Arbeit W5 erforderlich,
die das elektrische Oberflichenpotential ¢, darstellt. Das gesamte innere Elektrodenpotential ¢y,
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auch Galvani-Potential genannt, ist gleichzusetzen mit der gesamten aufzubringenden elektrischen
Arbeit Wy = Wy + W

PM = Py T Px (350)

In analoger Weise 143t sich fiir die fliissige Phase das innere Elektrodenpotential @7 angeben. Die
Potentialdifferenz
Ap = pp — o, (3.51)

stellt das Elektrodenpotential dar. Dieses Potential wird elektrotechnisch etwas ungenau auch als
Einzelelektrodenspannung oder Galvani-Spannung bezeichnet [156].

Phase 1 :: i:
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung zweier Phasen zur Erklarung der Entstehung des Elektro-
denpotentials, aus [156]

Um die Potentialdifferenz A zwischen Elektrode und Elektrolytlosung technisch zu bestimmen,
miifite {iber ein Spannungsmefgeridt Metall und Losung kontaktiert werden. Wéhrend die Kontaktie-
rung des Metalls keinerlei Hindernis darstellt, tritt bei der elektrischen Kontaktierung der Elektro-
lytlosung ein entscheidendes Problem auf, das fiir die Sensorik in Fliissigkeiten von weitreichender
Bedeutung ist. Der Kontakt fiir die Losung kann nur mit Hilfe einer zweiten Metallelektrode herge-
stellt werden, die aber wiederum eine Potentialdifferenz gegeniiber der Losung ausbilden wird. Das
Spannungsmefgerit wiirde in diesem Fall die Differenz zweier Potentialdifferenzen anzeigen. Stellver-
tretend fiir dieses Problem ist in Abbildung 3.5 eine Anordnung dargestellt, die als elektrochemische
Zelle oder auch Daniell-Zelle bezeichnet wird.

Voltmeter

Salzbriicke

Zink Kupfer

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung einer elektrochemischen Zelle zur Messung der Potentialdif-
ferenz zwischen zwei Metallelektroden, aus [159]

Hier haben zwei unterschiedliche Metallelektroden Kontakt mit zwei Elektrolytlosungen. Die
Losungen konnen aus gleichen oder unterschiedlichen Elektrolyten zusammengesetzt sein. Verbunden
sind die beiden Losungen iiber eine so genannte Salzbriicke die hédufig aus konzentrierter KCL-Lésung
besteht und einen elektrischen Kontakt herstellt. Bei einer KCL-Losung sind die auftretenden Diffu-
sionspotentiale am Ubergang Salzbriicke zu Losung sehr gering. Fiir die sich ausbildende Differenz F
der elektrischen Potentiale zwischen der linken und der rechten Elektrode gilt:

E = ¢y — Pu (3.52)
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Unter Vernachlidssigung moglicher Stérpotentiale sind bei gentigend hoher Leitfahigkeit die elektri-
schen Potentiale der Losungen identisch, d.h. aplL = ¢} = ¢r, und es folgt zusammen mit Glei-
chung 3.49:

E =gy — ¢ = (¢ — 1) — (P — o1) = Dpr — Ay (3.53)
Die so ausgebildete Spannung F wird aus historischen Griinden als elektromotorische Kraft (EMK)
bezeichnet. Auch die einzelnen Potentialdifferenzen an den Elektroden, Ay, und Ayp;, werden im
Allgemeinen EMK genannt. Die Hilfte dieser Anordnung, eine Elektrode taucht in eine Losung, wird
als so genannte Halbzelle definiert [159].

3.2.3 Die elektromotorische Kraft

Folgende Betrachtungen zur elektromotorischen Kraft beziehen sich auf die, im vorangegangenen
Unterkapitel definierte Halbzelle mit dem Elektrodenmetall A, das unter Bildung von z-wertigen
Kationen in Losung geht:

AT? (Losung) + ze~ (Metall) = A (Metall) (3.54)

Will man nun den Zusammenhang zwischen EMK und der Ionenkonzentration c herstellen, werden
folgende beiden Definitionen aus der Elektrochemie benétigt:

e Die Definition des so genannten elektrochemisches Potential fi; der Tonensorte i [159]:
i = pi + 2z Fo = pd + RT Ina; + 2z Fo (3.55)

1;  chemisches Potential der Ionensorte ¢
z;  Wertigkeit der Ionensorte ¢

a; Aktivitdt der Ionensorte 7

F Faraday-Konstante

¢ elektrisches Potential der Phase

e Die Anderung der freien Enthalpie pro Formelumsatz der Reaktion ny A +ngB = npP + nQQ

[159]:
npy . nQ
AG = AG® + RTIn % (3.56)
(cx*) - (cB)"?
Daraus ergibt sich fiir Reaktion 3.54 eine Anderung der freien Enthalpie pro Formelumsatz:
AG = fia — (fa+s + 2fie-) (3.57)

Mit fi,- = pe— — Fpr und aufgrund der Neutralitdt von A (f.h. z4 = 0 geltendes fig = pa ergibt
sich fiir AG:
AG = pa — (4= + RTnayes + 2For) — 2(pe- — Foour) (3.58)

Nimmt man nun den Gleichgewichtsfall an, d.h. AG = 0 erhélt man durch Umformen der Glei-
chung 3.58:
0
Myt + 2phe— —pa  RT
—1 s :

F +zF Nay+ (3.59)
Durch Ersetzen des ersten, von der Aktivitdt a4+- und damit von der Konzentration unabhéngigen
Terms der Gleichung, durch das Potential g erhélt man:

Ap =y —pL =

RT
Ap = —pr=vpo+ - Inay: (3.60)
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mit pp = “a2 e
Somit ist ersichtlich, dafi Ay mit dem natiirlichen Logarithmus der Tonenaktivitéit im Wasser ansteigt.
Anschaulich betrachtet bedeutet dies einen Anstieg des elektrischen Potentials im Metall durch eine
Erhohung der Ionenkonzentration [159].

Will man die sich einstellende Spannung im Aufbau von Abbildung 3.5 in Abhéngigkeit von der
Tonenkonzentration der Losung in der rechten Halbzelle betrachten, miissen die Verhéltnisse in der
linken Halbzelle als konstant vorausgesetzt werden. Die linke Halbzelle wird dann zur Referenz fiir
das gesamte System. Aus Gleichungen 3.53 und 3.60 ergibt sich somit:

RT
E= (o + F Ina’y..) — Ay (3.61)

Setzt man Fy = ¢! — Ay, wobei Ap; = konst. angenommen wird, liBt sich vereinfacht schreiben:

RT
FE = EO + 27 ln arA+z (362)
Wihlt man als Referenzelektrode die so genannte Normal-Wasserstoffelektrode (siehe Kapitel 3.3), so
wird Ey als Standard-Elektrodenpotential EY des Systems A/A™* bezeichnet [159].

Der Aufbau in Abbildung 3.6 wird als so genannte Konzentrationskette bezeichnet. Hierbei han-
delt es sich um eine elektrochemische Zelle bei der in beiden Halbzellen dasselbe Elektrodenmetall
und die selbe Losung des entsprechenden Kations verwendet wird. Einzig die Konzentrationen ¢;, ¢,
und damit die Aktivitdten a;, a, der Losungen unterscheiden sich. In diesem Fall vereinfacht sich die

Berechnung der Spannung zu:

RT . d,..
E=¢, —@ = —1n-4
$r — Pl F nag+z

(3.63)

Salzbriicke

Metall A Metall A

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung einer Konzentrationskette, aus [159]

3.2.4 Redoxpotential und Nernst-Gleichung

Bisher wurden Elektroden aus einfachen Metallen betrachtet. Werden fiir Messungen aber Elektroden
aus Edelmetall, z.B. Platin, verwendet, laufen die bisher behandelten Reaktion auf andere Weise ab.
Dies ist darin begriindet, daf} sich Edelmetallelektroden in Fliissigkeiten praktisch nicht 16sen. Aller-
dings wurde bereits in den vorangegangenen Kapiteln betrachtet, dafl Edelmetalle in der Lage sind,
mit Ionen anderer chemischer Elemente Elektronen auszutauschen. Sie stellen vor allem Partner in
Redoxreaktionen dar. Die freien Elektronen im metallischen Leiter dienen quasi als Vorrat, der Elek-
tronen an Oxidationsmittel abgeben, bzw. Elektronen von Reduktionsmitteln aufnehmen kann. An
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der Meflelektrode kénnen sich dabei je nach Stérke des Oxidationsmittels oder Reduktionsmittels zwei
verschiedene Reaktionen abspielen. Ist das Oxidationsmittel stark oxidierend, das Reduktionsmittel
nur schwach reduzierend so spielt sich bei Stromflufl folgende Reaktion ab:

Ox + e (Metall) =~ Red (3.64)

Ist im umgekehrten Fall Red ein starkes Reduktionsmittel und Oz nur ein schwaches Oxidationsmittel,
lduft ein inverser Prozef3 ab:
Red — Ox + e~ (Metall) (3.65)

Im Fall von Redoxreaktionen an Edelmetallelektroden, wird die sich ausbildende Spannung F in der
Regel als Redoxpotential bezeichnet. Im stationdren Fall, d.h. ohne Stromflufl wird per Konvention
das Vorzeichen folgendermaflen definiert:

E=9¢Mme — Re (3.66)

wue stellt dabei das Potential der Meflelektrode, ¢ . das Potential der Referenzelektrode dar. Zur Be-
rechnung des Redoxpotentials betrachten wir allgemein folgende Reaktion in einer elektrochemischen
Zelle:

Ox (Losung) +mne~ (Metall) = Red (Losung) (3.67)

Bei dieser Reaktion sollen n mol Elektronen beim Umsatz von 1 mol Ox in 1 mol Red ausgetauscht
werden. Analog zu Gleichung 3.57 gilt:

AGne = fired — (flox + Nfle-) (3.68)

Finsetzen der Konzentrations- und Potentialabhingigkeit der elektrochemischen Potentiale ergibt
unter Beriicksichtigung von zoz=zp.,. .,

AGM@ - (MORed +RTIn QARed + ZRedF(PL) - (MOOx +RTIn aoz + (zRed - n)F(PL) - n(:u'e* - FSOM) (369)
Im Gleichgewichtsfall (AG e = 0) folgt fiir die Differenz Appye:

(Moox + Npe— — :U’(I)%ed) RT a0z

A = — = —1 3.70
PMe = PM — PL nF + il e (3.70)
oder RT
ao
Apnre = ou — L = o + — In — (3.71)
nFE  QReq
mit g = (u(’oﬁni%— ~Hpea)
Mit Gleichung 3.66 folgt unter Beachtung von (¢r)ae = (¢1)re direkt:
RT . ap
E= PMe — PRe = A(PME - A‘PR@ = ¥o +—1In < - A()DRe (372)
nkF A Red

Setzt man Eg = @9 — Appre und beachtet man die Konstanz von Appg. kann man ebenso schreiben:

T
E =gy s By, fos
nF ARed

(3.73)

Diese Gleichung wird als Nernst-Gleichung fiir das Redoxpotential E bezeichnet und stellt eine der
wichtigsten Beziehungen in der elektrochemischen Sensorik dar. Sie charakterisiert einen Gleichge-
wichtszustand und beschreibt die Abhéngigkeit des Redoxpotentials von den Konzentrationen der
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oxidierten und reduzierten Form des Redoxpaares. Anschaulich bedeutet sie, dafl E umso stérker po-
sitiv ist, je grofler die Aktivitit ap, des Oxidationsmittels und je kleiner die Aktivitit ag.q des dazu
konjugierten Reduktionsmittels ist [159]. Bei einer Temperatur von 25°C gilt:

RT

b 9 .74
o 0,0257V (3.74)

Verwendet man anstatt des natiirlichen Logarithmus den Zehnerlogarithmus, erh&lt die Nernst-
Gleichung bei 25°C' die Form [159]:

0,0592V

E = EO -+ ( )lOglo (375)

3.3 Referenzelektroden

3.3.1 Grundlagen

Wie in Kapitel 3.2 bereits betrachtet, ist es nicht moéglich, Potentialdifferenzen zwischen Elektrode
und Elektrolytlosung technisch zu bestimmen. Es macht daher keinen Sinn das Potential ¢;, einer
Elektrolytlosung als Bezugspotential fiir das abzuleitende Potential einer Meflelektrode zu verwenden.
Aus diesem Grund wird fiir die meisten elektrochemischen Messungen eine so genannte Referenzelek-
trode verwendet, gegen deren Potential die sich ausbildende Potentialdifferenz gemessen wird. Das
Elektrodenpotential ¢, dieser Bezugselektrode wird dann gleich 0 gesetzt [162]. Bedingung fiir geeig-
nete Referenzelektroden ist, dal ihr Elektrodenpotential moglichst unabhéngig von der Konzentration
der Elektrolytlosung ist.

3.3.2 Die Normal-Wasserstoff-Elektrode

Als Ursprung fiir die Skala der Potentiale fiir elektrochemische Zellen wurde die so genannte Normal-
Wasserstoff-Elektrode (NHE) bestimmt. Ihr Aufbau ist relativ aufwendig. Sie besteht aus einer Platin-
Elektrode in wéssriger, saurer Losung der Protonenaktivitit ap,o+ = 1. Diese Pt-Elektrode wird mit
Wasserstoff bei einem Druck von pg, = 1013, 25mbar umspiilt. Abbildung 3.7 zeigt den schematischen
Aufbau der Normal-Wasserstoff-Elektrode. Das Potential der Normal-Wasserstoff-Elektrode wird iiber
folgende Reaktion eingestellt:

2H,O" +2e~ = Hy + 2H50 (3.76)

Fiir das Potential der Normal-Wasserstoft-Elektrode Engg gilt:

RT  «a
Enue = Ennwgo+ —In ZH30F

e (3.77)

Dabei gilt definitionsgeméaf, dafl das Standardpotential En m g o gleich null ist. Die Normal-Wasserstofi-
Elektrode hat dariiberhinaus gegeniiber anderen Elektrodensystemen den Vorteil, daf sich ihr Elek-
trodenpotential schnell, reproduzierbar und zeitkonstant einstellt. Durch die Verwendung der Normal-
Wasserstoff-Elektrode ist es moglich, die Standardpotentiale F; gverschiedenster Elektrodensysteme
beziiglich dem Standardpotential der Normal-Wasserstoff-Elektrode En g o anzugeben. Die Aufstel-
lung dieser Standardbezugspotentiale wird als Spannungsreihe bezeichnet [162]. Tabelle 3.3 gibt einen
Uberblick iiber die Standardbezugspotentiale verschiedener Metallionen-, Gas- und Redoxelektroden.

3.3.3 Die Ag/AgCl-Elektrode

Die oben dargestellte Normal-Wasserstoff-Elektrode besitzt zwar sehr gute Eigenschaften als Refe-
renzelektrode, jedoch ist ihr Aufbau und ihre Handhabung sehr aufwendig. Neben der Vorgabe einer
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Abbildung 3.7: Schematischer Aufbau einer Normal-Wasserstoff-Elektrode. Die Ankopplung an eine
Meflelektrode ist gestrichelt eingezeichnet, aus [162]

Halbzelle Elektrodenvorgang Volt
Li/Lit Lit+e” =1 —3,045
Rb/Rb* RbT +e~ =Rb —2,925
K/K+ Kt +e” =K —2,924
Ca/Ca®t Ca?t 42" =Ca —-2,76
Na/Nat Nat +e~ = Na —2,7109
Mg/Mg* Mgt +e” = Mg —-2,375
AlJABF ABT £3e” = Al —1,706
Zn/Zn** Zn2t 4 2e” =7n —0,7628
Fe/FeZt Fet +2e~ = Fe —0,409
cd/cdx+ Ccd?t 2e" =cd —0,4026
Ni/NiZt Ni?t +2e~ = Ni —0,23
Pb/Pb2+ Pb2t +2e~ = Pb —0,1263
Cu/Cu?t Cut +2¢” =Cu 40,3402
Ag/Agt Agt +e” = Ag +0,7996
2Hg/Hg2" Hg?r +2e” =2Hg 40,7961
Au/Aut Aut +e = Au +1,42
Pt/Hy, Hiy 2Ht 42¢” =H, 0
Pt/Hy, OH™ 2H;0 +2e” = Hy +20H™ —0,8277
Pt/Cl,, CI~ Cly+2e~ =201~ +1,36
Pt/O,, HT 1o, +2HT +2¢ = H,0 +1,229
Pt/O,, OH™ 302+ HyO+2e” = 20H" 40,401
Pt/Fy, F~ Fy+2e =2F 42,85
Pt/Co(CN)? ~, Co(CN)¢ ™ Co(CN)F™ +e~ = Co(CN)§~ —0,83
p/cr3t, artt it e =t —0,41
Pt/Cut, Cut Cu?t +e” =Cut 40,167
Pt/Fe(CN)s~, Fe(CN)§ Fe(CN)§™ +e~ = Fe(CN)¢™ 40,356
Pt/Fet, Fe2t Felt f e = Fe2t 40,771
Pt/Audt, Aut AT 42e” = Aut +1,29
Pt/Mn3+, Mn2+ Mn3t + e = Mn2t +1,51
Pt/Pb*t, Pb2T Pb*t 42~ = Pb2t +1,69
Pt/MnO; , Mn?+, HT MOy +8H +5e~ = Mn?" +4H,0 +1,491
Pt/Cr 05, Cr**, Bt Cry05” +14HT +6e” =2Crt +7H,0 +1,36
Pt/ClOy, Cl, HF Cloy +6H* +6e” = Cl~ +3H,0 +1,45

Tabelle 3.3: Standardbezugspotentiale verschiedener Metallionen-, Gas- und Redoxelektroden ge-
geniiber der Normal-Wasserstoff-Elektrode [162]
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genau definierten Protonenaktivitiat, mufl gereinigtes, vor allem sauerstoffreies Wasserstoffgas bereit-
gestellt werden. Dariiber hinaus adsorbiert die Platinelektrode relativ schnell Verunreinigungen aus
der Losung und wird somit quasi vergiftet. In der Regel werden daher meist einfacher handhab-
bare Referenzelektroden verwendet. Solche Elektroden stellen so genannte Elektroden zweiter Art
dar. Der am hiufigsten verwendete Vertreter ist dabei die Silber-Silberchlorid-Elektrode (Ag/AgCl-
Elektrode) [162]. Abbildung 3.8 zeigt den gebréuchlichsten Aufbau, der in dieser Form auch fiir die
Messungen in Kapitel 5 verwendet wird. Sie besteht aus einem Silberdraht, der mit Silberchlorid
(AgCl) iiberzogen ist. Dieser Ag/AgCl-Draht taucht in eine KCL-Losung hoher Konzentration, die
vollstéindig in K+ und Cl~ dissoziiert ist. Die KCL-Losung ist dann iiber eine Membran mit dem
Elektrolyten der MeBzelle verbunden [159].

____Einfillotfnung
mit Stopfen

——Normschliff

Glasrohr

5

Silberdraht

wafrige KCI-Losung

000000000 N

porgser AgCl-Uberzug

B Glastritte

Abbildung 3.8: Schematischer Aufbau einer Silber-Silberchlorid-Elektrode, aus [162]

Das Verhalten der Silber-Silberchlorid-Elektrode ist folgenden Elektrodenreaktionen unterworfen:

Ag = Agt+e (3.78)
Agt +Clm = AgCl (3.79)

Das Elektrodenpotential der Silber-Silberchlorid-Elektrode 148t sich durch folgende Gleichung aus-
driicken [165]:

RT
Exg/agc1 = Eagjagcro + Nl Inasg+ (3.80)

Wiiren keine Cl™-Ionen in der Losung, wéren die Konzentration c4,+ und somit das Elektrodenpo-
tential groflen Schwankungen unterworfen. Das Vorhandensein einer hohen Konzentration von Chlo-
ridionen und dem festen AgCl bewirkt eine Stabilisierung der Silberionen-Konzentration. Einfiithren
des Loslichkeitsprodukt K7y, ergibt an dieser Stelle:
KL:cjgg-cal; cjg: f_L (3.81)
Cl
Einsetzen in Gleichung 3.80 ergibt:

RT RT
Eag/ager = Eagjagoro + — mKp — —Inag- (3.82)
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Daraus ergibt sich, daf§ das Elektrodenpotential von der Aktivitit und damit von der Konzentration
der Chloridionen abhiéingt. Die Elektrode verhélt sich somit wie eine Chloridelektrode. Dies ist in
der Verkniipfung der Ag™- und Cl~-Konzentrationen iiber das feste AgC!l begriindet. Das Standard-
potential F 4y 44c10 der Silber-Silberchlorid-Elektrode gegeniiber der Normal-Wasserstoff-Elektrode
betréigt bei 25°C EAg/AgCl,O = 0, 222V [159}

3.4 pH-Sensoren

3.4.1 Grundlagen

1923 definierte J. N. Bronsted eine Sdure als Verbindung, die in der Lage ist, Protonen, also Was-
serstoffionen, abzugeben. Komplementér hierzu ist eine Base eine Verbindung, die Protonen binden
kann. Saure ist also ein Protonendonator, eine Base ein Protonenakzeptor. Siuren und Basen treten
stets als korrespondierende Paare auf, auch konjugierte Paare genannt. Der Protoneniibergang erfolgt
in der Reaktion eines korrespondierenden Sadure-Base-Paares, auch protolytisches System genannt,
gemiB der Gleichung [159]:

Siure = Base + HT (3.83)

Auch wenn in der schriftlichen Darstellung der Reaktion die vereinfachte Darstellung mit H™* iiblich
ist, tritt in der Natur bei oben angefiihrter Reaktion H™ in freier Form nicht auf. Grund hierfiir ist
die Sonderstellung von H™ unter den Ionen. H™ ist ein Proton und damit ein Elementarteilchen.
Vergleicht man beispielsweise den Radius eines H-Ions mit dem eines Na™'-Ions mit ca. 0, 1nm, so
ist der Radius des H' aufgrund einer fehlenden Elektronenhiille ca. um den Faktor 10° kleiner [159].
Legt man das Coulombsche Gesetz der Elektrostatik zugrunde, ist die elektrische Feldstéirke E einer
Kugelladung definiert als [166]: o

EF=—
4megr?

(3.84)

Daraus ist ersichtlich, dal die Feldstdrke umgekehrt proportional zum Quadrat des Abstandes ist.
Dementsprechend herrscht auf der Oberfliche eines Protons eine, im Vergleich zum Na™-Ion, um den
Faktor 10'° hohere Feldstirke. Dadurch hat das freie Proton die Tendenz, sich an die Elektronenhiille
eines in der Nidhe befindlichen Molekiils anzulagern. In wéflriger Losung bietet sich hierbei das Was-
sermolekiil an und das Proton liegt in der Form eines Hydronium-Ions H3O™" vor. Die Dissoziation
einer allgemeinen Saure H A ist definiert durch:

HA—~ A" +H" (3.85)

Tatséchlich spielt sich diese Reaktion in wéfiriger Umgebung so ab, dal das Molekiil H A sein Proton
direkt auf ein in der Néhe befindliches HoO-Molekiil abgibt:

HA+ HyO — A~ + Hs0" (3.86)

Diese Art der Reaktion wird auch als protolytische Reaktion bezeichnet. Komplementér reagiert eine
allgemeine Base B, indem das Proton vom Wassermolekiil auf die Base {ibertragen wird:

B+ HO —~ HBT +OH~ (3.87)

Fiir das Saure-Base-Gleichgewicht ist der Unterschied zwischen der eigentlichen Reaktion in der Na-
tur und der verwendeten vereinfachten Schreibweise nicht von Bedeutung [159].

Im Allgemeinen laufen protolytische Reaktionen nach folgendem Schema ab:

Saurel + Basell = Basel + Saurell (3.88)
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Protolyse im eigentlichen Sinn bedeutet die Zusammenfassung aller Reaktionen, bei denen sich Aus-
gangs- und Endprodukte in der Anzahl der elektrischen Ladungen unterscheiden [159].

Um Aussagen iiber den Gehalt an Sduren und Basen in Wasser zu treffen, geniigt es aufgrund der
in Kapitel 3.1.1 definierten Gleichung

cp+ - cop- = K -0 = Ky = 1,0 - 107402 (3.89)

nur eine Konzentration, entweder ¢+ oder cop-, zu betrachten [163]. Da in wissriger Losung Wasser-
stoffionenkonzentrationen oft tiber viele Groflenordnungen schwanken kénnen, wird zur Betrachtung
eine logarithmische Skala verwendet. Der so genannte pH-Wert einer Losung ist definiert als der
negative Zehnerlogarithmus der Wasserstoffionenaktivitét ap+ (siehe Kapitel 3.1.1):

pH = —logay+ oder ag+ = ag,o+r = 10777 (3.90)

Der pH-Wert wurde 1909 von S. P. L. Sérensen eingefiihrt und durch G. N. Lewis definiert [156]. pH
bedeutet urspriinglich pondus hydrogenii und heif3t wortlich iibersetzt “Gewicht des Wasserstoffes®.
Aufgrund der schwierigen Definition von Einzelaktivititen wird in der Praxis die Aktivitit von H der
H™"-Tonenkonzentration gleichgesetzt. Dies fithrt bei verdiinnten Lésungen zu einer guten Niherung
[159]:

pH ~ —log cp+ (3.91)

Anzumerken ist, dafl aufgrund der Betrachtungen in Kapitel 3.1.1 die Verwendung von H™ mit der
Verwendung von HzO1 gleichzusetzen ist. Eine Anderung des pH-Werts um ApH = 1 stellt die
Anderung der H*-Tonenaktivitit um eine Zehnerpotenz dar. Laut Definition ist der pH-Wert von
sauren Losungen pH < 7 und in alkalischen Lésungen pH > 7.

Es ist komplementir zum pH-Wert auch ein pOH-Wert definiert. Logarithmiert man Gleichung 3.89
erhalt man:

pKyw = pH + pOH (3.92)

Dabei bedeuten pOH = —logapy- und pKy = —log K. Legt man einen Wert von pKy = 14 bei
25°C' zugrunde und beachtet die Temperaturabhingigkeit von Ky, 1a8t sich der pOH-Wert einfach
berechnen [156].

In Kapitel 3.1.1 wurde bereits die Autoprotolyse von Wasser betrachtet und die Gleichgewichts-
konstante K fiir die Dissoziation von Elektrolyten definiert. Diese Betrachtung kann fiir Sduren die
mit Wasser als Losungsmittel reagieren verallgemeinert werden:

S+ HyO = H30" + B (3.93)

Dabei stellt S/B ein konjugiertes Séure-Base-Paar dar. Berechnet man die Gleichgewichtskonstante
dieser Reaktion, erhilt man bei konstanter Temperatur:

K = 1H:079B (3.94)
asaH,0

Da in verdiinnten Losungen die Aktivitédt von Wasser ap,o ~ 1 gesetzt werden kann erhélt man:

K = HH0t 4B _ Kg (3.95)
as

K¢ wird als Sdurekonstante der Séure S bezeichnet. Da die Sdurekonstante je nach chemischer Struk-
tur der Sédure wie die Aktivitdt um mehrere GroBlenordnungen schwanken kann, wird auch hier im
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Allgemeinen eine logarithmische Skala verwendet [156]. Der negative Zehnerlogarithmus der Sadure-
konstante wird als pKg-Wert der entsprechenden Séure bezeichnet:

pKs = —log Kg (3.96)

Mit Hilfe der so genannten Henderson-Hasselbach-Gleichung ist es moglich, bei bekannten pH-Wert
einer Losung, das Konzentrationsverhéltnis eines Séure-Base-Paares zu berechnen [159]:

pH = pKg + log %B (3.97)
S

Sind die chemischen Verhéltnisse so eingestellt, dafl der pH-Wert gleich dem pKg-Wert ist, so ergibt
sich log 22 = 0 oder cp = cg. Anschaulich betrachtet bedeutet dies, dafl der pKg-Wert derjenige
pH-Wert ist, bei dem die Konzentrationen von Séure und konjugierter Base gleich grof} sind [159].

Komplementéir zu diesen Betrachtungen, 148t sich auch bei einem Protolysegleichgewicht einer
Base mit Wasser eine Basenkonstante K g definieren:

B+ H,O+=O0OH +8 (3.98)
Kgp= ®oHn-as (3.99)
ap

Zwischen Sdure- und Basenkonstante besteht ein direkter Zusammenhang. Das Produkt aus Saure-
und Basenkonstante im Protolysegleichgewicht ist das in Kapitel 3.1.1 definierte Ionenprodukt des
Wassers bei gegebener Temperatur [156]:

Kg - Kp=Kw (3.100)
oder logarithmisch ausgedriickt:

pKs+pKp =Ky =14 (bei 25°C) (3.101)

Nach dieser grundlegenden Einfithrung zur Bedeutung des pH-Wertes sollen nun im folgenden Senso-
ranordnungen betrachtet werden, mit deren Hilfe der pH-Wert in Losungen bestimmt werden kann.

3.4.2 Glaselektrode

Eine Moglichkeit zur Bestimmung des pH-Wertes bietet die so genannte Glaselektrode. Hierbei wird
eine besondere Eigenschaft von Glas, in der Regel eine erstarrte Si0s — C'aO — N aoO-Schmelze, ausge-
nutzt. Kommt deren Oberfliche in Kontakt mit Wasser, so bildet sich eine diinne Oberflachenschicht,
in der im Si0Os-Netzwerk gebundene Kationen gegen H30"-Ionen ausgetauscht werden. Dieser Vor-
gang, auch Quellvorgang genannt, dauert etwa 24—48 Stunden. Die so entstandene, 5 bis 500nm dicke,
Quellschicht wird als Haber-Haugaard-Schicht (HHS) bezeichnet. Abbildung 3.9 beschreibt schema-
tisch diesen Vorgang. Bringt man die sich ausgebildete Haber-Haugaard-Schicht in Kontakt mit einer
protonenhaltigen Losung, ergeben sich unterschiedliche Aktivitdten ag+ gpg, ag+  und damit un-
terschiedliche chemische Potentiale pif+ frprs, p+ 1 in der Haber-Haugaard-Schicht und der Losung.
Dies hat zur Folge, dafi zwischen Quellschicht und Losung solange Wasserstoff-Ionen ausgetauscht
werden, bis das chemische Gleichgewicht erfiillt ist. Es gilt daher:

fig+ mns = b+ = Wyt + RTInay+ gys + Fernns = py+ + RTnay+ ; + For (3.102)
Damit folgt fiir die Potentialdifferenz Agg zwischen Quellschicht und Losung:

RT . ap+ HHS
Ago =91, — pHHS = — In ———

3.103
P e (3.103)
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Wasser

Glasnetzwerk

ausgewanderte
(solvatisierte)
Kationen

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung des Austausches von Kationen durch Wasserstoff-lonen an
einer Glasoberfliche, aus [162]

Verandert sich bei 25°C' die Protonenaktivitéit der Losung um eine Dekade, d.h. der pH-Wert dndert
sich um eine Stufe, erhélt man eine Anderung von Agg von 59, 1mV. Dieser Effekt kann dazu verwen-
det werden, um einen unbekannten pH-Wert zu bestimmen. Dazu wird eine diinne Glasmembran mit
einer Dicke von in der Regel 0, 5mm als Trennung zwischen einer Losung I mit bekanntem pH-Wert
und einer Losung II mit unbekanntem pH-Wert verwendet. Die Glasmembran ist an beiden Seiten
obig beschriebenen Quellvorgang unterworfen. In diesem Fall besteht nach Gleichung 3.103 zwischen
den Losungen folgende Potentialdifferenz:

RT  ay+(HHSI) RT . am+(HHSII)

Apg(l — 1) = —In—"—-—= 3.104
ol )= F T F ' age (D) (3.104)
Wird —lgay+(I) = pH und —lgay+ (1) = pH, gesetzt, kann man schreiben:
RT HHSI
Ago(l — 11y = L 1y ) 0,0591(pH — pH,) (3.105)

F  apg+(HHSII)

In Abbildung 3.10 ist schematisch die Wirkungsweise der Glaselektrode dargestellt. Werden nun an
beiden Seiten geeignete Ableitelektroden, z.B. Ag/AgCl-Elektroden, an die Losungen gekoppelt, gilt
fiir das sich einstellende MeBpotential ¢}

v _ BT ay+(HHST)

—————— + Apy; 0,0591(pH — pH, 3.106

wobeil Apgirr = Apgirr(I) + Apgisr(11) gilt. Dies kann vereinfacht geschrieben werden als:
0! = Apas + Apaipr +0,0591(pH — pH,) (3.107)

RT ay+(HHST)

mit Apas = 51 ay+ (HHST)
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Abbildung 3.10: Schematische Darstellung der Wirkungsweise der Glaselektrode: a. Anordnung der
Glasmembran; b. Potentialverlauf durch die Membran, aus [162]
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Abbildung 3.11: MeBaufbau zur pH-Messung mit der Glaselektrode, aus [162]
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Ayp s wird als Asymetriepotential bezeichnet. Dies ist die Potentialdifferenz, die sich einstellt, wenn
pH = pH, gewihlt wird. Sie hat ihren Ursprung in unterschiedlichen Aktivitdten in den beiden
Haber-Haugaard-Schichten. Zur praktischen Durchfithrung einer Messung wird in der Regel eine Gla-
selektrode mit einer Kugelmembran am unteren Ende eines Glasrohres verwendet. Dieses Glasrohr ist
mit einer Pufferlésung mit bekanntem pH-Wert, meistens KCL-Losung mit pH 7,0, gefiillt. Als Ab-
leitungselektroden verwendet man im Allgemeinen Ag/AgCl-Elektroden. Diese Glaselektrode ist im
gesamten pH-Bereich verwendbar. Abbildung 3.11 zeigt den schematischen Melaufbau. Zu beachten
ist die Temperaturabhingigkeit des Mefipotentials. In handelsiiblichen Geriten wird der Temperatur-
gang automatisch mit Hilfe eines Temperaturfithlers kompensiert.

3.4.3 Ion Sensitive Field-Effect Transistor, ISFET

Obwohl die Glaselektrode unter den pH-Sensoren wohl die beste Genauigkeit, Reproduzierbarkeit und
Zeitkonstanz bietet, hat sie jedoch einen erheblichen Nachteil. Ihre Ausfithrung ist an aufwendigen
und groflen Glasmembranen gebunden. Diese Art von pH-Sensor 1483t sich nicht miniaturisieren oder
als planaren Sensor ausfithren, wie er fiir den Einsatz auf Mikrosensorchips fiir Untersuchungen an
lebenden Zellen bendtigt wird. Ein Sensortyp, der diese Nachteile nicht aufweist, ist der so genannte
“ion sensitive field effect transistor® (ISFET). Dieser basiert auf einen, in Silizium-Halbleitertechnik
hergestellten, Feldeffekttransistor, der statt einer Gate-Metallisierung eine mit dem Elektrolyten in
Kontakt stehende pH-sensitive Schicht iiber dem leitenden Kanal besitzt. Das Funktionsprinzip wurde
1970 erstmals von Bergveld beschrieben und in [78-80] verdffentlicht. Zusammen mit dem “gas sensi-
tive field effect transistor* (GASFET) bildet dieses Feldeffektbauelement die Gruppe der “chemically
sensitive field effect transistor® (CHEMFET) fir die Detektion von Ionen und Gasmolekiilen [167].

Die Funktionsweise ist prinzipiell die eines herkémmlichen Feldeffekttransistors in MOS(Metal
Oxide Semiconductor)-Technik. Abbildung 3.12 zeigt den schematischen Aufbau eines n-Kanal MOS-
FET im Schnitt. Die Anordnung von Gate (G) und und dem Kanal zwischen Source (S) und Drain
(D) entspricht in etwa der eines Kondensators. Zwischen Gate und dem Kanal befindet sich eine
isolierende Schicht, die in der Regel aus Siliziumdioxid (Si02) besteht. Wird nun an diesen konden-
satordhnlichen Aufbau eine Spannung angelegt, so bilden sich an beiden Grenzschichten zum Isolator
Ladungen. Die Ladungsmenge ist dabei proportional zur angelegten Spannung. Die Leitfdhigkeit des
aus dotiertem Silizium bestehenden Kanals héingt mafgeblich von der Ladungstrigerdichte ab [168].
Dadurch wird der Widerstand der Schicht aus dotiertem Halbleitermaterial zwischen Source und
Drain durch die sich bildenden Ladungstriger und damit durch die angelegte Spannung zwischen
Gate und dem Kanal gesteuert. Ist die Spannungsdifferenz zwischen der Source-Elektrode und dem
angrenzenden Halbleiterkanal nur gering, kann die Spannungsdifferenz zwischen Gate und dem Ka-
nal gleich der Spannungsdifferenz zwischen Gate und Source angenommen werden, der so genannten
Gate-Source-Spannung Vgg. Durch die Gate-Source-Spannung sind zwei prinzipielle Betriebsarten
moglich.

wele
Gl

Source Gatedielektrikum Drain

n* n*

! Gatelénge L I

Substrat (Bulk): p-Si

Abbildung 3.12: Schematischer Aufbau eines n-Kanal MOSFET, aus [169]
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Durch das Anlegen einer negativen Gate-Source-Spannung bei einem n-Kanal-MOSFET kann die
Ladungstrigerdichte verringert werden. Voraussetzung dabei ist ein geniigend diinner Kanal. Es wird
hierbei von Verarmungsbetrieb gesprochen. Source und Drain sind dabei stark n-dotiert. Dies hat zur
Folge, dal Ladungstréger nahezu ungehindert in den n-Kanal iibertreten kénnen. Ist Vzg = 0, kann
ein Transistorstrom I zwischen Source und Drain flieen, der Transistor wird somit als selbstleitend
bezeichnet. Wird nun eine Spannung Vg < 0 angelegt, bildet sich unter dem Gate eine Raumladungs-
zone (RL), die eine Verschmiélerung des leitenden Kanals zwischen Source und Drain und damit einen
Anstieg des Widerstandes bzw. eine Verringerung des Source-Drain-Stromes Ipg bewirkt. Erhoht man
die Drain-Source-Spannung Vpg, so nimmt Ipg zu. Diese Zunahme ist allerdings nicht proportional zu
Vbs, da mit zunehmenden Abstand von Source die Spannungsdifferenz zwischen Gate und Kanal zu-
nimmt und es dadurch zu einer Einschniirung des leitenden Kanals kommt. Ab einem bestimmten Vg
beriihrt die Raumladungszone die p-Zone unter dem Kanal und es kommt zu einer Stromséttigung.
In der Regel wird zur Verstdrkung dieses Effekts bei dieser Transistorart das Gate nicht symmetrisch
zwischen Source und Drain angeordnet, sondern in Richtung Source verschoben [170].

Bei einem Aufbau, bei der das Gate symmetrisch zwischen Source und Drain angeordnet ist,
ist bei der Anlage einer positiven Gate-Source-Spannung (n-Kanal-MOSFET) auch ein so genannter
Anreicherungsbetrieb moglich. Bei diesem Aufbau ist der Kanal zwischen Source und Drain nicht
dotiert, d.h. bei einem n-Kanal-MOSFET reicht die p-Zone des Substrats bis an den Isolator heran.
Wird nun eine Spannung Viag > 0 angelegt sammeln sich Elektronen aus dem Leitungsband an der
Grenzschicht zwischen Isolator und Halbleiter. Dies hat zur Folge, dal die Trégerdichte im Kanal
weitgehend unabhéngig von der Dotierung wird. Ist die Gate-Spannung grofl genug, entsteht trotz
negativer Ladung der ionisierten Akzeptoren an der Grenzschicht ein leitender n-Kanal. Diese leitende
Schicht wird als Inversionsschicht bezeichnet. Die Gatespannung, die notwendig ist, um aus der Inver-
sionsschicht einen leitfdhigen Kanal zwischen Source und Drain zu bilden wird als Schwellenspannung
Vr bezeichnet [170].

Unter der Annahme, daf§ die materialabhéingigen Grofien wie Kanallinge L, Kanalweite W und
die Schwellenspannung Vp, sowie die Temperatur 1T konstant sind und dafl die Bulk-Spannung Vp
gleich Vg ist, wird das elektrische Verhalten des MOSFET nur durch Vg und Vpg bestimmt. Im
leitenden Bereich des MOSFET, d.h. bei Vg > Vp wird zwischen 3 Bereichen unterschieden [89]:

Linearer Bereich: Vgs > Vpr und 0 < Vpg << (Vgs — V1)

Ist Vg grofler als die Schwellenspannung, bildet sich ein leitender Kanal zwischen Source und Drain,
in dem abhéngig von Vpg ein Strom Ipg flieBt. Ist die Drain-Source-Spannung sehr klein, fallt im
Bereich des Kanals kaum Spannung ab und der flielende Strom Ipg berechnet sich aus der Ladung ¢,
im n-Kanal und der Transitzeit ¢;-, die eine Ladung benétigt, um von Source zu Drain zu gelangen.

Daraus folgt fiir Ipg:

Ipg = —In (3.108)

ttr

Die Transitzeit 148t sich aus der Elektronendriftgeschwindigkeit v4 im elektrischen Feld Vpg/L be-

rechnen.

Vg = ﬂn% (3.109)

Wobei pu,, die Elektronenbeweglichkeit im n-Kanal beschreibt. Damit ergibt sich fiir die Transitzeit:

L2
Hn VDS

by = (3.110)

Unter Verwendung der Kapazitit pro Isolatorfliche C,, gilt fiir die Ladung ¢, im Kanal:

qn = —Cor(Vas — Vr)WL (3.111)
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Der Strom Ipg des MOSFET im linearen Bereich ergibt sich aus Einsetzen von Gleichung 3.110
und 3.111 in Gleichung 3.108:
dn _ pn W Cog

Ips =——

r 7 (Vas = Vr)Vps (3.112)
tr

Triodenbereich: Vgg > Vp und 0 < Vpg < (Vgs — Vi) = Vi

Wird die Drain-Source-Spannung Vpg erhoht, ist ihr Einflufl gegeniiber der Gate-Source-Spannung
Vs nicht mehr vernachléssigbar. In diesem Bereich bildet sich kein homogener Kanal zwischen Source
und Drain. Der Inversionskanal ist in diesem Betriebszustand zum Drain hin verengt, da die Drain-
Source-Spannung iiber dem Kanal abfillt. In der Nédhe des Drains liegt die kleinste Spannung iiber
der Gate-Isolation. Die effektive Gatespannung betrégt hier Vg — Vpg iiber der Isolation. Bei einer
Spannung von Vg, = Vg — Vp, der Séttigungsspannung, steht der Kanal kurz vor der Abschniirung.
Dies wird als Pinch-off-Punkt bezeichnet. Der Spannungsabfall {iber dem Gate-Isolator muf} bei der
Berechnung des Drain-Source-Stromes Ipg im Kanal berticksichtigt werden. Wird ein linearer Span-
nungsabfall zwischen Drain und Source angenommen, 148t sich Ipg im Fall Vpg = Vy.¢ dadurch
berechnen, dafl der Gate-Isolator in Kondensatoren der Fliache dy - W unterteilt wird:

LW Cloy dV(y)d W oy

7 ((Vgs = Vr) — V(y))Ty Yy 17 (Vas —Vr) =V(y))dV(y) (3.113)

Ipsdy =

Den Drain-Source-Strom Ipg erhélt man nidherungsweise durch Integration iiber die gesamte Ka-
nalléinge L von y = 0 bis y = L mit V(0) =0V und V(L) = Vpg:

wWCos V3
Ips = MT((VGS —Vr)Vps — %S) (3.114)

Sattigungsbereich: Vg > Vpr und 0 < Vpg > (Vs — V) = Viat

Wird der MOSFET im Séttigungsbereich betrieben, bilden sich zwei Bereiche im Kanal. Der Bereich
zwischen Source und Pinch-off-Punkt und den Abschniirungsbereich zwischen Pinch-off-Punkt und
Drain. Im letzteren Bereich findet der Elektronentransport durch Diffusion und ein starkes elektri-
sches Feld zwischen Pinch-off-Punkt und Drain statt. Auschlaggebend ist hierfiir die sich bildende
Raumladungszone. Diese Raumladungszone wird durch eine Erh6hung von Vpg zunehmend verbrei-
tert. Der Drain-Source-Strom Ipg nimmt allerdings nicht mehr zu. Es herrschen annéhernd dieselben
Verhiltnisse wie im Betrieb bei Vpg = V4. Dadurch ergibt sich folgende Gleichung fiir Ipg:

_ Mn WCos

1
DS Y

(Vas — Vr)? (3.115)
Abbildung 3.13 zeigt eine Ausgangskennlinienschar eines n-Kanal MOSFET mit Triodenbereich, Satti-
gungsbereich und Pinch-off-Parabel.

Wie oben bereits erwédhnt unterscheidet sich der ISFET fiir pH-Messungen vom MOSFET durch
das Fehlen der Gate-Metallisierung. Anstelle der Gate-Metallisierung tritt ein System aus Referenz-
elektrode und elektrolytischer Losung. Der elektrisch leitende Inversionskanal des FET wird hierbei
nicht wie beim MOSFET durch die Anordnung Metall/Gate-Isolator/Halbleiter, sondern durch die
Anordnung Metall/Referenzelektrode/Elektrolyt/Gate-Isolator /Halbleiter gesteuert. An der Grenz-
fliiche zwischen Gate-Isolator und Elektrolyt entstehen dabei Oxidladungen in Form einer Doppel-
schicht. Dieser Effekt ist die charakteristisch fiir ionensensitive Schichten und ist der Kern des Mef-
effekts vieler pH-Sensoren. Da er auch fiir die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Sensoren auf
Metalloxidbasis mafigeblich ist, wird er in Kapitel 4.2 niher betrachtet. Abbildung 3.14 zeigt einen
Querschnitt durch den typischen ISFET-Aufbau.
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Abbildung 3.13: Ausgangskennlinienschar eines n-Kanal MOSFET mit Triodenbereich, Sattigungsbe-
reich und Pinch-off-Parabel [146]

Prinzipiell ist ein ISFET mit einem Si02-Gate-Isolator als pH-sensitive Schicht realisierbar, hat
dadurch aber erhebliche Nachteile durch geringe und nichtlineare pH-Empfindlichkeit, hohe Drift und
geringe Stabilitiat in Fliissigkeiten. In der Praxis werden meist Doppelschichtsysteme realisiert, die
auf SiOy abgeschiedene, pH-sensitive Schichten aus SizNy, AloO3 oder T'asOs verwenden [171].

An der dufleren elektrischen Beschaltung und Ansteuerung des ISFET #ndert sich beziiglich des
MOSFET nichts. Allerdings berechnet sich die Schwellenspannung Vr beim ISFET durch die Faktoren
Referenzelektrode und Elektrolyt in der Anordnung anders als beim MOSFET. Beim MOSFET gilt
fir Vp [172-174):

dox
Vi =200+ oun — g (omztoyn+ [ 2 plo)da) (3.116)
ox 0 ox
or = FE; — Er intrinsisches Energieniveau - Fermi-Niveau
OMH Austrittsarbeit Metall und Halbleiter
ORLZ Flachenladungsdichte in der Raumladungszone
or/H Fliachenladungsdichte an der Grenzschicht Isolator/Halbleiter
p(x) Ladungsdichte als Funktion von x
x Abstand von der Metall /Isolator-Grenzfldche
dox Dicke des Gate-Isolators

Im Falle des ISFET muf3 der Term der Austrittsarbeit ¢j;m durch die Austrittsarbeiten und elektro-
chemischen Potentiale der zusitzlichen Komponenten der Anordnung ersetzt werden [175,176]. Da-
durch ergibt sich fiir die Schwellenspannung des ISFET bei Verwendung einer Ag/AgCl-Referenzelek-
trode [177,178]:

1 doz 4.
Vi = Exgjagel — Y1E + XE — 91 + 205 — e (orLZz + o+ /0 d—p(a;)dx) (3.117)

oxr
Eag/agct  Elektrodenpotential der Referenzelektrode (s. Gleichung 3.80)
Yre Oberflachenpotential (s. Kapitel 3.2.2)

XE Grenzflachendipolpotential
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Abbildung 3.14: Aufbau eines ISFET zur Messung spezifischer Ionenkonzentrationen im Elektrolyten.
Die ionensensitive Schicht (IS-Schicht) begiinstigt Ionenreaktionen, aus [167]

3.4.4 Light Addressable Potentiometric Sensor, LAPS

Ein weiterer planarer pH-Sensor ist der “light addressable potentiometric sensor” (LAPS). Wie der
ISFET basiert auch er auf einem potentiometrischen Mefiverfahren. Der Aufbau des Sensors ist relativ
einfach. Der Sensorchip selbst besteht nur aus einer Scheibe aus dotiertem Halbleitermaterial, in der
Regel Silizium. Auf der Oberseite des Chips ist eine diinne Isolationsschicht aus SiOs aufgebracht,
die das Silizium vom Elektrolyten trennt. Auf dieser Schicht wird wie beim ISFET eine ionensensitive
Schicht, meist Sig/Ns abgeschieden. Die Riickseite des Si-Chips ist mit Gold beschichtet, wobei ein
geeigneter Bereich freigelassen ist. Diese Metallisierung dient als Kontaktierung der Riickseite. Fiir
den Betrieb des LAPS wird neben einer Referenzelektrode auch eine Gegenelektrode benotigt. Mit
Hilfe eines Potentiostaten kann iiber die Anordnung aus Riickseitenkontakt, Gegen- und Referenzelek-
trode das Potential zwischen Elektrolyt und Silizium, die so genannte Biasspannung Vp;.s, eingestellt
werden [93]. Abbildung 3.15 zeigt den schematischen Aufbau des Sensors mit duflerer elektrischer
Beschaltung.

Referenzelekirode
\ Gegenelekirode

Potentiostat \

\ Elekrolyt

¥|:| |_| ionensensitive Fldche
(Siliziumnitrid)

Vbios
G\D «— Isolator (Siliziumoxid)

v * Inversionsschicht
\/

Abbildung 3.15: Schematischer Aufbau eines LAPS mit &uflerer elektrischer Beschaltung
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Wird mit Hilfe des Potentiostaten dieses Biaspotential entsprechend gepolt, so kommt es im Halb-
leiter an der Grenzfliche zum Isolator auf Grund des sich bildenden elektrischen Feldes zu einer Ver-
armung der Majoritatsladungstrégerdichte bis hin zur Inversion. Dieser Vorgang ist dhnlich zu den
Vorgiingen eines pn-Ubergangs in einer Diode [168]. Wird nun der LAPS von der Riickseite an einer
freien Stelle mit Licht geeigneter Wellenlénge bestrahlt, in der Regel mit einer LED oder einem Di-
odenlaser, so wird analog zu einer Photodiode im Halbleiter ein Photostrom generiert [170]. Dieser
Photostrom kann beim LAPS zwischen Riickseitenkontakt und Gegenelektrode gemessen werden. Da
die Isolationsschicht aus Si0s einen konstanten Stromflul verhindert, kann nur ein, von der Gesamt-
kapazitidt der Anordnung abhingiger Ladestrom flielen. Der Sensor wird daher mit gepulstem Licht
bestrahlt, was in einem alternierenden, sinusdhnlichen Photostrom resultiert. Die Amplitude dieses
Photostromes ist einerseits von der Lichtleistung der Bestrahlung, andererseits von der Lage und Dicke
der Inversionsschicht abhéngig. Die Inversionsschicht selbst wird bestimmt durch den Potentialunter-
schied zwischen Isolator und Halbleiter A¢r, ;. Das Potential im Isolator ergibt sich aus der Summe
vom Potential im Elektrolyten ¢g; und dem bereits beim ISFET betrachteten pH-abhéngigen Ober-
flichenpotential ¥ ;g zwischen Isolator und Elektrolyten. Die iiber die duflere elektrische Beschaltung
eingestellte Biasspannung Vp;,s ist die Potentialdifferenz zwischen Si-Halbleiter und Referenzelektro-
de, die bis auf eine additive Konstante A¢g; res mit der Potentialdifferenz zwischen Si-Halbleiter und
Elektrolyt identisch ist. Fiir die, den Photostrom bestimmende Potentialdifferenz A¢rg i, ergibt sich
demnach folgender Zusammenhang;:

A¢rsmi = Adrs pt — VBias + AQE1 Ref (3.118)

Bei konstanter Biasspannung ist A¢y, p; abhéingig von der im Elektrolyten vorherrschenden Ionen-
konzentration und somit vom pH-Wert [94,95]. Abbildung 3.16 zeigt eine typische Kennlinienschar
eines LAPS fiir verschiedene pH-Werte, die den Zusammenhang zwischen der Biasspannung und der
Amplitude des Photostrom beschreibt.
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Abbildung 3.16: Kennlinienschar eines LAPS fiir verschiedene pH-Werte

In der Regel wird der Sensor wihrend einer Messung mit gepulstem Licht konstanter Inten-
sitéatsamplitude bestrahlt und die Biasspannung variiert. Der Verlauf der Stromamplitude fillt dabei
monoton von einem Maximum, das bei maximaler Inversion erreicht wird, bis auf 0 ab, wo prak-
tisch keine Inversion vorliegt. Fiir verschiedene pH-Werte ergibt sich eine Verschiebung der Kennlinie
entlang der Vpjqs-Achse. Dies entspricht einer Anderung der Einsatzspannung des Photostromes.
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Fiir die Durchfiithrung einer pH-Messung gibt es prinzipiell zwei Moglichkeiten. Einerseits 1483t
sich pro Messung die gesamte Kennlinie aufnehmen und als charakteristischen Punkt fiir die Lage
der Kurve der Wendepunkt bestimmen. Dies macht eine zeitaufwendige Variation der Biasspannung
notwendig. Andererseits 14t sich die Messung auch bei einer fest vorgegebenen Biasspannung und
Bestimmung der Stromamplitude durchfiithren. Dieses Verfahren ist schneller, schréinkt aber den Mef3-
bereich erheblich ein, da die Anderung der Amplitude nur in einem sehr engen Intervall um den
gewihlten Arbeitspunkt linear ist.

Beide Verfahren liefern nur gute Ergebnisse, falls der Photostrom selbst die Vorspannung nur
geringfiigig stort. Werden solche Stérungen unzureichend durch den Potentiostaten unterdriickt, fithrt
dies zu chemischen Wechselwirkungen am Sensor, die die Genauigkeit der Messung stéren. Daher sind
beim LAPS hohe Anforderungen an die elektrischen Eigenschaften des Potentiostaten zu stellen [93].

Ein Vorteil des LAPS ist die Moglichkeit rdumlich hochaufgeloste pH-Messungen vorzunehmen.
Dies wird dadurch erméglicht, dafl die pH-Messung nur in unmittelbarer Ndhe der bestrahlten Fliache
durchgefiihrt wird, da der Photostrom nur an dieser Stelle generiert wird. Diese Methode wird unter
anderem von Gaub angewendet und wurde in [96] beschrieben.

3.4.5 pH-Sensoren auf Metalloxidbasis

Eine weitere Methode der pH-Messung die ebenfalls planar ausgefithrt werden kann, stellen Sen-
sorelektroden auf Metalloxidbasis dar. Dieser Sensortyp hat im Vergleich zu einem ionensensitiven
Feldeffekttransitor einen erheblich einfacheren Aufbau und stellt neben den Sensorchips fiir Messun-
gen an lebenden Zellen den Hauptbestandteil der vorliegenden Arbeit dar. Aus diesem Grund sind
dieser Art der pH-Sensoren die Kapitel 4 und 5 gewidmet.

3.5 Sauerstoff-Sensoren

In Kapitel 2.2 wurde unter anderem die Bedeutung des zelluléren Sauerstoffverbrauches und die da-
durch verursachte Konzentrationsinderung des Gelost-Sauerstoffanteils im extrazelluliren Umfeld der
Zellen betrachtet. An dieser Stelle sollen nun einige technische Verfahren zur Messung der Sauerstoff-
konzentration in fliissigen Medien behandelt werden.

3.5.1 Grundlagen

Der zu messende Parameter ist Sauerstoft, der, wie jedes Gas, in Fliissigkeiten l6sbar ist. Der Umfang
der Losung ist mafigeblich vom Partialdruck p in der Gasphase abhéngig. Fiir den Fall des thermo-
dynamischen Gleichgewichts bildet sich eine stabile Sattigungskonzentration ¢, bzw. eine Sattigungs-
aktivitdt a. Der Zusammenhang dieses Losungsgleichgewichts zwischen fliissiger Phase und Gasphase
wird durch das Gesetz von Henry (1803) beschrieben:

Q) _
?(O2) p°(02)

a(Oz2) = (T, p,n;) - (3.119)

v(T,p,n;) Aktivitdtskoeffizient (abhéngig von Temperatur 7', Druck p und
der Menge n; anderer geloster Stoffe)

c(02) Sauerstoffkonzentration
c®(02) Sauerstoftkonzentration im Standardzustand
p(O2) Sauerstoff-Partialdruck
p°(02) Sauerstoff-Partialdruck im Standardzustand

k Proportionalitatsfaktor
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Aktivitdt und Partialdruck sind dabei aus thermodynamischer Sicht d&quivalent, hingen aber nicht
direkt mit der Konzentration zusammen. Bei nachfolgend betrachteten amperometrischen Sauerstoff-
sensoren ist der Stromflufl vom chemischen Potential des gelosten Sauerstoffs abhéngig. Dieses Po-
tential ist eine Funktion des Partialdrucks, bzw. der Aktivitit. Konzentration und Partialdruck des
gelosten Sauerstoffs konnen sich durchaus unabhéngig voneinander verhalten. Amperometrische Mes-
sungen zeigen, dafl wasserdampfgesiittigte Luft und luftgeséttigtes Wasser bei ausreichender Kon-
vektion zu gleichen Mefiwerten fithren, obwohl die Konzentrationen deutlich unterschiedlich sind (ca.
280mg/l bzw. 9mg/1) [66]. Werte der Sauerstoff-Sattigungskonzentration haben ausschliefilich Bedeu-
tung bei der Kalibration der Sensoren. Sauerstoff-Sattigungskonzentrationen finden sich beispielsweise
in [179].

3.5.2 Clark-Sensor

Stand der Technik bei amperometrischen Sauerstoffmefverfahren ist der Sensor nach dem Clark-
Prinzip. Urspriinglich entwickelt fiir die Messung von Blutsauerstoff [102], handelt es sich hierbei
um ein 2-Elektrodensystem bestehend aus einer Edelmetall-Kathode als Arbeitselektrode und einer
Ag/AgCl-Anode, die gleichzeitig als Gegen- und Referenzelektrode dient. Beide Elektroden befinden
sich in einem Elektrolyten, in der Regel KCL, der von der MeBlésung durch eine diinne gaspermeable
Membran getrennt ist. Diese gaspermeable Membran verhindert die Querempfindlichkeit gegeniiber
anderen oxidierbaren oder reduzierbaren Stoffen erheblich. Das Funktionsprinzip amperometrischer
Sensoren basiert auf einem Oxidations- bzw. Reduktionsstrom. Sauerstoff wird in einer elektrochemi-
schen Zelle an der Oberfliche der Arbeitselektrode aus Edelmetall reduziert (siehe Kapitel 3.2.4). Der
MefBeffekt beruht dabei auf der Halbzellenreaktion an der Arbeitselektrode. Zusammen mit der Halb-
zellenreaktion an der Gegenelektrode bilden beide einen Stromkreis. Der daraus resultierende Redukti-
onsstrom, auch als Faraday-Strom bezeichnet, ist direkt proportional zum Anteil des in der MeBlosung
befindlichen Sauerstoffs und dient als Mefisignal [180]. Das Reduktionsergebnis an der Arbeitselek-
trode sind dabei immer Hydroxid-Ionen. Der Sauerstoff kann dabei in zwei 2-Elektronenschritten mit
Wasserstoffperoxid (H202) als Zwischenprodukt reduziert werden:

Oy +2e~ +2H50 — Hy0O9 +20H™ (3120)

Hy09 +2¢~ — 20H™ (3.121)

Das intermediédr entstehende Wasserstoffperoxid kann neben der Reduktion auch zu Wasser und Sau-
erstoff disproportionieren:
2H509 — 2H50 + Oq (3122)

Neben den 2-Elektronenschritten sind auch Reduktionen mittels 4-Elektronenschritten moglich:
Oz +4e” +2H,0 =~ 40H™ (3.123)

O +4de” +4HT — 2H50 (3.124)

Alle Reaktionen werden durch eine von auflen angelegte Spannung hervorgerufen. Aufgrund der Re-
aktionen an der Gegenelektrode, fillt in diesem 2-Elektrodensystem die Konzentration des Chlorid-
Anions im KCL-Elektrolytreservoir kontinuierlich ab und das Anodenmaterial wird langsam ver-
braucht [181].

Eine Weiterentwicklung dieses Mefprinzips ist die Verwendung einer elektrochemischen Zelle mit
einer 3-Elektrodenanordnung, bestehend aus Arbeits-, Gegen- und Referenzelektrode. Der durch o.g.
Reaktionen hervorgerufene Meflstrom an der Arbeitselektrode nimmt hier die Gegenelektrode auf,
wéhrend die Referenzelektrode stromlos bleibt und mit Hilfe eines Potentiostaten benutzt wird, das
Potential der Arbeitselektrode auf einen vorgegebenen Sollwert einzustellen. Die Gegenelektrode wird
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dabei so polarisiert, dafl an ihr eine anodische Riickreaktion, also die umgekehrte Reaktion der Ar-
beitselektrode, ablduft. Wahlt man fiir die Gegenelektrode geeignete Materialien, bedeutet dies, dafl
der, an der Arbeitselektrode verbrauchte Sauerstoff, durch die Riickreaktion regeneriert wird. Da-
durch verbrauchen sich Elektrolyt und Referenzelektrode nicht und der Sensor erhélt eine erheblich
lingere Standzeit.

Wahrend die von Clark verwendeten Sensoren fiir die Messung von Blutsauerstoff diskrete und zum
Teil schwer handhabbare Anordnungen waren, sind fiir Messungen mit Sensorchips planare Sensoren
notwendig. Erste mikrostrukturierte Sauerstoffsensoren wurden erstmals von Butler 1974 verwendet
und in [182] beschrieben. Photolithographische Herstellungstechnologie macht dabei eine starke Mi-
niaturisierung moglich. Diese ist allerdings zum Teil durch die Elektrodenanordnung und -geometrie
beschriankt, deren Optimierung eine Verringerung von Storanfilligkeiten und Querempfindlichkei-
ten ermoglichen. Auf diesem Gebiet wurden viele Arbeiten verdffentlicht, um den planaren Sensor
moglichst klein auszufithren und mit etablierten Diinnschichtverfahren herzustellen [183-186]. Abbil-
dung 3.17 zeigt einen Querschnitt durch den prinzipiellen Aufbau eines planaren, membranbedeckten
Sauerstoffsensors.

Messmedium
Polyurethan-Membran
0, 0, Elektrolyt
OH~ HO H,0 OH™
e e ﬁ
I Ch
CE WE RE

Abbildung 3.17: Prinzipieller Aufbau eines planaren, membranbedeckten Sauerstoffsensors, aus [187]
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3.5.3 Elektrische Eigenschaften

Abbildung 3.18 zeigt die charakteristische Strom-Spannungskennlinie eines amperometrischen Sen-
sors. Diese Kennlinie 148t sich mit Hilfe von cyclovoltammetrischen Verfahren bestimmen. Die an-
gelegte Polarisationsspannung Eg,, ist bezogen auf eine Normal-Wasserstoff-Elektrode (siehe Kapi-
tel 3.3.2). Der durch die Polarisationsspannung hervorgerufene Mefstrom l#t sich in vier Bereiche
einteilen [188]:

Ruhestrombereich

Im Spannungsbereich bis zum Gleichgewichtspotential E., von Arbeits- zu Gegenelektrode fliefit ein,
von der Sauerstoffreduktion unabhéngiger, Ruhestrom oder auch Nullstrom genannt. Dieser ist in
reduzierbaren Verunreinigungen im Elektrolyten und der Kathodenoberfliche, sowie durch Elektro-
denkurzschliisse, verursacht durch Wasser absorbierende Isolatoren, begriindet. Dieser Ruhestrom
betrégt etwa 0,01% bis 1% des MeBsignals.

Durchtrittsbestimmter Bereich

Ist die Reduktionsspannung erreicht, steigt die Stromkurve steil an. Dieser Teil der Kurve wird durch
die Butler-Vollmer-Gleichung beschrieben [189]. In diesem Bereich bestimmt die Rate des Ladungs-
durchtritts die Elektrodenreaktion. Die Menge des an die Elektrodenoberfliche transportierten Sauer-
stoffs spielt hierbei keine limitierende Rolle. Aufgrund des relativ kleinen Potentials lauft die Reaktion
relativ langsam ab. Erreicht die Polarisationsspannung das Standardredoxpotential, wird genau die
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Abbildung 3.18: Charakteristische Strom-Spannungskennlinie eines amperometrischen Sensors, aus
[187]

Hilfte des Diffusionsgrenzstromes erzeugt. Dieses Potential wird daher als Halbstufenpotential £
bezeichnet.

Diffusionsbestimmter Bereich

Erhoht man die Spannung weiter, erreicht man einen Bereich, in der der Meflstrom nicht weiter
ansteigt. Dieser Plateau-Bereich liegt in der Regel zwischen —600mV und —800mV. Hier ist der
Ladungsdurchtritt derart schnell, dafl die Konzentration des Sauerstoffs an der Kathodenoberfliche
bis auf 0 absinkt. Der Meflstrom wird nun durch die Diffusionsgeschwindigkeit des Sauerstoffs be-
grenzt, daher der Name diffusionsbestimmter Bereich, und héngt ausschliefSlich vom vorherrschenden
Sauerstoffpartialdruck ab.

Wasserstoffentwicklung

Wird die Zersetzungsspannung des Elektrolyten erreicht, steigt der Strom, bedingt durch die einset-
zende Dissoziation des Wassers, erneut steil an.

Der ideale Arbeitspunkt fiir den Sauerstoff-Sensor ist eine Spannung im Plateau-Bereich der
Strom-Spannungskennlinie. Diese sollte noch nicht zur Wasserstoffentwicklung fithren, aber negativ
genug sein, um eine ausreichend schnelle Reduktion des intermediér entstehenden Wasserstoffperoxids
zu ermoglichen. In diesem Plateau-Bereich stellt sich ein, zur Menge des herandiffundierenden Sauer-
stoffs proportionaler, Diffusionsgrenzstrom Ip ein. Dieser errechnet sich aus dem 2. Fick’schen Gesetz



70 KAPITEL 3. GRUNDLAGEN DER SENSORTECHNOLOGIE

und des Farady’schen Gesetzes bei einem Abstand von z = 0 von der Kathode zu [189]:

Ip = nFADdaC(lOQ) (3.125)
X

Stochiometrischer Koeffizient

Faraday-Konstante

Kathodenoberfliche

Diffusionskoeffizient fiir gelosten Sauerstoff
0O2) Sauerstoffaktivitit

Abstand von der Kathode

TS

e
—

8

Diese Beziehung 148t sich im stationdren Zustand fiir den Fall, da nur die Membran ein Diffusions-
hindernis darstellt, wie folgt vereinfachen [180]:

p(02)
b

Ip =nFAP, (3.126)

p(O2) beschreibt den Sauerstoffpartialdruck, P,, die Permeabilitétskonstante der Membran und b die
Dicke der Membran. Die Permeabilitdtskonstante 148t sich darstellen als:

P, =Puo-e B/ — K, . D, (3.127)

P,,o Permeabilitdt des Standardzustandes

E Aktivierungsenergie

K,, Nernst’scher Verteilungskoeffizient fiir Sauerstoff
D,, Diffusionskoeflizient fiir Sauerstoff in der Membran

Fiir den praktischen Betrieb von Sauerstoffsensoren ist dabei Gleichung 3.127 sehr relevant. Aus ihr
ist zu entnehmen, dafl die Loslichkeit von Sauerstoff in fliissigen Medien von der Temperatur abhéngt.
Die Loslichkeit nimmt mit zunehmender Temperatur ab, da die Losungsenthalpie fiir Wasser einen
negativen Wert besitzt. Damit ist das Sensorsignal abhéngig von der Temperatur. Der wichtigste
Faktor in dieser Abhéngigkeit ist der, mit steigender Temperatur sich erhohende, Diffusionskoeffizient
D:

D ~ e~ (B/RT) (3.128)

Abbildung 3.19 zeigt die Temperaturabhingigkeit der Loslichkeit von Sauerstoff in Wasser und die
Temperaturabhéingigkeit des Sensorsignals. In der Regel nimmt das Sensorsignal um 1% bis 6% pro °C
bei konstanter Sauerstoffaktivitdt zu [180]. Fiir die in dieser Arbeit verwendeten Sauerstoffsensoren
ist daher eine genaue Uberwachung der Temperatur notwendig. Geeignete Verfahren hierfiir sind in
Kapitel 3.8 beschrieben.

3.6 Impedanz-Sensoren

Fiir die Erfassung der, in Kapitel 2.3 beschriebenen, Anderungen in den Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-
Verbindungen, sowie zur Uberwachung und Bestimmung der Zellproliferation eignen sich Impedanz-
sensoren. In der vorliegenden Arbeit werden in Diinnschichttechnik hergestellte Interdigitalstrukturen,
so genannte IDES (interdigital electrode structure) verwendet. Threr Ausfithrung und Anwendung ist
das Kapitel 6 gewidmet.
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Abbildung 3.19: Temperaturabhingigkeit der Loslichkeit von Sauerstoff in Wasser und die Tempera-
turabhéngigkeit des Sensorsignals, aus [180]

3.7 Elektrodenstrukturen zur Ableitung von Potentialen

In Kapitel 2.4 wurden elektrisch aktive Zelltypen betrachtet. Diese haben die Fihigkeit durch Verénde-
rung ihres Membranpotentials Signaliibermittlung zu realisieren. Dies geschieht mit Hilfe von Aktions-
potentialen. Diese Aktionspotentiale, die bis zu 100mV betragen kénnen, werden im Allgemeinen iiber
Arrays von Mikroelektroden (MEA) aufgenommen, elektrisch verstiarkt und weiter verarbeitet [134].
Im Gegensatz zu Sensor-Systemen die Elektroden direkt in die Zelle einfithren und die Zellmembran
dabei beschédigen, z.B. Patch-Clamp [190], ist die Verwendung von Mikroelektrodenarrays nicht in-
vasiv. Ausgefiihrt sind Mikroelektrodenarrays aus einer Anordnung von Metallelektroden aus Platin
oder Indium-Zinn-Oxid (ITO), die mit Hilfe von Diinnschichtprozessen auf geeignete Chipsubstrate
aufgebracht sind. Eine der héufigst verwendeten Elektrodenkonfigurationen ist die von Gross unter
anderem in [133] beschriebene Verwendung von 64 Einzelelektroden angeordnet in 4 Reihen zu je 16
Elektroden. Die Elektroden besitzen dabei einen Durchmesser von 8um, bei einem Reihenabstand
von 200um und einem Elektrodenabstand von 40um in der Reihe. Die Elektroden sind aus Indium-
Zinn-Oxid mit einer diinnen Goldbeschichtung. Das Chipsubstrat bildet eine 1mm starke Glasplatte.
Abbildung 3.20 zeigt die lichtmikroskopische Aufnahme einer Nervenzellkultur, eines so genannten
neuralen Netzwerkes, das auf dem beschriebenen Elektrodenarray kultiviert wurde.

Abbildung 3.20: Nervenzellkultur auf einem 4 x 16 Array aus Ableitelektroden, aus [133]
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Auch andere Anordnungen der Elektroden auf Glassubstrate, wie 64 Elektroden angeordnet zu 8
Reihen und 8 Spalten mit einem horizontalen wie vertikalen Elektrodenabstand von 150um wurden
von Gross verwendet [147].

3.8 Pt-Temperatursensoren

Aus den vorangegangenen Kapiteln geht deutlich der Einflul der Temperatur auf wichtige elektroche-
mische Parameter hervor. Sowohl durch elektrochemische Reaktionen hervorgerufene Elektrodenpo-
tentiale, insbesondere der Referenzelektroden, Potentiale an ionensensitiven Schichten und Parameter
wie Sauerstoffpartialdruck sind Funktionen der Temperatur. Fiir stabile und reproduzierbare Messun-
gen gibt es daher zwei Moglichkeiten. Einerseits kann die Temperatur der Meffumgebung sehr genau
konstant gehalten werden, andererseits kénnen Anderungen in der Temperatur in die Verarbeitung der
MeBsignale einbezogen werden. Beide Moglichkeiten erfordern eine exakte Erfassung der Temperatur
wahrend der Messung.

Fiir diesen Zweck werden Temperatursensoren auf den Sensorchips integriert. Die hiufigste Art
dieser Sensoren sind Widerstandsthermometer [191, 192]. Grundlegendes Funktionsprinzip ist da-
bei die Ausnutzung der Temperaturabhéngigkeit des elektrischen Widerstandes von Metallen. Diese
Abhéngigkeit ist in der Bewegung der frei beweglichen Elektronen begriindet. Die frei beweglichen
Elektronen der dufleren Atomschale von Metallatome bilden ein Elektronengas. Wird eine elektri-
sche Spannung angelegt, so werden die Elektronen durch den Leiter als Strom bewegt. Diese Bewe-
gung ist weitestgehend ungeordnet. Wird die Temperatur erhoht, so steigt die Wahrscheinlichkeit von
ZusammenstoBen der Elektronen untereinander und mit den Metallionen, die aufgrund der héheren
Temperatur stirkere Schwingungen ausfithren. Dadurch wir die Bewegung der Elektronen zunehmend
behindert. Dies d&uBert sich in einem Anstieg des ohmschen Widerstandes im Metall [193].

Den Zusammenhang zwischen der Temperatur 7 und des ohmschen Widerstandes R(T") beschreibt
fiir den Fall, daf} ein metallischer Leiter bei der Temperatur Ty den Widerstand Ry besitzt, folgende
Beziehung [194]:

R(T) = Ro[1 4+ o(T — Tp) + B(T — T)?] (3.129)

@, bzw. 3 mit den Einheiten [K '], bzw. [K 2] sind Materialkonstanten. Dabei ist der Zahlenwert von
{ in der Regel drei Zehnerpotenzen kleiner als der von a. Dies fithrt dazu, dafl bei einem ausreichend
kleinen Temperaturintervall der letzte Term der Gleichung 3.129 vernachléssigt werden kann. Soll die
Temperatur anstatt in Kelvin in Grad Celsius angegeben werden und wird eine Temperatur von 0°C
als Bezugspunkt verwendet 148t sich die Gleichung wie folgt vereinfachen:

R(ﬁ) = Ro[l + 04(19 — 190)] = Ro(l + 0419) (3.130)

Der Temperaturkoeffizient « 148t sich aus der Empfindlichkeit £ des metallischen Leiters bestimmen:

E = Roa (3.131)

T

Nach der Division durch den Widerstand Ry erhélt man fiir den Temperaturkoeffizienten a:

1 dR

= ot 132
o Ro dv (3.132)

In der technischen Anwendung kommen in der Regel Nickel- und Platinthermometer zum Einsatz. Fiir
die Sensorchips in der vorliegenden Arbeit wird aus Griinden der Biokompatibilitdt und der Konsistenz
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der Herstellungsprozesse der iibrigen Elektrodenstrukturen fiir Sauerstoff-, Impedanz- und pH-Sensor
auf Platin-Temperatursensoren zuriickgegriffen. Die Widerstandswerte sind genormt und betragen
je nach Ausfithrung als Pt100 oder Pt1000 1002 oder 1000€2 bei 0°C. Nach DIN EN 60751 haben
Platin-Temperatursensoren folgende Temperaturkoeffizienten:

a=3,9083-1073 °cC—!
B=—5,775-10"7 °C~2

Durch das sehr kleine 8 kann, wie oben bereits erwéhnt, von einem linearem Zusammenhang zwischen
R(T) und T ausgegangen werden. Unter der Beriicksichtigung der linearen Ndherung zwischen 0°C
und 100°C ist der Temperaturkoeftizient o nach DIN EN 60751 wie folgt definiert:

a=3,850-1073 °C~1

Abbildung 3.21 zeigt die Temperaturabhingigkeit des Widerstandes und des Temperaturkoeffizienten
von Platin.
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Abbildung 3.21: Temperaturabhéingigkeit des Widerstandes und des Temperaturkoeffizienten von Pla-
tin, nach [167,195]
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Kapitel 4

pH-Sensoren auf der Basis von
Metalloxiden

In Kapitel 2.2 wurden die Grundlagen des Metabolismus von Zellen und Geweben betrachtet. Dabei
wurde bereits erliutert, da die Aktivitit des Zellstoffwechsels iiber die Anderungen des in Kapi-
tel 3.4.1 behandelten pH-Werts im extrazelluliren Umfeld bestimmt werden kann. Um diese Anderun-
gen meftechnisch zu erfassen, wurden in Kapitel 3.4.2 bis 3.4.4 géingige Sensoren und ihre Funktions-
weisen vorgestellt. Da sich fiir die in dieser Arbeit verwendeten multiparametrischen Sensorchips nur
planar ausfithrbare Sensoren eignen, ist die Glaselektrode ungeeignet. Die beiden anderen Sensorarten
ISFET und LAPS haben, wie in der Einleitung bereits beschrieben, konzeptionelle und konstruktive
Nachteile. Dies kommt insbesondere bei auf Glassubstraten aufbauenden Sensorchips zum Tragen.

Aus diesem Grund werden in der vorliegenden Arbeit fiir multiparametrische Messungen an Zellen
und Geweben auf eine einfachere Methode der pH-Messung zuriickgegriffen und diese auf ihre Eignung
hin untersucht. Betrachtet man die Funktionsweisen von ISFET und LAPS, so ist zu erkennen, daf} ihr
MeBeffekt auf einer Potentialentstehung an ionensensitiven Schichten beruht. Dieses Potential wird
beim ISFET durch den Feldeffekt und beim LAPS durch photoelektrische Mechanismen verstiarkt und
in ein technisch nutzbares Signal umgewandelt. Als ionensensitive Schichten dienen hier neben Si3/Ny
in der Regel Metalloxide. Prinzipiell spricht nichts dagegen, das durch elektrochemische Reaktionen
entstehende Potential an Metalloxiden durch geeignete, hochohmige Meflaufnehmer direkt zu erfassen.
Dazu ist als Gegenpol eine geeignete Referenzelektrode notwendig. Eine derartige Meflanordnung
verzichtet auf einen aufwendigen Schichtaufbau der Sensoren, sowie die zum Teil aufwendige duflere
elektronische Beschaltung zum Betrieb der Sensoren. In diesem Kapitel soll der Stand der Technik
bei Metalloxiden als pH-Sensoren und deren Herstellungsverfahren betrachtet und soweit moglich ein
Einblick in die Funktionsweise der Potentialentstehung gegeben werden.

4.1 Stand der Technik

4.1.1 Materialbetrachtungen

In der Literatur sind fiir pH-Meflzwecke eine Vielzahl von Metalloxiden bekannt und ihre technische
Verwendung beschrieben. Viele von ihnen sind in Verbindung mit ISFETs oder anderen Sensorarten
charakterisiert worden. Nachfolgende Auflistung gibt einen Uberblick iiber den Stand der Technik im
Bereich Metalloxide fiir pH-Sensorik.

Zirkoniumoxid

Relativ frith wurde Zirkoniumoxid (ZrO3) fiir die pH-Messung untersucht. Ein ann&hernd ideales
Nernst’sches Verhalten unter hohen Temperaturen schien anfangs vielversprechend zu sein, aber die
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hohe Impedanz von ZrQOs-Elektroden bei Temperaturen von unter 150°C' dédmpften die Erfolgsaus-
sichten [196]. Stabilisiert durch Yttrium wurde der Temperaturbereich auf 100 — 200°C' erweitert,
Zirkoniumoxid blieb dennoch nur Wegbereiter fiir pH-Messungen mit Metalloxidelektroden [197].

Wismutoxid

Elektroden aus Wismutoxid (Bi2O3) wurden fiir den Einsatz in konzentrierten KO H-Losungen ent-
wickelt, wo herkommliche Glaselektroden versagten. Genauere Untersuchungen auflerhalb dieses spe-
ziellen Einsatzgebietes fiir Wismutoxide wurden allerdings nicht durchgefiihrt [198].

Molybdanoxide

Molybdénoxide, zum Teil durch Natrium stabilisiert, zeigen anndhernd Nernst’sches Verhalten fiir
die Bereiche pH 3 bis pH 9 [196], bzw. pH 4 bis pH 9 [197]. Molybdénoxide zeichnen sich durch sehr
kurze Antwortzeiten aus. Es wurden zum Teil Zeiten von unter 5 Sekunden fiir das Erreichen von
90% des Endwertes beobachtet.

Wolframoxide

Wolframoxide zeigen nichtlineares, Super-Nernst’sches Verhalten bei Raumtemperatur. Bei 25°C' wur-
den Empfindlichkeiten von 76,3mV/pH gemessen. Somit kommen Wolframoxide hochstens fiir spe-
zielle Anwendungen in Frage [60,196].

Ceroxide

Auch bei Ceroxiden sind Nichtlinearitéiten zu beobachten. Werden Ceroxide mit Samarium- oder
Yttrium-Substitutionen behandelt, sind Antwortzeiten der Sensoren von 10s moglich. Allerdings
ist das Nernst’sche Verhalten und die Linearitdt stark von der Temperatur abhingig. Es wurden
Empfindlichkeiten von 23,8mV/pH bei 25°C' iiber einen Bereich von pH 3 bis pH 10 beobachtet.
Bei 60°C' betrug die Empfindlichkeit bereits 39,9mV/pH. Hochste Ionenkonduktivitit wurde mit
Cep 80 Smp,2001,9—7 erreicht. Derartige Oxide konnen problemlos in Sdure-Basen-Titrationen verwen-
det werden [196].

Antimonoxid

Vor allem in Anwendungen die gute HF-Eigenschaften benétigen wurde bisher am h#ufigsten Anti-
monoxid (SbeO3) eingesetzt. Dieses Material ist allerdings von starkem Driften gekennzeichnet und
daher insbesondere bei Langzeitmessungen sehr ungenau. Somit ist Antimonoxid nicht fiir prazise
und schnelle Messungen geeignet [198].

Zinnoxid

Bei der Verwendung von Zinnoxid (SnOz) wurde bei ISFETS, bedingt durch die Transparenz von
SnOa, eine Lichtempfindlichkeit festgestellt. Insbesondere bei open-gate-ISFET Anwendungen kann
Licht, welches durch das Metalloxid dringt, in der Siliziumschicht des ISFET Ladungstriger generie-
ren und damit die Elektrodynamik der Anordnung erheblich beeintrichtigen [199]. Aus diesem Grund
wurde erfolgreich versucht, die Anordnung mit einer Metallisierung gegen Licht abzuschirmen. Nach-
dem sich fiir diesen Zweck Platin als ungeeignet herausstellte, wurde die Abschirmung mit Hilfe von
Aluminium realisiert. Das Aluminium wird direkt zwischen dem S70Os-Isolator und der ionensensiti-
ven Schicht aus SnOs plaziert. Dies fiihrte im Versuch zu einem deutlich stabileren Verhalten und zu
einer linearen pH-Empfindlichkeit von ca. 56mV/pH bis 68mV/pH fiir den grofien Bereich von pH2
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bis pH10. Dieses Verhalten gilt fiir Lichtleistungen unter 15mW (zum Vergleich: bei durchschnittli-
cher Raumbeleuchtung betrigt die Lichtleistung ca. 0,3mW). Ein nicht besonders vielversprechendes
Metalloxid wurde somit aufgewertet und fiir verlafiliche Messungen tauglich gemacht [199, 200].

Tantalpentoxid

Tantalpentoxid (T'a2035) zeigt ein fast perfekt lineares Verhalten bei der pH-Messung. Seine Emp-
findlichkeit liegt bei 58mV/pH bis maximal 59.3mV/pH bei einer Temperatur von 25°C' und einem
Einsatzbereich von pH2 bis pH10. Es ist nahezu unabhéngig von der Elektrolytkonzentration der
zu messenden Losung. Allerdings wurden bei Tantalpentoxid eine Beeinflussung des Potentials durch
Lichteinstrahlung festgestellt. Diese Eigenschaft von Ta3Os ist fiir den breiten Einsatz von Nach-
teil [60,199-201].

Aluminiumoxid

Aluminiumoxid (Al203) besitzt eine nahezu Nernst’sche pH-Empfindlichkeit von 58mV/pH iiber
einen Einsatzbereich von pH2 bis pH10. Allerdings &ndern sich seine Eigenschaften stark mit der
Elektrolytkonzentration der zu messenden Loésung und liefert daher generell schlechte Meflergebnis-
se [60,200]. Al2O3 zeigt eine besonders starke Beeinflussung durch Lichteinstrahlung. Dafiir ist die
Abhéngigkeit des Meflergebnisses von der Temperatur weitgehend linear [202,203].

Titanoxid

Titanoxid (7i03) ist weitgehend frei von Beeinflussung durch Lichteinstrahlung. Es deckt einen pH-
Bereich von pH3 bis pH11 ab und ist vor allem bei sehr hohen Temperaturen um 900°C' langzeit-
stabil. Die Empfindlichkeit ist sehr linear und betrigt zwischen 57,4mV/pH und 62,3mV/pH. Shin
beschreibt ausfiihrlich die Herstellung, aber leider nur eine sehr einfache Charakterisierung der grund-
legensten Eigenschaften von Ti0s. Dieses Material ist zwar hiufig in der Literatur erwihnt, jedoch
ist es nie eingehend analysiert worden [201].

Palladiumoxid

Palladiumoxid PdO weist laut Literatur sehr gute Eigenschaften als Material fiir die pH-Messung
auf [198,204]. PdO war zunéchst eigens fiir die pH-Messung von Blut erforscht worden und bot
eine sehr lange Lebensdauer. Es muss dafiir aber speziell beschichtet werden, um sich in Cl-haltigen
Losungen nicht aufzulésen. Dariiber hinaus treten aber immer noch stérende Redoxinterferenzen
auf [198]. Aktuell wird aber dieses Material dennoch eingehend untersucht [197].

Rutheniumoxid

Rutheniumoxid-Elektroden (RuO2) zeigen ein anndhernd Nernst’sches Verhalten in einem grofien
pH Bereich. RuQ, ist allerdings Alterungserscheinungen unterworfen und zeigt insbesondere bei
Dickschicht-Ausfithrung ein leichtes Driften [205]. Wird es allerdings in Diinnschicht-Verfahren her-
gestellt, zeigt es sehr gute Eigenschaften. Es wurde eine Empfindlichkeit von 61, 5mV/pH iiber einen
Bereich von pH2 bis pH12 beobachtet [206].

Iridiumoxid

Iridiumoxid (I703) ist in der Literatur als Material mit den besten Eigenschaften fiir die pH-Messung
erwiesen. Es ermoglicht eine sehr genaue, schnelle und stabile Messung tiber einen sehr grofien pH-
Bereich von pH1 bis pH13. Diese Eigenschaften besitzt es auch bei hoheren Temperaturen bis etwa
250°C und unter hohem Druck bis 270bar, sowie in aggressiven Medien. Die Meflergebnisse sind sehr
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stabil und weitgehend kalibrierungsfrei. Die Standzeit betrégt einige Jahre. Auflerdem gewihren Elek-
troden bzw. ISFETs auf Ir-Basis schnelle Messungen auch bei sehr kleinen pH-Anderungen, sind ver-
gleichsweise robust und kénnen gut in Proben geringer Mengen angewendet werden [198,200,207-209].
Obwohl die Eigenschaften von Iridiumoxid sehr vielversprechend aussehen, hiéngen seine besonderen
Qualitdten von den genauen Herstellungsprozessen ab. Insbesondere die Art der Oxidation spielt eine
grofle Rolle [198]. Da pH-Elektroden auf der Basis von Iridiumoxid Gegenstand der iiberwiegenden
Forschungen in diesem Gebiet sind, ist auch der Versuch zur Erkldrung der Wirkungsweise der Po-
tentialentstehung meist auf das Material Iridiumoxid beschrankt.

Die obige Auflistung gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten und in der Literatur am hiufigsten
aufgefithrten Metalloxide fiir den Einsatz in pH-Sensoren. Bis auf wenige Ausnahmen, die grundle-
gende ionensensitive Materialien beschreiben, ist der iiberwiegende Teil der Literatur nach dem Jahr
2000 angefertigt. Dies unterstreicht den aktuellen Charakter der Thematik und die Bedeutung fiir die
heutige pH-Sensorik.

4.1.2 Grundlegende Herstellungsverfahren

Die Ausfiihrungen von Metalloxiden fiir die pH-Messung werden in der Literatur weitgehend mit zwei
verschiedenen Vorgehensweisen beschrieben:

e Aufbringen des Metalloxids auf geeignete Triger wie zum Beispiel Karbonfasern, Iridium- oder
Golddraht, zur Herstellung von Elektroden bzw. Meflsonden. Mit diesem Prinzip lassen sich
relativ kleine Elektroden bis zur minimalen Abmessung von etwa 770nm herstellen [210].

e Nutzung von Feldeffekttransistor-Technologie zur Herstellung von ISFETs. Auf dem Silizium-
Gate werden als ionensensitive Schichten Metalloxide aufgebracht. ISFETs finden vor allem
Anwendung in der lab-on-chip-Technologie und sind durch den aktuellen Stand der Halbleiter-
herstellung bereits heute héchst miniaturisierbar [60, 83,209

Das erstere Prinzip wird bei diskreten Sensoren oder bei Meflsonden fiir so genannte elektro-
chemische Rasterelektronenmikroskope (SECM) angewandt und besteht aus der Abfolge folgender
Prozefischritte: Es werden Karbonfasern von 7,5um Durchmesser mit Iridiumoxid beschichtet und
in eine ausgezogene Glaskapillare eingefafit um eine Optimierung hinsichtlich ihrer Schwingungsei-
genschaften zu erreichen. Die Karbonfaser wird mit einem Elektrotauchlack isoliert und eine Stelle
freigemacht, die die aktive Sonde darstellt. Die Karbonfaser ragt aus ihrer Glasummantelung heraus,
damit die Eigenfrequenz der Faser eingestellt werden kann. Nur durch mikroskopisch genaue Positio-
nierung im SECM mit Scherkraft-abhéingiger Hohenkontrolle kann die Sonde an die Probe gefiihrt
werden. Dieses Verfahren ermdoglicht eine sehr genaue raumliche Auflosung der pH-Messung [207].

Eine weitere Moglichkeit &hnlichen Prinzips besteht in der Herstellung von Iridiumdréhten mit ei-
ner aufgewachsenen, dichten und homogenen Ceroxidschicht. Wang und Yao beschreiben den Vorgang
mit folgenden Prozefischritten: Der Draht wird in geschmolzenes alkalisches Metall-Carbonat unter
hohen Temperaturen gegeben. Dort dringen Ionen aus dem Alkalimetall in das Oxid. Das resultieren-
de Oxid ist duflerst stabil und wird anschliefend in einem Sdurebad behandelt, um die Oxidschicht
zu hydratisieren. Es entsteht demnach Lig gel1O2 34(OH )o,76 - 0, 39H20. Diese Verbindung weist alle
positiven Eigenschaften von Iridiumoxiden auf. Vor allem ist das Ergebnis frei von Drift [208,210].

Entscheidend fiir die Genauigkeit der pH-Messung ist die genaue Herstellungstechnologie und
die damit verbundenen Umwelteinfliisse. Diese Faktoren spielen auch beim zweitem Verfahren, dem
Aufbringen von Metalloxiden als ionensensitive Schichten bei ISFETS, eine grofle Rolle. Letztendlich
ist hier besonders die genaue chemische Zusammensetzung, der Hydratisierungs- und Oxidationsgrad,
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die chemische Stabilitit sowie die Art der Mikrostrukturierung auschlaggebend. Dem genauen Ablauf
der Oxidation kommt im Herstellungsprozef also eine Schliisselrolle zu [198,200,211]. Zunéchst seien
hier verschiedene Arten der Herstellung bzw. Aufbringung von Metalloxiden gezeigt, die direkt auf
dem Trager hergestellt werden, oder auch in Form von vorgefertigten Metalloxidschichten befestigt
werden konnen. Fiir das Beispiel Iridium lassen sich so genannte iridium oxide films (IROF) generell
folgendermaBen herstellen [198,200,211]:

o Elektrochemische Deposition (AIROF = anodic IROF): haufigstes Verfahren, bei dem Iridiu-
moxid aus Iridiumelektroden oxidiert wird.

Deposition durch reaktive Sputterprozesse (SIROF) auf verschiedene Substrate unter Verwen-
dung von Sauerstoff-Plasma

Elektrodeposition

Thermische Dekomposition und Deposition

Einmischen von IrOy in eine bestehende Inertialmatrix

Da es aber fiir alle der oben genannten Verfahren keine universellen Methoden gibt, sondern in
der Literatur nur von jeweils sehr speziellen Versuchen und Anwendungen berichtet wird, wird im
Folgendem ein Uberblick iiber einige ausgewihlte Verfahren und Versuche gegeben.

4.1.3 Spezielle Herstellungsverfahren

1995 zeigten Kreider et al. ein Verfahren zum Sputtern von Pt-, Pd-, Ru- und Ir-Oxiden. Das Oxid
wurde von 5cm starken Metallplatten reaktiv aufgesputtert. Die hochreinen Metalle wurden beim
Sputtern unter bestimmten Sauerstoff/Argon-Atmosphiren gehalten und der Druck von zunéchst
0,35Pa auf 2 — 4 - 10~*Pa reduziert. Einkristalline Siliziumwafer sowie hochreines AloO3 wurden als
Triagersubstrate verwendet. Auf die Dicke der Oxidschicht wurde iiber den Zugewinn an Gewicht der
Oxidschicht riickgeschlossen. Die auf diese Weise hergestellten Oxide wurden mit diversen Mef3ver-
fahren genauer untersucht. Bei der Herstellung von Mefisonden fiir das SECM hat dieses Verfahren
allerdings den Nachteil, dafl das Sputtern nicht auf die Mefisondenspitze beschrinkt werden kann und
somit eine grofiere Elektrode entsteht als gewiinscht [197,211].

Wang, Yao und Madou beschrieben 2002 die Entwicklung einer langzeitstabilen, mit Iridiumoxid
beschichteten Iridiumdraht-Elektrode durch chemische Oxidation. Sie benutzten hochreinen Iridium-
draht mit 0, 127mm bzw. 0, 25mm, sowie Golddraht mit 0, 10mm bzw. 0,25mm Durchmesser. Fiir
die Salzlosung, in der die Drihte oxidiert wurden, verwendeten sie LioCOs. Vorher wurden siamtli-
che Dréhte in 6M HCI ultraschallgereinigt und in entionisiertes Wasser gegeben. Die so gereinigten
Drahte wurden in einen Aluminiumtiegel gebracht, welcher mir Goldfolie ausgekleidet wurde und
mit LisCO3-Puder bedeckt. Fiinf Stunden lang wurde bei 870°C und Luftatmosphire der Oxidati-
onsvorgang durchgefiihrt. Die LioC'O3-Schmelze dekomposierte bei dieser Temperatur zunéchst nur
schlecht. Beim Abkiihlen auf Raumtemperatur 16ste sich dann der feste Kohlenstoff im Schmelztiegel
in verdiinnter H Cl-Losung auf. Die oxidierten Driéhte wurden anschlielend erneut mit entionisiertem
Wasser abgespiilt und schliellich bei 120°C' mehrere Stunden getrocknet. So entstand eine gleichméafi-
ge, dicke, tiefschwarze Oxidschicht auf dem Iridiumdraht mit den entsprechenden Eigenschaften [208].

Wang, Yao und Madou beschreiben ebenfalls in einer fritheren Veroffentlichung von 2001 eine
Methode fiir AIROF, bei der der IROF auf eine Iridiumelektrode aufgewachsen wird. Dies geschieht,
indem das Elektrodenpotential zyklisch zwischen den entsprechenden Potentialen fiir die Hs- und
O2-Abspaltung gewechselt wird. Dies entspricht dem Verfahren der zyklischen Voltammetrie. Die
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verwendeten Potentiale liegen typischer Weise zwischen —0,25V und +1,25V gegeniiber der Refe-
renzelektrode in 0,5M H3S504. Auf diese Weise entsteht ebenfalls ein dicker Iridiumoxidfilm. Im
Gegensatz zu Metallen wie Pt, Ru, Ni und Fe, ist bei Ir zwingende Voraussetzung fiir das Wachsen
des Oxids, dafl bestimmte Schwellenspannungen nach unten und oben iiberschritten werden. Dieses
Verfahren wird als AIROF bezeichnet und wird sehr detailliert geschildert [198].

Ein Versuchsbericht zur zyklischen Voltammetrie wurde auch 1998 von Baur und Spaine veroffent-
licht. Darin wurde dieses Verfahren verwendet, um Iridiumoxid auf gliserne Karbon-Elektroden auf-
zubringen. Zur Herstellung von Iridiumoxidfilmen wird unter anderem IrCl3 an Titan bei 400—500°C
thermisch dekomponiert. Die Elektrode wurde in gelostes IrCls oder Isopropanol getaucht bevor die
Hitzebehandlung erfolgte. Eine hellblaue Ablagerung von Iridiumoxid entsteht nach ca. 10 bis 20 Zy-
klen des Potentialwechsels von —0, 3V nach +1,0V. Die Elektroden, welche mit diesem kostengiinsti-
gen Verfahren hergestellt wurden, haben eine GréBe von 10m und kleiner [211]. Auch wurden in der
gleichen Veroffentlichung Sputterprozesse auf verschiedene Substrate beschrieben. Weiter wurde die
Moglichkeit betrachtet, ITOs in eine bestehende Inertialmatrix einzubetten. Dieses Verfahren hat sich
offensichtlich nicht bewéhrt [206].

1997 wurde von Cané et al. eine Zusammenfassung der Technologien zur ISFET-Herstellung
veroffentlicht. Unter anderem sind hier die Kompatibilitit verschiedener Prozesse, Mittel und Ma-
terialien, auch ionensensitiver Schichten, mit der Standard CMOS-Technologie aufgefiihrt [212].

Hendrikse et al. veroffentlichte 1998 eine Methode, die Auswirkungen von Sauerstoff-bedingten
Driften in ISFETSs einzuschrinken. Sie stellten die Driftabhéngigkeit zunéchst wie folgt dar: Elek-
trochemisch aktive Substanzen, z.B. Sauerstoff, die sich in einer Lésung befinden, beeinflussen die
Konzentrationen des Metalloxids und des hydratisierten Metalloxids. Dies wiederum fiithrt zu einer
Verdnderung der elektrochemischen Verhéltnisse. Diese Verdnderung &uflert sich in einer Drift des
Potentials. Dies wurde als eine von zwei moglichen Arten von Drift beschrieben. Die zweite scheint
bisher noch nicht ganz klar zu sein, es kénnte sich aber laut Literatur um eine Folge von langsam
reagierenden Verunreinigungen kleinster Mengen handeln [209].

4.2 Theorie der Potentialentstehung

In Kapitel 3.4.3 und 3.4.4 wurde bereits betrachtet, dafl der MeBeffekt bei ISFET und LAPS auf einer
pH-abhingigen Potentialentstehung an ionensensitiven Schichten beruht. Diese Potentialausbildung
soll bei den in dieser Arbeit betrachteten Metalloxiden direkt durch hochohmige Meaufnehmer erfafit
werden. Der genaue Mechanismus oder sehr viel wahrscheinlicher die Mechanismen der Potentialent-
stehung sind bis zum heutigen Tage nicht exakt gekldrt. Jedoch wurden zum besseren Verstdndnis
Modelle der Potentialentstehung an der Grenzschicht zwischen Elektrolyt und ionensensitiver Schicht
entwickelt [175,213,214]. Zwar wurden diese Modelle meist fiir Anwendungen mit dem ISFET er-
stellt, soweit sie aber elektrochemische Reaktionen mit Oxiden behandeln, kénnen sie fiir Metalloxide
uneingeschriankt ibernommen werden und werden im Folgenden genauer betrachtet.

4.2.1 Das Site-Binding-Modell fiir Oxide

Das am h#ufigsten zur Erklarung der Mechanismen des pH-abhéngigen Potentials verwendete Modell
ist das so genannte Site-Binding-Modell. Speziell fiir die Oxide SiO2 und AlO3 wurde es erstmals
entwickelt [175,214]. Die Giiltigkeit des Modells 148t sich prinzipiell aber auf alle Oxide erweitern.
Nahezu alle Metalloxide haben isolierenden Charakter. Es entspricht also einem Dielektrikum im
Elektrolyten. Dies 148t den Schlufl zu, daf es sich bei der Potentialentstehung um Wechselwirkungen
von lonen im Elektrolyten mit der Oberfliche des Metalloxids handeln muf}. Es wird angenommen,
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daf sich an der Oberfliiche des Metalloxids eine diskrete Anzahl von amphoteren Me — O H-Gruppen
befindet. Dieser Bindungszustand kann also als Protonen-Donator oder -Akzeptor wirken. Me steht
hierbei fiir die Metallatome des jeweiligen Metalloxids. Die amphoteren Me — O H-Gruppen stehen in
einem Reaktionsgleichgewicht mit den H*-Tonen im Elektrolyten. Die H ™-Ionen selbst stehen mit den
OH ™ -lonen in Beziehung. Diese Beziehung ist gekennzeichnet durch das Ionenprodukt des Wassers
Kw = cy+ - cog- (siehe Kapitel 3.1.1). Neben den amphoteren Me — O H-Gruppen befinden sich
weitere zwei Oberflichenverbindungen, Me — O~ und Me — OH2Jr an der Metalloxidoberfliache. Diese
Oberflichenverbindungen entsprechen den Zustdnden basisch, sauer und neutral, also amphoter. Je
nach pH-Wert des Elektrolyten konnen diese Oberflichenverbindungen protoniert oder deprotoniert
vorliegen und somit unterschiedliche Ladungszustéinde auftreten. Abbildung 4.1 zeigt die schematische
Darstellung der drei moglichen Oberflichenverbindungen an der Elektrolyt-Metalloxid-Grenzfléche.

H HH
| | a
> ? ?
O—Me—0O O—Me—0 O—Me—0O
| | |
O O O
basisch neutral sauer

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der moglichen Oberflichenverbindungen an der Metalloxid-
Oberfldche

Die Gesamtdichte der Verbindungen an der Oberfléche ist des Metalloxids ist gekennzeichnet durch
die materialabhéngige Konstante Naseoz:

Nyeozr = Cpe—0- + CMe—0H + CMe—OH;' (4'1)
Fir die Ladungsdichte an der Metalloxidoberfliche gilt:
OMeOx = Q(_CME—O* + CMefoH;) (42)

An der Grenzfliche zwischen Metalloxid und Elektrolyt stellen sich nun zwei Reaktionsgleichgewichte
ein [171]:
CMe—O- - C
Me—OH = Me— O~ + HY K= M9 7 (4.3)
CMe—OH
Cafo_OHF
Me—OH + HF = Me - OHf K, =<9 (4.4)
CMe—OH " Cpt

Dabei entspricht cy+ der H *-Tonenkonzentration direkt an der Grenzfliche Metalloxid-Elektrolyt.
Der basische oder saure Charakter der neutralen Me — O H-Gruppe wird durch die Gleichgewichts-
konstanten K und K_ ausgedriickt.

Wird fiir den Zusammenhang zwischen Cy+ und der HT-Konzentration im Elektrolyten cy+ eine
Boltzmannverteilung angenommen, so ergibt sich:

_q _ s
Crr+ = Cpre FT (YMe0z—VEI) — Cpyre T (YMeozEL) (4.5)

Yrreor und Y gy entsprechen dabei dem Potential an der Metalloxidoberfliche und dem Potential des
Elektrolyten.
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Die Beziehung zwischen dem pH-Wert der Elektrolytléosung und und den Parametern Potential an
der Metalloxid-Isolator-Schnittstelle ¥r.0:r; und Oberflichenladungsdichte a0, kann aus den
Gleichungen 4.1 bis 4.5 hergeleitet werden. Dazu werden aus Griinden der Vereinfachung die Expo-
nentialfunktionen mit Hilfe der Umkehrfunktionen der hyperbolischen Sinus- und Kosinusfunktion
ausgedriickt. Dadurch ergibt sich [215]:

queOa:E'l — qNMeO:I: . 1
—2,303pH = ———— + coth™ (—————) 4 arsinh 4.6
P kT ( 0 MeOx ) (4K_K+((%)2 — 1)) ( )

Die Oberflichenladungsdichte oj7.0: ist abhingig vom Potential an der Metalloxidoberfliche ¥pe0y -
Dabei werden vorerst Ladungen innerhalb des Metalloxids und Reaktionen an der Grenzfliche zwi-
schen Metalloxid und zur Potentialableitung benétigtem Metallkontakt vernachlassigt, da ihr Einflufl
auf die pH-Empfindlichkeit im Vergleich zur Ladungsdichte ops.0, sehr gering ist.

Im Elektrolyten bildet sich an der Elektrolyt-Metalloxid-Grenzfliche eine Doppelschicht aus. Die-
ser Effekt wurde fiir Metalle bereits in Kapitel 3.2.2 betrachtet. Sie besteht aus einer starren Schicht,
die sich von der Metalloxidoberfléiche bis zur #uBeren Helmholtzfliche (AHS) ausdehnt. Innerhalb die-
ser Schicht kann man zwei Schichten unterscheiden. An der Metalloxidoberfliche sind die amphoteren
Gruppen von Me — OH mit der Ladungsdichte oa/e0, und dem Potential ¥s.0, lokalisiert. Dabei
wird die Ladungsdichte ops.0, durch die chemischen Wechselwirkungen der amphoteren Me — OH
Gruppen an der Metalloxidoberfliiche mit den potentialbestimmenden H ™-Ionen beeinflult. Direkt an
diese Schicht anschlieflend folgt die so genannte innere Helmholtzschicht (IHS). Diese besteht aus ad-
sorbierten Gegenionen aus dem Elektrolyten in dichtem Abstand an der Oberfliche. Diese kénnen z.B.
Na™t- oder Cl~-Ionen sein. IThr Einflufl auf das Potential 130, Wird im weiteren Verlauf noch in das
Site-Binding-Modell mit einbezogen. Die duflere Helmholtzschicht entspricht somit dem minimalen
Abstand hydratisierter Ionen aus dem Elektrolyten zur Metalloxidoberfliche. Sie betrégt in der Regel
etwa 0, 5nm [216]. An die AHS schliefit sich ein diffuser Teil der Doppelschicht an. Dieser diffuse Teil
besteht aus hydratisierten Ionen der Ladungsdichte o4 und dem Potential 14. Seine Ausdehnung wird
durch die so genannte Debyelénge [p charakterisiert. Der Potentialverlauf in dieser diffusen Schicht
kann mit Hilfe der von Gouy und Chapman entwickelten Theorie beschrieben werden [159,178,215].
Fiir den Fall, daBl ¥gg = Y — vg << RTT nur kleine Werte annimmt, 148t sich vereinfacht schreiben:

_z . 1 JegmRT
= l = —
wEx (.T) wEld(O)e D mat lD F QCEl

(4.7)

Y. () entspricht dabei dem Potential beziiglich des Elektrolytpotentials im Abstand z. ¥ gq be-
schreibt den Spannungsabfall {iber die gesamte diffuse Schicht. ¥ g;q wird auch als Zetapotential be-
zeichnet. eg; und cgy stellen die Dielektrizitédtskonstante und die Ionenkonzentration des Elektrolyten
dar. Mit Hilfe der Debyeldnge [p kann bestimmt werden, in welcher Entfernung zum Ursprung des
Potentials das elektrostatische Potential auf % des Ursprungswertes abgefallen ist. Fiir die Debyelénge
Ip kann bei einer Temperatur von 25°C und einer Elektrolytkonzentration von 0, 1M etwa der Wert
1 angenommen werden.

Die Flachenladungsdichte o4 148t sich nach der Theorie von Gouy und Chapman zur diffusen Dop-
pelschicht eines 1:1-wertigen Elektrolyten berechnen [214,215,217]:

g = —V SEEIkTCEl sinh quld (4.8)

2kT
Ist ojs die Flachenladungsdichte des Metallkontakts, gilt fiir die Gesamtladungsbilanz:

04+ 0Me0z + 00 =0 (4.9)
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Wird die starre Doppelschicht als Kondensator mit der Kapazitit Csp angesehen, so folgt weiter:

0d

YMeOzd = VMeOz — Vd = e (4.10)
sD
Somit erhéalt man fiir ¥ y.0.g; durch gegenseitiges Einsetzen:
o4 kT . —0y
YMeOzEl = VMeOzd + VEId = — + 2—arsinh(———=—) =

Csp q V8egikT'cp

OMeOz + OM | 2@ar8inh(0Meo:e + oy
Csp q V8emkTcp

Die Sensitivitdtsfunktion ¥ pse0.p(pH) kann nun aus den Gleichungen 4.8 und 4.11 abgeleitet wer-
den. Unter Beriicksichtigung, dafl ¢ oy und ¢ 'oareor in der Regel viel kleiner als Njseo, sind,
1:8t sich die Sensitivititsfunktion vereinfachen. In der Regel ist oy kleiner als 5 - 1078C/cm?. Dies
entspricht einer Teilchendichte von kleiner 3 - 101 /em? [178]. oarc0. liegt etwa bei 2 - 1077C/cm?
pro 10mV-Anderung von v¥70,51- In der Nihe des so genannten ”Point of Zero Charge” pH-Wertes
(pHpzc) ist opreoq relativ zu ¢Naseoq sehr klein. Dadurch ist es moglich, die arsinh-Funktion durch
das Argument zu ersetzen [218]. Am pH,. ist die Flachenladung oare0, = 0. Wird in Mefllosungen
die Ionenkonzentration cg; grofler als 0, 1M, so wird die diffuse Schicht derart schmal, daf3 der Span-
nungsabfall gy angendhert wie bei einem Plattenkondensator berechnet werden kann. Damit 143t
sich Gleichung 4.11 in vereinfachter Form schreiben:

(4.11)

oMeOz + M | KT OMeOz +0M | OMeOz +O0M

_ ~ rL - 4.12
VMeOzEl = YMeOzd + VEld Cor ¢ RemiTen Cor (4.12)
1 1 1
— = 4+ 4.13
Cpr  Ca  Csp (4.13)
v 2em kT
Cy = IV BT OBl (4.14)
kT
Fiir Gleichung 4.6 ergibt sich nun [215]:
Cryr —

_9,303pH = WMOEL | o1 iy YMeOsEICDL — OM1 (4.15)

kT qNMeoxVAK K

Gleichung 4.15 stellt einen analytischen Ausdruck fiir die Sensitivitatsfunktion ¥ase0.p1(pH) dar. Thr
Anstieg % ist nichtlinear und kleiner als die Nernst’sche Sensitivitatsfunktion.

Stellt sich ein Oberflichenpotential von ¥ase0.z1 = 0 und die Oberflichenladung ore0, = 0 ein,
wird die Wasserstoffionenkonzentration im Elektrolyten zu cy+ = \/%. Diese Konzentration ent-

spricht einen bestimmten pH-Wert. Dieser Wert wird wie oben bereits erwéhnt als pH,,.. bezeichnet.
Er berechnet sich aus den Gleichgewichtskonstanten [219]:

1
pszc = §(pK—pK+) (416)
pK~ = —log K_ (4.17)
pKt = —log K| (4.18)

Da bei diesem pH-Wert opse0. = 0 ist, ist folglich der Ausdruck ¥prc0:E1CDL — 0 = OMeoz << 1
bei Werten um pH,,... Fiir diesen Bereich 148t sich Gleichung 4.15 schreiben als:

kT
YrreozEl = —2,303pH — b oM

¢ G+1 " Cor(B+1) (419
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B wird als Sensitivitétsparameter bezeichnet [220]:

1 _ kT Cpr (4.20)

B 4 ¢NyeorVAK Ky .
Die Parameter Npseo., K— und K sind dabei Materialkonstanten [221]. Die pH-Sensitivitidt des
Metalloxids ist abhéingig von dem Sensitivitdtsparameter (. Je grofler 3 ist, desto besser zeigt das
Metalloxid Nernst’sches Verhalten. § héngt direkt mit dem Produkt K_ K zusammen. Je grofler das
Produkt K_ K ist, also je kleiner die Summe ApK = pK_+pK ist, desto grofler ist 5. Abbildung 4.2
zeigt den theoretischen Verlauf von ¢ ys.0. g fiir verschiedene ApK.

300

200t

m»

Wieoxer h’]V)C

-100}

‘Z(X)'

pHpzc - pH

Abbildung 4.2: Theoretischer Verlauf von p/c0.r1 als Funktion von pH,.. — pH fiir verschiedene
ApK (Parameter: Nyseor = 8 - 10em™2; Cpr, = 20uFem™2; T = 300K ; a: ApK = 6, 3 = 0,49; b:
ApK =4, 3=4,9; c: ApK =2, f =49; d: ideales Nernst’sches Verhalten, nach [220]

4.2.2 Zusammenfassung

Der Sensitivitdtsparameter 3 ist wie bereits K ein Maf} fiir die Reaktivitidt. Fir § > 1 geht Glei-
chung 4.19 in die Nernst-Gleichung iiber. Damit sagt das Site-Binding-Modell aus, daf je hoher die
Reaktivitat eines Metalloxids ist, desto mehr erhélt man ein Nernst’sches Verhalten. Fiir Metalloxide
geringerer Reaktivitéit erhdlt man Abweichungen vom Nernst’schen Verhalten. Bei der Herleitung des
Site-Binding-Modells wurden dabei folgende Vereinfachungen angenommen:

e Die Doppelschichtkapazitidt C'pr, wurde durch das Kondensatormodell linearisiert. Der dadurch
resultierende Fehler ist nur bei geringer Elektrolytkonzentration relevant. Fiir standardméBig
verwendete Pufferlgsungen und Zellkulturmedien kann dieser Fehler vernachlissigt werden [177].

e Die im Metalloxid vorhandenen Ladungen wurden bei der aufgestellten Ladungsbilanz ver-
nachléssigt. Der prozentuale Anteil dieser, im Metalloxid befindlichen Ladungen, betrigt weni-
ger als 1% der Ladungen an der Metalloxidoberfliche. Dadurch sind die Auswirkungen dieses
Fehlers auf das MeBergebnis zu vernachlissigen [222,223].
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Zusammenfassend i3t sich fiir die Giite eines Metalloxids sagen, dafl die pH-Sensitivitéit umso besser
ist,

e je grofler die Dichte der amphoteren Oberflichengruppen Najeoqs
e je kleiner die Ionenkonzentration des Elektrolyten

e je grofler das Produkt K_ K, bzw. je kleiner die Summe ApK = pK_ + pK,, ist.

4.2.3 Einflu3 weiterer Elektrolyt-Ionen auf das Site-Binding-Modell

Bisher wurden nur Wechselwirkungen der Metalloxidoberfliche mit H - bzw. O H ~-Ionen als poten-
tialbestimmende Faktoren betrachtet. Anlagerung und chemische Reaktionen mit anderen Ionen aus
dem Elektrolyten wurden bisher vernachléssigt. Diese miissen fiir eine genaue Betrachtung beriick-
sichtigt werden [176,178].

Ist der Elektrolyt z.B. eine NaCl-Losung, lagern sich Nat-Tonen an die Me — O~ -Gruppen und
entsprechend die C'l™-Ionen an die Me — OH; an. Der Abstand zwischen diesen adsorbierten Ionen
und der Metalloxidoberfliche in der inneren Helmholtzschicht betrdgt zwischen 0,1 und 0,15nm
[176,216]. Die hydratisierten Ionen des NaC'1 liegen in der dufieren Helmholtzschicht. Dadurch 148t sich
die starre Doppelschicht in zwei Teile aufspalten. Diese Teile haben die Kapazititen C7 und Cs, sowie
die zusétzliche Ladungsdichte o3. Abbildung 4.3 zeigt die Ladungsverteilung und den Potentialverlauf
an einer Elektrolyt/Metalloxid/Metall-Grenzschicht fiir die pH-Bereiche pH < pHp.. und pH >
pH,... Die Anlagerung der Ionen ist dabei vom pH-Wert abhéngig. Fiir den pH-Bereich pH > pH,..
ist oapre0r < 0 und fiir die Ladungsdichte og gilt aufgrund der Anlagerung der Gegenionen an der
Metalloxidoberfliche entsprechend oz > 0.

Nach Bousse wird zwischen dem Abstand der C1~- und dem Abstand der Na'-Tonen von der
Metalloxidoberfliiche unterschieden [224]. Fiir andere Arten von Ionen, wie z.B. Li™ oder K+, kommen
nach Davis ebenfalls unterschiedliche Kapazitéiten zum tragen [217]. Werte fiir C; liegen zwischen 50—
1404 F /em? und fiir Cy bei etwa 20 F/em? [176,214,217). Fiir die jeweiligen Gleichgewichtskonstanten
der Wechselwirkung von Na™ und CI~ mit der Metalloxidoberfliiche gelten folgende Beziehungen:

CMe—O- " C
K - Me=O” " Naf (4.21)
CMeO——Na+t

C _ + * Crj—
K+: Me—OH, Clg (4'22)

CMeoH; —Cl-

Bei sehr kleinen Elektrolytkonzentrationen haben unterschiedliche Werte von C keinen Einflufl auf
das Potential ¥pc0-p;- Die Herleitung des Potentials iiber die Boltzmannverteilung mit Hilfe der
Verbindung von Oberflichenkonzentration mit den Konzentrationen im Elektrolyten erfolgt analog
zum Vorgehen in Kapitel 4.2.1. Hierbei 143t sich allerdings kein geschlossener analytischer Ausdruck
mehr angeben. Die Berechnung erfolgt in der Regel mit Hilfe numerischer Methoden [176,222,224].

4.2.4 Storeffekte

Das in Kapitel 4.2.1 betrachtete Verhalten von Metalloxiden ist im Site-Binding-Modell idealisiert.
In der Praxis fithren nichtideale Eigenschaften der Metalloxide zu Storeffekten. Einige Effekte las-
sen sich durch entsprechende Verfahren minimieren. Andere fithren unweigerlich zu Fehlern in den
Meflergebnissen. Nachfolgend sind die wichtigsten Effekte niher erlautert.
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pH>pH,, pH < pH,,
Elektrolyt | MeOx | Metall Elektrolyt | MeOx | Metall
Cd CZ 01 CMer Cd CZ C1 CMer
° Ladungsverteilung ° Ladungsverteilung
O G,

_d

X X
Gy '
On O
O, G,

\4
Potential Potential

Abbildung 4.3: Ladungsverteilung und die Potentialverlauf an einer Elektrolyt/Metalloxid/Metall-
Grenzschicht fiir die pH-Werte pH > pH,,.. und pH < pH,,.

Drift

Ein Storeffekt auf den Sensor ist die zeitliche Anderung des Sensorsignals ohne das sich der zu messen-
de Parameter, hier der pH-Wert, dndert. Dieser Effekt wird als Drift bezeichnet. Dabei werden Drift-
raten, die pH-Anderungen durch den MeBaufbau, z.B. durch teilweise Verdunstung der MeBlosung
erzeugen, hier nicht betrachtet. Vielmehr sind pH-unabhéngige Verdnderungen des Sensorsignals von
Bedeutung. Die Signaldrift 148t sich in der Regel in mehrere Phasen unterteilen. Fiir den ordnungs-
geméflen Betrieb des Sensors sind dabei die Phase nach dem ersten Kontakt mit dem fliissigen Mef3-
medium und die Drift bei sehr langen Mefizeiten, die so genannte Langzeitdrift, von Bedeutung. Die
Ursachen der Drift bei Metalloxiden sind vielfiltig und bis zum heutigen Tage nicht genau erklért.
Eine der Ursachen ist sicherlich die Hydratisierung des Metalloxids, die in den verschiedenen Phasen
unterschiedlich stark ausgeprégt ist. Aber auch die Bildung von Buried States und die Auflésung des
Metalloxids durch elektrochemische Reaktionen spielen eine Rolle [225].

Ein weiterer, der Drift nicht undhnlicher Effekt, ist die endliche Geschwindigkeit von Signalant-
worten auf Anderungen des zu messenden Parameters. Hier wird zwischen zwei Zeitspannen unter-
schieden.

Die Ansprechzeit beschreibt die Zeit, in der das Sensorsignal 90% des theoretischen Wertes erreicht.
Dieses schnelle Ansprechverhalten wird im Site-Binding-Modell mit der Reaktionsgeschwindigkeit der
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Oberflachengruppen des Metalloxids mit den Wasserstoffionen erklirt [226].

Als Einschwingzeit wird die Zeit bezeichnet, in der das Sensorsignal 100% des theoretischen Werts
erreicht. Diese Zeit ist in der Regel bedeutend ldnger als die Ansprechzeit. Diese langsamere Si-
gnalinderung kann mit reaktiven Gruppen nahe der Metalloxidoberfliche erkléirt werden. Die Ein-
schwingzeit ist in der Regel vom pH-Wert der MeBlosung und von der Temperatur abhingig [227].

Hydratisierung des Metalloxids

Die Hydratisierung der Oberfliche des Metalloxids ist zuriickzufithren auf einen Transport von lo-
nen des Elektrolyten durch Fehlstellen und Versetzungen. Dies wird auch als dispersiver Transport
bezeichnet und in [228] fiir Siliziumnitrid erklért. Prinzipiell 148t sich diese Erklarung auch auf Metal-
loxide anwenden. Der dispersive Transport kann durch das zeitabhéingige Diffusionsgesetz beschrieben
werden:

D(t) = Dpy(wot)? ! (4.23)

Dy, ist ein temperaturabhéngiger Diffusionskoeffizient, wy die Sprungfrequenz und g3 der Dispersi-
onsparameter. Die Hydratisierung der Metalloxidoberfliiche fithrt zu einer Anderung der Kapazitiit
der Elektrolyt/Metalloxid /Metall-Anordnung und somit des entstehenden Potentials. Dabei spielt die
Dicke, bzw. die zeitliche Anderung der Dicke der hydratisierten Schicht eine wesentliche Rolle. Auf-
grund des, fiir lange Zeiten zu Null gehenden Diffusionskoeffizienten, ergibt sich fiir die Dicke der
hydratisierten Schicht:

A (t) = dp(c0) - (1 — ()7 (4.24)

Die Dicke dp;(o0) der hydratisierten Schicht und die Zeitkonstante 7 sind von den Herstellungspara-
metern des Metalloxids abhéngig.

Buried Sites im Metalloxid

Die oben erlduterte Bildung der hydratisierten Schicht fiithrt in der Regel zur Bildung von so genannten
Buried Sites. Diese reagieren auf pH-Anderungen wesentlich langsamer als die Oberflichengruppen.
Dieser Effekt wurde ebenfalls fiir Siliziumnitrid erklart, 148t sich aber auch hier weitgehend fiir Me-
talloxide iibernehmen. Zur Vereinfachung werden dieses vergrabenen Verbindungen zu einer, in der
Tiefe Tj; unter der Metalloxidoberfliche liegenden Schicht zusammengefafit [229]. Mafigeblich sind
hierbei die H*- und OH -Ionen, die vom Elektrolyten zur hydratisierten Schicht diffundieren. Da
die Konzentration it (t) der H*-Tonen an der Metalloxidoberfliiche durch das Oberflichenpotential
festgelegt ist, 148t sich die Ionenkonzentration c,+(t) an der vergrabenen Schicht unter Annahme
einer Diffusion aus einer unerschopflichen Quelle berechnen:

=cC CEer L Crr+ . —er L
i () = (00 erf (i) e (0 (L= erf (G pomtims)) (429

cy+ (to) ist dabei die Konzentration der Wasserstoffionen zum Zeitpunkt g. Die derart eindiffundierten
hl

Ionen bilden nun eigene Gruppen und es entsteht ein zuséitzliches Potential, das mafigeblich von der
Anzahl der vergrabenen Verbindungen abhéngt [230].

Hysterese

Werden bei einer Messung zwei Meflosungen mit eindeutigen, aber unterschiedlichen pH-Werten
verwendet und zwischen beiden Losungen gewechselt, stellt sich nach dem Meflzyklus

Loésung 1 — Losung 2 — Lésung 1
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eine Abweichung vom Ausgangssignal ein. Dieser Effekt wird als Hysterese bezeichnet und ist bis heu-
te nicht genau geklart. Als mogliche Ursachen finden sich in der Literatur irreversible oder langsam
reagierende Einfliisse aufgrund von Wechselwirkungen der Elektrolytlosung mit der Metalloxidober-
fliche [171,231-233]. Durch die oben beschriebenen Drift und Einschwingzeiten mit groBen Zeitkon-
stanten, ist eine driftunabhéngige Beobachtung der Hysterese in der Praxis oft schwierig. Die Hysterese
ist demnach abhéingig von den Zeitkonstanten des Einschwingvorgangs und den Zeitkonstanten der
Hystereseschleifen [234].

4.2.5 Weitere Theorien zur Potentialentstehung

Neben dem Site-Binding-Modell existieren in der Literatur noch weitere Theorien zur Potentialent-
stehung an der Grenzfliche zwischen Metalloxid und Elektrolyt. Fog und Buck formulieren 1984 in
einer Veroffentlichung fiinf Erkldrungen fiir die pH-abhéngigen Elektrodenvorgénge, die sich fiir RuQO-
iibertragen lassen [206]:

e Ein einfacher Ionenaustausch an der hydratisierten Oberfliche des Metalloxids. Diese Grenz-
schicht enthélt, wie beim Site-Binding-Modell ausfiihrlicher erkléirt, O H-Gruppen. Die statt-
findenden Prozesse sind denen bei der Glaselektrode dhnlich, die in Kapitel 3.10 ausfiihrlich
dargelegt wurden.

e Ein Redoxgleichgewicht zwischen den Phasen der oxidierten und nichtoxidierten Metalle oder
zwischen den Phasen von verschiedenen Oxidationsstufen des entsprechenden Metalls:

RuOy +4H" 4 4e~ = Ru+ 2H50 (4.26)

Mit p als chemisches Potential der einzelnen Phasen 148t sich das entstehende Potential dann
berechnen als:

1 1 1 1 RT
¢° — ¢l = F(NZHJr + ZMSRuog — Zlféu — —pby,0) = Konstante + 4? Inak; (4.27)

2
e Ein Redoxgleichgewicht zwischen Vertretern nur einer festen Phase des Oxids, deren Wasserstof-
feinlagerung aufgrund eines Stromflusses durch die Elektrode variiert werden kann. Dies wird
als Interkalationsreaktion bezeichnet [235] und kann allgemein beschrieben werden als:

H MO, + §H*t +de” = Hy MO, (4.28)

Bezogen auf H,MO,, als einen Eintrag von H'-Ionen in das Metalloxid, errechnet sich das
Elektrodenpotential zu:
1 RT RT
o° — ¢l = F(Méﬁ + pi- — py) = Konstante + - Inab,, — - Inay; (4.29)
Diese Gleichung sagt voraus, dafl die Elektrodenreaktion ein Nernst’sches Verhalten sowohl fiir
H™-Tonen im Elektrolyten, als auch fiir die Aktivitit der H*-Ionen die im Metall eingetragen
sind aufweist.

e Es kann auch in dhnlicher Weise eine Interkalationsreaktion mit Sauerstoff an der Elektrode
vorausgesagt werden. Unter Vernachlissigung der H T-Einlagerung kann daher auch geschrieben
werden:

MO, +26H" +26e~ = MO,_s + §H20 (4.30)

In diesem Fall errechnet sich das Elektrodenpotential zu:

1 1 1 RT RT
¢° — ¢l = F(Nllﬁ + s+ 5:“50 — 5#9{20) = Konstante + - Inab,, — ﬁlnaso (4.31)
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Wobei u¢, und a¢, das chemische Potential und die Aktivitét des, in die feste Phase eingelagerten

Sauerstoffs darstellen.

e Eine stationdre Korrosionsreaktion an der Metalloxidelektrode kann neben den oben genann-
ten Reaktionen ebenfalls ein pH-abhéngiges Potential hervorrufen. Wobei hier theoretisch kein

Nernst’sches Verhalten erkléarbar wire.

Bei der Betrachtung der Redoxgleichgewichte mufl beachtet werden, dafl das Ruthenium in ver-
schiedenen Oxidationsstufen auftreten kann oder amorph vorliegt. Hierbei kénnen Teilprozesse zur

Entstehung und Adsorption von zusétzlichen H™-Ionen beitragen:

2RuO9 + 4HY +4e” = Ru + 2H>0
RuOj +e~ = RuO;~
RuOy : 2H0(am) + 2HT = Ru(OH)3" + 2H,0

1
Ru(OH)3" 4+ Hy0 + 50s(acq) = RuOj™ + AH™
1 1
RuO3 + H" + ZOg(acq) = RuO; + §H20
sowie:
1
RuOy + 2HT = Ru*t + HyO + §Og(aqu)

Ru*T + Hy0 = RuO(aqu) +2H™

(4.32)
(4.33)
(4.34)

(4.35)

(4.36)

(4.37)

(4.38)
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Kapitel 5

Charakterisierung von Rutheniumoxid
als pH-Sensor

In Kapitel 4 wurden theoretische Aspekte von Metalloxiden fiir Anwendungen als pH-Sensoren be-
handelt. In diesen Kapitel soll nun das Material Rutheniumoxid eingehend charakterisiert und auf
seine Fignung als Material fiir pH-Sensoren in biomedizinischen Anwendungen iiberpriift werden.

5.1 Mef3aufbau und Methoden

5.1.1 MefBstand

Fiir die, zur Charakterisierung von Rutheniumoxid, durchgefiihrten Mefireihen wurden zwei weitge-
hend identische Mefistéinde verwendet. Um optimale Mefibedingungen fiir die im Rahmen der Cha-
rakterisierung jeweilig untersuchten Parameter zu gewéhrleisten, lassen diese Mef3stdnde verschiedene
Setups zu. Prinzipiell besteht ein Mefistand aus einem Metallgehéduse (siehe Abbildung 5.1), das
vollstandig geerdet ist oder auf dem Bezugspotential der Mefelektronik liegt und somit die Messun-
gen vor duleren elektromagnetischen Einfliissen schiitzt. Neben der elektromagnetischen Abschirmung
schiitzt das Gehduse auch vor dem Einfall von Streu- und Umgebungslicht, welches die Messungen
beeinflussen kénnen. Dariiberhinaus ist vor allem bei Kurzzeitmessungen ein wirksamer Schutz vor
raschen Temperaturwechseln in der Umgebung gegeben.

Abbildung 5.1: Fiir die zur Charakterisierung von Rutheniumoxid durchgefiithrten Mefireihen verwen-
deter Mefistand

In dieses Geh#use lassen sich Einspannvorrichtungen fiir die verwendeten Sensortréiger integrie-
ren. Fiir Einspannvorrichtungen die keine Aufnahme der Referenzelektrode besitzen, ist eine geeignete
Halterung fiir diese vorhanden. Ebenfalls integriert ist die Meflelektronik, die Steuerelektronik fiir das
Fluidiksystem und ggf. das Fluidiksystem selbst, bestehend aus Pumpen und Ventilen, um verschiede-
ne pH-Pufferlésungen automatisiert an die Sensortriager zu bringen. Aus Griinden der elektromagne-
tischen Abschirmung sind diese in entsprechend abgetrennten Bereichen lokalisiert. Um den Einflufl
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von Licht auf das Sensorverhalten zu untersuchen ist die Moglichkeit gegeben, die Sensortréger mit
LEDs verschiedener Wellenlénge und Intensitit zu bestrahlen.

5.1.2 MefBelektronik

Wie bereits in Kapitel 4 betrachtet, beruht der Sensoreffekt auf einer Potentialentstehung zwischen
Rutheniumoxid und der Referenzelektrode. Um dieses Potential zu erfassen, besteht das Kernelement
der MeBelektronik aus einem hochohmigen Instrumentenverstirker, der ohne vorherige Filterung oder
Verstiarkung direkt an die Rutheniumoxid- und die Referenzelektrode kontaktiert ist. Die Kontaktie-
rung wurde mit Hilfe von doppelt geschirmten Koaxkabeln vorgenommen. Um die elektrochemischen
Reaktionen an den Elektroden so wenig wie moglich zu beeinflussen, wurde ein Instrumentenverstérker
mit moglichst geringen Eingangsruhestrom verwendet. In der verwendeten Meflelektronik kam das
Bauteil INA116 der Firma Burr-Brown zum Einsatz. Es bietet einen Eingangsruhestrom von 3f A
bei einer Temperatur von 25°C' und einen einstellbaren Verstarkungsfaktor G von 1 bis 1000. Dieser
Verstarkungsfaktor 148t sich iiber einen externen Widerstand Rg nach folgender Beziehung einstel-
len [236]:
50k82
G

Zusétzlich ist der Baustein mit Buffered Guard Drive Anschliissen ausgestattet, die iiber Opera-
tionsverstirker vom Typ OPA604 (ebenfalls Burr-Brown) als Impedanzwandler an die Schirmung
der zur Kontaktierung verwendeten Koaxkabeln gekoppelt sind. Dies dient als zusétzliche Abschir-
mung der durch die hochohmigen Eingénge sehr stéranfilligen Mefschaltung vor elektromagnetischen
Einfliissen. Die Mefelektronik wurde mit einer Betriebsspannung von +5V betrieben, was eine ma-
ximale Ausgangspannung von ca. 4,4V erméglicht. Der verwendete Instrumentenverstérker ist laut
Datenblatt ausdriicklich fiir den Einsatz bei pH-Messungen vorgesehen und sein Datenblatt enthélt
Anwendungsbeispiele. Abbildung 5.2 zeigt den schematischen Aufbau des verwendeten Instrumen-
tenverstiirkers, sowie einen Beschaltungsvorschlag, der mit geringen Anderungen auch fiir die hier
beschriebene Meflelektronik verwendet wurde. Aus Stabilitdtsgriinden wurde bei den Messungen die

G=1+

(5.1)

Reference
Electrode

Abbildung 5.2: Schematischer Aufbau des Instrumentenverstéirkers INA116 und ein Beschaltungsvor-
schlag fiir den Einsatz bei pH-Messungen [236]

Referenzelektrode auf das Bezugspotential der Mefischaltung gelegt. Die Meflelektronik wurde so aus-
gelegt, dafl insgesamt vier Rutheniumoxidelektroden gleichzeitig gemessen werden kénnen, wobei je
zwel gegen eine gemeinsame Referenzelektrode betrieben werden kénnen. Bei den Mefireihen wurde
allerdings iiberwiegend nur eine MeBelektrode gegeniiber einer Referenzelektrode untersucht. Im Ge-
gensatz zum spéteren praktischen Betrieb der Rutheniumoxidsensoren in der Anwendung, wird bei
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den Mefireihen zur Charakterisierung der Sensoreigenschaften auf eine geeignete elektronische Fil-
terung der Ausgangsignale verzichtet. Dies stellt sicher, dal eine Abschwichung oder Verfilschung
von Effekten durch Filterung verhindert wird. Abbildung 5.3 zeigt den Schaltplan der Meflelektronik
fiir maximal zwei Rutheniumoxidelektroden, die gegen eine gemeinsame Referenzelektrode betrieben
werden. Die von den Instrumentenverstiarken gelieferte Ausgangsspannung wird direkt von einer PC-

Ice

MESS-EL
Guard+hNC
Guord—
Vi MNC
Guard=NC
REF-E1
gemeinsames GND
: - Ic2
oo
Bl
REF-EL  SMA-H M Be-Bodtse
“+ |lgrd
MESS—EL

Abbildung 5.3: Mefischaltung zum Betrieb von maximal zwei Rutheniumoxidelektroden gegen eine
gemeinsame Referenzelektrode

gestiitzten A/D-Wandlerkarte vom Typ PCI-6013 der Firma National Instruments aufgenommen.
Diese Karte bietet eine Auflésung von 16bit bei einer maximal moglichen Abtastrate von 200kSPS.
Die Eingangsspannung ist dabei von +0,05V bis £10,0V einstellbar.

Um Untersuchungen durchzufiihren, inwieweit das Sensorverhalten durch &uflere elektrische Bege-
benheiten beeinflufit werden kann, ist ein Mefstand mit einer zusétzlichen elektronischen Baugruppe
zur aktiven Ansteuerung der Sensorelektroden ausgestattet. Dieser Elektronikteil ermoglicht es, ei-
ne Spannung an die Sensorelektrode anzulegen. Polaritdt und Betrag der Spannung ist dabei frei
wéahlbar. Realisiert wird dies iiber einen per Relais in die bestehende Mefschaltung zuschaltbaren
Spannungsteiler. Um zu verhindern, daf§ durch die angelegte Spannung die Referenzelektrode durch
elektrochemische Reaktionen beeinflufit wird, wird diese ebenfalls {iber das Relais fiir die Zeit der
angelegten Spannung vom Meflsystem getrennt. Abbildung 5.4 zeigt die realisierte Schaltlogik.
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Abbildung 5.4: Prinzipschaltbild der Meflelektrode und der Referenzelektrode durch das Relais im
MeBzustand (links) und im Zustand aktiv von auflen angelegter Spannung (rechts)

Abbildung 5.5 zeigt den Teil-Schaltplan zur relaisgestiitzten duflieren Vorgabe von Spannung an die

Sensorelektrode.

Abbildung 5.5: Teil-Schaltplan zur relaisgestiitzten dufleren Vorgabe von Spannung an die Sensorelek-

trode

5.1.3 Mef3software

Wie oben bereits erwihnt erfolgt die Aufnahme der Mefsignale mit Hilfe einer PC-gestiitzten A /D-
Wandlerkarte. Die Steuerung des Meflablaufs, sowie die Visualisierung und Speicherung der Mefldaten
wird von einem Meflprogramm iibernommen, das mit Hilfe der Entwicklungsplattform LabView der
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Firma National Instruments erstellt wurde. Abbildung 5.6 zeigt das Aufgabenschema dieses Mefpro-

gramms.
Display Erfassung der Al
Logfile | Messwerte
Ansteuerung D/O
der Vorspannung ’
Ansteuerung D/O
des Ventils

Abbildung 5.6: Aufgabenschema der verwendeten Mef3software

Die MeBsoftware wurde im Rahmen der vorliegende Arbeit stindig weiterentwickelt und wird auch
in leicht modifzierter Form fiir einige der multiparametrischen Beispielmessungen in Kapitel 9 ver-
wendet. Sie ermdglicht grundlegende Einstellungen fiir die Messung vorzunehmen. Dies beinhaltet
zum Beispiel Einstellungen der Pumpzyklen, pH-Wechsel und allgemeine Angaben zur Messung. Die
MeBdaten werden fiir die Auswertung in einem Standardformat als ASCII-Datei gespeichert, das von
verbreiteten Programmen zur Analyse importiert werden kann. Der Quellcode zu dem verwendeten

Programm findet sich in Anhang A.

{827 Heinz Nixdorf-Lehrstuhl TLITI
\'{Filecatcher\dschiopu'l,STUDIENARBEIT Daniel SchiopuiLabView Logs|Test 1 Langzeittest|Test03.txt E .f ,._n fiir medizinische Elektronik

1. Langzeittest mit Referenzelektrode

foomm  f

i,

voltage [my]

o,

MeBprogramm Oxidsensoren

;*W

)|
&

'Lh\

f

WrTR

Time [s]

Abbildung 5.7: Bedienungsoberfliche der verwendeten Mefisoftware

5.1.4 Einspannvorrichtungen

Die Charakterisierung von Rutheniumoxid wurde anhand von Mefreihen mit verschiedenen Senso-
rausfithrungen durchgefiihrt, die in Kapitel 5.2 néher betrachtet werden. Die Sensorelektroden sind
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dabei auf drei unterschiedlichen Tragersubstraten aufgebracht. Um die Sensoren geeignet zu betrei-
ben, wurde daher auf vorhandene Einspannvorrichtungen zuriickgegriffen oder neue Vorrichtungen
entsprechend konstruiert. Alle Vorrichtungen bieten die Mo6glichkeit die Sensorelektrode in einer Mef3-
kammer mit pH-Pufferlésung zu betreiben. Einige konnen dariiberhinaus durch die Verwendung von
Fluidikaufséatzen mit Hilfe eines Systems aus Pumpe und Ventilen automatisiert mit unterschiedlichen
pH-Puffern bedient werden.

Die in Abbildung 5.8 dargestellte Doppelkammer ist fiir den Betrieb von Glas- und Keramik-
substraten der Grofle 24mm x 33, 8mm vorgesehen. Auf Chips dieses Formats sind ein oder zwei
Rutheniumoxidelektroden aufgebracht. Kontaktiert sind die Elektroden mit auf den Chips befindli-
chen Platinelektroden, die mit geeigneten Materialien isoliert sind. Diese Glas- oder Keramikchips
sind mit Hilfe von Federkontaktstiften an die Koaxzuleitungen der MeBelektronik gekoppelt. Die ver-
wendete Doppelkammer 148t sich einerseits im offenen Zustand betreiben, wobei die Referenzelektrode
direkt in die MeBkammer eintaucht. Die pH-Pufferlésung wird dabei mit Hilfe einer Pipette direkt
in die Mel)kammer eingebracht bzw. gewechselt. Andererseits besteht die Moglichkeit mit Hilfe eines
Fluidikaufsatzes die pH-Pufferlosung iiber ein Pumpensystem direkt in die Meflkammer zu pumpen.
Hierbei ist die Referenzelektrode in das Sachlauchsystem integriert und ist entweder direkt vor oder
nach der Melkammer lokalisiert.

Neben oben genannten Glas- oder Keramiksubstraten standen auch Glas- und Keramikpléttchen
der Grofle 8,6mm x 8,5mm zur Verfiigung. Auf diesen Plattchen ist ganzflichig Rutheniumoxid
aufgebracht. Zum Zwecke der Kontaktierung wurde bei diesen Pldttchen an einer Kante ein schmaler
Streifen Platin aufgebracht. Zum Betrieb wurden zwei Methoden verwendet. Einerseits wurden diese
Plattchen mit Hilfe von Klammern kontaktiert und wieder an die Koaxzuleitung der Meflelektronik
gekoppelt. Freie Platinstellen und die Klammer selbst wurden dabei mit einem photoresistiven inerten
Lack isoliert. Diese Methode wurde auch verwendet, um Abhéngigkeiten des Sensorpotentials von
der Sensorfliche zu bestimmen, indem die Sensorfliche schrittweise weiter isoliert wurde. Derart
praparierte Pldttchen kénnen direkt in die Mel)kammer eingetaucht werden. Andererseits wurden diese
Pliattchen auf oben genannte Keramiksubstrate geklebt und der Platinstreifen mit Hilfe von Leitlack
auf die Platinelektroden auf dem Keramiksubstrat kontaktiert. Anschliefend wurden alle offenen
Zuleitungen wieder mit einem photoresistiven inerten Lack isoliert. Die auf diese Weise praparierten
Substrate konnen dann wieder in die Doppelkammer eingelegt und im Gegensatz zu den mit Klemmen
kontaktierten Plattchen auch automatisiert mit Fluidiksystem betrieben werden. Abbildung 5.9 zeigt
beide Varianten.

Die dritte Vorrichtung ist eine Aufnahme fiir Keramikchips der Grofle 7,55mm x 7,55mm die
neben anderen Sensoren mit zwei Rutheniumoxidelektroden ausgestattet sind. Diese Chips wurden
im Rahmen der vorliegenden Arbeit unter Verwendung von Rutheniumoxidelektroden als pH-Sensoren
entwickelt und werden in Kapitel 7 ndher vorgestellt. Bei dieser Vorrichtung wird ein Chip zwischen
einer Bodenplatte aus Aluminium und einem Aufsatz aus Plexiglas eingespannt. Der Aufsatz ist
mit einem Loch ausgestattet, in das spéiter die pH-Pufferlosung eingebracht werden kann. Direkt
neben dem Loch ist eine Aussparung lokalisiert, in der die Referenzelektrode eingeschoben werden
kann. Abbildung 5.10 zeigt diesen Einspannblock. Um die Sensorelektroden an die Mefelektronik
zu koppeln sind zwei Federkontaktstifte eingeprefit, die die Zuleitungen, die eigentlich als Bondpads
ausgefiihrt sind, auf dem Keramikchip kontaktieren.

5.1.5 Referenzelektrode

Als Referenzelektrode wurde fiir die Mefireihen eine Ag/AgCl-Elektrode verwendet. Die theoretischen
Grundlagen fiir Ag/AgCl-Referenzelektroden wurden bereits in Kapitel 3.3.3 eingehend betrachtet.
Zum Einsatz kam eine Long Life Referenzelektrode der Firma Metrohm, die in Abbildung 5.11 dar-
gestellt ist. Diese Elektrode bietet eine besonders gute Stabilitdt auch in Langzeitversuchen iiber
mehrere Tage. Da, wie in Kapitel 3 an mehreren Stellen verdeutlicht wurde, die Referenzelektrode
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Abbildung 5.8: Doppelkammer mit Fluidikaufsatz und extern iiber Schlduche angeschlossener Refe-
renzelektrode (hier mit Vorrichtung zur Bestrahlung der Melkammer mittels LED)

Abbildung 5.9: Ganzflichig mit Rutheniumoxid beschichtete Glaspldttchen kontaktiert mit einer
Klammer (links) und aufgebracht auf einem Keramiksubstrat (rechts)

Abbildung 5.10: Einspannblock fiir Keramikchips der Gréfie 7, 55mm x 7, 55mm
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einen groffen Einflul auf die Funktion des pH-Sensors hat, ist es wichtig, daf§ die Referenzelektrode
auch iiber grofle Einsatzzeitspannen reproduzierbare Ergebnisse liefert, so dal Charakterisierungsfeh-
ler aufgrund der Referenzelektrode nur minimal ins Gewicht fallen.

“
»

d

Abbildung 5.11: Verwendete Referenzelektrode der Firma Metrohm

Die verwendete Elektrode entspricht einer Ag/AgCl-Elektrode mit einem Plastikmantel, in dem sich
KCl mit einer Konzentration von 3mol/l befindet. An der Unterseite des Mantels befindet sich ein
Diaphragma, das den Ionenaustausch mit der MeBlosung ermoglicht. Das Diaphragma verhindert den
Austausch von Fliissigkeiten, ist aber fiir Ionen durchlissig. Dies ist wichtig, um die chemischen Eigen-
schaften der Testlosungen nicht zu beeinflussen. Es hilt aber auch parasitire Einwirkungen, wie z.B.
stark basische Medien, von der Referenzelektrode ab. Dariiber hinaus kann die Elektrode in eine wei-
tere Plastikummantellung eingesetzt werden, die wiederum mit KCI (3mol /1) gefiillt ist und ebenfalls
ein Diaphragma an der Unterseite besitzt. Diese Anordnung wird als Doppelbriicken-Elektrode (Dou-
ble Junction Electrode) bezeichnet und verstérkt die Trennung von Fliissigkeiten und Fremdionen.
Ein weiterer Vorteil dieser Referenzelektrode, insbesondere in Verbindung mit ihrer Ummantelung,
ist die geringere Lichtempfindlichkeit des Silberdrahts. Auf Dauer bewirkt Lichteinfall die Zersetzung
des AgCl, was sich in einer Schwarzfiarbung und nicht mehr reproduzierbaren Verhalten bemerkbar
macht. Die verwendete Metrohm Referenzelektrode erwies sich als sehr stabil und rauscharm.

5.1.6 Fluidik und Gesamtsetup

Die MefBreihen fiir die Charakterisierung wurden prinzipiell auf zwei verschiedene Arten durchgefiihrt.
Einerseits wurde im statischen Zustand gemessen. D.h. die Testlosung mit einem bestimmten pH-Wert
wurde in der MeBkammer nicht nachgefiillt oder umgewiilzt. Die Referenzelektrode tauchte in die-
sem Fall direkt in die MeSkammer ein. Bei derartigen Versuchen ist zu beachten, dafl aufgrund von
Verdunstung die Pufferkonzentration steigt und damit der pH-Wert der Lésung einer Verdnderung un-
terworfen ist. Dies ist vor allem bei Langzeittests zu berticksichtigen. Bei Kurzzeittests von weniger als
zwei bis drei Stunden wird dieser Effekt vernachléssigt. Andererseits wurden dynamische Tests durch-
gefiihrt, bei denen iiber eine Pumpe sténdig frische Pufferlésung in die Meffkammer gepumpt wurde.
pH-Wert und Volumen der Testlosung in der Meflkammer blieben hier konstant. Die Referenzelektro-
de ist hierbei moglichst nah hinter der Melkammer in einer zusétzlichen Vorrichtung eingespannt und
itber Schlduche direkt in das Fluidiksystem integriert. Ein luftblasenfreier kontinuierlicher Flu8 der
Testlosung gewéhrleistet dabei immer einen elektrochemischen Kontakt der Referenzelektrode iiber
diese Briicke zur Meffkammer und somit zur MeBelektrode.

Fiir die Charakterisierung des Rutheniumoxids ist es notwendig, dafl die Sensorelektrode Puf-
ferlosungen unterschiedlicher pH-Werte ausgesetzt wird. Dazu wurden prinzipiell zwei Verfahren ange-
wandt. Einerseits wurde die Testlosung manuell mit Hilfe einer Pipette ausgetauscht. Der vorhandene
Puffer wurde dabei sehr schnell entfernt und der neue ebenso schnell zugegeben, so daf in der Regel
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der Wechsel des pH-Puffers durchschnittlich weniger als zwei Sekunden dauerte. Bei einer Abtastrate
der Mefelektronik von 1s entspricht dies maximal zwei bis drei Mefpunkten und ist bei der Auswer-
tung zu vernachléssigen. Dieses Verfahren wurde vor allem bei Kurzzeitmessungen angewandt. Bei
Langzeitmessungen iiber mehrere Stunden oder Tage war es notwendig, den Wechsel der Testlosungen
zu automatisieren. Hierbei kamen eine Peristaltikpumpe der Firma IPC IsmaTec, sowie je nach Setup
ein 2-Wege-Ventil der Firma N-Research oder ein 6-Wege-Ventil der Firma Besta zum Einsatz, alle
in Abbildung 5.12 dargestellt.

Mit diesen Komponenten kénnen zwei Setups fiir unterschiedliche Versuche verwendet werden. Bei-
de Setups verwenden die Peristaltikpumpe, die aus Griinden der elektromagnetischen Beeinflussung
auflerhalb des Mefistandes betrieben wird. Der Unterschied beider Setups liegt in der Art, Ansteue-
rung und Anordnung der Ventile. Im ersten Setup wird je eine von zwei verschiedenen Mefilésungen
iiber das 2-Wege-Ventil in die Meflkammer gebracht. Optional wird die Losung aus der Meflkammer
wieder iiber die Peristaltikpumpe abgepumpt und in einen Abfallbehilter geleitet, um die Bildung
von Druck im Fluidiksystem zu verhindern. Mit diesem Aufbau ist es moglich, {iber einen ldngeren
Zeitraum abwechselnd zwei Mefllésungen mit unterschiedlichen pH-Werten iiber die Sensorelektrode
zu fithren. Abbildung 5.13 zeigt den schematischen Aufbau. Dabei ist der optionale Pumpenweg zum
Absaugen der Testlosung aus der Melkammer gestrichelt eingezeichnet.

Beim zweiten moglichen Setup kommt das 6-Wege-Ventil, das wie die Peristaltikpumpe auflerhalb
des Mefistandes aufgebaut wird, zum Einsatz. Dieses Ventil besitzt sechs Eingéinge und einen Ausgang,
der die ausgewdhlte Testlosung in die Melkammer fiithrt. Dies hat den Vorteil, dal nur ein Kanal
der Peristaltikpumpe benétigt wird. Allerdings befindet sich dann das Ventil vor der Pumpe. Dies
verlangert die Totzeit, so dafl diese Anordnung sinnvoller weise nur fiir lingere Taktzeiten je Losung
verwendet wird. Abbildung 5.14 zeigt den schematischen Aufbau dieses zweiten Setups. Mit diesem
Aufbau ist es moglich, Versuche mit bis zu 6 Testlosungen verschiedener pH-Werte durchzufiihren.

5.1.7 Pufferlésungen

Fiir die Charakterisierung der Sensoren wurden iiberwiegend selbst hergestellte pH-Pufferlosungen
verwendet. Um die verschiedenen pH-Werte zu erreichen wurden zwei unterschiedliche Verfahren zur
Herstellung verwendet. Einerseits wurden Pufferlésungen zwischen pH 5 und pH 9 durch Mischen
von je einer basischen und einer sauren, in der Regel in ausreichenden Mengen vorritigen, Losung
hergestellt. Verwendet wurden hierfiir Pufferlosungen mit pH 9,5 und pH 4,5, die aus destilliertem
Wasser und je folgender Salzkonzentrationen bestehen:

pH4,5: 7T0mM NaHoPOy pH9,5: 10mM NasHPO,

Um den Salzgehalt und damit die Leitfdhigkeit fiir die durchgefithrten Versuche konstant zu halten,
wurden zusétzlich entsprechende Mengen NaCl zugegeben.

Neben der Mischung von vorhandenen Pufferlésungen wurden Losungen auch gezielt hergestellt.
Die Tabellen 5.1 und 5.2 zeigen exemplarisch die Zusammensetzung von Losungen mit pH 6,0 und
pH 7.8. Auch hier wurde mit Hilfe von NaCl der Salzgehalt und damit die Leitfihigkeit eingestellt.

Salz Molekulargewicht Konzentration g/1000ml
NaCl 58,44 150mM 8,766
NaxHPO, - 12H50 | 358,1 1,0mM 0,358
NaH>PO4 - H20 138 10mM 1,380

Tabelle 5.1: Zusammensetzung fiir pH-Puffer mit pH 6,0
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Abbildung 5.12: Verwendete Peristaltikpumpe und Ventile der Firmen IPC IsmaTec, N-Research u.
Besta
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Abbildung 5.13: Setup mit internem 2-Wege-Ventil zum Betrieb mit zwei unterschiedlichen Testlosun-

’ &
! N
e \
Schlauch- ! .
quetsch- ! !
pumpe !
2. |
\\ K '
\ 1
. o X 1
»|  Ventil- > Ventil - 8
Steuerung \ 1
1 1
! '
Mess- Mess- I 1
schaltun P
g kammern I
_|NIDAQ| || ¢ 23 !
6013 2 s '
|
'
1
'
1
1
1
1

gen
# = ~
; 8
. \
Schlauch- ! f
6 Wege quetsch- ' \
Ventil g pumpe .
1 |
A\ S :
\ 1
\ 1
1 1
1 1
1 1
Mess- Mess- " !
schaltung kammern 1 ;
A 1
_|NIDAQ || 32 i :
6013 2 > X
1
1
1
1
1
I
1
1

1

D Referenz- !

+ |} |elektrode

1

1

1

: )

v v
LabView Messprogramm Abfal

Abbildung 5.14: Setup mit externem 6-Wege-Ventil zum Betrieb mit bis zu 6 unterschiedlichen

Testlosungen
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Salz Molekulargewicht Konzentration g/1000ml
NaCl 58,44 150mM 8,766
NasHPOy - 12H30 | 358,1 10mM 3,580
NaHoPOy - H0O 138 1,0mM 0,138

Tabelle 5.2: Zusammensetzung fiir pH-Puffer mit pH 7,8

Vor jeder Verwendung wurden die entsprechenden Pufferlosungen mit einer Glaselektrode (siehe Ka-
pitel 3.4.2) vom Typ inoLab pH 720 der Firma WTW iiberpriift.

5.2 Versuche

Fiir die Charakterisierung von Rutheniumoxid als pH-Sensor in biomedizinischen Anwendungen wur-
den insgesamt 15 Mefireihen durchgefiihrt. Dabei kamen verschiedene Sensorausfiihrungen bzw. ver-
schiedene Sensortriger zum Einsatz. Zum Teil wurden innerhalb einer Mefireihe verschiedene Parame-
ter der RuOs-Sensorelektroden untersucht. Daher lassen sich die in Kapitel 5.3 dargestellten Ergeb-
nisse chronologisch nicht den Mefireihen zuordnen. Nachfolgend werden die durchgefithrten Mefireihen
mit ihrem Inhalt und Ablauf vorgestellt, ohne ihre Ergebnisse an dieser Stelle vorwegzunehmen.
Alle verwendeten Sensortrager und die RuOs-Elektroden wurden von der Heraeus Sensor Techno-
logy GmbH in Kleinostheim zur Verfiigung gestellt. Das Rutheniumoxid selbst wurde mit Hilfe von
Sputterprozessen auf die jeweiligen Sensortriager aufgebracht. Dabei wurde zuerst eine diinne Schicht
aus reinem Ruthenium als Unterlage und Haftvermittler auf eine Platinelektrode gesputtert. Anschlie-
Bend wurde reaktiv unter Sauerstoffatmosphéire Rutheniumoxid aufgebracht. Die Prozefiparameter
sind bei allen untersuchten Sensoren hinsichtlich der Stéchometrie identisch. Verschiedene Dicken
wurden mit unterschiedlich langen Sputterzeiten realisiert. Eine etwaige Strukturierung der Sensoren
wurde mit Hilfe von Schattenmasken direkt beim Sputterprozef durchgefiithrt. Die Abbildung 5.15
zeigt zwei rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Oberflichenbeschaffenheit des Rutheni-
umoxids auf Glas- und Keramiksubstrat bei einer 450-fachen VergréBerung. Aufgrund der hoheren
Oberflachenrauigkeit des Keramiksubstrats, ist auch die Oberfliche des RuO- auf der AlsO3z-Keramik
deutlich rauer. Einfliisse auf die Meicharakteristik wurden dadurch allerdings nicht beobachtet.

Abbildung 5.15: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Oberfliche des verwendeten Ruthe-
niumoxids auf Glas- (li.) und Keramiksubstrat (re.) bei 450-facher VergroBerung
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5.2.1 MeBreihe 1

Die erste Charge der gemessenen Sensoren bestand aus insgesamt 16 Glaschips mit je 2 Sensor-
elektroden. Die Glaschips unterscheiden sich untereinander durch verschiedene Schichtdicken der
Sensorelektroden. Der Sensortriger war hier ein Glaschip der Gréfle 24mm x 33, 8mm mit multi-
parametrischen Sensorelektroden aus Platin, die jedoch fiir die Messungen nicht verwendet wurden.
Die RuOs-Elektroden wurden hier auf den zwei Sauerstoffsensoren aufgebracht, wobei die Platin-
strukturen dieser Sauerstoffsensoren als Kontaktelektroden fiir das RuQO- dienen. Die aktive, d.h. fiir
Pufferlésungen sichtbare Fliche der Sensoren wurde iiber einen photoresistiven Lack als eine runde
Offnung mit 1mm Durchmesser ausgefiihrt. Dieser Lack dient gleichzeitig als Isolation fiir die elektri-
schen Platinzuleitungen. Die Schichtdicke variiert zwischen 0, 5um und 2,0um. Abbildung 5.16 zeigt
den verwendeten Glaschip mit den beiden RuOs-Sensorelektroden.

Abbildung 5.16: Zwei RuOs-Sensorelektroden auf einem Glaschip der Gréfle 24mm x 33, 8mm

Die 16 Glaschips wurden numeriert. Tabelle 5.3 zeigt die Numerierung, die Herstellerbezeichnung, die
Dicke der Oxidschicht, sowie die durchgefiihrten Messungen.

‘ Chip # ‘ Bezeichnung ‘ Oxiddicke ‘ Verwendung

0 L521 T741b | 2um RuOsy | Testmessungen

1 L521 T741b | 2um RuOy | Testmessungen

2 L522 T741b | 1um RuQOy | Testmessungen

3 L522 T741b | 1um RuQOs | Testmessungen

4 L522 T741b | 1um RuOy | Kurzzeitmessungen mit unterschiedlichen
pH-Pufferlosungen

5 L522 T741b | 1pgm RuOs | Kurzzeitmessungen mit unterschiedlichen
pH-Pufferlésungen

6 L523 T741b | 2pum RuOs | Lang- und Kurzzeitmessungen mit unter-
schiedlichen pH-Pufferlosungen, sowie unter
Lichteinflufl

7 L524 T741b | 2um RuOy | Kurzzeitmessungen mit verschiedenen
Temperaturen

8 L524 T741b | 2um RuO, | Lang- und Kurzzeitmessungen mit unter-
schiedlichen pH-Pufferlésungen
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’ Chip # ‘ Bezeichnung Oxiddicke ‘ Verwendung

9 L524 T741b 2um RuOq Lang- und Kurzzeitmessungen mit unter-
schiedlichen pH-Pufferlésungen, Kurzzeit-
messungen mit verschiedenen Temperaturen
und unter Lichteinflul

10 L525 T741b 0,5um RuOs | Langzeitmessungen mit unterschiedlichen
pH-Pufferlésungen

11 1525 T741b 0,5um RuOs | Lang- und Kurzzeitmessungen mit einer
pH-Pufferlésung

12 L525 T741b 0,5um RuQOs | Langzeitmessungen mit einer pH-Puffer-
16sung, Kurzzeitmessungen zur Sauerstoff-
querempfindlichkeit

13 L525 T741b 0,5um RuQOs | Lang- und Kurzzeitmessungen mit unter-
schiedlichen pH-Pufferlésungen

14 L1521 T741b 2um RuOo Langzeitmessung mit einer pH-Pufferlésung

15 L1521 T741b 2um RuO4 Langzeitmessung mit einer pH-Pufferlésung

Tabelle 5.3: Glaschips der Mefireihe 1

5.2.2 Mefreihen 2 bis 7

In den MefBreihen 2 bis 7 wurden ganzflidchig besputterte Glas- und Keramikplatten verwendet. Diese
Platten wurden zu Plédttchen der Grofle 8, 5mm x 8, 5mm vereinzelt, wie sie in Abbildung 5.17 gezeigt

i

werden.

Abbildung 5.17: Ganzflichig mit RuOy beschichtete Glas- und Keramikplattchen der Grole 8, 5mm
x 8, 5mm

Nach der Vereinzelung wurde an einer Kante ein schmaler Streifen aus Platin mittels Sputterver-
fahren aufgebracht. Dieser Streifen dient als Kontaktierung. Fiir die Messungen wurden die Pliattchen
mit Hilfe von Klemmen eingespannt und in die Pufferlésungen eingetaucht. Neben der Charakte-
risierung der Sauerstoffquerempfindlichkeit der Sensoren, wurden diese Plattchen hauptséchlich zur
Untersuchung des Einflusses der Sensorfliche auf das entstehende Potential verwendet. Hierzu wur-
den die Plédttchen im Verlauf einer Mefireihe schrittweise mit einem inerten Lack abgedeckt. Dieser
Lack dient ebenfalls als Isolierung der zur Kontaktierung verwendeten Klemmen. In Tabelle 5.4 sind
die fiir die Mefireihen 2 bis 7 verwendeten Pliattchen mit ihrer Grundfliche und den, fiir die Mes-
sungen durchgefiihrten Flichenabstufungen aufgefiithrt. Die uneinheitliche Grundflédche resultiert aus
der nicht einheitlichen Abdeckung der Plittchen mit der Platinelektrode, die beim Aufsputtern mit
Hilfe von Schattenmasken per Hand justiert wurden. Einige der Plidttchen wurden auch auf Kera-
miksubstrate der Grofie 24mm x 33, 8mm geklebt und der Platinstreifen mit Hilfe von Leitlack auf
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die Platinelektroden des Keramiksubstrats kontaktiert. AnschlieBend wurden alle offenen Zuleitungen

mit einem photoresistiven inerten Lack isoliert.
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’ Chip # \ Grundfliche \ Flichenabstufungen \ Verwendung

P1 67, 76rmm? 1/1,1/2,1/4,1/8,0 | Schrittweise Abdeckung der Sensorfléche
P2 68, 66mm? 1/1,1/2,0 Schrittweise Abdeckung der Sensorfléche
P3 69, 40mm? 1/1,3/4,1/2,1/4,0 | Schrittweise Abdeckung der Sensorfléche
P4 68, 40mm? 1/1,1/2 Schrittweise Abdeckung der Sensorfléche
P5 68, 40mm? 1/1,3/4,1/2,1/4,0 | Schrittweise Abdeckung der Sensorfliche
P6 40, 20mm? 1/1,3/4,1/2, 1/4, Schrittweise Abdeckung der Sensorfldche
1/8,1/16, 0
P6K 67, 76mm? 1/1 Test der Sauerstoffquerempfindlichkeit
P7 67, 76mm? 1/1 Test des MeBautbaus u. der Sauerstoft-
querempfindlichkeit
P8 67, 76mm? 1/1 Test der Sauerstoffquerempfindlichkeit

5.2.3 MefBreihen 8 bis 12

Fiir die Mefireihen 8 bis 12 wurden zwei unterschiedliche Ausfiihrungen verwendet. Einerseits ka-
men erneut auf Glaschips der Grofle 24mm x 33, 8mm aufgebrachte Sensorelektroden zum Einsatz.
Andererseits einige ganzflichig mit RuOy bedeckte Keramikplittchen. Der Schwerpunkt in diesen
Mefireihen lag in der Untersuchung des Einflusses der Dicke der Elektroden auf die Sensorfunkti-
on. Hierfiir standen Elektrodendicken von 0,5um bis 6, 5um zur Verfiigung. In Tabelle 5.5 sind die

Tabelle 5.4: Glas- und Keramikpliattchen der Mefireihen 2 bis 7

verwendeten Sensoren aufgefiihrt.

’ Chip # ‘ Bezeichnung ‘ Substrat ‘ Oxiddicke | Verwendung
S1#1 L572 T792b Platte 1 Glas 0,5um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlosungen
S1#2 L572 T792b Platte 1 Glas 0,5um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlésungen
S1#3 L572 T792b Platte 2 Glas 0,5um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlosungen
S1#4 | L6572 T792b Platte 2 Glas 0,5um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlésungen
S2#1 L573 T792b Platte 1 Glas 1,0um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlésungen
S2#2 L573 T792b Platte 1 Glas 1,0um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlésungen
S2#3 L573 T792b Platte 2 Glas 1,0um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlésungen
S2#4 L573 T792b Platte 2 Glas 1,0um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlosungen
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’ Chip # ‘ Bezeichnung ‘ Substrat ‘ Oxiddicke | Verwendung
S3#1 L574 T792b Platte 1 Glas 2,0um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlosungen
S3#2 L574 T792b Platte 1 Glas 2,0um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlosungen
S3#3 L574 T792b Platte 2 Glas 2,0um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlosungen
S3#4 L574 T792b Platte 2 Glas 2,0um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlésungen
S44#1 Run 449 (72,25mm?) | Keramik 3,5um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlosungen
S44#2 Run 449 (72,25mm?) | Keramik 3,5um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlosungen
Sh#1 Run 450 (72,25mm?) | Keramik 6, 5um Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlosungen
S5#2 | Run 450 (72,25mm?) | Keramik 6, bum Kurzzeitmessungen mit einer
oder mehreren Pufferlosungen

Tabelle 5.5: Glaschips und Keramikplittchen der Mefireihen 8 bis 12

5.2.4 MeBreihen 13 bis 15

Diese Mefireihen wurden chronologisch als letzte durchgefiihrt. Die auf Keramiksubstrat aufbauen-
den Sensorchips, die fiir diese Mefireihen verwendet wurden, wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit mit Hilfe der bis dahin erworbenen Kenntnisse entwickelt. Es handelt sich um einen multipa-
rametrischen Sensorchip der Grofle 7,55mm x 7,55mm mit zwei RuOo-Sensorelektroden mit 1mm
Durchmesser und einer Oxiddicke von 1,0um. Dieser Chip, in Abbildung 5.18 dargestellt, wird in
Kapitel 7 noch eingehender vorgestellt.

Abbildung 5.18: Keramikchip der Grofie 7,55mm x 7, 55mm mit zwei RuOs-Elektroden

In den Mefireihen 13 bis 15 wurde er iiberwiegend zur Charakterisierung des Einschwingverhaltens
bei erstem Kontakt mit Fliissigkeiten verwendet. Dariiberhinaus wurde untersucht, inwieweit sich
dieses Einschwingverhalten durch Anlegen von dufleren Spannungen beeinflussen 1afit. In Tabelle 5.6
sind die fiir die Mefireihen verwendeten Keramikchips und ihre Verwendung aufgefiihrt.
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’ Chip # ‘ Oxiddicke | Verwendung

K1#1 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K2#1 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K242 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K243 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlésung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K2#4 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlésung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K245 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K2#6 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlésung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K247 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K2#8 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K249 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K24#10 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlésung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K2#11 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlésung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K24#12 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K2#13 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlésung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K24#14 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K2#15 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K2#16 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K24#17 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlésung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K2#18 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung
des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

K24#19 1,0um Langzeitmessungen mit einer Pufferlosung zur Untersuchung

des Einschwingverhaltens und dessen Beeinflussung

Tabelle 5.6: Keramikchips der Mefireihen 13 bis 15
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5.3 Ergebnisse

Die Einzelergebnisse der in Kapitel 5.2 aufgefithrten Versuche sind aufgrund ihres Umfangs in An-
hang B tabellarisch dargestellt. Auf diesen Einzelergebnissen basieren die nachfolgend aufgefithrten
Charakterisierungen fiir den Einsatz von Rutheniumoxid als pH-Sensor in biomedizinischen Anwen-
dungen. Die RuO2-Sensoren wurden dabei nach folgenden Gesichtspunkten charakterisiert:

e pH-Empfindlichkeit und Ansprechzeit von RuOs
e Rauschverhalten von RuQOs-Sensoren bei der pH-Messung

e Einschwingverhalten bei erstem Kontakt mit Fliissigkeiten und Driftverhalten in Langzeitmes-
sungen

e BeeinfluBbarkeit des Einschwingverhaltens durch Anlegen von dufleren Spannungen
e Querempfindlichkeit zum Sauerstoffpartialdruck und anderen Ionen

e Querempfindlichkeit zur Temperatur

e Auswirkung der Bestrahlung mit Licht

e Abhéngigkeit der Charakteristika von der aktiven Sensorfléche

e Abhingigkeit der Charakteristika von der Dicke der Oxidschicht

e Hysterese

e Biokompatibilitét

5.3.1 pH-Empfindlichkeit und Ansprechzeit von RuO,

Wie bereits in Kapitel 4.2 theoretisch betrachtet, beruht der technische Mefeffekt der pH-Messung
mit Metalloxiden auf einer Erhohung des sich bildenden Potentials des Sensormaterials gegen ei-
ne Referenzelektrode bei einer Verringerung des pH-Werts der MeBlosung. Analog dazu fithrt die
Erhohung des pH-Werts zu einer Verringerung des Mefpotentials. Als representative Beispiele fiir
die pH-Empfindlichkeit des entstehenden Potentials sind nachfolgend zwei Messungen bei Betrieb in
Pufferlésungen mit verschiedenen pH-Werten dargestellt.

Abbildung 5.19 zeigt den Verlauf des MeBpotentials von Chip P6 beim Wechsel zwischen Puf-
ferlosungen mit den Werten pH 6,0, pH 7,0 und pH 8,0, sowie die statistische Haufigkeit der Mef-
potentiale pro verwendeten pH-Wert betrachtet fiir 5 Wechsel. Der pH-Sprung ist dabei immer eine
pH-Dekade. Die Reproduzierbarkeit der ca. 60min dauernden Messung ist sehr konstant. Nach einem
pH-Wechsel zeigt sich ein leichtes Uberschwingen des Mefsignals, das typisch ist und qualitativ bei
allen durchgefiihrten Messungen auftrat.

Abbildung 5.20 zeigt den Verlauf des Mefipotentials bei demselben Chip bei Wechsel des Mefimedi-
ums mit 7 verschiedenen Werten von pH 5,0 bis pH 11,0. Der Unterschied zwischen den Pufferlosungen
betrigt genau eine pH-Dekade. Gewechselt wurde dabei von pH 5,0 beginnend mit aufsteigenden pH-
Werten bis pH 11,0. Anschliefend wurde von pH 11,0 direkt wieder auf pH 5,0 gewechselt und dieses
Verfahren iiber eine Mefzeit von ca. 84min 4 mal wiederholt. Aulerdem ist fiir diese 4 Wiederho-
lungen in Abbildung 5.20 die statistische H&ufigkeit der Meflpotentiale pro verwendeten pH-Wert
dargestellt.

Diese beiden representativen Versuche zeigen eine pH-Empfindlichkeit von 52mV/pH bis 58mV/pH,
wobei im Mittel beim iiberwiegenden Teil der Messungen ein Wert von 55mV/pH iiber einen pH-
Bereich von pH 5,5 bis pH 11,0 erreicht wurde. Damit liegen die praktisch ermittelten Werte minimal
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Abbildung 5.19: Verlauf des Mefipotentials beim Wechsel zwischen Pufferlésungen mit pH 6,0, pH 7,0
und pH 8,0 und die statistische Verteilung der Mefipotentiale pro verwendeten pH-Wert.
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Abbildung 5.20: Verlauf des Mefipotentials beim Wechsel zwischen Pufferlésungen von pH 5,0 bis pH
11,0 und die statistische Verteilung der Mefipotentiale pro verwendeten pH-Wert.
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pH 5,0 auf pH 6,0 bis pH 10,0 auf pH 11,0
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unter dem theoretisch bestimmbaren Nernst’schen Wert von 59, 2mV/pH. Bei Pufferlésungen unter
pH 5,5 zeigte sich eine, zum Teil deutlich niedere pH-Empfindlichkeit. Im Bereich zwischen pH 5,5
bis pH 11,0 ist die pH-Empfindlichkeit nahezu linear, wie aus Abbildung 5.21 zu entnehmen ist. Da
der vorgesehene Einsatzzweck biomedizinische Messungen an lebenden Zellen ist und damit die Rah-
menbedingungen meist im Bereich pH 6,0 bis pH 9,0 sind, zeigen die Ergebnisse, dafl Rutheniumoxid
gut fiir diese Art von Messungen geeignet ist.

Bemerkenswert ist die hohe Ansprechzeit der RuQOo-Sensoren. Die typische Reaktionszeit fiir einen
Wechsel um eine pH-Dekade liegt in der Regel bei unter 2s. Aufgrund dem, bei pH-Wechsel charak-
teristisch auftretenden Uberschwingen des Mefpotentials, kann es allerdings 10s bis 30s dauern, bis
sich ein stabiles Endergebnis eingestellt hat. Unterschiede aufgrund der Richtung des pH-Wechsels
wurden nicht festgestellt. Bei Wechseln iiber mehrere pH-Dekaden zeigte sich ebenfalls eine sehr kurze
Ansprechzeit. In Abbildung 5.22 ist ein typischer Potentialverlauf beim Wechsel von pH 6,0 auf pH
7,0, sowie ein Wechsel von pH 11,0 auf pH 5,0 dargestellt.
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Abbildung 5.22: Links: Potentialverlauf bei einem Wechsel der Pufferlésung von pH 6,0 auf pH 7,0;
Rechts: Potentialverlauf bei einem Wechsel der Pufferlésung von pH 11,0 auf pH 5,0

5.3.2 Rauschverhalten von RuO,-Sensoren bei der pH-Messung

Das Rauschverhalten von elektrochemischen Sensoren ist reproduzierbar nur unter Schwierigkeiten
meBtechnisch erfafibar, da wie in Kapitel 3 bereits betrachtet, hierbei parasitire elektrochemische
Reaktionen und die Giite der Referenzelektroden eine grofie Rolle spielen. Dariiberhinaus macht die
Verwendung der sehr hochohmigen Meflelektronik das Meflsignal sehr anfillig gegeniiber &ufleren
elektromagnetischen Storungen. Aus diesem Grund wurde fiir die Bewertung des Rauschverhaltens
Meflergebnisse herangezogen, bei denen der Meflaufbau bereits einen weitreichenden Lern- und Op-
timierungsprozefl durchlaufen hat, so da Stérungen und Rauschen aufgrund des Meflaufbaus weit-
gehend eliminiert wurden. Abbildung 5.23 zeigt zwei representative Beispiele fiir das Rauschen der
Sensoren.

Die Mefreihen zeigen durchgehend ein &uflerst geringes Rauschen AU,_, der RuO>-Sensoren.
Dieses liegt bei allen Messungen im Mittel bei 0, 15mV bis 0,20mV unabhingig vom jeweiligen Level
des Nutzsignals. Am Beispiel des, in Abbildung 5.23 links dargestellten Verhaltens, entspricht dies
bei einem Nutzsignallevel von ca. 400mV einem Signal-Rausch-Abstand (SNR) von ca. 76dB. Bei
einer Empfindlichkeit von 55mV/pH zeigen die Sensoren somit im Mittel ein Rauschen von 0,27%
bis 0, 37% vom gemessenen pH-Wert oder bezogen auf die Potentialinderung von 55mV/pH ein SNR
von ca. 51dB.
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Abbildung 5.23: Links: Rauschen des Chips S1#2 bei Betrieb in Pufferlésung mit pH 7,0; Rechts:
Rauschen des Chips #12 bei Betrieb in Pufferlésung mit pH 8,2

Diese Ergebnisse beziehen sich auf einem weitestgehend optimal abgeschirmten Meflaufbau. Wel-
che Auswirkungen ein nicht optimal gestalteter Meflaufbaus mit sich bringt verdeutlicht die in Abbil-
dung 5.24 dargestellte Messung mit einem RuOs-Sensor. Die in der biomedizinischen Mef3technik oft
verwendete Fluidik mittels Plastik- oder Silikonschlduche ist bei unsachgeméfier Handhabung oft eine
starke Storquelle. Wahrend der Meflaufbau noch meistens gegen duflere elektromagnetische Einfliisse
ausreichend geschirmt ist, zeigen ungeschirmte fliissigkeitsfithrende Schlauche deutliche Antennen-
effekte und leiten elektromagnetische Storungen, oft direkt durch die Pumpe verursacht, iiber die
leitfahige Fliissigkeit bis an die Sensoren in der Mel)kammer.
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Abbildung 5.24: Reduzierung der Stérungen, bedingt durch duflere elektromagnetischen Einfliisse mit

Hilfe von Erdung

In Bereich 1 der Abbildung ist das Schlauchsystem in eine Metallabschirmung gehiillt, die aber

nicht geerdet ist. Wird diese Metallabschirmung durch Verbindung mit dem Mefaufbau geerdet, er-
gibt sich eine Verringerung der Storungen um bis zu 50%, als Bereich 2 in der Abbildung bezeichnet.
Im Bereich 3 der Abbildung wurde zusétzlich die Fliissigkeit selbst, gem&fl Abbildung 5.25, kurz vor
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und kurz nach der Meflkammer geerdet. Dies wurde mit Hilfe von Edelstahlréhrchen, die als Ver-
bindungsstiicke in das Schlauchsystem eingesteckt werden, durchgefiithrt. Bei Memedien mit einem
hohen Anteil an verschiedenen, zum Teil unbekannten Ionen ist diese Mafinahme jedoch nicht geeig-
net, da es zu unreproduzierbaren elektrochemischen Reaktionen an den Edelstahlréhrchen kommen
kann, die die Messung stark beeinflussen konnen. Bei den verwendeten Mefimedien mit bekannten
Ionenkonzentrationen fiithrte dies allerdings nicht zu Problemen.

Abbildung 5.25: Schematische Darstellung der Erdung des Mefimediums

5.3.3 Einschwingverhalten bei erstem Kontakt mit Fliissigkeiten und Driftver-
halten in Langzeitmessungen

Die RuOs-Sensoren sind beim ersten Kontakt mit fliilssigen Medien einem ausgeprigten und kom-
plexen Einschwingverhalten unterworfen. Dies hat zur Folge, daf§i mit den Sensoren wihrend dieser
Einschwingzeit keine reproduzierbaren Messungen moglich sind. Fiir einen ordnungsgeméfien Betrieb
muf} diese Einschwingzeit beriicksichtigt oder die Sensoren miissen in geeigneter Fliissigkeit bereits
gelagert werden. Diese Einschwingcharakteristik, die in dhnlicher Form auch bei anderen Typen von
pH-Sensoren, wie z.B. den ISFET, auftritt, ist zeitlich und qualitativ nicht vorhersagbar. Sie héingt
unter anderem von der chemischen Beschaffenheit des Sensormaterials und von dufleren Einfliissen wie
z.B. Lichteinfall und Temperatur ab. In dieser Einschwingphase wurden sowohl positive als auch ne-
gative Potentiale beobachtet. Der Einschwingvorgang dauert unterschiedlich lange. Als Richtwert fiir
den Grof3teil der untersuchten Sensoren wurde in der Praxis minimal 1, 5h bis 2k ermittelt. Allerdings
wurden auch bis zu 5h beobachtet. Abbildung 5.26 zeigt einen representativen Einschwingvorgang,
bei dem das Potential ausschliellich positiv war.

Bei dem iiberwiegenden Teil der untersuchten Sensoren lé8t sich der Einschwingvorgang in drei
Phasen unterteilen. Nach dem ersten Kontakt mit Fliissigkeiten (1) ist der Verlauf des Potentials
vollkommen unreproduzierbar. Es wurden bis zu 4 Wechsel von fallendem zu steigendem Potential
beobachtet. Bei etwa 65% der untersuchten Sensoren war das Anfangspotential stark positiv. Bei den
restlichen 35% lag das Anfangspotential im negativen Bereich oder nahe bei 0V. Im dargestellten
Beispiel geht diese Phase ab etwas mehr als 2,5k in eine Phase iiber, in der sich das Potential weit-
gehend stabilisiert (2). Die zeitlichen Anderungen des Potentials sind dabei gering gegeniiber den in
biomedizinischen Anwendungen auftretenden pH-Anderungen. Somit sind ab diesem Zeitpunkt repro-
duzierbare Messungen mdoglich. Die Dauer dieser zweiten Phase ist zeitlich nicht exakt festzulegen.
Ab einer gewissen Zeit, geht das Verhalten iiber in eine konstante Drift des MeBsignals (3).

Die Drift tritt bei allen Sensoren auf, insbesondere wenn sie iiber lange Zeitraume betrieben wer-
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Abbildung 5.26: Beispiel eines Einschwingvorgangs mit rein positiven Potential (Chip #6)

den. In der Praxis ergaben sich Driftraten im Betrieb der Sensoren von 0, 5mV/h bis 3, 5mV/h. Wobei
der iiberwiegende Teil im Mittel Raten von 1,0mV/h bis 2,0mV/h aufwies. Abbildung 5.27 zeigt zwei
representative Beispiele iiber den Zeitraum von 2h. Prozentual betrachtet entsprechen diese Driftraten
bei einer pH-Empfindlichkeit von 55mV/pH eine Anderung des absoluten pH-Wertes von 0,9%/h bis
6,4%/h. Da in der vorgesehenen Anwendung nur relative Anderungen des pH-Wertes iiber Zeitriume
von maximal 10min gemessen werden, sind diese Driftraten ohne wesentlichen Einflufl auf das Mef3-
ergebnis. Will man tatséchlich absolute Werte messen, so macht dies eine fortlaufende Kalibrierung
der Sensoren wéhrend des Betriebs notwendig. Da in der Praxis beobachtet wurde, dal die Driftra-
ten bei sehr langen Mefzeiten tiber mehrere Tage bei gleich bleibenden Umgebungsbedingungen sehr
konstant sind, koénnen die Absténde der fortlaufenden Kalibrierung sehr grofi gew#hlt werden.

P1 pH7 A1/4 C#8 pH8.0
265,50 4

265,25 1
265,00 -] M2 1
264,75 4 40 ‘\

S 26450 ' 338

E. 26425 3361

i 264,00 S

T 263,75 332

o 263,50 3304
% 26325 328

& 263,00 326 \

D 262,75 324 4
262,50 - 324
262,25 - 320
262,00

U RuO, gg. Ref.El. [mV]

—_— 318 : -
0,0 05 1,0 1,5 20 05 10 15 20

Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 5.27: Links: Drift des Chips P1 bei Betrieb in Pufferlésung mit pH 7,0; Rechts: Drift des
Chips #8 bei Betrieb in Pufferlosung mit pH 8,0
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Die pH-Empfindlichkeit selbst bleibt sowohl von der Drift, als auch von der Lage des Potentialle-
vels nach dem Einschwingvorgang vollkommen unbeeinflufit. Die in Kapitel 5.3.1 dargestellten Werte
fiir die Empfindlichkeit gelten auch nach ldngeren Driftvorgéngen. In Abbildung 5.28 sind Beispiele
fiir pH-Wechsel mit iiberlagerter Drift dargestellt. Fiir diese Messungen wurden Sensoren mit einer
abnormal hohen Drift, aufgrund nicht optimaler Herstellungsparameter verwendet. Die Abbildung
zeigt Wechsel der Pufferlosung mit den Werten pH 6,0, pH 7,0 und pH 8,0. Deutlich zu erkennen
ist der reproduzierbare Potentialunterschied zwischen den pH-Werten, obwohl der Ausgangslevel des
Potentials einer deutlichen Drift unterworfen ist.

Ist ein RuOs-Sensor einmal eingeschwungen und eine lédngere Zeit betrieben worden, so ergab sich
in der Praxis, daf} die Einschwingdauer nach einer Trocknung und Lagerung deutlich kiirzer ist oder
gar nicht auftritt. Die deutlichen Einschwingvorginge bei Erstbetrieb in Fliissigkeiten stellen eine
Einschrénkung fiir die Verwendung der Sensoren dar. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden
Arbeit ebenfalls untersucht, inwieweit sich dieser Einschwingvorgang beeinflufit werden kann. Die Er-
gebnisse sind in Kapitel 5.3.4 zusammengefafit.
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Abbildung 5.28: pH-Wechsel mit iiberlagerter starker Drift

Die hier betrachteten Verinderungen des Mefsignals iiber die Zeit zeigen die Drift des Sensors
selbst bei gleichbleibenden pH-Wert der Mef8llésung. In der Praxis treten, insbesondere bei Lang-
zeitbetrieb, auch Effekte auf, die leicht mit Sensordrift zu verwechseln sind, aber andere Griinde
haben. Zum einen handelt es sich hierbei um eine Verdnderung des pH-Werts des Mefimediums durch
Verdunstung im Medium oder eine Verédnderung durch die Diffusion von COy aus der Umgebungs-
atmosphire in das Medium. Die Mechanismen, die durch letzteres zu einer Anderung des pH-Werts
fithren, wurden bereits in Kapitel 2.2.8 eingehend betrachtet, da sie einen wesentlichen Bestandteil
des Anwendungsgebiets darstellen.

Finhergehend mit dem Eintrag von C'O2 beeinflufit auch der Sauerstoffpartialdruck der Mefllésung
das entstehende Potential. Die Querempfindlichkeit des Sensors gegeniiber Sauerstoff wird in Kapi-
tel 5.3.5 noch eingehender betrachtet.

5.3.4 Beeinfluflbarkeit des Einschwingverhaltens durch Anlegen von dufleren Span-
nungen

Die im vorhergehenden Kapitel dargestellten ausgepriagten Einschwingvorgénge bei Erstbetrieb in
Fliissigkeiten stellen eine Einschrinkung fiir die Verwendung der Sensoren dar. Aus diesem Grund
wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwieweit sich dieser Einschwingvorgang beeinflufit
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werden kann. Hierzu wurden Versuchsreihen durchgefiihrt, bei denen nach dem ersten Kontakt mit
Flissigkeiten aktiv Potentiale an die RuOs-Elektrode angelegt wurden. Dabei kam die in Kapitel 5.1.2
vorgestellte Schaltelektronik zum Einsatz. Bei den durchgefiihrten Versuchsreihen wurden ausschlief3-
lich Keramikchips der Grofle 7,55mm x 7,55mm verglichen, die auf einem gemeinsamen Substrat
hergestellt wurden. Dadurch wurde sichergestellt, daf} sich die RuOs-Elektroden nicht aufgrund des
Herstellungsprozesses oder der geometrischen Parameter unterscheiden. Es konnte dadurch aus den
Erfahrungen der vorausgehenden Versuche davon ausgegangen werden, daf} sich die Sensorelektroden
weitgehend identisch verhalten. Abbildung 5.29 zeigt das Einschwingverhalten der beiden Sensorelek-
troden S1 und S2 auf Chip K2#6 bei erstem Kontakt mit einer Pufferlésung mit pH 7,0, ohne dafl
aktiv eine Spannung von auflen angelegt wurde. Nach ca. 120min ist ein Zustand erreicht, bei dem
reproduzierbares Messen moglich ist. Der Unterschied der Ausgangsspannung zwischen den beiden
Sensorelektroden ist dabei von Chip zu Chip verschieden und auch nicht vorhersagbar. Die Signalénde-
rungen wahrend des Einschwingvorgangs und im Betrieb sind allerdings, wie deutlich zu erkennen,
sehr reproduzierbar und untermauern die Annahme, dafl sich alle Chips einer Substratplatte quali-
tativ identisch verhalten. Aus Griinden der speziellen elektronischen Schaltung fiir die Versuche zur
Beeinflussung der Einschwingcharakteristik, sind die Ergebnisse, abweichend von den {ibrigen Darstel-
lungen in dieser Arbeit, als Signal Referenzelektrode gegen RuO--Elektrode dargestellt. Die Messung
in Abbildung 5.29 dient als Vergleich zu den folgenden Messungen, die alle mit Chips des Substrats
K2 durchgefiihrt wurden und die Auswirkungen einer elektrischen Vorspannung der Sensorelektroden
zeigen. Wie bereits im vorherigen Kapitel dargestellt, 148t sich keine reproduzierbaren Aussagen iiber
die beim Einschwingvorgang auftretenden Sensorsignale treffen. Bei allen Einschwingvorgéingen der
Chips von Substrat K2 sank das Potential auf sehr geringe Werte ab.
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Abbildung 5.29: Einschwingverhalten von Chip K2#6 in Pufferlésung mit pH 7,0; S1 und S2 bezeich-
nen die beiden Sensorelektroden

In mehreren Versuchen, in denen eine Spannung unterschiedlicher Hohe, Polaritdt und Dauer an
die Sensorelektroden angelegt wurde, konnte empirisch eine Optimierung dieser Parameter vorgenom-
men werden. Die besten Resultate konnten mit einer Spannung von +3, 0V iiber 50s erzielt werden.
Derart betriebene Sensoren zeigten eine deutliche Verkiirzung der Einschwingzeit. Abbildung 5.30
zeigt ein representatives Beispiel mit Chip K2#14.
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Abbildung 5.30: Einschwingverhalten von Chip K2#14 in Pufferlésung mit pH 7,0, mit einer Vor-
spannung von +3,0V iiber 50s

Die deutlich verkiirzte Einschwingzeit betrdgt hier etwa 20min bis 30min. Negativer Effekt der
Vorspannung ist allerdings ein sehr hoher Unterschied in der Ausgangsspannung der Sensorelektroden
der in dieser Messung bei etwa 750mV liegt. Werden die Sensoren nur fiir die Messung von relativen
pH-Anderungen verwendet, ist dieser Effekt von untergeordneter Rolle. Der positive Einflul auf das
Einschwingverhalten war weitgehend unabhéngig von der Hohe und der Polaritidt des Sensorsignals
nach dem Abschalten der Vorspannung. Es ist also nicht nétig, Sensoren mit positiven Potentialen
beim Einschwingvorgang mit positiven Vorspannungen, bzw. Sensoren mit negativen Potentialen beim
Einschwingvorgang mit negativen Vorspannungen zu betreiben. Als representative Beispiele sind in
Abbildung 5.31 zwei Messungen mit positiven und negativen Einschwingverhalten dargestellt, bei
denen je eine Vorspannung mit +3,0V iiber 50s durchgefiihrt wurde.
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Abbildung 5.31: Einschwingverhalten von Sensoren in Pufferlésung mit pH 7,0 nach einer Vorspannung
mit +3,0V iiber 50s; Links: Chip K2#15 mit positivem Anfangspotential; Rechts: Chip K2#16 mit
negativem, bzw. neutralem Anfangspotential



116 KAPITEL 5. CHARAKTERISIERUNG VON RUTHENIUMOXID ALS PH-SENSOR

Zusammenfassend wurde eine Reduzierung der Einschwingzeit im Mittel von etwa 120min auf et-
wa 30min nach dem ersten Kontakt mit Fliissigkeiten erreicht. Einschriankend mufl angegeben werden,
daf} nicht bei allen Versuchen mit einer Vorspannung von +3,0V iiber 50s dieses Ergebnis reprodu-
zierbar erreicht wurde. Der Erfolg stellte sich bei etwa 70% der untersuchten Chips ein. Prinzipiell
wurde aber gezeigt, daf} sich die Einschwingcharakteristik positiv beeinflussen 148t. Bei den fiir diese
Arbeit relevanten Anwendungsgebiete der Sensorchips, bei denen auf den Sensorchips lebende biolo-
gische Proben erst kultiviert werden miissen, ist diese Art der Beeinflussung nicht von Bedeutung, da
einerseits die verwendeten Spannungen fiir die biologischen Proben zu hoch sind, andererseits durch
die Kultivierung die Sensoren bereits eine ausreichende Zeit fliissiger Umgebung ausgesetzt sind.

5.3.5 Querempfindlichkeit zum Sauerstoffpartialdruck und anderen Ionen

In den Versuchen zeigte sich eine Querempfindlichkeit des Sensorsignals zum Sauerstoffpartialdruck
des Mefimediums. Diese Querempfindlichkeit ist auch in der Literatur beschrieben. Abbildung 5.32
zeigt eine Messung mit Chip S5#2, bei der zwischen zwei MeBmedien mit pH 7,0 gewechselt wurde.
Bei einem Medium wurde eine Sauerstoffverarmung mit Hilfe von Stickstoff, beim anderen Medi-
um eine Sauerstoffiiberséttigung mit Hilfe von reinem Sauerstoff herbeigefiihrt. Dabei wurde darauf
geachtet, dafl die Temperatur bei beiden Medien weitgehend identisch ist. Der Unterschied im Sensor-
signal lag bei ca. 200mV fiir den Wechsel zwischen den beiden Medien. Bei einer pH-Empfindlichkeit
von 55mV /pH entspricht dies einem pH Unterschied von ca. 3,6 pH-Dekaden. Postuliert man bei dem
durch Stickstoff verarmten Medium einen Sauerstoffpartialdruck von etwa 0% pOs und bei dem durch
reinen Sauerstofl iibersiittigten Medium einen Sauerstoffpartialdruck con etwa 130% pOs entspricht
dies einer Querempfindlichkeit gegeniiber Sauerstoff von 0, 28pH /%pO2. Auffillig ist dabei das lineare
Abfallen des Sensorsignals bei Wechsel auf sauerstoffverarmten Medium. Die Reaktion des Sensors
auf den Wechsel zu sauerstoffiiberséttigten Medium ist erheblich schneller. Die Querempfindlichkeit
der RuOs-Sensoren gegeniiber Sauerstoff ist also sehr hoch und mufl deshalb bei Messungen beriick-
sichtigt und geeignet korrigiert werden. Da bei den in dieser Arbeit weiterentwickelten Sensorchips
Sauerstoffsensoren integriert sind, ist dies allerdings bei Kenntnis der Querempfindlichkeit kein grofler
Nachteil. Eine Querempfindlichkeit zu anderen Ionen wie Na™ und K™ konnte nicht festgestellt wer-
den.
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Abbildung 5.32: Einfluf} des Sauerstoffpartialdrucks auf das Sensorsignal
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5.3.6 Querempfindlichkeit zur Temperatur

Fiir die Untersuchung der Querempfindlichkeit der RuOs-Sensoren gegeniiber der Temperatur wurde
zwischen zwei Pufferlésungen mit pH 7,02 gewechselt. Die Pufferlésungen haben dabei die Tempera-
tur 1,0°C und 33,1°C. Abbildung 5.33 zeigt den Versuch.
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Abbildung 5.33: Einflufl der Temperatur auf das Sensorsignal bei Wechsel von Pufferlésungen (pH
7,02) mit 1,0°C und 33, 1°C

Der Verlauf der Messung zeigt ein deutlich hoheres Mefpotential bei kélterer Losung. Dieses klingt
schnell ab, da sich die Losung auf Zimmertemperatur erwérmt. Ebenso erhoht sich das niedrigere
MeBpotential bei der warmen Losung mit dem Abkiihlen auf Raumtemperatur. Die nicht einheitli-
chen Mefipotentiale nach dem Wechsel der Pufferlésung, vor allem bei der warmen Loésung, werden
darauf zuriickgefithrt, daff die Temperatur beim Einbringen in die Meflkammer nicht immer abso-
lut reproduzierbar war. Der gesamte Temperaturunterschied von 32, 1°C' fithrt zu einem maximalen
Potentialunterschied von 14,2mV und entspricht bei einer pH-Empfindlichkeit von 55mV/pH einer
Querempfindlichkeit von 7,9-1073pH /°C.. Die beziiglich der Raumtemperatur von 21, 5°C um 20, 5°C
kiltere Losung bewirkt einen Potentialunterschied von 5,2mV. Dagegen ergibt eine beziiglich der
Raumtemperatur um 11,6°C wirmere Losung einen Potentialunterschied von 9mV. Diese Groflen-
ordnungen wurden in weiteren Versuchen bestétigt. Die typische Querempfindlichkeit gegeniiber der
Temperatur liegt somit im Bereich 4, 6-1073pH/°C bis 1,4-102pH/°C. Abbildung 5.33 zeigt aufler-
dem, daf} die Werte beim Einschwingen nach der jeweiligen Temperaturdnderung hoher liegen, wenn
sie von den temperaturbedingt erniedrigten Spannungen ausgehen. Dieser Sachverhalt tritt in allen
Versuchen dieses Typs auf. Es ist daher wahrscheinlich, daf} hier ein Memory-Effekt auftritt.

5.3.7 Messungen zur Untersuchung der Lichtempfindlichkeit

Die RuOs-Sensoren zeigten bei den Versuchen eine Empfindlichkeit gegeniiber Licht. Dabei beeinflufit
die Bestrahlung mit Licht keine funktionsrelevanten Parameter wie Empfindlichkeit oder Ansprechver-
halten. Bestrahlung mit Licht wirkt sich ausschliefilich auf die Drift aus. Fiir die Untersuchung dieses
Ph&nomens wurden LEDs mit verschiedenen Wellenlédngen verwendet. Abbildung 5.34 zeigt Versuche
mit LEDs der Wellenldnge 464nm und einer Lichtleistung von 1150med bei einer Stromstérke von
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Abbildung 5.34: Einflul von Licht auf die Drift der Sensorelektroden in einer Pufferlésung mit pH
7,0, in den markierten Bereichen wurde mit einer LED beleuchtet; Links: Chip #9; Rechts: Chip #6

In der linken Kurve wurde eine Drift in dunkler Umgebung von 3,27mV/h beobachtet, die sich
unter Einflufl der LED auf 8,95mV/h erhohte. Die rechte Kurve zeigt eine erheblich héheren Einfluf
des Lichts auf die Driftrate. Die Drift erhchte sich hier von einer vernachléssigbar kleinen Drift in
dunkler Umgebung auf 8, 6mV/h bei Bestrahlung mit Licht. Aus den durchgefiihrten Versuchen 148t
sich dabei kein Einflufl der Wellenlénge ableiten. Tendenziell ist die Drift umso hoher, je grofler die
Lichtleistung ist.

5.3.8 Abhingigkeit der Charakteristika von der aktiven Sensorfliche

Zur Charakterisierung der Abhéngigkeit der Charakteristika von der aktiven Sensorfliche wurden
RuOs-beschichtete Glasplittchen verwendet, die in den Versuchen schrittweise mit einem inerten
Lack abgedeckt wurden, um deren aktive Sensorfliche zu verringern. Hierbei erfolgt die Charakteri-
sierung wie in den oben beschriebenen Versuchsreihen hauptséchlich iiber die Potentialdnderungen
beim Wechsel von Pufferlésungen mit verschiedenen pH-Werten.

Représentativ fiir die Untersuchungen der Fldchenabhéngigkeit sollen hier die Ergebnisse des
Substrates P6 dargestellt werden. Die Ausgangsfliche A = 1/1 betriigt 40,2mm?, fir A = 3/4
30, 15mm?, fiir A = 1/2 20, 1mm? und fiir A = 1/4 15, 1mm?. Es wurde festgestellt, dafl die absolut
gemessenen Potentiale bei Flachen von 1/1, 3/4 und 1/2 der Ausgangsfliche sehr nahe beieinander
liegen. Fiir pH 6,0 stets im Bereich von 350mV bis 375mV, fir pH 7,0 um 300mV und fir pH 8,0
bei 225mV bis 275mV . Abbildung 5.35 zeigt die Empfindlichkeit und die Drift bei verschiedenen
Sensorflachen.

Auffallig ist eine erhohte Drift bei einer Sensorfliche von 3/4 und noch deutlicher bei 1/4 der
Ausgangsfliche. Die Driftraten sind allerdings mit ca. 1,75mV/h relativ klein zur Potentialinderung
bei pH-Wechsel und bewegen sich in der Groflenordnung der Langzeitdrift. Die Potentialunterschie-
de beim Wechsel der Pufferlésungen mit einem pH-Unterschied von einer Dekade liegen im Bereich
um 55mV/pH und sind von der aktiven Fliche der Sensorelektrode weitgehend unabhéngig. Bei sehr
kleinen Sensorfléichen zeigte sich eine deutliche Abnahme des Ausgangslevels der sich ausbildenden Po-
tentiale. Die pH-Empfindlichkeit bleibt allerdings auch hier weitgehend unbeeinflu3t. Abbildung 5.36
zeigt die Potentiale fiir verschiedene pH-Werte aufgetragen iiber die aktive Sensorfléche.



5.3. ERGEBNISSE 119

P6 A3/4 pHB/7/8 P6 pH6/7/8 A1/4
380 4 330 .
320
3704 310
360 ’\ N 3004
350 4 290
= S 280
£ 340 S
= 330 = 0. \
m P m 260" [
e o d
D 320 > 1 -
© 50T HE b « zig 1 T
E) b _— 9 b \\\\
> 300 » 230 L ~—__
o O 220 .
S 290 5
x x 210
- 280+ D 200
270 190 -
260 — L o u 180 -
250 4 170
LI T VL L TN N A DE RN DL NN N | VBRI T S LT L A L L T A VL
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 0 18 36 54 72 90 108 126 144 162 180 198
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 5.35: Verhalten des Substrates P6 bei verschiedenen pH-Werten (pH 6,0, pH 7,0, pH 8,0);
Links: 3/4 der Ausgangsfliche; Rechts: 1/4 der Ausgangsfliche
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Abbildung 5.36: Meflpotentiale fiir verschiedene pH-Werte aufgetragen iiber die aktive Sensorfléiche;
Links: pH 6,0, pH 7,0, pH 8,0; Rechts: pH 5,0 bis pH 11,0

Zusammenfassend lassen sich drei Punkte fiir die Abhéngigkeit der Charakteristika der RuOo-
Sensoren von der aktiven Sensorflache feststellen:

e Die pH-Empfindlichkeit im Bereich von pH 6,0 bis pH 11,0 ist von der aktiven Sensorfliche
weitgehend unabhéngig

e In Pufferlésungen mit pH-Wert 5,0 treten bei sehr kleinen Flichen Unregelmifligkeiten auf

e Je kleiner die aktive Sensorfliche wird, desto grofer wird die Drift des Sensorsignals

5.3.9 Abhingigkeit der Charakteristika von der Dicke der Oxidschicht

Fiir die Untersuchung der Abhéngigkeit der Charakteristika von der von der Dicke der Oxidschicht
standen mehrere Glas-Chips mit verschiedenen RuOs-Schichtdicken von 0, 5um, 1,0um und 2, 0um,
sowie mehrere Keramiksubstrate mit Schichtdicken von 3,5um und 6,5um zur Verfiigung. Die Sen-
sorelektroden wurden nach dem Einschwingen wieder abwechselnd in pH 6,0, 7,0 und 8,0 betrieben.
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Bei einer Schichtdicke von 0, 5um zeigte sich kein auffilliges Verhalten beim Einschwingvorgang
oder der Drift. Auffillig war hier zum einen die hohe Trégheit und zum Teil die Unreproduzierbarkeit
der Einstellung des Mefipotentials beim pH-Wechsel (Abbildung 5.37). Zum anderen war die pH-
Empfindlichkeit nicht einheitlich, sondern schwankte unreproduzierbar zwischen den verschiedenen
pH-Werten. Die Potentialunterschiede fiir die Wechsel zwischen den pH-Werten waren unterschied-
lich hoch, teilweise nur wenige mV und in ihrer Héhe und Einstellzeit nicht reproduzierbar.
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Abbildung 5.37: Verhalten von Substrat S1/Plattel/ChipNr2 in pH 6,0, pH 7,0 und pH 8,0

Die Schichtdicke 1,0um fiihrte zu den in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnissen in Bezug auf
pH-Empfindlichkeit, Drift und Ansprechverhalten.

Bei einer Schichtdicke von 2, 0um wurden dhnliche Ergebnisse erzielt wie bei Sensoren mit 1, 0um
Dicke. Allerdings wurde hierbei eine leicht erhohte Triagheit im Ansprechverhalten und in der Ein-
stellzeit nach einem Pufferwechsel beobachtet. Dieses Verhalten geht aber einher mit einem leicht
besseren Langzeitverhalten. Bei dieser Schichtdicke wurden die niedrigsten Driftraten aller Versuche
beobachtet. Sie lag bei Substrat S3/P2/Chip#3 bei nur 140uV/h. Bei einer pH-Empfindlichkeit von
55mV/h kann hier quasi von Driftfreiheit gesprochen werden.

Bei den Schichtdicken 3, 5um und 6, 5um wurden sehr hohe Reaktionszeiten auf Wechsel der Puf-
ferlésungen beobachtet. Die pH-Empfindlichkeit war nicht sehr reproduzierbar und lag durchgehend
deutlich iiber den sonst festgestellten 55mV/pH. Das Verhalten bei Langzeitbetrieb war ebenfalls
sehr instabil. Aufgrund diesen Ergebnissen konnen Schichtdicken in diesem Bereich als ungeeignet
bezeichnet werden und wurden somit auch nicht weiter untersucht.

Zusammenfassend 1é8t sich fiir die Abhéngigkeit der Charakteristika von der Oxiddicke des RuOs
folgendes festhalten:

e In den durchgefithrten Mefreihen ergab sich, dal bei einer Schichtdicke von 0, 5um des Ruthe-
niumoxids zwar kein auffilliges Verhalten beim Einschwingvorgang oder der Drift beobachtbar
ist, das Verhalten beim Wechsel des pH-Wertes allerdings trége und nicht vorhersagbar ist

e Bei Schichtdicken von 1,0um und 2,0pum sind geringe Langzeitdriften zu verzeichnen und die
Ansprechzeiten beim pH-Wechsel sind geringer als bei 0, 5um. Dies gilt insbesondere fiir 1, 0um.
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e Die Langzeitstabilitét ist fiir 2,0um am besten. Demnach sind Schichtdicken zwischen 1,0um
und 2,0pm als Kompromifl zwischen Ansprechzeit und Langzeitstabilitdt am besten fiir den
Betrieb als pH-Sensor geeignet

5.3.10 Hysterese

Eine quantitative Einschitzung der Hysterese ist aufgrund des Ansprechverhaltens der Sensoren rela-
tiv schwierig. Abbildung 5.38 zeigt einen, bereits in Kapitel 5.3.1 betrachteten Mefiverlauf von Chip
P6 in dem am Beispiel des Wechsels von pH 8,0 auf pH 7,0 und zuriick zu pH 8,0, sowie dem Wechsel
von pH 6,0 auf pH 7,0 und zuriick zu pH 6,0 keinerlei mefibare Hysterese auftritt.
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Abbildung 5.38: Mefiverlauf von Chip P6 fiir die pH-Werte pH 6,0, pH 7,0 und pH 8,0

Bei dem iiberwiegenden Teil der durchgefithrten Versuche zeigte sich ein dhnliches Ergebnis. Zu
beobachten war durchgehend eine, bereits in Kapitel 5.3.1 dargestellte, langsame Annédherung an den
Endwert.

5.3.11 Biokompatibilitat

Die Sensoren wurden einem Biokompatibilitdtstest nach ISO 10993-5 unterzogen und diesbeziiglich
fiir geeignet befunden. Abbildung 5.39 zeigt eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit 1.929-
Zellen (Mausfibroblasten) bewachsenen Sensorelektrode auf einem Keramikchip der Grofie 7, 55mm
x 7,55mm. Es zeigte sich kein Unterschied in der Zellverteilung auf oder neben dem Sensor.

Abbildung 5.39: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von 1.929-Zellen auf einer Rutheniumoxidelek-
trode eines Keramikchips
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5.3.12 Weitere Ergebnisse

Im Laufe der Mefireihen zur Untersuchung des Einflusses der Sensordicke auf die Charakteristika der
Sensoren wurden bei einigen Proben Anomalien festgestellt, die in ihrer Ausbildung reproduzierbar
waren. Statt bei der Erh6hung des pH-Werts ein geringeres Mefipotential zu zeigen, stieg das Mef3po-
tential bei Sensoren einer bestimmten Charge an. Das sich einstellende Potential blieb konstant und
stellte eine genaue Inversion des erwarteten Verhaltens dar. Das Ansprechverhalten war dariiberhin-
aus ebenfalls reproduzierbar etwa doppelt so lange wie sonst iiblich. Abbildung 5.40 zeigt die Reaktion
des Substrats S1P2#3 auf die pH-Werte pH 6,0, pH 7,0 und pH 8,0.
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Abbildung 5.40: Inversion der Reaktionen des Substrats S1P2#3 auf die pH-Werte pH 6,0, pH 7,0
und pH 8,0

Diese Anomalien waren wie bereits erwidhnt reproduzierbar. Ihre Ursache kénnte mit der Verunrei-
nigung des Rutheniumoxids durch Fremdstoffe wihrend des Herstellungsprozesses erklirt werden. Da
die genaue Art dieser Verunreinigung nicht bekannt ist, kann hierzu keine genaue Aussage getroffen
werden.

5.4 Zusammenfassung und Diskussion

5.4.1 Zusammenfassung

Die Messungen an den RuQOs-Sensoren zeigen, daf sie zur Messung des pH-Werts in biomedizinischen
Anwendungen geeignet sind. Die Ergebnisse der durchgefithrten Charakterisierungen lassen auf die
Machbarkeit extrazelluldrer, zellphysiologischer Messungen schlielen. Die Sensorelektroden sind bio-
kompatibel und werden gut mit Zellen bewachsen. Die Sensoren wurden hinsichtlich der relevanten
Parameter getestet. Zusammenfassend konnen folgende Ergebnisse festgehalten werden:

Die Versuche zeigen eine pH-Empfindlichkeit zwischen 52mV/pH und 58mV/pH, wobei im Mittel
beim iiberwiegenden Teil der Messungen ein Wert von 55mV/pH iiber einen pH-Bereich von pH 5,5
bis pH 11,0 erreicht wird. Im Bereich zwischen pH 5,5 bis pH 11,0 ist die pH-Empfindlichkeit nahezu
linear. Lediglich bei pH-Werten unter pH 5,5 zeigen die Sensoren ein nichtlineares Verhalten und die
Empfindlichkeit liegt unter 55mV/pH. Der fiir den Einsatzzweck in biomedizinische Anwendungen
mit lebenden Zellen relevante Bereich pH 6,0 bis pH 9,0 148t sich somit mit den RuO2-Sensoren ohne
Einschrankungen abdecken.
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Die Ansprechzeit der RuOs-Sensoren bei einen Wechsel um eine pH-Dekade liegt im Mittel bei
unter 2s, um 90% des Endwertes zu erreichen. Unterschiede aufgrund der Richtung des pH-Wechsels
wurden nicht festgestellt.

Die Ergebnisse zeigen durchgehend ein &duflerst geringes Rauschen der RuOs-Sensoren. Dieses
liegt bei allen Messungen im Mittel bei 0, 15mV bis 0,20mV unabhingig vom jeweiligen Level des
Nutzsignals. Dies entspricht bei einem Nutzsignallevel von beispielsweise 400mV einem SNR von ca.
76dB. Bei einer Empfindlichkeit von 55mV/pH zeigen die Sensoren somit im Mittel ein Rauschen von
0,27% bis 0,37% vom gemessenen pH-Wert oder bezogen auf die Potentialinderung von 55mV/pH
ein SNR von ca. 51dB.

Die RuQOs-Sensoren sind beim ersten Kontakt mit fliissigen Medien einem ausgeprigten Ein-
schwingverhalten unterworfen. Als Richtwert fiir den Grofiteil der untersuchten Sensoren wurde in der
Praxis minimal 1,5h bis 2h ermittelt. Allerdings wurden auch bis zu 5h beobachtet. Bei dem iiber-
wiegenden Teil der untersuchten Sensoren 1483t sich der Einschwingvorgang in drei Phasen unterteilen.
Nach dem ersten Kontakt mit Fliissigkeiten ist der Verlauf des Potentials vollkommen unreproduzier-
bar. In Phase 2 stabilisiert sich das Potential weitgehend. Die zeitlichen Anderungen des Potentials
sind dabei gering gegeniiber die in biomedizinischen Anwendungen auftretenden pH-Anderungen. Die
dritte Phase zeigt eine konstante Drift des Meflsignals.

Um dieses Einschwingverhalten beim ersten Kontakt mit fliissigen Medien zu optimieren wur-
den Versuche unternommen, durch das Anlegen einer dufleren Spannung eine Verbesserung herbei-
zufithren. Zusammenfassend wurde eine Reduzierung der Einschwingzeit im Mittel von etwa 120min
auf etwa 30min nach dem ersten Kontakt mit Fliissigkeiten erreicht. Einschrinkend mufl angege-
ben werden, dafl nicht bei allen Versuchen dieses Ergebnis reproduzierbar erreicht wurde. Der Erfolg
stellte sich bei etwa 70% der untersuchten Chips ein. Prinzipiell wurde aber gezeigt, dafl sich die
Einschwingcharakteristik positiv beeinflussen l4t.

Die Driftraten im Betrieb der Sensoren liegen zwischen 0, 5mV/h und 3, 5mV/h. Der iiberwiegende
Teil weist im Mittel Raten von 1,0mV/h bis 2,0mV/h auf. Prozentual betrachtet entsprechen diese
Driftraten bei einer pH-Empfindlichkeit von 55mV/pH einer Anderung des absoluten pH-Wertes von
0,9%/h bis 6,4%/h. Die pH-Empfindlichkeit selbst bleibt sowohl von der Drift, als auch von der
Lage des Potentiallevels nach dem Einschwingvorgang vollkommen unbeeinflufit. Ist ein RuOs-Sensor
einmal eingeschwungen und eine langere Zeit betrieben worden, so ergab sich in der Praxis, dafl die
Einschwingdauer nach einer Trocknung und Lagerung deutlich kiirzer ist oder gar nicht auftritt.

Die Sensoren zeigen eine Querempfindlichkeit zum Sauerstoffpartialdruck des Mefimediums. Die
Querempfindlichkeit gegeniiber Sauerstoff wurde im Mittel mit 0, 28pH /%pO2 bestimmt. Sie ist also
sehr hoch und muf} deshalb bei Messungen beriicksichtigt und geeignet korrigiert werden.

Die Sensoren zeigen eine Querempfindlichkeit von 4,6 - 107 3pH /°C bis 1,4 - 10~2pH /°C. Es zeigt
sich auflerdem, dafl die Werte beim Einschwingen nach der jeweiligen Temperaturéinderung hoher
liegen, wenn sie von den temperaturbedingt erniedrigten Spannungen ausgehen. Dieser Sachverhalt
168t auf einen Memory-Effekt schlieflen.

Die RuO2-Sensoren zeigen eine Empfindlichkeit gegeniiber Licht. Die Bestrahlung mit Licht hat
keine Auswirkungen auf funktionsrelevante Parameter wie Empfindlichkeit oder Ansprechverhalten,
sondern wirkt sich ausschliefllich negativ auf die Drift aus. Aus den durchgefiihrten Versuchen 148t
sich dabei kein Einflufl der Wellenldnge ableiten. Tendenziell ist die Drift umso hoher, je grofier die
die Sensoren treffende Lichtleistung ist.

Die Abhéngigkeit der Charakteristika der RuOs-Sensoren von der aktiven Sensorfléche lassen sich
in drei Punkte zusammenfassen:

e Die pH-Empfindlichkeit im Bereich von pH 6,0 bis pH 11,0 sind von der aktiven Sensorfliche
weitgehend unabhingig

e In Pufferlésungen mit pH-Wert 5,0 treten bei sehr kleinen Flachen Unregelméfligkeiten auf
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e Je kleiner die aktive Sensorfliche wird, desto gréfier wird die Drift des Sensorsignals

Aufgrund dieser Ergebnisse werden die Sensoren als runde Elektrodenspots mit einem Durchmesser
von 1,0mm ausgefiihrt, was einer Sensorfliiche von 0, 785mm? entspricht.

Zusammenfassend a8t sich fiir die Abhéngigkeit der Charakteristika von der Oxiddicke des RuO4
folgendes festhalten:

e In den durchgefithrten Mefireihen ergab sich, dafl bei einer Schichtdicke von 0, 5um das Ruthe-
niumoxid zwar kein auffilliges Verhalten beim Einschwingvorgang oder der Drift beobachtbar
ist, das Verhalten beim Wechsel des pH-Wertes allerdings trige und nicht vorhersagbar ist

e Bei Schichtdicken von 1,0um und 2,0um sind geringe Langzeitdriften zu verzeichnen und die
Ansprechzeiten beim pH-Wechsel sind geringer als bei 0, 5um. Dies gilt insbesondere fiir 1, 0pm.

e Die Langzeitstabilitét ist fiir 2,0um am besten. Demnach sind Schichtdicken zwischen 1,0um
und 2,0um als Kompromify zwischen Ansprechzeit und Langzeitstabilitit am besten fiir den
Betrieb als pH-Sensor geeignet

Die Elektrodenspots werden aufgrund dieser Erkenntnisse mit einer RuOs-Schichtdicke von 1,5um
gefertigt.

Die Sensoren zeigen im Mittel keinerlei mefibare Hysterese. Wobei hierfiir aufgrund des Ansprech-
verhaltens der Sensoren eine eindeutige Aussage schwierig zu treffen ist.

Die Sensoren wurden einem Biokompatibilitéatstest nach ISO 10993-5 unterzogen und diesbeziiglich
fiir geeignet befunden. Es zeigt sich kein Unterschied in der Zellverteilung auf oder neben dem Sensor.

5.4.2 Vergleich der Ergebnisse mit den substituierten ISFETSs

Neben dem Nachweis der Eignung der auf RuOs basierenden pH-Sensorelektroden fiir die Bestimmung
von pH-Anderungen, die durch Ansiuerungsleistung von lebenden Zellen verursacht werden, soll an
dieser Stelle ihre Leistungsfihigkeit im Vergleich zu den, fiir diese Art von Messungen urspriinglich
verwendeten ISFETSs diskutiert werden. Als Vergleichsbasis dienen die Ergebnisse die Baumann in [89]
erarbeitet hat. Diese wurden mit ISFETs auf CMOS-Basis erzielt und entsprechen den Sensoren, die
auf den urspriinglich verwendeten multiparametrischen Sensorchips unserer Arbeitsgruppe integriert
sind und als Ausgangspunkt fiir die vorliegende Arbeit dienten.

In [89] wurden insgesamt 8 Chargen untersucht. Die ISFETSs zeigten eine durchweg geringere
Empfindlichkeit als die RuOs-Sensoren, im Mittel ca. 40mV/pH. Wihrend der iiberwiegende Teil
der RuOs-Sensoren eine Empfindlichkeitsbandbreite von 52mV/pH bis 58mV /pH zeigen, liegt die
Bandbreite der ISFET-Chargen bei ca. 19mV/pH bis 46mV/pH. Diese hohen Unterschiede zwischen
einzelnen ISFET-Chargen ist auf den komplexen elektronischen Aufbau der ISFETSs zuriickzufiihren,
der durch eine deutlich groflere Anzahl an Prozefiparameter beeinflufit werden kann als dies bei den
einfach aufgebauten Metalloxidelektroden der Fall ist. Bei diesen ist neben den offensichtlichen Para-
metern wie Schichtdicke und Sensorfliche die Giite der Sensoren prinzipiell nur durch die Stochometrie
des Sputterprozesses beeinfluit. Diese Stochometrie 1468t sich aber erheblich genauer einstellen und
reproduzieren, als die Parameter der vielen Prozeflschritte bei der ISFET-Herstellung.

Die Linearitédt der Empfindlichkeit ist bei den RuOs-Elektroden erheblich gréfler als bei den IS-
FETs. Sieht man von dem beschriebenen Verhalten bei pH-Werten unter pH 5,5 ab, liegt die Linearitét
hier bei unter 0,5mV/pH, also bei weniger als 1%. Im Gegensatz dazu schwankt die Linearitit der
ISFETs am Beispiel einer Charge mit einer mittleren Empfindlichkeit von 26,53mV/pH zwischen
17,35mV/pH und 29,52mV /pH, also einer Abweichung um bis zu 35% von der mittleren Empfind-
lichkeit.

Beim sich einstellenden Ausgangspotential zeigen beide Sensorarten ein nicht reproduzierbares
Verhalten. Das Ausgangspotential ist bei beiden Arten von Sensor zu Sensor verschieden. Aufgrund
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des Einsatzzweckes, der Messung von relativen Anderungen, ist dieses Verhalten aber von untergeord-
netem Interesse. Das nutzbare Ausgangssignal ist bei den ISFETs erheblich hoher, da es sich um ein
aktives elektronisches Bauteil handelt und als Nutzsignal das Sourcepotential Ugg verwendet wird.
Betragsméafig ist es bei ISFETs in der Regel iiber einem Volt, wihrend es bei den RuOs-Elektroden
unverstéirkt in der Regel bei pH 7 um ca. 400mV liegt. Dieser Bereich ist aber mefitechnisch unpro-
blematisch zu verarbeiten.

Die Standfestigkeit der Sensoren wurde bei den RuOs-Elektroden nicht explizit untersucht. Bei
den Charakterisierungen fiir die vorliegende Arbeit ist allerdings kein einziger Sensor aufgrund seiner
Sensorfunktion wahrend der Messung ausgefallen. Sind Ausfille aufgetreten, waren sie auf Defekte
an der Isolation der elektrischen Kontakte zuriickzufithren. Die ldngsten Messungen dauerten meh-
rere Tage. Im Vergleich dazu sind in [89] deutliche Schwierigkeiten beziiglich der Standfestigkeit der
ISFETs dokumentiert. Viele ISFETSs hatten eine Lebensdauer von weniger als 6 Stunden und eine
genaue Vorhersage ihrer Lebensdauer war unméglich. Aus diesem Grund waren bei den multiparame-
trischen Sensorchips immer mehrere ISFETSs integriert. Die unreproduzierbare Standfestigkeit bei den
ISFETs ist ebenfalls auf ihren komplexen Aufbau zuriickzufiihren, der eine Vielzahl an Ausfallursa-
chen bietet, angefangen von elektrostatischer Zerstérung des Bauteils bis hin zu Stabilitdtsproblemen
bei den Passivierungsschichten von nur wenigen nm Dicke.

Das Rauschverhalten der ISFETs wurde in [89] nicht explizit untersucht. Es wurde nur ein theo-
retisch berechneter Wert von 0, 15mV angegeben. Beriicksichtigt man die geringere Empfindlichkeit
der ISFETSs so liegt das Rauschen etwa auf dem gleichen Niveau wie bei den RuQOs-Elektroden,
die im Mittel mit 0,15mV bis 0,20mV gemessen wurden. Bei den ISFETs ist allerdings eine ho-
he Empfindlichkeit gegeniiber elektromagnetischen Einstreuungen angegeben, die Auswirkungen auf
die notwendige aktive Ansteuerelektronik hat. Die Ansteuerelektronik bei den RuOs-Elektroden ist
weitgehend einfacherer aufgebaut und besteht im Prinzip nur aus einem Instrumentenverstérker. Da
dieser aber vergleichsweise eine enorm hohe Eingangsimpedanz aufweist, die ihrerseits die Messung
ebenfalls sehr anfillig gegeniiber elektromagnetischen Stérungen macht, 148t sich hierfiir keinerlei
nennenswerte Unterschiede zwischen den beiden Sensorarten anfiihren.

Beziiglich dem Einschwingverhalten zeigen die ISFETSs leichte Vorteile gegeniiber den RuQOs- Elek-
troden. Zwar sind fiir die ISFETs in [89] ebenfalls Einschwingzeiten von mehreren Stunden angegeben,
allerdings ist aus den dargestellten Diagrammen zu erkennen, dafl der Verlauf der ISFETs wihrend
dieser Einschwingphase erheblich reproduzierbarer ist, als bei den Verldaufen der RuQOo-Elektroden.
Langzeitdrift ist in [89] nicht explizit betrachtet und auch kein Mittelwert angegeben. Allerdings
148t sich aus den Diagrammen eine Drift von ca. 5mV/h bis 8mV/h ablesen. Bei einer mittleren pH-
Empfindlichkeit von 40mV/pH entspricht dies einer Anderung des absoluten pH-Wertes von 12, 5% /h
bis 20%/h. Diese Werte liegen mehr als dreimal hoher als bei den RuOs-Elektroden.

Eine Charakterisierung der ISFETSs beziiglich der Sauerstoffquerempfindlichkeit wurde in [89] nicht
durchgefiihrt. Da die Sauerstoffquerempfindlichkeit ein Problem aller Metalloxide ist und die ISFETs
als ionensensitive Schichten ebenfalls Metalloxide verwenden, ist hierbei ein &hnliches Verhalten beider
Sensorarten anzunehmen.

Die Querempfindlichkeit gegeniiber der Temperatur ist bei ISFETs erheblich hoher als bei den
RuOs-Elektroden. In [89] sind Querempfindlichkeiten bis zu 0, 1pH /°C angegeben. Die RuOs-Elektro-
den zeigen dagegen nur Querempfindlichkeiten bis 1,4-102pH /°C, die damit mehr als 7-mal niedriger
liegen. Dies ist nicht verwunderlich, da neben der, bei beiden Sensorarten auftretende Temperatu-
rabhéngigkeit der Elektrolyt-Oxid-Grenzschicht, beim ISFET eine starke Temperaturempfindlichkeit
der physikalischen Vorgénge im Halbleiter hinzukommt. Da bei Messungen mit lebenden Zellen die
Temperatur bei 37°C' vorgegeben ist, spielt die Temperaturquerempfindlichkeit bei beiden Sensorarten
keine grofle Rolle.

In Bezug auf die Empfindlichkeit gegeniiber auf den Sensor auftreffendes Licht, zeigen beide Sen-
sorarten deutliche Unterschiede. Wiahrend die RuOs-Elektroden in Abhéngigkeit der Lichtleistung
lediglich einen negativen Einflufy auf die Drift zeigen, sind die Auswirkungen auf die ISFETs erheb-
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lich grofler. Hier zeigt sich eine deutliche Verschiebung des Sensorsignals, wenn Licht auf die Senso-
roberfliche féllt. In [89] ist dieser Effekt nur qualitativ beschrieben. Diese Empfindlichkeit ist bei den
ISFETs ebenfalls auf die physikalischen Vorgénge im Halbleiter zuriickzufiihren. Da bei Messungen
mit pflanzlichen Zellen eine Lichtbestrahlung notwendig ist, ist dieser Nachteil der ISFETs durchaus
von Bedeutung.

Hysterese bei den ISFETSs ist in [89] ebenfalls nur qualitativ beschrieben. Die ISFETSs zeigen
demnach ein geringes aber deutlich beobachtbares Hystereseverhalten. Dieses Verhalten wurde bei
den RuOs-Elektroden nicht beobachtet.

Betrachtet man dieses Ergebnisse kann zusammenfassend in vielen Bereichen von einer deutli-
chen Uberlegenheit der RuOs-Elektroden gegeniiber den ISFETs gesprochen werden. Insbesondere
hervorzuheben sind in diesem Zusammenhang die geringere und deutlich unreproduzierbarere Emp-
findlichkeit, die geringere Standfestigkeit und die enorme Empfindlichkeit gegeniiber Lichteinfall.
Demgegeniiber zeigen die ISFETS ein reproduzierbareres Verhalten bei erstem Kontakt mit einer
Fliissigkeit. In Verbindung mit der erheblich einfacheren und kostengiinstigeren Herstellung macht
dies die RuO--Elektroden zu einer vielversprechenden Alternative zu den ISFETS.

5.4.3 Vergleich der Ergebnisse mit dem Stand der Literatur

Neben dem Vergleich mit den ISFETSs sollen nachfolgend die in der vorliegenden Arbeit erzielten Er-
gebnisse soweit moglich mit dem Stand der Literatur verglichen werden. Dieser Vergleich gestaltet sich
schwierig, da die Eigenschaften des RuO stark von der Art der Herstellung abhingen. Desweiteren
wurde in der vorliegenden Arbeit der Schwerpunkt auf die Eignung als Sensormaterial fiir biomedi-
zinische Anwendungen in Verbindung mit lebenden Zellen und Geweben gesetzt. Fiir diese spezielle
Anwendung gibt es fiir RuOs keine Publikation. Als Vergleichsbasis dient die 1984 verdtffentlichte
Arbeit von Fog und Buck, die die umfangreichste Charakterisierung von RuQO, als Sensormaterial
fiir pH-Sensoren enthélt [206]. Sie enthélt ebenfalls Daten fiir die Metalloxide TiO2, RhO2, SnO2,
Tas0s5, OsO4, ITO5 und PtOs.

Die pH-Empfindlichkeit ist in [206] mit 61mV/pH angegeben und liegt deutlich iiber dem in der
vorliegenden Arbeit bestimmten Wert. Die Abweichungen der Linearitit im Bereich zwischen pH 2
und pH 12 liegt bei maximal 2mV und ist somit etwas schlechter als die hier beobachteten. Eine
Verschlechterung der Empfindlichkeit bei pH-Werten unter pH 5,5 ist in [206] nicht beschrieben. Das
Ausgangspotential bei pH 7 liegt in [206] etwa auf demselben Niveau wie hier charakterisiert. Als
Hysterese geben Fog und Buck maximal 9mV bei einem Wechsel von pH 2 auf pH 12 an. Vergleicht
man die anderen Metalloxide in dieser Veréffentlichung, die mit einer Hysterese von 25mV bis 100mV
angegeben sind, verdeutlicht dies das duflerst geringe Hystereseverhalten dieses Materials und geht
mit den Beobachtungen in der vorliegenden Arbeit einher. Fog und Buck geben fiir RuO2 an, daf
nur duferst geringe Querempfindlichkeiten gegeniiber Na™ und KT existieren und bestiitigen die
Ergebnisse aus der vorliegenden Charakterisierung. Dies unterstreicht die Uberlegenheit diesbeziiglich
gegeniiber den ISFETs. Nur fiir I~ sind leichte Querempfindlichkeiten zu verzeichnen, was aber in
der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurde.

In den wichtigsten Parametern konnte in der vorliegenden Arbeit die Ergebnisse von Fog und
Buck bestétigt werden. Abweichungen lassen sich auf die unterschiedlichen Herstellungsmethoden des
RuO+9 zuriickfithren.



Kapitel 6

Impedanzsensoren

In Kapitel 2.3 wurde ausfiihrlich die Bedeutung der Zelloberfliche und der Plasmamembran fiir die
Zellfunktion dargestellt. Fiir viele zellbiologische Fragestellungen sind die Eigenschaften der Zell-
membran von groBer Bedeutung. Anderungen wirken sich unter anderem auf die Zelladhision, die
Zellmorphologie und auf die Wechselwirkungen zwischen den Zellen und ihrer extrazelluliren Matrix
aus. Diese Anderungen lassen sich an zelluldiren Systemen mit Hilfe von Impedanzmessungen detektie-
ren. In unserer Arbeitsgruppe werden hierfiir Interdigitalelektrodenstrukturen verwendet, die bereits
erfolgreich in multiparametrischen Sensorchips integriert und zum Einsatz gebracht wurden [122]. In
der vorliegenden Arbeit werden diese Sensoren ebenfalls fiir multiparametrische Sensorchips verwen-
det. Fiir ihre Integration in Chipsystemen fiir eine hohe Anzahl an parallelen Messungen, wie zum
Beispiel fiir den Einsatz in Multiwellplatten, bietet es sich allerdings an, die Konfiguration der Elek-
troden zu optimieren um effiziente Chiplayouts zu ermoglichen. In diesen Kapitel werden neben den
Grundlagen der Impedanzsensoren die Optimierungen an den Sensorkonfigurationen und die dadurch
notwendigen neu entwickelten Konzepte beziiglich der Mefelektronik niher betrachtet.

6.1 Grundlagen

6.1.1 Zelladhision

Die Zelladhésion ist ein komplexes Phdnomenen und umfaft mehrere wichtige Parameter wie Bin-
dungsstirke, Bindungsaffinitit, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Abstand. Fiir die in unserer Arbeitsgrup-
pe durchgefiihrten Untersuchungen mit Interdigitalelektrodenstrukturen, die Ausgangspunkt fiir die
vorliegende Arbeit sind, steht die Messung des Zell-Zell- und Zell-Matrix-Abstands im Vordergrund.
Parameter wie Adhésionsstirke und Bindungsaffinitéit sind nur soweit von Bedeutung, daf sie eine
sichere Anhaftung an die Sensorchipoberfliche und an die Sensorstrukturen selbst gewéhrleisten.

Die Anhaftung an der Sensorchipoberfliche ist dabei von verschiedenen Kréften hervorgerufen.
Diese werden in zwei Gruppen eingeteilt, die spezifischen und unspezifischen Krifte. Die spezifischen
Kréfte sind durch verschiedene Adhé#sionsmolekiile auf der Zelloberfliche verursacht und rein biolo-
gischer Natur. Sie kénnen in drei Ausprigungen mit jeweils spezifischen Abstandsbereichen eingeteilt
werden [237]:

Kontakte der extrazellularen Matrix sind relativ grofl und liegen in einem Bereich von 50nm bis
100nm. Die Verbindung stellen hier filamentose Bestandteile der Matrix her, die nur sehr sporadisch
auftreten. Ihre Anzahl variiert mit dem zeitlichen Fortschritt der Zellkultur.

Den Kontakten der extrazelluliren Matrix dhnliche Verbindungen, sind die so genannten Close
Contacts, die in einem Abstandsbereich von 30nm bis 50nm auftreten. Sie bestehen hauptséchlich aus
einem Netz von Actinfilamenten, a-Actinin und Fibronectin. Thr Anteil verringert sich in der Regel
bei fortschreitender Zellkultur.
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Die engsten Verbindungen sind die Fokalkontakte, die einen Zell-Zell- oder Zell-Substrat-Abstand
von 10nm bis 15nm aufweisen. Beziiglich der Adhésionsstérke sind diese Art von Verbindungen am
starksten ausgeprigt.

Unspezifische Krifte sind {iberwiegend physikalischer Natur und wirken, im Gegensatz zu den
unspezifischen, nur zwischen Zelle und Substrat. Vertreter hiervon sind unter anderem Coulomb-
Krifte, van-der-Waals-Kréifte und Gravitationskrifte. Letztere bewirken zum Beispiel ein Absinken
von Zellen geringeren Auftriebs in einem Medium. Diese physikalischen Kréfte sind allerdings im
Vergleich zu den biologischen nur schwach ausgepriagt und spielen im Prinzip nur in der Anfangsphase
einer sich aufbauenden Zelladhésion eine Rolle.

6.1.2 Anwendung der elektrischen Impedanz in zelluliren Messungen

Da der Stromflufl durch lebende Organismen bei vielen Untersuchungen wie zum Beispiel von phy-
siologischen Parametern, biologischen Effekten von elektromagnetischer Felder, Muskelkontragtionen
und Nervenleitung eine groe Rolle spielt, sind die elektrischen Eigenschaften von Zellen und Geweben
weithin bekannt [238]. In der Elektrophysiologie und der Biophysik ist die biologische Impedanzmes-
sung daher weit verbreitet. Einen Uberblick hieriiber gibt [110-112]. Nachfolgend sollen die wichtigsten
Grundlagen ndher betrachtet werden.

Impedanz

Messungen werden in diesem Zusammenhang mit Wechselspannung oder Wechselstrom durchgefiihrt.
Mathematisch ausgedriickt ergibt sich fiir die Spannung U (t) in Abhéngigkeit von der Zeit ¢ folgender
Ausdruck:

U(t) = Upsinwt (6.1)

Up beschreibt dabei die Amplitude, w die Winkelfrequenz der Wechselspannung, die durch eine Probe
den Wechselstrom mit der Phasenverschiebung ¢ erzeugt:

i(t) = Ipsin(wt + @) (6.2)
Die Impedanz Z, auch Wechselstromwiderstand genannt, ist eine komplexe Gréfle und errechnet sich
aus dem Quotienten der komplexen Wechselspannung u(¢) und dem komplexen Wechselstrom i(#):

z=40 (6.3)

i(t)
In Polarkoordinaten dargestellt gilt dabei fiir den Betrag von Z (Scheinwiderstand):

Y%

Z| =
2=

(6.4)
wobei ¢ das Argument darstellt. Abbildung 6.1 zeigt die Darstellung der Impedanz als Zeigerdia-
gramm.

In kartesischen Koordinaten dargestellt, besteht die komplexe Impedanz aus einem Realteil R,
auch Wirkwiderstand genannt, und einem, als Blindwiderstand bezeichneten Imaginérteil X, wobei
beide Parameter oft auch als Z’ und Z” geschrieben werden:

Z=R+iX=27+3i7" mit j=v-1 (6.5)
Da bei biologischen Proben fast ausschliefflich kapazitive Effekte auftreten, wird die Impedanz an
dieser Stelle nur in Abhingigkeit der Kapazitit betrachtet. Damit gilt fiir den Imaginérteil:
1

X=-— (6.6)
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Abbildung 6.1: Impedanz, dargestellt als komplexe Grofie mit Real- und Imaginérteil

Aquivalente Darstellungen existieren selbstverstindlich auch fiir induktive Proben. In der Biologie
wiére hierfiir das Riesenaxon eines Tintenfisches ein Beispiel. Da induktive Effekte aber die Ausnahme
sind und Impedanzmessungen in der vorliegenden Arbeit nur ein Randthema sind, wird auf eine
Darstellung verzichtet.

In der Regel wird die Impedanz mit Hilfe eines Ersatzschaltbildes dargestellt. Hierfiir gibt es
zwei grundlegende Modelle. Einerseits 148t sich die Impedanz anhand einer seriellen Schaltung eines
Widerstandes R und einer Kapazitit C' beschreiben, andererseits mit einer Parallelschaltung des
Widerstandes R’ und der Kapazitit C’ (Abbildung 6.2).

C R

I

Abbildung 6.2: Serielles und paralleles Ersatzschaltbild der Induktivitét

Fiir das parallele Ersatzschaltbild 148t sich als Kehrwert der Impedanz mit der Konduktanz G
und der Suszeptanz B die Admittanz Y angeben:

Y

IN| =

=G+jB=Y +jY" (6.7)

Bei einer bestimmten Frequenz w sind beide Darstellungen dquivalent und Resistanz, Reaktanz, Kon-
duktanz und Suszeptanz koénnen ineinander umgerechnet werden:

G
=y (0%
1 wC’
X=c—r=— " .
wC G? + (wC")? (6.9)
1 R
G = R e (6.10)
B=uwC"= X (6.11)

_R2—|—X2
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Bei einer eindeutigen Frequenz w lassen sich serielles und paralleles Ersatzschaltbild nicht unterschei-
den. Erst die Betrachtung eines Frequenzverlaufes 148t eine Unterscheidung zu. So geht beispielsweise
bei sehr niedrigen Frequenzen der Betrag der Impedanz bei der seriellen Schaltung gegen Unendlich,
bei der parallelen Schaltung gegen R’. Bei hohen Frequenzen geht der Betrag der Impedanz bei der
seriellen Schaltung gegen R, bei der parallelen Schaltung gegen 0. Fiir viele biologische Fragestel-
lungen wird daher die Impedanz mit der Impedanzspektroskopie gemessen [239]. Fiir die in dieser
Arbeit angestrebte Anwendung reicht allerdings die Bestimmung der Impedanz bei einer bestimmten
Frequenz.

Kapazitit

Der Begriff der Kapazitéit wird nachfolgend anhand eines idealen Plattenkondensators mit Platten-
fliche A und Plattenabstand d beschrieben. Unter Verwendung der Dielektrizitdtskonstante g und
der Annahme, daf3 sich zwischen den Platten ein Vakuum befindet, ergibt sich fiir die Oberflichenla-
dungsdichte D des Plattenkondensators in Abhéngigkeit der angelegten Spannung U:

D= 2l (6.12)
d

Die Kapazitiat C' des Plattenkondensators errechnet sich nun aus dem Verhiltnis der induzierten
Ladung @ und der Angelegten Spannung U
. Q . DA . EoA
U U d
Wird nun anstelle des Vakuums ein Material zwischen die Platten eingebracht, so wird durch Polari-
sation eine zusétzliche Ladungsdichte erzeugt und die Kapazitiat C' ergibt sich unter Verwendung der
materialspezifischen relativen Dielektrizitédtskonstante €, zu:

C (6.13)

_ &g0A
- d
Bei realen Materialien tritt in der Regel eine Leitfahigkeit G auf, die sich parallel zur Kapazitit
auswirkt:

C

(6.14)

cA
= — 1
G y (6.15)

wobei ¢ die Leitfihigkeit des Materials darstellt. Die betrachteten Gleichungen gelten fiir den sta-
tionédren Fall. Wird nun mit Wechselspannung gearbeitet, finden Relaxationsprozesse statt und das
Verhalten wird durch frequenzabhingige Eigenschaften der Dielektrizitdtskonstanten und Leitfahig-
keiten bestimmt. Fiir sinusférmige Wechselspannungen treten sinusférmige Felder auf. Damit wird
Gleichung 6.7 fiir die Admittanz zu:

Y =G+ jwC = %(U + jwe’eg) (6.16)

Aus dieser Gleichung l48t sich die komplexe Leitfahigkeit definieren:
o =0+ jwé'eg (6.17)

Aquivalent kann die komplexe Kapazitiit ausgedriickt werden durch:
C= ;; (6.18)

und die komplexe Dielektrizitdtskonstante £* durch:
= —j' =& — A (6.19)
weo
Die komplexe Impedanz errechnet sich dadurch zu:

1 G+ jwC

= RI% = oop

(6.20)
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Polarisation

Wird wie oben beschrieben ein Material zwischen die Platten des Plattenkondensators eingebracht,
erhoht sich die Kapazitét. Dies ist in der Polarisation des Materials begriindet, die durch Ladungs-
verschiebung im elektrischen Feld eine Erhohung der Oberflichenladung bewirkt. Die relative Di-
elektrizitdtskonstante verhilt sich dabei proportional zur Polarisierbarkeit der Molekularstruktur des
Materials. Dabei wird zwischen polaren und nichtpolaren Materialien unterschieden. Bei nichtpolaren
Materialien setzt sich die Polarisation aus einer elektrischen und atomaren Polarisation zusammen.
Bei polaren Materialien kommt noch das elektrische Dipolmoment hinzu. Damit folgt die totale Po-
larisierbarkeit ar folgender Beziehung:

ar = e + a4 + o (6.21)

e, g und ap werden dabei als elektrische, atomare und Orientierungs-Polarisation bezeichnet. Dabei
sind die drei Arten der Polarisation in ihrer Auspriagung frequenzabhéingig. Die Dipolorientierung ist
dabei der langsamste Prozefl und wird folglich bei steigenden Frequenzen als erster verschwinden. Dies
geschieht, da die Dipolmomente ihre Ausrichtung nicht mehr schnell genug mit dem elektrischen Feld
erreichen. Die totale Polarisierbarkeit sinkt dabei auf einen Wert von a7 — ap ab. Dieses Absinken
erzwingt dadurch auch eine Abnahme der relativen Dielektrizitdtskonstante. Dieser Prozefl wird als
dielektrische Relaxation bezeichnet [111].

Allgemeine Relaxations-Theorie

Dielektrische Relaxationsprozesse konnen zu Materialantworten mit einer oder mehreren Zeitkonstan-
ten fithren und werden in der Regel mit Hilfe von Differentialgleichungen beschrieben [110]. An dieser
Stelle soll die dielektrische Antwort eines Materials mit einer Zeitkonstanten auf die Anregung mit
einem elektrischen Wechselfeld betrachtet werden. Bei einem solchen Material wird die Polarisation
mit einem Prozef} erster Ordnung gegen einen statischen Zustand relaxieren. Dieser Prozef} ist durch
die Zeitkonstante 7 charakterisiert:

t

D = Doo + (Do — Doc)(1 — &7 7) (6.22)

Dabei ist D4, die sofortige Antwort des Materials, die durch die elektrische und atomare Polarisation
hervorgerufen wird. Diese beiden Arten der Polarisation haben Zeitkonstanten, die um Gréflenordnun-
gen kleiner sind als die Orientierungs-Polarisation und sich somit sofort einstellen. Diese Annahmen
gelten fiir hohe Frequenzen. Dy ist die Antwort, die sich auf eine sprunghafte Anregung nach lan-
ger Zeit einstellt. Die Zeitkonstante 7 ist materialspezifisch und beschreibt die Zeit, die notwendig
ist um % von Dy zu erreichen. Sie kann je nach Material von wenigen Picosekunden bis einigen Se-
kunden betragen. Durch Laplace-Transformation erhélt man aus dem System erster Ordnung eine
Frequenzdarstellung der dielektrischen Antwort [110,111]:

* Er — €0
_ 6.23
c €oo F 14 jwr ( )
Dabei beschreibt e, die Dielektrizitétskonstante bei sehr hohen Frequenzen, bedingt durch die elek-
trische und atomare Polarisation. Da diese Gleichung keinen Stromflul aufgrund beweglicher Ionen
vorsieht, wird das Modell um eine statische Leitfihigkeit erweitert:
. €r — €0 JO

E = E€x +

6.24
1+ jwr  weg ( )

Durch Trennung von Real- und Imaginérteil erhélt man:

e*=¢ —je’ (6.25)
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/ Er — €
- 6.26
9 €00 T 1+ (LL)T)Z ( )
y O (er — €00)WT
-2 L 6.27
c ) + 14+ (wr)? (6.27)
Mit Hilfe der komplexen Leitfahigkeit
o = jwe¥eg (6.28)
ergibt sich als Grenzwert folgende Gleichung;:
(er—eec)eo _ (6.29)

T

Hieraus ist ersichtlich, daf} sich die Dielektrizitéitskonstante nicht unabhingig von der Leitfahigkeit
einstellen kann. Durch die Phasenverschiebung zwischen Polarisation und dem anregenden elektrischen
Feld kommt es zur Absorption von Energie und dadurch zu Joule’scher Wirme. Dabei beschreibt £ die
Umwandlungsrate von elektrischer Energie in Warme und wird aus diesem Grund auch Verlustfaktor
genannt.
In der Regel wird das dielektrische Relaxationsverhalten in der komplexen Ebene dargestellt.
Umformen der Gleichungen 6.25 bis 6.27 ergibt in der komplexen Dielektrizitidtsebene:
/ (5T+500)2 7 g 2 Er —€c0,\2
_ >/ - )= == 6.30
- R - D= () (6:30)
Aufgrund dieser Gleichung ergibt ein Graph von (¢” — ;Z-) gegen ¢” fiir eine Zeitkonstante 7 einen
Halbkreis.

Kramers-Kronig-Beziehungen

Die oben betrachtete komplexe Dielektrizitdtskonstante beschreibt die lineare und kausale Antwort
eines Materials auf ein anregendes elektrisches Feld. Aus der Relaxationstheorie folgen direkt die so
genannten Kramers-Kronig-Beziehungen, die eine Verkniipfung der elektrischen Leitfdhigkeit und der
elektrischen Dielektrizitdtskonstante bei der Frequenz f charakterisieren:

2 o0 7
€'(f) — oo = H/o ;25_(?2 dx (6.31)
2 oo — oo
U —;;:—g(]égl;!m (6.32)

x stellt dabei die Integrationsvariable dar. Die Gleichungen zeigen, dafl jede Abnahme der Dielek-
trizitdtskonstante bei steigender Frequenz von einer Zunahme der elektrischen Leitfahigkeit begleitet
wird. Dabei gilt die Kramers-Kronig-Beziehung fiir jede Verteilung der Relaxationszeiten [110].

Spezielle dielektrische Polarisationsmechanismen

Fiir die in der vorliegenden Arbeit relevante dielektrische Relaxation in biologischen Geweben sind
hauptséchlich drei Relaxationsprozesse mafigeblich: Die Oberflichenpolarisation, die Dipolorientie-
rung und die Tonendiffusion.

Die Oberflichenpolarisation, der so genannte Maxwell-Wagner-Effekt, tritt an der Grenzfliche
zwischen zwei Phasen auf. Biologische Materialien sind elektrisch nicht homogen, sondern teilen sich
in verschiedene Phasen auf. Dies hat zur Folge, daff durch das Aufladen der Materialoberfliche in-
nerhalb des inhomogenen Materials eine Dispersion erzeugt wird. Diese ist nicht das Resultat der
elektrischen Relaxation der seperaten Phasen, sondern durch Vorgéinge der elektrischen Felder an
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den Grenzflichen zwischen den einzelnen Phasen verursacht. In der Regel zeigt ein nicht homogenes
Material frequenzabhéngige dielektrische Eigenschaften, die sich von den Eigenschaften der enthal-
tenen Komponenten unterscheidet. Diese dielektrische Dispersion wird als Maxwell-Wagner- oder
Oberflichen-Polarisation bezeichnet [110,111].

Fiir den Maxwell-Wagner-Effekt wurden verschiedene Modelle entwickelt. Fiir die Betrachtung bei
Zellmessungen eignet sich das Modell von Pauly, das fiir das dielektrische Verhalten von Zellsuspensio-
nen und Proteinlésungen entwickelt wurde [240]. Es betrachtet einen Aufbau, wie er in Abbildung 6.3

dargestellt ist.
/// //
/
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Abbildung 6.3: Kugelférmiges Teilchen mit einer Membran, aus [123]

Dieser Aufbau dhnelt einer Zelle mit Zellmembran und Zellinneren. Die Impedanz dieses Aufbaus
148t sich analytisch berechnen und beinhaltet zwei Zeitkonstanten der zwei Dispersionsbereiche. Fiir
Suspensionen biologischer Zellen werden dabei zwei Vereinfachungen angenommen:

e Die komplexe Leitfihigkeit der Zellmembran ist sehr klein im Vergleich zum Innen- und Auflen-
medium

e Die Membrandicke ist klein im Vergleich zum Teilchenradius

Beziiglich der Leitfahigkeiten besteht eine lebende Zelle aus einem relativ leitfahigem Zellinhalt und
der ihn umgebenden Zellmembran mit einem relativ hohen elektrischen Widerstand, der in der Regel
grofer als 100Qcm? ist, also einer spezifischen Leitfihigkeit kleiner als 1078Q~'em ™!, Die Leitfihig-
keit der Zellmembran ist damit um den Faktor 10° kleiner als die des Zellinneren. Als angeniherte
Durchmesser fiir die Zellmembran bzw. der Zelle wird 5nm bis 10nm bzw. ca. 10um angenommen.
Mit diesen Angaben erhélt man fiir die erste Zeitkonstante 7 einen Ausdruck der unabhéngig von der
Membrankapazitéit und der Membranleitfahigkeit ist. 7 charakterisiert die Dispersion einer Vollkugel
mit o; und ¢; in einem Auflenmedium mit o, und &, und entspricht den Bedingungen ohne einer
Membran. Fiir biologische Materialien lassen sich Werte von ¢; ~ 50 und 0; = 0, ~ 1072Q lem™!
angeben. Damit ergibt sich eine Dispersionsfrequenz von etwa 100M H z.

Die zweite Zeitkonstante 79 ist nahezu unabhéngig von den elektrischen Dielektrizitdtskonstanten
des Innen- und AuBlenmediums. Diese charakterisiert die Dispersion der Zellmembran in einem Me-
dium mit vorwiegend ohmscher Leitfahigkeit. Die daraus resultierende Dispersionsfrequenz errechnet
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sich zu etwa 1M H z und ist damit ungefihr um den Faktor 100 kleiner als bei der oben betrachteten.
Dieses Verhalten wird als 3-Dispersion bezeichnet und im weiteren Verlauf noch eingehender betrach-
tet.

Eine weitere Art der Polarisation ist der Dipol-Relaxations-Mechanismus. Hierbei bewirkt ein
von auflen angelegtes elektrisches Feld auf jeden einzelnen einer Gruppe von unabhéngigen Dipolen
ein Drehmoment in Abhéngigkeit von der Feldstéirke und der Ausrichtung relativ zum Dipol. Die
Dipolgruppe wird nach einiger Zeit eine Gleichgewichtsorientierung einnehmen, wobei die zufillige
thermische Bewegung diesem Gleichgewicht entgegenwirkt. Dies ist ein Vorgang erster Ordnung und
fithrt zu einem dielektrischen Relaxationsverhalten. Die Relaxationszeit fiir diesen Vorgang ist die
Diffusionszeit 7 der Rotation. Diese kann nach dem Stockes’schen Gesetz bestimmt werden:

_ 4Ina®

- 6.33
T=—r (6.33)

Hierbei ist a der Radius des Dipols und n die Viskositédt des Mediums. Die Zeitkonstanten variie-
ren je nach Material von Picosekunden fiir Wasser bis einigen Mikrosekunden fiir grofie Proteine.
Bei den dipolaren Mechanismen bei biologischen Zellsuspensionen und Geweben ist insbesondere die
Dipolrelaxation von Wasser im Mikrowellenbereich dominant. Dabei zeigt reines Wasser ein Relaxa-
tionsverhalten mit einer Frequenz von etwa 25M H z bei einer, fiir Messungen an lebenden Material
relevanten Temperatur von 37°C. Ist Wasser einem elektrischen Wechselfeld von weniger als 1GH z
ausgesetzt, besitzt es eine relative Dielektrizitdtskonstante von etwa 80. Ist Wasser mit Proteino-
berflichen assoziiert, erniedrigt sich die Relaxationsfrequenz, da die Rotation der Dipole durch das
Protein behindert ist. Ahnliche Vorgiinge finden bei gebundenen Wasser statt. Da Wasser in der Zell-
membran nur sehr stark gebunden vorkommt, erkléirt dies die niedrige Dielektrizitéitskonstante der
Zellmembran von etwa 2,5 [111].

Die dritte Klasse von Polarisationen bei biologischen Material ist die Gegenionenpolarisation. Diese
Art hat ihren Ursprung in der ionischen Diffusion in elektrischen Doppelschichten nahe geladener
Oberflichen wie Festkorper, Zellmembranen und Proteine. Die Zeitkonstanten dieser Phinomene
sind proportional zu %, wobei L die Léinge beschreibt, iiber der die Diffusion stattfindet und D
der Diffusionskoeffizient ist [240]. Die Gegenionenpolarisation liegt in biologischen Materialien im
kH z-Bereich. Sie trigt zur so genannten a-Dispersion bei, die noch ndher betrachtet wird.

Fiir die Gegenionenpolarisation gibt es ebenfalls eine Vielzahl an Modellen. Eine der ersten theo-
retischen Erkldrungen stammt von Schwarz und betrachtet elektrisch isolierende Teilchen, die durch
Anziehungskrifte von einer diinnen Schicht von Gegenionen umgeben sind. Die Bewegung dieser Ge-
genionen ist durch die Diffusion und der tangentialen Komponente des elektrischen Feldes bestimmt.
Mit diesen Annahmen erhilt man [241]:

RZ
T=—" 6.34
2Dsurface ( )
9 AR
e = (6.35)

(2 + U)2 EOl)surface

Dabei beschreibt R den Teilchenradius, Dgyrfqce den Diffusionskoeffizienten der Gegenionen entlang
der Teilchenoberfliche, v den Volumenanteil der Teilchen in der Suspension und A die Oberflichen-
leitfihigkeit der Gegenionen. Die Relaxationszeit wird damit durch die Diffusion der Gegenionen
entlang der Teilchenoberfliche bestimmt. Im Gegensatz dazu héngt die Erhchung der Dielektrizitéts-
konstanten nicht direkt von der Leitfahigkeit des Elektrolyten ab. Dieses Modell wurde im Laufe der
Zeit immer weiter verfeinert und weitere Prozesse wie diffuse Doppelschichten und Konvektion mit
beriicksichtigt [242,243].



6.1. GRUNDLAGEN 135

Dielektrische Eigenschaften von Geweben und biologischen Materialien

Obwohl wie oben ausgefiihrt die elektrische Leitfihigkeit und die Dielektrizitdtskonstante iiber die
Kramers-Kronig-Beziehung zusammenhéngen ist es vorteilhaft, sie getrennt zu betrachten. Abbil-
dung 6.4 zeigt den typischen Verlauf dieser beiden Parameter in Abhéingigkeit zur Frequenz.

8 T v T T v v v v v 3
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Log (Dielektrizititskonstante €°)
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Abbildung 6.4: Typische dielektrische Dispersion eines biologischen Gewebes, getrennt nach Dielek-
trizitdtskonstante und Leitfihigkeit, aus [244]

Die Zunahme der Leitfahigkeit mit steigender Frequenz resultiert zum iiberwiegenden Teil aus
den Maxwell-Wagner-Effekten. Dabei ist die Zelle bei Gleichstromen und Wechselstromen unterhalb
der entsprechenden Relaxationsfrequenz als schlecht leitend im Vergleich zum umliegenden Elektro-
lyten anzusehen. In diesem Bereich ist also keine zuséitzliche Information aus der Leitfahigkeit zu
erwarten [110]. Fiir Frequenzen oberhalb der (-Relaxationsfrequenz stellt die Zellmembran keinen
nennenswerten Widerstand fiir den Stromflufl dar. In diesem Bereich verhilt sich das Gewebe wie
eine Suspension von nichtleitenden Festkorpern im Elektrolyten.

Wihrend die Leitfahigkeit mit steigender Frequenz monoton zunimmt, nimmt gleichzeitig, ent-
sprechend der Kramers-Kronig-Beziehung, die Dielektrizitéitskonstante ab. Fiir niedrige Frequenzen
kann diese sehr hoch sein (10° bis 10°). Dabei existieren drei Hauptdispersionsregionen, die als a-,
(- und ~-Dispersion bezeichnet werden. Wenn die betrachteten Ansétze von Schwarz und Grosse bei
niedrigen Frequenzen auf Gewebe angewendet werden, liegen die berechneten Dielektrizitétskonstan-
ten bei 10° bis 50 - 10%, die gemessenen aber bei 10° bis 107, was auf einen erheblichen Anteil der
Gegenioneneffekte zur a-Dispersion hindeutet.

Die B-Dispersion tritt im Frequenzbereich von einigen 100kH z auf und ist hauptséchlich durch
eine kapazitive Aufladung der Zellmembran verursacht. Fiir Gewebe betrigt die Anderung der Di-
elektrizititskonstante relativ zum freien Raum etwa 10% bis 10* bei einer Relaxationsfrequenz von
500k H z. Die y-Dispersion tritt bei einer Temperatur von 37°C' bei etwa 25G H z auf und wird {iber-
wiegend von der Dipolrelaxation des Wassers bedingt, das bei weichen Gewebe einen Anteil von etwa
80% ausmacht.

Neben den eben betrachteten Dispersionen existieren noch eine Reihe von weiteren Dispersionen
wie die - und die ;-Dispersion, auf die an dieser Stelle nicht niher eingegangen werden soll.

Elektrodenprozesse

Die elektrischen Eigenschaften von Elektroden, speziell die Schnittstellenimpedanz in Kontakt mit
Elektrolytlosungen oder biologischen Komponenten wurden z.B. von Geddes in [238], von Cobbold
in [245], von Ferris in [246] und von Schwan in [247] charakterisiert. Ein GroBteil der relevanten
elektrochemischen Prozesse an Elektroden, wie faraday’sche Prozesse und elektrische Doppelschichten,
wurde bereits in Kapitel 3 ausfiihrlich betrachtet. An dieser Stelle soll noch ein kurzer Uberblick iiber
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die Ersatzschaltbilder der Grenzflichenimpedanz hinzugefiigt werden, die fiir das Verstédndnis von
Impedanzmessungen an Elektroden im Elektrolyten wichtig sind.

Zur Grenzflichenimpedanz wirken eine Vielzahl an Prozessen, die unter anderem von der Elek-
trodenform, der Oberflichenbeschaffenheit, des Materials, der Elektrolytzusammensetzung, der Mef3-
frequenz und dufleren Bedingungen abhingen. Abbildung 6.5 zeigt das gingige Ersatzschaltbild, das
als Randles-Ersatzschaltbild bezeichnet wird. Dieses Ersatzschaltbild besteht aus den Komponen-
ten Kapazitédt der elektrischen Doppelschicht, Ladungstransferwiderstand, Warburg-Impedanz und
Losungswiderstand.

Abbildung 6.5: Randles-Ersatzschaltbild fiir die Elektrodenimpedanz, nach [248]

Entstehung und Zusammensetzung der Doppelschichtkapazitit Cg wurde bereits in Kapitel 3.2

betrachtet. Sie berechnet sich zu: ! ) )

Ca  CH * Cp
Cyr entspricht dabei der Kapazitit der Ladungen, die sich im Bereich der dufleren Helmholtzschicht
befinden, wihrend Cp der Kapazitdt der diffusen Schicht entspricht. Der Wert von Cp ist dabei
unabhéngig von Parametern wie Elektrodenpotential und der Elektrolytkonzentration. Cp hingegen
steigt bei steigendem Elektrodenpotential und steigender Elektrolytkonzentration an und tréagt somit
bei sehr hohen Werten so gut wie nicht zur Kapazitidt Cy bei.

Der Ladungstransferwiderstand R.; stellt den Widerstand des Stromflusses dar, der sich durch die
Faraday’schen elektrochemischen Reaktionen an den Elektroden ergibt. Dabei wird R.; theoretisch
bei ideal polarisierbaren Elektroden unendlich grof}. Bei einer idealen nicht-polarisierbaren Elektrode
geht R dagegen theoretisch gegen 0 [244)].

Die so genannte Warburg-Impedanz Zy modelliert die lineare Diffusion von elektroaktiven Sub-
stanzen zur Reaktionsschicht. Eine Verarmung dieser elektroaktiven Substanzen kann bei elektroche-
mischen Reaktionen an der Elektrode entstehen. In diesem Fall kénnen sie nur durch Diffusion nach-
geliefert werden. Dies fithrt zu einer zusétzlichen Impedanz fiir Wechselstrome, deren Frequenz unter
der Riickdiffusionszeit liegt. Derartige Effekte treten nur bei geringen Frequenzen unterhalb 1k H z auf,
da bei hoheren Frequenzen der iiberwiegende Anteil am Stromflufl durch nicht-faraday’sche Strome
verursacht werden, die nicht zur Verarmung beitragen [189,244]. Die Warburg-Impedanz kann mit o
als Diffusionskoeffizienten beschrieben werden durch [248]:

(1-j)o

Ly = ——— 6.37
W=t (67)

(6.36)

Da aus dem Inneren der Elektrolytlosung weitere Ladungstrager zu den Elektroden transportiert
werden, ist zuletzt noch der Losungswiderstand Ry, zu iiberwinden, der als einfacher ohmscher Wi-
derstand verstanden werden kann.

Die an der Elektrode gemessene Impedanz kann nach Abbildung 6.5 somit als serielle Schaltung
des Losungswiderstandes und der Oberflichenimpedanz Z;, die aus dem Netzwerk Doppelschichtka-
pazitit, Ladungstransferwiderstand und Warburg-Impedanz besteht verstanden werden. Z; errechnet
sich nach McAdams zu [248]:

Zr = K(jw)™" (6.38)
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K stellt dabei den Betrag von Z; dar und 3 eine Konstante mit einem Wert zwischen 0 und 1. Fiir
viele biomedizinische Elektroden hat 3 einen Wert von 0,8. Dariiber hinaus wurde aus Beobachtungen
festgestellt, dal die Phasenverschiebung ¢ zwischen Strom und Spannung iiber den Parameter 5 nach
folgender Beziehung zusammenhingt:

o= 90° (6.39)

6.2 Interdigitale Elektrodenstrukturen fiir biologische Messungen

Biologische Gewebe und Zellrasen, wie sie als Untersuchungsobjekte fiir die in dieser Arbeit verwen-
deten Sensoren vorgesehen sind, sind eine komplexe Kombination von untereinander verbundenen
und konzentrierten Zellen. Sie haben daher viele charakteristische Eigenschaften von konzentrierten
Zellsuspensionen, wie sie hinsichtlich ihrer Impedanz in Kapitel 6.1 betrachtet wurden. Man erhélt
auch hier drei Dispersionsbereiche (a, 3 und «). Thr Betrag und ihre Relaxationsfrequenzen kénnen
sich aber unterscheiden.

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, sind fiir die Anwendung der interdigitalen Elektrodenstruk-
turen mit adhérent wachsenden Zellen vor allem die Zell-Zell- und die Zell-Substrat-Adhésion von
entscheidender Bedeutung. Die von Ehret dafiir vorgesehene Meffrequenz liegt mit 10k H z im Bereich
der a-Dispersion und deutlich unterhalb der 5— und -Dispersion. In diesem Frequenzbereich kénnen
die Zellmembranen noch als isolierend betrachtet werden. Dabei stellen Anderungen des Stromflusses
aufgrund der Anwesenheit von isolierenden Zellmembranen den Hauptbestandteil des Sensorsignals
dar. Das Sensorsignal wird mafgeblich durch die Adhision und deren Anderung von isolierenden
Zellen beeinfluf3t. Das Elektrodenverhalten wird dabei noch zusétzlich durch das direkte Wachsen der
Zellen auf ihnen beeinfluflt.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten interdigitalen Elektrodenstrukturen fiir Impedanz-
messungen an biologischen Material basieren auf Arbeiten von Ehret, der in unserer Arbeitsgruppe
diese Art von Sensoren entwickelt und getestet hat [123]. Die Sensoren wurden hier ohne Anderun-
gen an den relevanten Geometrieparametern, die fiir die elektrische Feldstédrke und Feldverteilung
verantwortlich sind, iibernommen. Einzig die &ufleren Umrisse und damit die Sensorfliche und die
Grundimpedanz wurden fiir die hier verwendeten Chipflichen angepafit. Die mefitechnischen Para-
meter wie Mefifrequenz und Meflspannung wurden ebenso aus den Arbeiten von Ehret iibernommen.

Abbildung 6.6 zeigt die schematische Darstellung der verwendeten interdigitalen Elektrodenstruk-
turen. Es handelt sich hierbei prinzipiell um einen Fingerkondensator, der pro Elektrode zwei An-
schlulleitungen besitzt und somit eine 4-Punkt-Messung realisiert. Die Breite der Elektroden und der
Abstand zwischen den Elektroden betrigt jeweils 50um. Die Hohe je nach Herstellungsprozefl um die
0, 5um

Abbildung 6.6: Schematische Darstellung der verwendeten interdigitalen Elektrodenstrukturen, nach
[123]
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6.3 Konzepte fiir die Parallelisierung von Impedanzmessungen

Wie oben bereits erwidhnt wird der Interdigitalkondensator in den Arbeiten von Ehret mit Hilfe eines
4-Punkt-Meflverfahrens betrieben. Dies fiihrt bei der Parallelisierung der Messungen zu Nachteilen
bei der Kontaktierung. Ziel der Parallelisierung ist der Einsatz in 24-Well-Plattensystemen. Hierfiir
wurden zwei Konzepte erarbeitet, um eine Optimierung der Anschliisse zu erreichen.

6.3.1 Serielle Schaltung der Interdigitalkondensatoren

Um die Anzahl der MeBleitungen zu reduzieren, werden im ersten Konzept die Interdigitalkonden-
satoren seriell verbunden und mit einem definierten sinusférmigen Wechselstrom (¢) mit konstanter
Amplitude und Frequenz betrieben. Abbildung 6.7 links zeigt die Anordnung der seriellen Schal-
tung. Treten keine Leckstrome auf, flieBt durch die Anordnung der Strom i(¢). Zur Bestimmung der
Impedanz werden die Amplituden von i(t) und den, an den IDES abfallenden Spannungen wu,(t),
sowie die Phasenverschiebung ¢ zwischen i(t) und u,(t) herangezogen. Damit wird zwischen zwei
IDES nur eine MeBleitung zur Potentialmessung bendtigt und die Anzahl der Kontaktierungen fiir 24
Interdigitalkondensatoren wird reduziert.

6.3.2 Interdigitalkondensatoren mit gemeinsamer Masse

Das zweite Konzept zur Optimierung der Meflleitungsanzahl sieht eine 2-Punkt-Messung vor, bei der
es eine gemeinsame Elektrode fiir alle Interdigitalkondensatoren gibt. Abbildung 6.7 rechts zeigt diese
Anordnung der Sensoren. Auch hier wird die Anzahl der Kontaktierungen im Vergleich zur diskreten
Kontaktierung jedes einzelnen Sensors drastisch reduziert.
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Abbildung 6.7: Links: Schematische Anordnung der seriellen Schaltung der Interdigitalkondensato-
ren; Rechts: Schematische Anordnung der Schaltung der Interdigitalkondensatoren mit gemeinsamer
Zuleitung zu einer Elektrode

Fiir beide Varianten wurden Sensorchips fiir Multiwellplattensysteme entworfen und realisiert.
Ihre Ausfithrung ist in Kapitel 7 dargestellt.
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6.4 Meflschaltung fiir parallelisierte Impedanzmessungen mit IDES

Fiir das in Kapitel 6.3.2 vorgestellte Konzept einer gemeinsamen Kontaktierung einer Elektrode wurde
im Rahmen dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit einem Industriepartner eine Mefischaltung entwor-
fen und aufgebaut. Nachfolgend soll das Mefprinzip skizziert werden.

Die einzelnen Sensoren sind iiber einen Multiplexer an die Mefischaltung angekoppelt. Jeder Sen-
sor wird hintereinander einzeln gemessen. Dabei ist die Mefzeit pro Sensor gering genug, um alle
24 Sensoren auf einer 24-Well-Platte in einer Zeit zu vermessen, die gering im Vergleich zu den zu
erwartenden biologischen Reaktionen ist. Es kann also weitestgehend von einer parallelen Messung
gesprochen werden. Gemessen wird mit einer sinusformigen Wechselspannung, die mit Hilfe eines Si-
nusgenerators erzeugt wird und iiber den Multiplexer auf die Sensoren gegeben wird. Abbildung 6.8
zeigt den Verlauf der Mefispannung und des sich einstellenden Stromes. Es ergeben sich mehrere Mef3-
punkte, die sich aus der angelegten Spannung an den Sensor ableiten. Tabelle 6.1 zeigt die Bedeutung
der Meflpunkte. Um den Sensor gleichspannungsfrei zu halten, wird der Ein- und Ausschaltzeitpunkt
der sinusférmigen Wechselspannung immer an der gleichen Stelle im Sinus gew#hlt. Theoretisch ist es
nicht relevant, wann dieser Zeitpunkt ist. Da aber beim Einschalten unter Umsténden eine kapazitive
Last getrieben wird, kann es hierbei bei einer willkiirlichen Wahl zu groflen Stromimpulsen kommen.
Aus diesem Grund wird der Ein- und Ausschaltzeitpunkt immer auf die Nulldurchginge gelegt. Die
Meffrequenz ist mit 10kH z vorgegeben.
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Abbildung 6.8: Verlauf der Meflspannung und des Mefistromes, sowie die relevanten Mefipunkte in-
nerhalb einer Sinusschwingung

Meflpunkt 1  MP1 Nulldurchgang der Spannung am Sensor von negativer zu positiver Spannung
Mefipunkt 2 MP2 Positiver Scheitelwert der Spannung am Sensor
Mefpunkt 3 MP3 Nulldurchgang der Spannung am Sensor von positiver zu negativer Spannung
Mefipunkt 4 MP4 Negativer Scheitelwert der Spannung am Sensor

Tabelle 6.1: Bedeutung der Mefipunkte

An den Sensoren ergibt sich folgende Spannung:
u(t) = Usin(wt) (6.40)
Nach einem UI-Wandler ergibt sich:
Ua1(t) = —Ri1 - igense(t) (6.41)
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Nach einem Levelshifter unter Beriicksichtigung diverser schaltungsbedingter Offsets ergibt sich:

U
uaLS(t) = —Ue + I;Ef + UOffset (642)
Unter Verwendung von Gleichung 6.41 errechnet sich:
o . URef
uaLS(t) = _(_Rll . 'lSense(t)) + T + UOffset (643)
- . URef _
UaLS (t) = Rll *1Sense (t) + 2 + UOffset = UM eBwert (t) (644)
Nach Upyfser umgestellt ergibt sich:
o . URef
UOffset = uMeBwert(t) — Ry - ZSense(t) - 9 (645)
Bei 2 Meflpunkten im gleichen System ergibt sich:
- . URef
UOffset = UM eBwert; (t) - Rll * 1Senseq (t) - T (646)
_ . URef
UOffset = UMeBwerts (t) - Rll * 1Senses (t) - T (647)
Gleichsetzen beider Gleichungen ergibt nun:
UM eBwerty (t) — Ry - iSensq (t) = UM eBwerto (t) — Ryt - iSenseg (t) (648)

Die Ergebnisse der Messungen sollen als R und C' bezogen auf ein paralleles Ersatzschaltbild, wie in
Kapitel 6.1.2 beschrieben, bestimmt werden. Um den Widerstand R zu bestimmen, wird immer bei
den Scheitelwerten von ugensor gemessen. Dies entspricht den Mefipunkten MP2 und MP4. Nach dem
ohmschen Gesetz ergibt sich der Widerstand zu:

USensor U- sin(wt)
Ryrpo = - = — 6.49
2 ZSense(t) ZSense(t) ( )
USensor U- sin(wt)
Rypa = - = — 6.50
1Sense(t) ZSense(t) ( )
Zum Zeitpunkt MP2 ist sin(wt) = 1 und zum Zeitpunkt MP4 ist sin(wt) = —1. Daraus folgt:
Rapy = USensor _ ﬁSensor (6 51)
iSenseMpg iSenseA/ng
Ragpa = USensor _ ﬁSensor (6 52)
iSenseMp4 iSenseMp4
oder:
. us
1Senser pa — R;;;O; (653)
. Us
1Senseprpa — — R:;;ZT (654)

Einsetzen in Gleichung 6.48 ergibt:

UMeBwert s pa — Rll : i56n8€1u}32 = UMeBwertyps — Rll : iSenseMp4 (655)
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UMeBwertyypos — UMeBwertpypa — Rll : (iSE’VISEI\/[PQ - Z.,5'671561\/“34) (656)

UProbe UProbe

UMeBwertprpa — WMeBwertyrpy = Ry - (RMP2 Raspa (657)
Mit Ryrpe = Ryrps = R folgt fiir den Widerstand:
) U ensor * 2
R= fn - Us (6.58)

U’Meﬁ’we’l‘t]\/[pg - uMefSwertMp4

Um die Kapazitat C zu bestimmen wird immer in den Nulldurchgiéngen von tgensor gemessen.
Dies entspricht den Mefipunkten MP1 und MP3. Prinzipiell gilt:

At

1
= Vdu
dt

C (6.60)

| =C - — 6.62
' dt (6.62)
Dabei ist % die erste Ableitung der Spannung, die an den Sensor angelegt wird. Mit Gleichung 6.40
gilt:
du  d(U - sin(wt)) =
i I =U - w-cos(wt) (6.63)
Zum Zeitpunkt MP1 ist cos(wt) = 1 und zum Zeitpunkt MP3 ist cos(wt) = —1. Damit gilt:
Z‘Sense]\/[pl =C- fj tw (664)

iSenS@zupg = _C : fj % (665)
Einsetzen in Gleichung 6.48 ergibt:

UMeBwertyrpr — Rll : iSenseMp1 = UMeBwertyps — Rll : iSeTLSeMpg (666)
UMeBwertyrpr — U’Meﬁwe’r‘t]\/[pg = Rll : (iSenseMpl - Z.SenseMpg) (667)
UMeBwertyrpr — UMeBwertyrps — Rll : (C U -w— (—C -U - W)) (668)
UMeBwertyrpr — UMeBwertyrps — Ri1-2-C-U-w (669)

Daraus ergibt sich fiir die Kapazitit C:

C _ UMeBwertMpl : uMeBwertMpg (670)
R11 -2 USensor "W

Dieses Mefiprinzip wurde mit einer elektronischen Mefischaltung realisiert und aufgebaut. Diese
wird erfolgreich in weiteren Arbeiten in unserer Arbeitsgruppe unter anderem fiir Multiwellplatten-
systeme verwendet.
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6.5 Feldsimulationen von interdigitalen Elektrodenstrukturen

Um Angaben iiber die Feldverteilung der interdigitalen Elektrodenstrukturen zu erhalten, wurde mit
Hilfe des Feldrechenprogrammes COMSOL FemLab mehrere Simulationen durchgefiihrt. Den Rech-
nungen wurde eine Mefifrequenz von 10kH z und einer anregenden Spannungsamplitude von 100mV
zugrunde gelegt Die Geometrie der simulierten Strukturen sind ebenfalls wie die technisch realisierten
Strukturen bei einem Elektrodenabstand und einer Elektrodenbreite von je 50um. Abbildungen 6.9
bis 6.10 zeigen die Ergebnisse. Es wurden zwei Substrate aus Glas und AlsOs-Keramik jeweils mit
Wasser und mit Zellen simuliert. Die Zellen wurden dabei als Kugeln mit 10um Durchmesser und mit
den oben betrachteten Werten fiir € und ¢ modelliert.

Glas- und Keramiksubstrat unterscheiden sich nur unwesentlich. Man kann deutlich die Ausdeh-
nung des elektrischen Feldes in das Substrat erkennen. Die Ausdehnung in den Zellkulturbereich
umfafit nur etwa 20um bis 30um, so dafl maximal drei Zellschichten erreicht werden.

Mar: 485427

Abbildung 6.9: Links: Feldverteilung bei einem Keramiksubstrat mit Wasser; Rechts: Feldverteilung
bei einem Keramiksubstrat mit als Kugeln modellierte Zellen

Maxi 6.4072-17

Abbildung 6.10: Links: Feldverteilung bei einem Glassubstrat mit Wasser; Rechts: Feldverteilung bei
einem Glassubstrat mit als Kugeln modellierte Zellen
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Sensorchips

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden neue multiparametrische Sensorchips auf Keramik- und
Glas-Substrat entworfen. Diese besitzen Sensoren fiir pH-Wert, Sauerstoffpartialdruck, Impedanz und
Temperatur. Sie decken also dieselben Parameter ab, wie die in der Einleitung beschriebenen Sen-
sorchips auf Silizium- und Glas-Silizium-Hybrid-Substrat, die als Ausgangspunkt fiir die Arbeit ver-
wendet wurden und unter den beschriebenen Nachteilen litten. Die hier entworfenen Sensorchips sind
nun fiir die Messung des pH-Wertes mit Rutheniumoxid-Elektroden ausgestattet, die mit Hilfe der in
Kapitel 5 erzielten Ergebnisse erarbeitet wurden und gegeniiber den vormals verwendeten ISFETSs die
dort diskutierten Vorteile aufweisen. Ferner wurde die Temperaturmessung einheitlich mit Pt1000-
Sensoren realisiert.

Unter Verwendung dieser neuen pH-Sensorik und Sensoren fiir den Sauerstoffpartialdruck wurden
auch bestehende Sensorchips fiir Messungen an Nervengewebe oder elektrisch aktiven Zellen um die
Moglichkeit der Beobachtung metabolischer Parameter erweitert. Diese neu entworfenen Neurochips
bieten weltweit zum ersten Mal die Mdglichkeit, elektrophysiologische und metabolische Messungen
an elektrisch aktiven biologischen Material vereint auf einem Sensorchip durchzufiihren.

Als dritter Themenkomplex wurden neue Sensorchips fiir parallele metabolische, morphologische
und elektrophysiologische Messungen auf Multiwellplatten-Systemen erarbeitet. Diese besitzen in un-
terschiedlichen Varianten zusammengestellt, dieselbe Sensorik wie die Sensorchips fiir Einzelmessun-
gen.

Alle entworfenen Sensorchips wurden zum Teil mit Hilfe von Industriepartnern hergestellt und
erfolgreich zur Anwendung gebracht. Einen Uberblick iiber die wichtigsten Ergebnisse gibt Kapitel 9.
Nachfolgend sind alle im Rahmen dieser Arbeit entstanden Sensorchips aufgefiithrt und ihr Einsatz-
zweck skizziert.

Wiéhrend der Entwicklung der Sensorchips entstanden auch eine Reihe von Chips fiir Test- und
Optimierungszwecke der eingesetzten Sensorik, die vorwiegend in anderen Arbeiten unserer Arbeits-
gruppe zur Anwendung kamen. Der Vollstindigkeit halber sind diese Testtriger ebenfalls nachfolgend
aufgefiihrt.

7.1 Chipdesigns fiir morphologische und metabolische Parameter

7.1.1 Multiparametrischer Sensorchip auf Glassubstrat

Fiir biologische, medizinische oder pharmazeutische Anwendungsbereiche, bei denen die Moglichkeit
zur optischen Kontrolle der Zell- oder Gewebeproben verlangt wird, wurde ein auf Glassubstrat auf-
bauender Sensorchip entworfen, der mit Sensorik zur Messung der metabolischen Aktivitdt adhirent
wachsender Zellkulturen ausgestattet ist. Er besitzt Sensoren fiir die Messung des Sauerstoffparti-
aldrucks, des pH-Werts, der Impedanz und der Temperatur. Abbildung 7.1 zeigt das Layout der
Platinmetallisierung des Chips, der die Abmessungen 24mm x 33mm besitzt, bei einer Glasdicke von
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0,5mm. Das Glassubstrat besteht aus Schott D263T. Auf die beim Vorgéngermodell, von dem fiir
die vorliegende Arbeit ausgegangen wurde, notwendige Verbindung mit einem Siliziuminlet mit IS-
FETs konnte vollstdndig verzichtet werden. Im einzelnen kommen zwei Sauerstoffsensoren nach dem
in Kapitel 3.5 betrachteten Clark-Prinzip zum Einsatz. Diese haben zwei unterschiedliche Elektro-
denkonfigurationen, die aufgrund der dadurch moglichen unterschiedlichen Sensitivitdten gemeinsam
einen breiteren Anwendungsbereich abdecken, als dies bei nur einer Elektrodenkonfiguration der Fall
wiére. Abbildungen 7.2 und 7.3 zeigen die Konfigurationen 1 und 2 der beiden Sensoren. Dabei sind
in der Konfiguration 1 die Elektroden grofler ausgelegt, als die rot eingerahmten Flichen, die in der
Isolationsschicht geoffnet sind. Dies erhoht die Toleranz gegeniiber Positionierungsungenauigkeiten
der Belichtungsmasken bei der Herstellung. Dies ist bei der Konfiguration 2 nicht nétig, da hier alle
ringférmigen Elektroden frei liegen. Konfiguration 2 bietet dariiberhinaus die Moglichkeit, Gegen-
und Referenzelektrode aus den drei zur Verfiigung stehenden Ringelektroden frei auszuwéhlen. Die
aktive Arbeitselektrodenflache ist bei beiden Konfigurationen mit Hilfe der Isolationsschicht durch
eine Offnung mit 35um Durchmesser festgelegt.

Abbildung 7.2: Links: Konfiguration 1 der auf dem multiparametrischen Glaschip verwendeten
Clark’schen Sauerstoffsensoren; Rechts: Lichtmikroskopische Aufnahme der Struktur mit Zellbewuchs.
Die Isolation ist an den roétlich erscheinenden Bereichen zu erkennen.
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Abbildung 7.3: Links: Konfiguration 2 der auf dem multiparametrischen Glaschip verwendeten
Clark’schen Sauerstoffsensoren; Rechts: Lichtmikroskopische Aufnahme der Struktur mit Zellbewuchs.
Die Isolation ist an den rotlich erscheinenden Bereichen zu erkennen.
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Auf dem Sensorchips sind zwei Rutheniumoxid-Elektroden als pH-Sensoren plaziert. Diese wer-
den mit Hilfe von Sputterprozessen mittels einer Schattenmaske aufgebracht und haben daher eine
Schwankungsbreite im Durchmesser von 1.3mm bis 1.5mm. Sie werden Riickseitig mit einer ringférmi-
gen Platinstruktur mit einem Durchmesser von 1.2mm und einer Ringbreite von 50um kontaktiert.
Den in Kapitel 5 als optimalen Elektrodendurchmesser erarbeiteten Wert von 1mm fiir die aktive Sen-
sorfliche wird mit Hilfe der Isolationschicht eingestellt, die an der Elektrodenstelle eine runde Offnung
aufweist. Dies fiihrt ebenso zu einer Toleranz gegeniiber der Fertigungsgenauigkeit. Abbildung 7.4
zeigt die Platinstruktur zur Kontaktierung der Rutheniumoxid-Elektrode und die rot gezeichnete
Aussparung in der Isolationsschicht, sowie drei kreisformige Platinelektroden. In Abbildung 7.5 ist
schematisch ein Querschnitt durch den Aufbau der Rutheniumoxid-Elektrode dargestellt.
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Abbildung 7.4: Ringférmige Platinstruktur zur Kontaktierung der Rutheniumoxid-Elektrode

Isolation aktive Sensorflache RuO,
Substrat \ /

ringférmige Pt-Elektrode

Abbildung 7.5: Schematische Darstellung eines Querschnitts der Rutheniumoxid-Elektroden

Weitere Sensoren auf diesem Sensorchip sind ein Pt1000-Temperatursensor und zwei interdigitale
Elektrodenstrukturen mit einer Elektrodenbreite und und einem Elektrodenabstand von je 50um fiir
Impedanzmessungen, wie in Kapitel 6 behandelt. Fiir zukiinftige Anwendungen sind dariiberhinaus
finf kreisférmige Platinelektroden und zwei, die Sauerstoff- und pH-Sensoren flankierende Platinlei-
tungen integriert. Letztere konnen unter anderem als Abschirmung gegen die Impedanzsensoren ver-
wendet werden. Abbildung 7.6 zeigt einen Ausschnitt der Zellkulturfliche des multiparametrischen
Glaschips mit Zellen bewachsen.

Aufgrund des transparenten Glassubstrats ist neben den sensorischen Mefiverfahren eine gleich-
zeitige Anwendung aller iiblichen lichtmikroskopischen Analyseverfahren moglich. Dies erdffnet breit
gefacherte Anwendungsmoglichkeiten in Forschung und Diagnose unter Korrelation von sensorischen
und lichtmikroskopischen Daten. Abbildung 7.7 zeigt ein Exemplar der hergestellten multiparametri-
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schen Sensorchips auf Glassubstrat.

Abbildung 7.6: Ausschnitt einer mit Zellen bewachsenen Zellkulturfliche des multiparametrischen
Sensorchips auf Glassubstrat

Abbildung 7.7: Multiparametrischer Sensorchip auf Glassubstrat der Groie 24mm x 33mm

7.1.2 Multiparametrischer Sensorchip auf Keramiksubstrat

Ist aufgrund der vorgesehenen Anwendung eine lichtmikroskopische Kontrolle des Zellmaterials nicht
notwendig, bietet sich die Verwendung eines multiparametrischen Sensorchips auf Keramiksubstrat an.
Dieser tragt dieselbe Sensorik fiir zellbasierte Untersuchungen wie der multiparametrische Sensorchip
auf Glassubstrat. Abbildung 7.8 zeigt das Layout der Platinmetallisierung des Chips. Der Chip hat
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die Dimensionen 8, 5mm x 8, 5mm, bei einer Substratdicke von 0,5mm. Das Substrat besteht aus
AlgOg—Keramik.

Abbildung 7.8: Layout des multiparametrischen Sensorchips auf Keramiksubstrat

Integriert ist im Gegensatz zum multiparametrischen Glaschip nur ein Sauerstoffsensor, der der
Konfiguration 1 in Abbildung 7.2 entspricht. Die beiden Rutheniumoxid-Elektroden haben dieselbe
Konfiguration wie auf dem Glaschip. Es sind ebenso zwei interdigitale Elektrodenstrukturen zur Impe-
danzmessung, sowie ein Pt1000 zur Temperaturmessung integriert. An den Réndern sind deutlich die
Pondpads fiir Bondkontaktierung des Chips zu erkennen. Diese haben eine Abmessung von je 0, 3mm
x 0,3mm. Die Kontaktierung dieses Chips wird in Kapitel 8 noch ausfiihrlicher betrachtet. Abbil-
dung 7.9 zeigt ein Exemplar der hergestellten multiparametrischen Sensorchips auf Keramiksubstrat.
Dieser Chip ist deutlich kleiner als ein multiparametrischer Glaschip. Das verwendete Keramiksub-
strat 148t dariiberhinaus in der Herstellung des Sensorchips erheblich hohere Prozefitemperaturen
zu, als das D263T-Glas des Glaschips. Diese Vorteile fithren zu einer erheblich kostengiinstigeren
Herstellung als der multiparametrische Glaschip, allerdings auf Kosten der Mikroskopierbarkeit. Je
36 Sensorchips werden auf einem 2 Zoll Keramiksubstrat hergestellt (Abbildung 7.10). Durch diese
kostengiinstige Herstellung eignet sich dieser Chip besonders fiir den Masseneinsatz in Anwendun-
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gen wie Wirkstoffuntersuchungen und Medikamentenentwicklung in der pharmakologischen Industrie.
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Abbildung 7.10: Je 36 multiparametrische Sensorchips auf einem 2 Zoll Keramiksubstrat

7.1.3 Einzelchips fiir Multiwellplatten-Systeme

Fiir den Einsatz in Multiwellplattensystemen zur Untersuchung von metabolischen und morphologi-
schen Parametern, im Speziellen fiir 24-Well-Platten mit einem Welldurchmesser von 7, 7mm, wurden
mehrere Sensorchips entworfen. Alle bauen auf Glassubstrate auf, da eine Anforderung die zusétzliche
Moglichkeit zur Mikroskopie war. Ebenso wie der in Kapitel 7.1.1 vorgestellte multiparametrische Gla-
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schip bieten die Einzelchips fiir Multiwellplatten-Systeme so die M6glichkeit optische und sensorische
Daten zu kombinieren. Variante 1 besitzt eine interdigitale Elektrodenstruktur zur Impedanzmessung
mit den bekannten Strukturgréfen. In der Mitte des Chips ist beim Impedanzsensor eine viereckige
Flache der Grofe 1,4mm x 0, 9mm ausgespart, um somit ein “optisches* Fenster fiir die Mikroskopie
zu erhalten. Der Chip selbst hat eine Grofle von 8, 1mm x 8, Imm. Fiir die Messung des Sauerstoff-
partialdrucks und des pH-Werts ist bei diesem Chip der Einsatz von optischen Sensoren vorgesehen,
die ober- und unterhalb des optischen Fensters plaziert werden. Da diese Art von Sensoren nicht
Bestandteil der vorliegenden Arbeit ist, wird auf eine genauere Darstellung dieser Sensoren verzich-
tet. Abbildung 7.11 zeigt das Layout des Chips. In zwei gegeniiberliegenden Ecken des Chips sind
die elektrischen Kontakte fiir den Impedanzsensor plaziert. Diese werden iiber geeignete leitfahige
Pasten an eine Kontaktplatine gekoppelt. Eine kurzen Uberblick {iber diese Art von Kontaktierung
gibt Kapitel 8. Der Chip ist vorgesehen, von unten an einen 24-Well-Rahmen aufgeklebt zu werden.
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Abbildung 7.11: Variante 1 des Einzelchips auf Glassubstrat fiir 24-Well-Platten

Die Variante 2 des Chips entspricht der Variante 1 mit einer kleineren Interdigitalelektroden-
struktur. Dies hat den Zweck den Chip auch fiir kleinere Welldurchmesser als 7, 7mm einsetzbar zu
machen. Abbildung 7.12 zeigt das Layout der Variante 2.

Abbildung 7.12: Variante 2 des Einzelchips auf Glassubstrat fiir 24-Well-Platten mit kleinerer Inter-
digitalelektrodenstruktur
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In einer dritten Variante sind nun die Aussparungen fiir optische Sensoren der Varianten 1 und
2 durch die von den Sensorchips auf Glas- und Keramiksubstrat her bekannten Sauerstoff- und pH-
Sensoren ersetzt. Abbildung 7.13 zeigt das Layout dieser dritten Variante.
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Abbildung 7.13: Variante 3 des Einzelchips auf Glassubstrat fiir 24-Well-Platten mit Sensor fiir Sau-
erstoffpartialdruck und Rutheniumoxid-Elektrode fiir pH-Messungen

Es wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit alle drei Varianten dieser Einzelchips fiir Multiwell-
platten-Systeme hergestellt. Abbildung 7.14 zeigt alle hergestellten Einzelchips. Da aus Handhabungs-
griinden aber sehr schnell auf nachfolgend beschriebenen Sensorplatten ausgewichen wurde, wurde nur
die Variante 1 praktisch erprobt.

Abbildung 7.14: Hergestellte Einzelchips auf Glassubstrat fiir 24-Well-Platten: Links: Aufgeklebte
Variante 1 und 2, zu Testzwecken mit Federkontaktstiften kontaktiert; Rechts: Variante 3 vor dem
Zuschnitt auf die Grofle 8, Imm x 8, Imm

7.1.4 Sensorplatten fiir Multiwellplatten-Systeme

In Kapitel 6 wurden zwei Konzepte vorgestellt, um die Kontaktierung der interdigitalen Elektro-
denstrukturen zur Impedanzmessung auf Multiwellplatten zu vereinfachen. Diese beiden Konzepte
wurden praktisch realisiert und werden nachfolgend vorgestellt. Fiir metabolische Parameter der Zell-
kulturen sind ebenfalls die bei den Einzelchips fiir Multiwellplatten-Systeme verwendeten optischen
Sauerstoff- und pH-Sensoren vorgesehen.
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Konzept mit seriell geschaltenen Impedanzsensoren

Fiir das Konzept mit seriell geschaltenen Interdigitalelektrodenstrukturen wurden Sensorplatten mit
je 12 IDES entworfen. Dabei werden zwei dieser Sensorplatten unter eine 24-Well-Platte geklebt.
Abbildung 7.15 zeigt das Layout und Abbildung 7.16 zwei hergestellte Exemplare, die auf die Riickseite
einer 24-Well-Platte geklebt sind. Da beim folgend dargestellten Konzept der Impedanzsensoren mit
gemeinsamer Masse alle 24 Sensoren auf einer Platte untergebracht werden, wurde dieses Konzept
nicht weiter verfolgt.
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Abbildung 7.15: Layout der Sensorplatte mit 12 seriell geschaltenen interdigitalen Elektrodenstruk-
turen

Abbildung 7.16: Zwei Exemplare der hergestellten Sensorplatten fiir Multiwellplatten-Systeme mit
seriell geschaltenen Impedanzsensoren die riickseitig auf eine 24-Well-Platte aufgeklebt sind
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Konzept fiir Impedanzsensoren mit gemeinsamer Masse

Um das Konzept der Impedanzsensoren mit gemeinsamer Masse umzusetzen, wurde eine Sensorplatte
der Grofle 10, 16cm x 7, 55cm entworfen, auf der alle 24 Sensoren integriert sind. Auch hier ist fiir die
Messung metabolischer Parameter der Einsatz von optischen Sensoren vorgesehen, da die Verwendung
elektrischer Sensoren zu diesem Zeitpunkt hinsichtlich ihrer Kontaktierung und Ankopplung an die
Meflelektronik noch nicht abschlieffend gelost ist. In Abbildung 7.17 und Abbildung 7.18 ist das Layout

und ein Exemplar der hergestellten Sensorplatte dargestellt.
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Abbildung 7.17: Layout der Sensorplatte mit 24 interdigitalen Elektrodenstrukturen mit gemeinsamer

Masse
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Abbildung 7.18: Exemplar der hergestellten Sensorplatte fiir Multiwellplatten-Systeme mit Impedanz-

sensoren mit gemeinsamer Masse
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7.2 Chipdesigns fiir metabolische Parameter und elektrischer Ak-
tivitat

Ausgehend von den in Kapitel 3.7 beschriebenen Sensorchips der Arbeitsgruppe Gross wurden neue
Sensorchips entworfen, die die Moglichkeit bieten, Messungen von elektrophysiologische Parametern
mit Messungen metabolischer Parameter zu kombinieren. Dazu besitzen die Sensorchips sowohl die
Sensorik fiir pH-, Sauerstoffpartialdruck und Temperatur, als auch ein Array von 64 Ableitelektroden.
Nachfolgend werden die erarbeiteten Designs vorgestellt.

7.2.1 Neurochip mit Sensoren fiir metabolische Parameter

Von der Arbeitsgruppe Gross wurde fiir diesen Sensorchip das Format von 5,0cm x 5,0cm, sowie
die Kontaktierung der 64 Ableitelektroden zu je 32 Kontaktpads an der linken und rechten Kante
des Chips iibernommen. Das Ableitelektrodenarray aus 8 x 8 Elektroden mit einem horizontalen und
vertikalen Elektrodenabstand von 150pum wurde ebenfalls weitgehend iibernommen. Hier wurde nur
die Lage der Zuleitungen verédndert, um die zur Mikroskopie verfiighare freie Flidche zu optimieren.
Der Chip selbst basiert auf einem Glassubstrat aus Schott D263T mit einer Dicke von 0, 5mm und
damit nur halb so dick wie der von Gross urspriinglich verwendete Chip. Neu hinzugefiigt wurden
ein Sauerstoff- und ein Rutheniumoxid-pH-Sensor der bekannten Konfiguration. Zusétzlich besitzt
dieser Chip nun auch einen Pt1000-Temperatursensor, der bei der vorgesehenen Anwendung mit
Nervenzellen von besonderer Bedeutung ist, da diese Art von Zellen enorm empfindlich auf Tem-
peraturschwankungen reagieren. Abbildung 7.19 zeigt das Layout des Chips. In Abbildung 7.20 ist
das Layout der Ableitelektroden mit ihren Maflen, in Abbildung 7.21 ein Exemplar der hergestellten
Neurochips und eine mikroskopische Vergréflerung des Elektrodenarray dargestellt.

=

Abbildung 7.19: Layout des Sensorchips zur Messung elektrophysiologischer und metabolischer Para-
meter elektrisch aktiver Zellen und Geweben
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Abbildung 7.20: Ausschnittsvergréflerung der Sensorfliche

Abbildung 7.21: Links: Hergestelltes Exemplar des Sensorchips; Rechts: Lichtmikroskopische Aufnah-
me der Ableitelektroden

7.2.2 Einzelchip fiir Multiwellplatten-Systeme fiir elektrophysiologische und me-
tabolische Parameter

Fiir die Parallelisierung von Messungen von elektrophysiologischen und metabolischen Parametern an
lebenden Zellen wurde ein Einzelchip fiir Multiwellplatten-Systeme entworfen und hergestellt. Dieser
Chip hat mit 8, 1mm x 8, lmm dieselben Dimensionen, wie die bereits vorgestellten Multiwellplat-
teneinzelchips fiir metabolische und morphologische Parameter. Integriert ist das oben beschriebene
Elektrodenarray mit 64 Ableitelektroden, sowie ein Sauerstoff- und ein pH-Sensor. Abbildungen 7.22
und 7.23 zeigen das Layout und ein hergestelltes Exemplar. Der Chip besitzt insgesamt 68 Kontakt-
pads. Aufgrund dieser hohen Kontaktierungsdichte ist es zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht méglich,
eine 24-Well-Platte komplett mit diesen Einzelchips auszustatten. Fiir zukiinftige Anwendung ist aber
eine Mischbestiickung von diesen Chips und den in Kapitel 7.1.3 dargestellten Chips denkbar, um auf
einer Multiwellplatte eine breite Palette an Aufgabenspektren abzudecken.
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Abbildung 7.22: Layout des Einzelchips fiir Multiwellplatten-Systeme zur Messung elektrophysiologi-
scher und metabolischer Parameter lebender Zellen

Abbildung 7.23: Exemplar der hergestellten Einzelchips fiir Multiwellplatten-Systeme zur Messung
elektrophysiologischer und metabolischer Parameter lebender Zellen (hier vor dem Zuschnitt auf die
Mafe 8, 1mm x 8, 1mm)
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7.3 Weitere Chipvarianten

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit entstanden zusétzlich zu den oben angefiihrten Sensorchips fiir
Messungen an lebenden Zellen und Geweben weitere Chiplayouts, die fiir Sonderzwecke oder zum Test
der verwendeten Sensorik fiir Sauerstoffpartialdruck oder der Impedanz gedacht sind. Nachfolgend
sind die wichtigsten Vertreter dargestellt.

7.3.1 Multiparametrischer Sensorchip auf Glassubstrat im Teststreifenformat

Die vorangehend ausgefithrten multiparametrischen Sensorchips sind fiir den Einsatz in Testsyste-
men gedacht, bei denen der Chip stationdr in Testsysteme eingelegt wird und die zu untersuchenden
Proben direkt auf den Chips kultiviert werden. Um mobile Messungen in beliebigen Fliissigkeiten zu
ermdoglichen, wurde ein Sensorchip entworfen, der in den Abmessungen einen herkémmlichen Test-
streifen dhnelt, wie sie z.B. mit Indikatoren fiir die Bestimmung des pH-Wertes verwendet werden.
Dieser Chip hat die Mafle 48,2mm x 8mm und besitzt je einen Sensor fiir Sauerstoff, pH-Wert und
Temperatur, sowie zwei Elektroden um Impedanz- oder Leitfahigkeitsmessungen durchzufithren. Der
Sauerstoff-, pH-Sensor und Temperatursensor entspricht den bekannten Konfigurationen. Der Chip
bietet die Moglichkeit in Testfliissigkeiten eingetaucht zu werden und Messungen durchzufiihren. Ab-
bildungen 7.24 und 7.25 zeigen das Layout und ein Exemplar des hergestellten Chips.
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Abbildung 7.24: Layout des multiparametrischen Sensorchips auf Glassubstrat der Mafle 48, 2mm x
8mm fiir Messungen in Fliissigkeiten

Abbildung 7.25: Exemplar eines hergestellten multiparametrischen Sensorchips im Format eines Test-
streifens fiir Messungen in Fliissigkeiten.

7.3.2 Testchip fiir Versuche an Sensoren fiir die Messung des Sauerstoffpartial-
druckes

Zur Untersuchung und Optimierung von Elektrodenstrukturen, die fiir die Messung des Sauerstoffpar-
tialdruckes nach dem in Kapitel 3.5 gedacht sind, wurde ein Chip entworfen, der in den Abmessungen
und der Kontaktierung mit dem Sensorchip auf Glassubstrat fiir multiparametrische Messungen aus
Kapitel 7.1.1 identisch ist, also die Male 24mm x 33mm besitzt. Abbildung 7.26 zeigt das Layout
des Chips. Er besitzt fiinf Elektrodenstrukturen fiir die Messung des Sauerstoffpartialdrucks, die bis
auf den Durchmesser der Arbeitselektrode, die durch eine runde Offnung in der Isolierung realisiert
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ist, identisch mit der in Kapitel 7.1.1 in Abbildung 7.3 dargestellten Struktur. Anstelle des dort
verwendeten Arbeitselektrodendurchmessers von 35um besitzen die fiinf Strukturen Arbeitselektro-
dendurchmesser von 5um, 10um, 20pum, 50um und 100um. Dies dient der Untersuchung des Einflusses
der Arbeitselektrodenfliche auf die Leistungsparameter der Sauerstoffmessung.
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Abbildung 7.26: Layout eines Testchips zur Untersuchung von Elektroden zur Messung des Sauer-
stoffpartialdruckes

Zusétzlich zu den fiinf Strukturen ist eine weitere Struktur mit einem Arbeitselektrodendurchmes-
ser von 30um vorhanden, die, angefangen im Abstand von 120um zum Mittelpunkt der Arbeitselek-
trode insgesamt 7 Ringelektroden mit 50um Breite besitzt. Die Ringelektroden haben untereinander
einen Abstand von 50um. Mit Hilfe dieser Struktur ist es moglich, den Einflufl des Abstandes der Ge-
genelektrode und der Referenzelektrode zur Arbeitselektrode auf die Sensorfunktion zu untersuchen.
Abbildung 7.27 zeigt die Konfiguration und die Mafle dieser Struktur.

Ebenfalls integriert ist eine weitere Elektrodenstruktur zur Sauerstoffmessung die in Abbildung 7.28
dargestellt ist. Auf ihre Funktionsweise wird an dieser Stelle nicht eingegangen. Weiter sind vier
Elektroden mit einer Breite von 100um, einer Linge von 2mm und einen Abstand untereinander
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Abbildung 7.27: Konfiguration der Elektrodenstruktur zur Untersuchung des Einflusses des Abstandes

der Gegen- und Referenzelektrode von der Arbeitselektrode auf die Messung des Sauerstoffpartial-
druckes

Abbildung 7.28: Elektrodenkonfiguration eines weiteren Sensors zur Untersuchung des Sauerstoffpar-
tialdruckes
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von 200um vorhanden, mit denen Leitfahigkeits- oder Impedanzuntersuchungen durchgefiihrt werden
konnen. Abbildung 7.29 zeigt ein hergestelltes Exemplar dieses Chips.

bt ol e i S L i LS i i

Abbildung 7.29: Hergestelltes Exemplar des Testchips zur Untersuchung des Einflusses des Abstandes
der Gegen- und Referenzelektrode von der Arbeitselektrode auf die Messung des Sauerstoffpartial-
druckes

7.3.3 Testchip fiir Versuche an Sensoren fiir die Messung der Impedanz

Ein weiterer Testchip wurde fiir Untersuchungen an Elektrodenstrukturen fiir Impedanzmessungen
entworfen. Abbildung 7.30 zeigt das Layout des Chips. Dieser Chip besitzt drei Ausfithrungen von in-
terdigitale Elektrodenstrukturen mit einer Elektrodenbreite von 50um und einem Elektrodenabstand
von 50um. Wahrend die erste Ausfithrung parallele gerade laufende Elektroden besitzt, sind die Elek-
troden in einer gezackten Anordnung ausgefiihrt, die in der Ausfithrung 2 einen Winkel von 60° und
bei Ausfithrung 3 einen Winkel von 90° besitzen. Zusétzlich dazu ist ein Ring aus Einzelelektro-
den integriert, der mit Zellen bewachsen werden kann und richtungsabhéngige Impedanzmessungen
ermoglicht. Die Abbildungen 7.31 und 7.32 zeigen jeweils die Konfigurationen und die wichtigsten
Dimensionen der Strukturen.

Zusétzlich zu den Impedanzstrukturen sind auf diesem Testchip weitere zwei Konfigurationen
von Sauerstoffsensoren integriert. Diese besitzen von ihren &uflieren Dimensionen die Mafle der in
Kapitel 7.1.1 in Abbildung 7.3 dargestellten Strukturen. Die Arbeitselektrode ist bei diesen Sensoren
allerdings als viereckiger und als runder Ring ausgefiihrt. Diese Sensoren dienen zur Untersuchung der
Sauerstoffempfindlichkeit unterschiedlicher Arbeitselektrodenkonfigurationen. Abbildung 7.33 zeigt
das Layout und die Mafle dieser Strukturen.

In Abbildung 7.34 ist ein hergestelltes Exemplar dieses Testchips fiir Versuche an Sensoren fiir die
Messung der Impedanz dargestellt.
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Abbildung 7.33: Konfiguration von zwei Strukturen zur Sauerstoffmessung mit ringférmigen Arbeits-

elektroden
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Abbildung 7.34: Hergestelltes Exemplar des Testchips fiir Versuche an Sensoren fiir die Messung der
Impedanz

7.4 Herstellungsprozesse

Die in diesem Kapitel vorgestellten Sensorchips wurden entweder am Lehrstuhl oder von Industrie-
partnern hergestellt. Alle verwendeten Prozesse sind Standardverfahren, die auch in der Halbleiter-
produktion und der Mikrosystemtechnik Anwendung finden. Einen Uberblick iiber die angewandten
Verfahren gibt unter anderem [249].

7.4.1 Prozef3folge der am Lehrstuhl hergestellten Sensorchips

Nachfolgend ist die Prozefifolge der am Lehrstuhl hergestellten Sensorchips dargestellt. Als Ausgangs-
material wird ein 2 Zoll Glassubstrat Schott D263T mit einer Dicke von 0,5mm verwendet. Dieses
wird nacheinander mit Deconex, Methylpyrrolidon, Aceton und Propanol gereinigt.

Substrat (Glas)

Die Metallisierung der Sensorstrukturen wird mittels eines Lift-Off-Verfahrens strukturiert, da diese
aus Platin bestehen und Edelmetalle mit den am Lehrstuhl verfiigbaren Techniken nicht nafichemisch
strukturierbar sind. Nach einem Pre-Bake bei 160°C' wird hierfiir zunéchst ein Photolack vom Typ ma-
N 1420 auf das Substrat mittels Spin-On-Verfahren aufgeschleudert. Der Prozel besteht aus Primer
und dem Photolack selbst. Die Drehzahlen sind jeweils 2s mit 500 U/min und anschlieend 30s mit
3000 U/min Zum Abschluff wird der Photolack per Heizplatte bei 98°C' 120s ausgehiirtet.
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Photolack

Anschlielend wird der Photolack mit Hilfe einer Chrom-Maske, die die Strukturen enthélt, durch UV-
Licht 15s belichtet und im Tauchverfahren mit dem Entwickler ma-D 533 S 60s entwickelt. Dadurch
entsteht auf dem Substrat eine Lackmaske mit der inversen Abbildung der gewiinschten Strukturen.
Mit einem Negativlack und speziellen Prozefiparametern ist es dabei moglich, die Flanken des Lackes
leicht schriag auszufiihren und dadurch leicht {iberhéingende Kanten zu erzeugen. Dies erleichtert ein
Abreifien der Metallisierung in einem spéteren Prozefischritt des Lift-Off-Verfahrens.

"

Danach wird die Metallisierung mit Hilfe von Sputterverfahren ganzflichig abgeschieden. Da das als
Elektrodenmaterial gewiinschte Platin schlecht auf der glatten Glasoberfliche haftet, wird dazu zuerst
etwa 10nm Titan als Haftvermittler und anschlieBend auf das Titan eine ca. 300nm bis 500nm dicke
Platinschicht aufgebracht. Die Sputterparameter sind dabei 1min bei 50W fiir die Titanschicht und
10min bei 50W fiir die Platinschicht.

Titan Platin

Nach dem Aufbringen der Metallisierung wird der Photolack mit Hilfe eines Acetonbads 1h abgelost.
Die auf dem Lack befindlichen Metallschichten werden dabei ebenfalls entfernt. Zuriick bleibt die
strukturierte Metallisierung, die die Sensorelektroden bildet. Anschlielend wird das Substrat nochmals
auf die oben beschriebene Weise gereinigt und 1h bei 160°C' ausgeheizt.

Um die pH-Sensoren auf Metalloxidbasis herzustellen wird mit Hilfe einer Schattenmaske auf den
dafiir vorgesehenen Ringelektroden Rutheniumoxid mit einer Dicke von etwa 1, 5um aufgesputtert.

Rutheniumdioxid Schattenmaske

Um die Elektrodenstrukturen und ihre Kontaktleitungen zu isolieren wird ein Photolack vom Typ
SU-8 ganzflachig mit Spin-On-Verfahren mit einer Dicke von etwa 2um aufgebracht. Die Drehzahlen
sind dabei vorgesehen zu 500 U/min fiir 5s und 2000 U/min fiir 30s. Nach dem Aufschleudern werden
zwei Soft-Bake-Schritte bei 65°C' und 95°C jeweils fiir 60s durchgefiihrt.

Photolack (SU-8)

Dieser Lack wird ebenfalls mit Hilfe einer Chrom-Maske durch UV-Licht mit 95m.J/cm? bis 115m.J /em?
belichtet und nach einem Post-Exposure-Bake im Tauchverfahren 60s entwickelt. Die dadurch vom

Lack entfernten Stellen bilden dann die Offnungen in der Isolation und definieren die aktive Sensor-

fliche der entsprechenden Sensoren.
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Anschlielend werden die Einzelchips aus dem Substrat mit Hilfe einer Waferséige gesigt. Damit ist
die Chipherstellung abgeschlossen und die Einzelchips werden je nach Chiptyp anschlieend in ent-
sprechende Geh#use verpackt. Dieser Schritt ist in Kapitel 8 néher dargestellt.

7.4.2 Prozeflfolge der bei Industriepartnern hergestellten Sensorchips

Teile der Chipherstellung, insbesondere die Herstellung der Sensorchips auf Keramiksubstrat wurde
an Industriepartner vergeben. Diese haben erheblich weitgehendere Herstellungsmoglichkeiten, so dafl
sich die Herstellungsschritte etwas von den am Lehrstuhl unterscheiden. Die wesentlichen Unterschie-
de werden nachfolgend skizziert.

Als Ausgangsmaterial wird je nach Chiptyp ein 2 Zoll Glassubstrat Schott D263T oder ein 2 Zoll
Keramiksubstrat aus AloOsz-Keramik mit einer Dicke von jeweils 0, 5mm verwendet.

Substrat (Glas oder Keramik)

Nach der Reinigung wird mit Hilfe von Aufdampfprozessen ganzflichig zuerst eine diinne Titanschicht
als Haftvermittler und anschliefend eine Platinschicht mit einer Dicke von etwa 700nm aufgebracht.

Titan Platin

Anschlielend wird ein Photolack mit Spin-On-Verfahren aufgebracht.

Photolack

Dieser Photolack wird mit Hilfe einer Chrom-Maske durch UV-Licht belichtet und im Tauchverfahren

entwickelt.

Um die Metallschichten zu strukturieren wird hier ein auf Ozon basierendes chemisches Atzverfahren
verwendet.

Da der Photolack enorm stabil ist, um dem Ozon-Atzverfahren standzuhalten, wird er anschlieBend
mit Hilfe eines Strip-Verfahrens entfernt.

Die weitere Prozefifolge ist weitgehend identisch mit der in Kapitel 7.4.1 dargestellten Prozeffolge,
wie sie am Lehrstuhl durchgefiihrt wird.
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Kapitel 8

Chipgehause

8.1 Gehiduse und Verkapselung fiir Sensorchips auf Keramiksub-
strat

Waéhrend der multiparametrische Sensorchips auf Glassubstrat ohne Gehduse oder Verkapselung di-
rekt in entsprechende Mel)kammern eingelegt wird, mufl der multiparametrische Sensorchip auf Kera-
miksubstrat verpackt werden, um in die Sockel der Mefisysteme eingelegt werden zu koénnen. Hierfiir
wurde bei den Silizium-Sensorchips, die als Ausgangspunkt fiir die vorliegende Arbeit verwendet wur-
den, Trigersysteme im PLCC68-Format verwendet. Aus Kompatibilitatsgriinden wurde dieses Format
fiir die hier entworfenen und hergestellten Sensorchips {ibernommen.

8.1.1 Anforderungen

Fiir die Verkapselung kann zum Teil nicht auf die von der IC-Herstellung bekannten Standardver-
fahren zuriickgegriffen werden, da auf den Sensorflichen lebendes biologische Material unter genau
definierten Umgebungsbedingungen kultiviert werden. Dies fithrt zu Anforderungen an Material und
Verkapselungsprozessen, die sich von von den Standardanforderungen unterscheiden und zum Teil
erheblich hoher sind. An die Verkapselung sind dabei mafigeblich folgende Anforderungen zu stellen:

e Die Verkapselung mufl hohen Anspriichen hinsichtlich der elektrischen Isolierung gegeniiber
der Umwelt und den elektrischen Anschliissen untereinander, sowie nach aufien geniigen. Dies
spielt insofern eine besondere Rolle, da die Sensorchips in klimatisierten Inkubatoren kultiviert
werden, die in der Regel kulturbedingt eine hohe Luftfeuchtigkeit besitzen.

e Da das Gehdusematerial in direkten Kontakt mit Zellkulturfliissigkeiten und MefSlosungen kommt,
ist es von grofler Bedeutung, daf sich keine Stoffe aus dem Material 16sen. Selbst wenn diese
nicht toxisch wirken, wiirde dennoch die Gefahr bestehen, dafl diese die Untersuchungen und
ihre Ergebnisse beeinflussen.

e Ebenfalls zu vermeiden sind Gehdusematerialien, die chemische Reaktionen mit Substanzen aus
dem Zellkulturmedium oder Meflosungen zeigen. Dies kénnte die Medien und Mefllosungen
verdndern und somit die Untersuchungen und Ergebnisse beeinflussen.

e Ahnliche Anforderungen sind an Verbindungsmaterialien, Fiillmaterialien oder Klebstoffe zu
stellen. Es diirfen sich keine Stoffe auslosen, die das Zellkulturmedium beeinflussen. Dies ist
hier von besonderer Bedeutung, da der iiberwiegende Teil dieser Materialien Losungsmittel
enthélt, die in der Regel toxisch wirken.

e Esmuf} eine sehr gute Haftung zwischen Gehduse und Chip gewéhrleistet sein, um ein Eindringen
von Zellkulturmedium oder Mefl6sung durch die Verbindungsstelle zu verhindern.

167
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o Alle Prozefischritte insbesondere das Aushérten des Verkapselungsklebers diirfen eine Tempe-
ratur von 180°C' nicht iiberschreiten, da sonst die Isolationsschicht des Sensorchips aus SU-8
beschéadigt werden konnte. Sind hohe Prozefitemperaturen notwendig muf sichergestellt sein,
dafl das Aufheizen und Abkiihlen nicht sprunghaft sondern mit Temeperaturrampe durchgefiihrt
wird.

e Um ein zu hohes Temperaturdifferential des verkapselten Chips zu vermeiden, sollten alle ver-
wendeten Materialien gut warmeleitend sein.

8.1.2 Aufbau

Der verkapselte Chip besteht prinzipiell aus drei Teilen. Der Sensorchip selbst mit einer Abmessung
von 8, 1mm x 8, Imm x 0,5mm, einer Triagerplatine mit elektrischen Kontakten die kompatibel zu
einem Sockel im PLCC68-Format sind und einem Gehéuse, das die Bondverbindungen zwischen Sen-
sorchip und Trégerplatine schiitzt und auf der Sensorfliche einen Zellkulturtopf bildet, in dem die
biologischen Proben kultiviert werden und das Meimedium zugefiigt wird. Abbildung 8.1 zeigt den
schematischen Aufbau des verkapselten Sensorchips.

Vergulimasse Sensorchip

Chipgehause
Bondverbindungen
i‘ ~ -

?_ |
PLCC68-Kontakte
Tragerplatine

Abbildung 8.1: Schematischer Aufbau des verkapselten Sensorchips

8.1.3 Tragerplatine

Nach der Herstellung des Sensorchips wird er in einem ersten Schritt der Verkapselung zentriert auf
einer Tréagerplatine aufgeklebt. Da die Riickseite und die Schnittstellen zwischen Sensor und Trager-
platine nicht mit biologischen Material und dem Zellkulturmedium in Kontakt kommen ist hier die
Anforderung nach Biokompatibilitit des Klebers nicht vorhanden. Aus diesem Grund kommt hier ein
Sekundenkleber vom Typ UHU 45565 zum FKEinsatz. Die Trigerplatine hat die Mafle des PLCC68-
Format mit 24mm x 24mm. An der linken oberen Ecke ist eine Phase mit 1, 5mm ausgefiihrt. Die
Trégerplatine selbst ist aus dem Platinenmaterial FR4 mit einer Dicke von 1mm und ihre Leitungen
sind aus 35um Kupferauflage deren Oberfliche chemisch mit Nickel/Gold beschichtet ist. Sie ist mit
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einem Standard-Lotstoplack isoliert. Die Platine besitzt auf der Oberseite in der Mitte eine rechtecki-
ge Fliache der Grofie 8, 1mm x 8, 1mm auf die der Sensorchip geklebt wird. An allen vier Seiten dieser
Flache sind entsprechend der Bondpunkte des Sensorchips Bondpads lokalisiert. Die elektrische Ver-
bindung wird mit Hilfe von Standard-Drahtbond-Verfahren hergestellt. Die AnschluBleitungen sind
mit Hilfe von so genannten Burried Vias auf die Riickseite kontaktiert, die dort in Kontaktpads im
PLCC68-Format enden. Diese Burried Vias sind fiir die Verkapselung von entscheidender Bedeutung,
da sie im Gegensatz zu normalen Vias mit Lotstoplack aufgefiillt sind und somit die VerguBmasse
beim Einfiillen nicht an der Unterseite austreten kann. Auf der Riickseite ist ganzflichig eine Masse-
fliche integriert, die auf die Masse der Meflelektronik gelegt, elektrische Stérungen abschirmen soll.
Abbildungen 8.2 und 8.3 zeigen das Layout der Tragerplatine, eine Tragerplatine mit aufgeklebten
und gebondeten Sensorchip und ein Exemplar der hergestellten Nutzen.

:/w'/

Abbildung 8.2: Links: Layout der elektrischen Anschlulleitungen und Bondpads der Trigerplatine im
PLCC68-Format; Rechts: Exemplar einer Tréagerplatine mit aufgeklebten Sensorchip

Abbildung 8.3: Exemplar eines hergestellten Nutzens mit 12 Trigerplatinen
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8.1.4 Zellkulturaufsatz

Auf die praparierten Trigerplatinen wird ein Zellkulturaufsatz aufgesetzt und die Hohlrdume mit einer
klebenden Vergufimasse ausgespritzt. Der Zellkulturaufsatz ist fiir die Prototypen und Kleinserien,
die im Rahmen der vorliegenden Arbeit hergestellt wurden aus dem biokompatiblen Kunststoff PEEK
gefertigt. Fiir groflere Serien oder Massenproduktion bietet es sich aber aus Kostengriinden an, diesen
Aufsatz als SpritzguBiteil aus Polycarbonat oder dhnlichen Materialien herzustellen. Dieses Gehéuse
schiitzt und isoliert die Bondverbindungen und bildet einen runden Zellkulturtopf mit 7mm Durch-
messer direkt an der Sensoroberfléche fiir die biologischen Proben und 15mm Durchmesser oberhalb
der Sensorfliche fiir das Zellkulturmedium. Um das biologische Material kontinuierlich wiahrend einer
Messung mit frischem Medium zu versorgen kann in diesen Zellkulturtopf ein Fluidikinsert eingesteckt
werden, auf das an dieser Stelle nicht nidher eingegangen wird. Abbildung 8.4 zeigt den Querschnitt
des Zellkulturaufsatzes.

|7

Chip 22

=
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Abbildung 8.4: Ausfiihrung des verwendeten Zellkulturaufsatzes

Fiir die Auswahl der VerguBBmasse wurden umfangreiche Versuche durchgefiihrt um sicherzustellen,
dafl das Material biokompatibel ist. Hier kam ein, aus der Halbleiterproduktion bekanntes Material
50300HT fiir GlobTop-Abdeckungen zum Einsatz. Dieses wird nach dem Einspritzen bei einer Tem-
peratur von 130°C' ca. 30min. ausgehéartet. Beim Vergufl wird durch ein entsprechendes Werkzeug der
Zellkulturaufsatz auf die Oberfliche des Sensorchips geprefit um zu verhindern, dafl die Vergufimas-
se durch die Schnittstelle von Sensorchip und Aufsatz austritt und somit die Sensorchipoberfliche
verunreinigt. Abbildung 8.5 zeigt den fertig aufgebauten Chip fiir multiparametrische Messungen an
lebenden Zellen und Geweben.

Abbildung 8.5: Exemplar eines fertig aufgebauten Chips
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8.2 Gehiuse fiir Neurochips

Fiir den in Kapitel 7.2.1 beschriebenen Neurochip wurde im Rahmen der Arbeit ebenfalls eine Kam-
mer entwickelt, die die Moglichkeit bietet, dafl die Sensorfliche vollstéindig mikroskopierbar ist und
an dieser Stelle nur kurz beschrieben werden soll. Fiir diesen Aufbau gelten prinzipiell dieselben An-
forderungen wie sie in Kapitel 8.1.1 ausgefiihrt sind. Die Kammer besteht aus zwei Teilen, zwischen
denen der Neurochip mechanisch eingespannt wird. Der untere Teil besteht aus einer 4 mm starke
Aluminiumplatte, in die mittig der Glaschip eingesetzt wird. Hierbei wurde vor allem auf eine flache
Bauweise in der Mitte der Platte geachtet, damit der Chip so tief wie mo6glich zu liegen kommt. Dies ist
notwendig, um eine sichere Fokussierbarkeit bei der Betrachtung unter dem Mikroskop zu gewéhrlei-
sten. Die Unterseite des Glaschips kommt dabei 0, 6mm iiber der Héhe Null zu liegen. Abbildung 8.6
zeigt ein Exemplar dieser Bodenplatte.

Abbildung 8.6: Exemplar der Bodenplatte der Kammer fiir Neurochips

Das Oberteil 148t sich tiber zwei Verschraubungen auf die Bodenplatte stecken, wobei der Neu-
rochip dazwischen eingespannt wird. In das Oberteil ist eine runde Aussparung ausgefrist, die einen
Zellkulturtopf mit einem Durchmesser von 4cm bildet. Diese wird mit Hilfe eines Dichtungsringes
abgedichtet. Das Oberteil besteht komplett aus dem biokompatiblen Kunststoff PEEK. Die Kontak-
tierung an den Neurochip wird iiber 72 vergoldete Federkontaktstifte realisiert. Abbildung 8.7 zeigt
die Unterseite des Oberteils mit den Federkontaktstifeten.

A gt

Abbildung 8.7: Exemplar des Oberteils der Kammer fiir Neurochips (Unterseite)
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Fiir die Versorgung der Zellen mit Zellkulturmedium sind in das Oberteil zwei Fluidikkanile inte-
griert, die den Zu- und Abflufl eines Mediums ermdglichen. Die Besonderheit an dieser Kammer ist die
komplette Integrierung der MeBelektronik fiir die metabolischen Sensoren. Diese ist auf einer Platine,
die direkt auf die Oberseite des Oberteils befestigt ist. Abbildung 8.8 zeigt die gesamte Kammer fiir
Neurochips um simultane Messungen von elektrophysiologischen und metabolischen Parametern von
elektrisch aktiven Zellen durchzufiihren.

............

Abbildung 8.8: Exemplar der Kammer fiir Neurochips um simultane Messungen von elektrophysiolo-
gischen und metabolischen Parametern von elektrisch aktiven Zellen durchzufiihren



Kapitel 9

Anwendungen

Die in Kapitel 7 dargestellten multiparametrischen Sensorchips, die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit entworfen und hergestellt wurden, wurden bereits in vielen Anwendungsgebieten eingesetzt
und fiir weiterfithrende Forschungsvorhaben verwendet. Nachfolgend sind die Mefsysteme, in denen
die Sensorchips betrieben werden dargestellt und einige Ergebnisse von Versuchen ausgefiihrt, die
unter Anwendung dieser Sensorchips mit den jeweiligen Meflsystemen durchgefiihrt wurden. Teile der
Versuche wurden dabei nicht vom Autor dieser Arbeit durchgefiihrt. Aus diesem Grund sei an dieser
Stelle meinen Kolleginnen und Kollegen Briickl, Wiest, Lob und Meyer aus unserer Arbeitsgruppe
fiir die freundliche zur Verfiigungstellung ihrer Ergebnisse gedankt.

9.1 Meflsysteme fiir die entworfenen Sensorchips

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit entworfenen und hergestellten Sensorchips sind fiir den
Einsatz in bestehenden, sowie im Zuge der Sensoroptimierung weiterentwickelten Meflsystemen und
MeBaufbauten vorgesehen. Nachfolgend sollen diese Systeme kurz vorgestellt und ein Uberblick iiber
ihre Funktionsweise gegeben werden. Der schematische Aufbau dieser Zellchip-Systeme, dargestellt in
Abbildung 9.1, ist dabei prinzipiell identisch.

PH-Sensoren

Temperierbare, Modulare
mikroskopierbare Sauerstoffsensor
Zell- und Gewebe-
kulturkammer mit ——
integrierten Sensoren Referenzelektrode

Sensoren-
Optische Sensoren

Temperatursensoren
ansteuerung
Liquid- =

na - ==

System
Y und

Immobilisierte
Zellen

Ausflufy externe

Sensoren

MeBdatenerfassung
und -auswertung;
- MeBablaufsteuerung,
Array Zellpotentialmessung Temperaturregelung

Signalvor-

Mikroskop

o~ ccp

Optische Sensoren (Streuung, Absorption,
Fluoreszenz, Lumineszenz, SPR, ... )

Interdigitalstrukturen fiir
Impedanzmessungen

verarbeitung

Abfall

Abbildung 9.1: Schematische Darstellung eines Meflsystems fiir multiparametrische Messungen an
lebenden Zellen und Geweben mit Mikrofluidik und optionaler lichtmikroskopischer Beobachtung,
nach [136,137]
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Da es sich beim Meflobjekt um lebende Zellen oder lebendes Gewebe handelt, ist es notwendig,
die zu untersuchenden Proben mit Kulturmedium zu versorgen. Hierfiir wird in den Mefisystemen mit
Hilfe einer geeigneten Mikrofluidik das Kulturmedium {iber die Chipoberfliche mit der biologischen
Probe gepumpt. Fiir die Untersuchung des Sauerstoffverbrauchs und der extrazelluliren Ansiue-
rungsleistung der Zellen und Geweben wird dabei ein Stop-und-Go-Verfahren verwendet, bei der die
Pumpe zyklisch frisches Kulturmedium auf den Sensorchip pumpt. Fiir eine Messung wird die Pumpe
gestoppt, so daf} sich ein definiertes Medienvolumen auf dem Sensorchip und der biologischen Probe
ergibt, das die Zellen durch Sauerstoffverbrauch und Ansiuerung verdndern kénnen. Diese Verénde-
rung wird wahrend eines Meflzyklus mefitechnisch erfafit.

Zuséatzlich zur Mehardware und zur Mikrofluidik stellen die meisten verwendeten MefBaufbauten
auch kontrollierte Umweltbedingungen hinsichtlich Temperatur und Luftfeuchtigkeit zur Verfiigung
oder bieten die Mdglichkeit die Messung unter bestimmten Atmosphéren, wie z.B. C'O2-Umgebung,
durchzufiihren.

9.1.1 Meflplatz fiir den multiparametrischen Sensorchip auf Glassubstrat

Fiir den Einsatz des multiparametrischen Sensorchips auf Glassubstrat wird ein Mefgerdt im 19”-
Format verwendet. Das Gerét ermoglicht parallele Temperatur-, Impedanz-, Sauerstoff- und pH-
Messungen auf zwei Glaschips. Dariiber hinaus ist eine Elektronik fiir externe Sauerstoff-, pH-, Lactat-
und Glucoseelektroden integriert. Diese ermdglichen durch entsprechend eingesetzte Elektroden die
Untersuchung von Abbauprodukten im verbrauchten Zellkulturmedium. Ebenfalls integriert ist ei-
ne Steuerung fiir je zwei Pumpen und Ventile. Dabei kénnen Schaltzeiten und Pumpenzyklen frei
programmiert werden. Somit bietet dieser Mef3stand die M6glichkeit, zellbasierte Tests mit Hilfe mul-
tiparametrischer Sensorchips im vollen Umfang durchzufiihren.

Die Sensorchips auf Glassubstrat selbst konnen je nach Anwendung in verschiedene Kammern ein-
gelegt werden, die, auf den Mikroskoptisch eines Lichtmikroskops plaziert, eine zusétzliche optische
Kontrolle der Proben erméglichen. Um eine Versorgung mit Kulturmedien zu ermoglichen werden
in die Kammern geeignete Fluidikinlets eingesetzt, die je einen Zu- und Ablauf enthalten. Abbil-
dungen 9.2 bis 9.4 zeigen den Mefistand und verschiedene Kammern fiir den multiparametrischen
Sensorchip auf Glassubstrat.

Abbildung 9.2: Mefisystem fiir multiparametrische Sensorchips auf Glassubstrat. Die Kammer mit
zwei Sensorchips ist fiir zusétzliche optische Kontrolle auf den X-Y-Tisch eines Lichtmikroskops mon-
tiert
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Abbildung 9.3: Einzelkammer fiir einen multiparametrischen Sensorchip auf Glassubstrat

Abbildung 9.4: Doppelkammer fiir den Einsatz von zwei multiparametrischen Sensorchips auf Glas-
substrat

9.1.2 MefBplatz fiir den multiparametrischen Sensorchip auf Keramiksubstrat

Fiir Anwendungen, bei denen eine optische Kontrolle der Probe nicht notwendig ist, kann auf den
multiparametrischen Sensorchip auf Keramiksubstrat zuriickgegriffen werden. Dieser wird in einem
MeBsystem verwendet, das die MefShardware und die Mikrofluidik integriert. Dieses Mefsystem ist mo-
bil einsetzbar und seine Abmessungen ermdoglicht es, es direkt in einem Inkubator zu betreiben [250].
Abbildung 9.5 zeigt den Aufbau des Meflsystems fiir multiparametrische Sensorchips auf Keramik-
substrat.
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Abbildung 9.5: Mobiles Mefisystem zum Betrieb des multiparametrischen Sensorchips auf Keramik-
substrat [250]
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9.1.3 Meflsystem fiir Multiwellplatten-Systeme

Um Messungen mit Hilfe der Multiwellplatten-Systeme durchzufiihren ist es notwendig, Kulturmedien
von oben in die einzelnen Wells der Platte zuzugeben. Dies wird nicht wie bei den anderen MeBsy-
stemen und Aufbauten mit Hilfe einer Mikrofluidik durchgefiihrt, sondern durch einen geeigneten
Pipettier-Roboter. Um die entsprechenden Umweltbedingungen fiir die Messung herzustellen, sind
sowohl der Pipettier-Roboter als auch die Multiwellplatte in einer Klimakammer integriert [251]. Ab-
bildung 9.6 zeigt den Aufbau dieses Mefsystems. Um eine zusétzliche optische Kontrolle der Proben
zu ermoglichen, ist dieses Mefisystem mit einem automatisierten Mikroskop der Firma Till Photonics
GmbH ausgestattet. Dieses befindet sich direkt unterhalb der sensorgestiitzten Multiwellplatte. Die
Aufnahme fiir die Platte im Meflsystem ist in Abbildung 9.7 dargestellt.

Abbildung 9.6: Mef}system zum Betrieb von sensorgestiitzten Multiwellplatten mit Beprobungsroboter
und Klimakammer [251]

Abbildung 9.7: Aufnahme fiir die sensorgestiitzte Multiwellplatte direkt oberhalb der Optik des au-
tomatisierten Mikroskops [251]
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9.1.4 MefBplatz fiir den Neurochip

Der in Kapitel 7.2.1 vorgestellte Neurochip und sein in Kapitel 8.2 dargestelltes Gehéduse mit inte-
grierter Meflelektronik und Mikrofluidik hat im Betrieb besondere Anforderungen an Storungsfreiheit
durch duflere elektromagnetische Einfliisse. Aus diesem Grund wird der Neurochip in einem gesondert
abgeschirmten MeBaufbau betrieben. Abbildung 9.8 zeigt diesen Aufbau. Die Melkammer mit dem
Neurochip liegt dabei auf einem Lichtmikroskop und bietet dadurch ebenfalls die Mdoglichkeit zur
optischen Kontrolle der Nervenzellkultur.

Abbildung 9.8: MeBlaufbau zum Betrieb der Sensorchips fiir elektrische und metabolische Parameter
von Nervenzellkulturen

9.2 Messungen mit dem multiparametrischen Sensorchip auf Kera-
miksubstrat

9.2.1 Versuch mit MCF-7 Zellen

In diesem Versuch sind Zellen einer MCF-7 Zellinie auf einem multiparametrischen Sensorchip auf
Keramiksubstrat kultiviert worden. Die Zellanzahl fiir diesen Versuch betrug 4 - 10* in einem Volu-
men von 300ul. Die Inkubationszeit betrug 2 Tage. Als Kulturmedium wurde DME mit Bicarbonat
und 5% FCS (fotales Kélberserum) verwendet. Zu Beginn der Messung wurde 50ug/ml Gentamycin
zum MeBmedium hinzugegeben. Im weiteren Verlauf sah das Meflprotokoll die Zugabe von 0, 2% Tri-
ton X-100, 1% Triton X-100 und 2uM Cytochalasin B vor. Die gesamte Mefidauer betrug etwa 50
Stunden, wobei zur Versorgung der Zellen fiir den Pumpzyklus die Pumpe 7min. gestoppt und 3min.
gestartet wurde. Die Messungen wurden wihrend der Stop-Zeiten der Pumpe durchgefiithrt. Der ge-
samte Versuchsaufbau befand sich in einem Inkubator bei 37°C' bei normaler Luftfeuchtigkeit. Ziel
des Versuches war die Beobachtung der Reaktionen des Sauerstoffverbrauchs und der Ansiduerungs-
leistung der Zellen auf die Zugabe der oben genannten Substanzen. Abbildung 9.9 zeigt die mit Zellen
bewachsene Sensoroberfliche. Nachfolgend sind die Ergebnisse der Sauerstoffpartialdruck-, pH-Wert-
und Temperaturmessung dargestellt.
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Abbildung 9.9:
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MCEF-7 Zellen auf der Sensoroberfliche eines Chips auf Keramiksubstrat
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Abbildung 9.10: Entwicklung des pH-Werts {iber dem gesamten Mefiverlauf
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Abbildung 9.11: Ausschnittsvergrofierung des pH-Wertes zwischen 26h und 28h
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Abbildung 9.12: Reaktion der Ansduerungsleistung auf die Zugabe von 1% Triton X-100
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Abbildung 9.13: Entwicklung des Sauerstoffpartialdruckes und der Temperatur iiber dem gesamten
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Abbildung 9.14: Reaktion des Sauerstoffverbrauchs auf die Zugabe von 0,2% Triton X-100
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Abbildung 9.15: Reaktion des Sauerstoffverbrauchs auf die Zugabe von 1% Triton X-100

9.2.2 Versuch mit Primartumorzellen

In diesem Versuch sind Primértumorzellen eines Kehlkopfkarzinoms auf einem multiparametrischen
Sensorchip auf Keramiksubstrat kultiviert worden. Die anféingliche Zellanzahl fiir diesen Versuch
betrug 6 - 104. Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden. Als Kulturmedium wurde DMEM mit 50ug
pro ml Gentamycin und 5% FCS verwendet. Die gesamte Mefdauer betrug etwa 5 Stunden, wobei zur
Versorgung der Zellen fiir den Pumpzyklus die Pumpe 7min. gestoppt und 3min. gestartet wurde. Die
Messungen wurden wahrend der Stop-Zeiten der Pumpe durchgefiihrt. Der gesamte Versuchsaufbau
befand sich in einem Inkubator bei 37°C bei normaler Luftfeuchtigkeit. Beim Versuch wurde nur die
extrazellulire Ansduerung der Zellen mit Hilfe des pH-Wertes beobachtet. Abbildung 9.16 zeigt den
Ausschnitt der extrazelluliren Ansduerung von MeBzeit 3h bis 4h.
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Abbildung 9.16: Ansduerungsleistung einer Primértumorzellkultur
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9.3 Messungen mit dem multiparametrischen Neurochip auf Glas-
substrat

In diesem Versuch sind Nervenzellen auf einem Neurochip auf Glassubstrat inkubiert. Die Zellen
stammen aus dem frontalen Méuseembryonenkortex. Die Inkubationszeit betrug etwa 5 Wochen.
Abbildung 9.17 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme der Nervenzellkultur, die direkt auf dem
Array von Ableitelektroden wichst.

Abbildung 9.17: Nervenzellen aus dem frontalen M&useembryonenkortex auf dem Neurochip nach
einer Inkubationszeit von 5 Wochen

Abbildung 9.18 zeigt ein Livebild der Aktionspotentiale die mit einer Ableitelektrode des Neurochips
aufgenommen werden, dargestellt mit einer Software der Firma Plexon.
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Abbildung 9.18: Livebild aus einer Software der Firma Plexon der Aktionspotentiale der Nervenzell-
kultur, die mit einer Ableitelektrode des Neurochips aufgenommen werden

In Abbildung 9.19 ist die mittlere Aktivitit der Nervenzellkultur (Aktionspotentiale pro Zeiteinheit)
fiir alle 64 Ableitelektroden dargestellt. Der Mittelungszeitraum betrug hier 4 Minuten. Insgesamt sind
etwa 200 Minuten Aktivitéit aufgezeichnet. Unten rechts dargestellt ist der so genannte “population
vector®, der den Durchschnitt aller Kanile zeigt.
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Abbildung 9.19: Mittlere Aktivitit der Nervenzellkultur an allen 64 Ableitelektroden fiir einen Mef3-
zeitraum von etwa 200 Minuten
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9.4 Impedanzmessungen mit Multiwellplatten-Systemen

Dieser Versuch wurde mit der in Kapitel 7.1.4 vorgestellten 24-Well-Platte durchgefiihrt. Ziel des
Versuches waren Reaktionen der Zelladhésion auf Zugabe von Wirkstoffen mit Hilfe von Impedanz-
messungen an MCF-7 Zellen. Verwendet wurden Zellen aus einer MCF-7-Zellinie mit einer Animpf-
konzentration pro Well von 1,1-10° Zellen in 300/ Mediumvolumen. Es wurden insgesamt 4 von den
24 zur Verfiigung stehenden Wells angeimpft. Wahrend des Versuches wurde zwischen zwei Mefime-
dien gewechselt. MeBmedium 1 wurde mit 47, 5ml DME, 250! Gentamycin (10mg/ml) und 2, 5ml
FCS (5%) angesetzt. MeBmedium 2 entspricht dem MeBmedium 1 mit zusétzlich 0,2% Triton X-100.
Der Versuch wurde im Inkubator bei 37°C' durchgefiihrt. Ein Mefintervall dauerte 15 Sekunden, die
gesamte Mefizeit etwa 5 Stunden. Abbildung 9.20 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme der Zellen

auf der Sensoroberflache.

Abbildung 9.20: MCF-7 Zellen auf der Sensoroberfliche einer 24-Well-Platte mit Impedanzsensoren

In Abbildung 9.21 ist das Ergebnis der 4 Wells nach Widerstand und Kapazitéit bezogen auf das, in
Kapitel 6.1 betrachtete, parallele Ersatzschaltbild dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die Signaléinde-
rung bei einer Meflzeit von etwa 4,25 Stunden, bei der die Zellen durch Zugabe des Mefimediums 2
zum Absterben gebracht wurden. Durch das Triton X-100 werden die Zellwidnde beschiadigt und die
Zelle verliert die Haftung auf dem Substrat.
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Abbildung 9.21: Entwicklung der Impedanz, dargestellt nach R und C iiber die gesamte Versuchszeit
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Kapitel 10

Zusammenfassung und Ausblick

10.1 Zusammenfassung

Herkémmliche Arbeitsmethoden zur Untersuchung von biologischen Zellen und Geweben sind tech-
nischen Grenzen unterworfen, wenn sie zur Untersuchung von dynamischen biologischen Mechanis-
men oder zur Untersuchung iiber sehr lange Beobachtungszeitrdumen eingesetzt werden. Ein Bei-
spiel hierfiir ist die Untersuchung der intrazellularen und interzelluldren Signalkommunikation. Eine
Moglichkeit diese Art von Untersuchungen ohne die Zerstérung oder Beeintrichtigung der Zellen
durchzufiihren, ist der Einsatz von Biosensoren. Eine Zusammenstellung von verschiedenen Biosenso-
ren auf Sensorchips, auf denen Zellkulturen oder biologische Gewebe in vitro kultiviert werden kénnen,
ermOglicht multiparametrische Messungen in Echtzeit, ohne dafl die Zellen in ihrer Entwicklung und
ihrem Verhalten beeinflufit werden. Fiir den Einsatz von Biosensoren sprechen dabei insbesondere
folgende drei Faktoren:

e Der Meflvorgang der Biosensoren ist weitgehend riickwirkungsfrei. Dies bedeutet, dafl die Zellen
in ihrem Verhalten nicht oder nur sehr gering beeinflufit werden. Es werden keine Analyten
oder Fremdsubstanzen benétigt, die die Signalkommunikation der Zelle stéren kénnten. Dies ist
insbesondere fiir lingere Mefizeiten von Bedeutung.

e Der Mefivorgang ist dynamisch. Dieses dynamische Verhalten erméglicht eine Online-Untersuch-
ung der Kinetik der zelluliren Reaktionen und liefert wichtige Informationen iiber beteiligte
Wirkmechanismen.

e Im Gegensatz zu den meisten anderen gingigen Methoden erlauben Biosensoren die direk-
te Messung zelluldrer Reaktionen, ohne auf indirekte Methoden wie Farb- oder Radiomarker
zuriickgreifen zu miissen.

Um die Vorteile gegeniiber herkémmlichen Methoden zu nutzen, wurden daher in unserer Arbeits-
gruppe in der Vergangenheit Sensorchips mit Sensoren fiir wichtige zelluldre Parameter entwickelt und
erfolgreich eingesetzt. Diese Parameter sind dabei der extrazelluldre pH-Wert, der Sauerstoffpartial-
druck, die Impedanz und die Temperatur. Die Sensorchips wurden mit Siliziumhalbleitertechnologie
hergestellt und zum Teil mit aufwendigen Verfahren mit Glassubstraten verbunden, um zusétzlich
zu den sensorischen Daten auch eine lichtmikroskopische Beobachtung zu ermdéglichen. Die vorlie-
gende Arbeit befafite sich nun mit der Optimierung dieser Sensorchips. Ziel war es, die aufwendige
Halbleitertechnologie, die zuletzt fiir die Herstellung eines Wafers 70 Prozefischritte erforderte, durch
einen einfacheren Chipaufbau zu ersetzen. Der Schwerpunkt lag dabei auf dem Austausch der Sen-
soren zur Messung des pH-Werts. Diese waren bei den urspriinglichen Versionen als ionensensitive
Feldeffekttransistoren (ISFETSs) ausgefithrt und der Hauptgrund fiir die Chipherstellung mit Hilfe
der Siliziumhalbleitertechnologie. Neben der aufwendigen Herstellung waren mit der Verwendung von
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ISFETs als pH-Sensoren noch weitere Nachteile, wie die hohe Empfindlichkeit gegen elektrostati-
schen Entladungen und eine ausgepriigte Sensor-Querempfindlichkeit gegeniiber K T-und Nat-Ionen
im Zellkulturmedium verbunden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die ISFETs durch Sensorelektroden aus Rutheniumoxid er-
setzt, die in Verbindung mit einer Ag/AgCl-Referenzelektrode ebenfalls die Bestimmung des pH-
Werts ermdoglichen. Diese besitzen einen erheblich einfacheren Aufbau und kénnen mit mikrosystem-
technischen Methoden hergestellt werden. Dariiberhinaus sind sie praktisch unempfindlich gegeniiber
elektrostatischen Entladungen, wodurch eine erheblich einfachere und dadurch auch kostengiinstigere
Lagerung und Verwendung moglich ist. Die Querempfindlichkeiten gegeniiber Ionen in der Meflosung
sind zwar auch bei diesen Sensoren vorhanden, jedoch erheblich geringer ausgeprigt als bei den IS-
FETs. Da die Herstellung der Elektroden auch auf Glassubstraten moglich ist, entfillt eine vorher
notwendige aufwendige Verbindung von Siliziumchips mit Glaschips vollstdndig. Im Verlauf der Ar-
beit wurden diese Art von pH-Sensoren umfassend fiir den Einsatz in bioanalytischen Anwendungen
charakterisiert, optimiert und mit diesen Ergebnissen eine Reihe von multiparametrischen Sensorchips
neu entworfen und hergestellt. Dabei entstanden erstmals auch Chipsysteme, die eine Parallelisierung
von bis zu 24 Messungen auf Multiwellplatten-Systemen ermdoglichen. Zusétzlich zu den in unserer
Arbeitsgruppe verwendeten Sensorchips fiir metabolische und morphologische Parameter, wurden
auch Sensorchips fiir elektrophysiologische Parameter aus der Arbeitsgruppe Gross mit den pH- und
Sauerstoff-Sensoren ausgeriistet und somit erstmals um die Moglichkeit erweitert, simultan elektro-
physiologische und metabolische Parameter von elektrisch aktiven Zellen und Geweben zu beobachten.

Die Arbeit ist wie folgt aufgebaut. In Kapitel 1 ist eine ausfiihrliche Darstellung der in der Zellbio-
logie gebrauchlichen Arbeitsmethoden und ihrer systembedingten Grenzen beschrieben, gefolgt von
einer Beschreibung, in welchen Anwendungsgebieten diese Grenzen mit Hilfe von Biosensoren iiber-
wunden werden kénnen. Im Anschlufl daran ist ein umfassender Stand der Technik auf dem Gebiet
der Biosensoren fiir lebende Zellen und Gewebe aufgefithrt und die Aufgabenstellung im Detail be-
schrieben.

In Kapitel 2 werden die wichtigsten zellbiologischen Vorginge dargestellt, die den mit Hilfe der
auf den Sensorchips integrierten Sensorik erfafiten Parameter zugrunde liegen. Hier wurde insbe-
sondere der Stand der Wissenschaft {iber Vorginge des Zellmetabolismus betrachtet, der fiir den
Sauerstoffverbrauch und die extrazellulare Ansduerung verantwortlich ist und mit Hilfe von Sensoren
fiir den Sauerstoffpartialdruck und des pH-Werts erfafit werden kann. Ebenfalls betrachtet werden
zellbiologische Vorgénge an der Zellmembran und der extrazelluliren Matrix, die Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Adhésion verursachen und mit Hilfe von Impedanzsensoren zugénglich gemacht werden. Zum
Abschlul werden noch die biologischen Grundlagen der Potentialentstehung bei elektrisch aktiven
Zellen betrachtet.

Kapitel 3 enthélt eine ausfiihrliche Beschreibung der Grundlagen der Elektrochemie und Elektro-
dentheorie, die fiir das Versténdnis der Funktionsweise der pH-Sensoren auf Metalloxidbasis notwendig
sind. Im Anschlufl daran sind die technischen Grundlagen aller verwendeter Sensortypen auf den in
dieser Arbeit entwickelten Sensorchips beschrieben. Um eine Vergleichsbasis fiir die Leistungsfiahig-
keit der charakterisierten und optimierten pH-Sensorelektroden aus Rutheniumoxid zu geben sind
dariiberhinaus die Grundlagen der bisher verwendeten ISFETs und weiterer elektrischer Sensoren zur
Messung des pH-Werts dargestellt.

Kapitel 4 befafit sich ausfiithrlich mit dem Stand der Technik von Metalloxiden als Sensormate-
rial fiir pH-Messungen. Es werden dabei umfassend alle in der Literatur bekannten Materialien und
Herstellungsverfahren aufgefithrt. Im Anschlufl daran werden Theorien zur Potentialentstehung aus-
gefithrt. Hier wurde dabei das urspriinglich fiir SizNy bei ISFETs entwickelte Site-Binding-Modell
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so formuliert, daf es fiir die Erkldrung der pH-abhéingigen Potentialentstehung bei Metalloxiden ver-
wendet werden kann.

In Kapitel 5 wird die durchgefiihrte Charakterisierung und Optimierung von Rutheniumoxid als
Sensormaterial fiir bioanalytische Anwendungen dargestellt. Die Messungen an den RuOs-Sensoren
zeigen, daf} sie zur Messung des pH-Werts in biomedizinischen Anwendungen geeignet sind. Die Er-
gebnisse der durchgefithrten Charakterisierungen lassen auf die Machbarkeit extrazellulirer, zellphy-
siologischer Messungen schlieen. Die Sensorelektroden sind biokompatibel und werden gut mit Zellen
bewachsen. Zusammenfassend kénnen folgende Ergebnisse festgehalten werden:

e Die Versuche zeigen eine pH-Empfindlichkeit zwischen 52mV/pH und 58mV/pH, wobei im
Mittel beim iiberwiegenden Teil der Messungen ein Wert von 55mV/pH {iber einen pH-Bereich
von pH 5,5 bis pH 11,0 erreicht wird. Im Bereich zwischen pH 5,5 bis pH 11,0 ist die pH-
Empfindlichkeit nahezu linear. Lediglich bei pH-Werten unter pH 5,5 zeigen die Sensoren ein
nichtlineares Verhalten und die Empfindlichkeit liegt unter 55mV/pH. Der fiir den Einsatzzweck
in biomedizinischen Anwendungen mit lebenden Zellen relevante Bereich pH 6,0 bis pH 9,0 148t
sich somit mit den RuOs-Sensoren ohne Einschrankungen abdecken.

e Die Ansprechzeit der RuOs-Sensoren bei einen Wechsel um eine pH-Dekade liegt im Mittel
bei unter 2s um 90% des Endwertes zu erreichen. Unterschiede aufgrund der Richtung des
pH-Wechsels wurden nicht festgestellt.

e Die Ergebnisse zeigen durchgehend ein duflerst geringes Rauschen der RuOz-Sensoren. Dieses
liegt bei allen Messungen im Mittel bei 0, 15mV bis 0,20mV unabhéngig vom jeweiligen Level
des Nutzsignals. Dies entspricht bei einem Nutzsignallevel von beispielsweise 400mV einem
SNR von ca. 76dB. Bei einer Empfindlichkeit von 55mV/pH zeigen die Sensoren somit im
Mittel ein Rauschen von 0,27% bis 0,37% vom gemessenen pH-Wert oder bezogen auf die
Potentialdnderung von 55mV/pH ein SNR von ca. 51dB.

e Die RuOs-Sensoren sind beim ersten Kontakt mit fliissigen Medien einem ausgeprigten Ein-
schwingverhalten unterworfen. Als Richtwert fiir den Grofiteil der untersuchten Sensoren wurde
in der Praxis minimal 1,5h bis 2h ermittelt. Allerdings wurden auch bis zu 5h beobachtet.
Bei dem iiberwiegenden Teil der untersuchten Sensoren l&8t sich der Einschwingvorgang in
drei Phasen unterteilen. Nach dem ersten Kontakt mit Fliissigkeiten ist der Verlauf des Po-
tentials vollkommen unreproduzierbar. In Phase 2 stabilisiert sich das Potential weitgehend.
Die zeitlichen Anderungen des Potentials sind dabei gering gegeniiber den in biomedizinischen
Anwendungen auftretenden pH-Anderungen. Die dritte Phase zeigt eine konstante Drift des
MefBsignals.

e Um dieses Einschwingverhalten beim ersten Kontakt mit fliissigen Medien zu optimieren, wur-
den Versuche unternommen, durch das Anlegen einer d&ufleren Spannung eine Verbesserung her-
beizufithren. Zusammenfassend wurde eine Reduzierung der Einschwingzeit im Mittel von etwa
120min auf etwa 30min nach dem ersten Kontakt mit Fliissigkeiten erreicht. Einschrinkend
muf} angegeben werden, dafl nicht bei allen Versuchen dieses Ergebnis reproduzierbar erreicht
wurde. Der Erfolg stellte sich bei etwa 70% der untersuchten Chips ein. Prinzipiell wurde aber
gezeigt, daf sich die Einschwingcharakteristik positiv beeinflussen 1a8t.

e Die Driftraten im Betrieb der Sensoren liegen zwischen 0,5mV/h und 3,5mV/h. Der iiber-
wiegende Teil weist im Mittel Raten von 1,0mV/h bis 2,0mV/h auf. Prozentual betrachtet
entsprechen diese Driftraten bei einer pH-Empfindlichkeit von 55mV/pH einer Anderung des
absoluten pH-Wertes von 0,9%/h bis 6,4%/h. Die pH-Empfindlichkeit selbst bleibt sowohl von
der Drift, als auch von der Lage des Potentiallevels nach dem Einschwingvorgang vollkommen
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unbeeinflufit. Ist ein RuOs-Sensor einmal eingeschwungen und eine ldngere Zeit betrieben wor-
den, so ergab sich in der Praxis, daf§ die Einschwingdauer nach einer Trocknung und Lagerung
deutlich kiirzer ist oder gar nicht auftritt.

Die Sensoren zeigen eine Querempfindlichkeit zum Sauerstoffpartialdruck des Mefimediums. Die
Querempfindlichkeit gegeniiber Sauerstoff wurde im Mittel mit 0, 28pH /%pO4 bestimmt. Sie ist
also sehr hoch und muf} deshalb bei Messungen berticksichtigt und geeignet korrigiert werden.

Die Sensoren zeigen eine Querempfindlichkeit von 4,6 - 1073pH/°C bis 1,4 - 1072pH/°C. Es
zeigt sich auflerdem, dafl die Werte beim Einschwingen nach der jeweiligen Temperaturianderung
hoher liegen, wenn sie von den temperaturbedingt erniedrigten Spannungen ausgehen. Dieser
Sachverhalt 148t auf einen Memory-Effekt schlieflen.

Die RuO2-Sensoren zeigen eine Empfindlichkeit gegeniiber Licht. Die Bestrahlung mit Licht
hat keine Auswirkungen auf funktionsrelevante Parameter wie Empfindlichkeit oder Ansprech-
verhalten, sondern wirkt sich ausschliellich negativ auf die Drift aus. Aus den durchgefiihrten
Versuchen 148t sich dabei kein Einflufl der Wellenléinge ableiten. Tendenziell ist die Drift umso
hoher, je grofler die die Sensoren treffende Lichtleistung ist.

Die Abhéngigkeit der Charakteristika der RuOs-Sensoren von der aktiven Sensorfliche lassen
sich in drei Punkte zusammenfassen:

— Die pH-Empfindlichkeit im Bereich von pH 6,0 bis pH 11,0 ist von der aktiven Sensorfléiche
weitgehend unabhéngig

— In Pufferlésungen mit pH-Wert 5,0 treten bei sehr kleinen Fléichen UnregelméBigkeiten auf

— Je kleiner die aktive Sensorfliche wird, desto grofler wird die Drift des Sensorsignals

Aufgrund dieser Ergebnisse werden die Sensoren als runde Elektrodenspots mit einem Durch-
messer von 1,0mm ausgefiihrt, was einer Sensorfliche von 0, 785mm? entspricht.

Zusammenfassend 148t sich fiir die Abhéngigkeit der Charakteristika von der Oxiddicke des
RuOy folgendes festhalten:

— In den durchgefiithrten Mefireihen ergab sich, dafl bei einer Schichtdicke von 0,5um des
Rutheniumoxids zwar kein auffilliges Verhalten beim Einschwingvorgang oder der Drift
beobachtbar ist, das Verhalten beim Wechsel des pH-Wertes allerdings trige und nicht
vorhersagbar ist

— Bei Schichtdicken von 1,0um und 2, 0um sind geringe Langzeitdriften zu verzeichnen und
die Ansprechzeiten beim pH-Wechsel sind geringer als bei 0, 5um. Dies gilt insbesondere
fiir 1, Opm.

— Die Langzeitstabilitédt ist fiir 2,0um am besten. Demnach sind Schichtdicken zwischen
1,0pm und 2, 0um als Kompromifl zwischen Ansprechzeit und Langzeitstabilitit am besten
fiir den Betrieb als pH-Sensor geeignet

Die Elektrodenspots werden aufgrund dieser Erkenntnisse mit einer RuOs-Schichtdicke von
1, 5um gefertigt.

Die Sensoren zeigen im Mittel keinerlei mefibare Hysterese. Wobei hierfiir, aufgrund des An-
sprechverhaltens der Sensoren eine eindeutige Aussage schwierig zu treffen ist.

Die Sensoren wurden einem Biokompatibilitéitstest nach ISO 10993-5 unterzogen und dies-
beziiglich fiir geeignet befunden. Es zeigt sich kein Unterschied in der Zellverteilung auf oder
neben dem Sensor.
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Am Ende von Kapitel 5 werden diese Ergebnisse im Rahmen der Diskussion mit Leistungsdaten der
ISFETs sowie die fiir Rutheniumoxid verfiigharen Ergebnisse aus der Literatur verglichen.

Die ebenfalls aus fritheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe bekannten interdigitalen Elektroden-
strukturen zur Messung von Zelladhédsion wurden in dieser Arbeit im Hinblick auf die Parallelisierung
der Messungen optimiert. In Kapitel 6 sind mehrere Konzepte fiir diese Parallelisierung beschrieben.

Mit Hilfe der in Kapitel 5 gewonnen Ergebnisse, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit neue
multiparametrische Sensorchips auf Keramik- und Glas-Substrat entworfen. Diese besitzen Sensoren
fir pH-Wert, Sauerstoffpartialdruck, Impedanz und Temperatur. Sie decken also dieselben Parameter
ab, wie die Sensorchips auf Silizium- und Glas-Silizium-Hybrid-Substrat, die als Ausgangspunkt fiir
die Arbeit verwendet wurden. Die entworfenen Sensorchips sind nun fiir die Messung des pH-Wertes
mit Rutheniumoxid-Elektroden ausgestattet. Ferner wurde die Temperaturmessung einheitlich mit
Pt1000-Sensoren realisiert. Abbildungen 10.1 und 10.2 zeigen eine Gegeniiberstellung der bei Be-
ginn der Arbeit vorhandenen Sensorchips mit den neu entworfenen Sensorchips auf Keramik- und
Glassubstrat.

_— Temperatursensor

) _‘%7 Sauerstoffsensor

—— Impedanzsensoren 9\\\\\\\ r
T pH-Sensoren

Abbildung 10.1: Gegeniiberstellung des zu Beginn der Arbeit vorhandenen multiparametrischen Sen-
sorchips auf Siliziumsubstrat mit dem neu entworfenen multiparametrischen Sensorchip auf Keramik-
substrat
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Abbildung 10.2: Gegeniiberstellung des zu Beginn der Arbeit vorhandenen multiparametrischen Sen-
sorchips auf Glassubstrat mit Siliziuminlet fiir die pH-Sensoren mit dem neu entworfenen multipara-
metrischen Sensorchip auf Glassubstrat mit pH-Sensoren auf Rutheniumoxidbasis

pH-Sensoren
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Unter Verwendung dieser neuen pH-Sensorik und Sensoren fiir den Sauerstoffpartialdruck wur-
den auch bestehende Sensorchips fiir Messungen an Nervengewebe oder elektrisch aktiven Zellen um
die Moglichkeit der Beobachtung metabolischer Parameter erweitert. Diese neu entworfenen Neuro-
chips bieten zum ersten Mal die Moglichkeit, elektrophysiologische und metabolische Messungen an
elektrisch aktiven biologischen Material vereint auf einem Sensorchip zu kombinieren.

Dariiberhinaus wurden neue Sensorchips fiir parallele metabolische, morphologische und elektro-
physiologische Messungen auf Multiwellplatten-Systemen erarbeitet. Diese besitzen, in unterschied-
lichen Varianten zusammengestellt, dieselbe Sensorik wie die Sensorchips fiir Einzelmessungen. Ver-
wendet wurden hierbei die in Kapitel 6 entwickelten Konzepte zur Parallelisierung der Impedanz-
messungen. Auch diese Sensorsysteme wurden bisher noch nicht beschrieben und bieten erstmals
die Moglichkeit metabolische, morphologische und elektrophysiologische Messungen mit elektrischen
Sensoren parallel auf Multiwellplatten-Systemen durchzufiihren.

Alle entworfenen Sensorchips wurden, zum Teil mit Hilfe von Industriepartnern, hergestellt und
erfolgreich zur Anwendung gebracht.

In Zuge der Neuentwicklung des multiparametrischen Sensorchips auf Keramiksubstrat wurde
auch die bisher verwendete Verkapselungstechnik weiterentwickelt. Die Ergebnisse sind in Kapitel 8
zusammengefafit. Ebenfalls entworfen wurden Gehéuse fiir die multiparametrischen Neurochips die
ebenfalls in Kapitel 8 kurz vorgestellt werden.

Alle in dieser Arbeit entworfenen und hergestellten Sensorchips wurden bereits erfolgreich in
unserer Arbeitsgruppe eingesetzt. Eine kurze Ubersicht iiber representative Experimente befindet
sich in Kapitel 9.

10.2 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Sensorchips sind bereits in vielen Experimenten unserer
Arbeitsgruppe zum Einsatz gekommen und sind auch Ausgangspunkt fiir weitere Forschungsvorha-
ben und Doktorarbeiten. Die bisher durchgefiihrten Experimente mit lebenden Zellen hatten in der
Regel nur Testcharakter. Die Ergebnisse versprechen aber ein hohes Potential fiir eine Vielzahl an An-
wendungsbereichen. So sind im Rahmen von Drug Targeting, Anwendungen fiir die pharmazeutische
Industrie ebenso denkbar wie der Einsatz zur Untersuchung von Chemotherapeuthika und der Tumor-
diagnose in der Medizin, sowie Anwendungsgebiete in der Biotechnologie und des Umweltengineerings.

Von der technischen Seite her gibt es eine Vielzahl an Weiterentwicklungs- und Optimierungs-
moglichkeiten, sowohl im Bereich der Metalloxid-pH-Sensoren, als auch bei den Sensorchips. Die
Rutheniumoxid-Schichten wurden mit Hilfe von Sputterprozessen hergestellt. Fiir zukiinftige Ent-
wicklungen wére eine Untersuchung von Iridiumoxid als Sensormaterial fiir pH-Sensoren in biome-
dizinischen Anwendungen denkbar. Dieses Material sollte dhnliche Eigenschaften aufweisen wie Ru-
theniumoxid. Vorteil diese Materials wire die Moglichkeit der Herstellung mittels elektrochemischer
Deposition, was eine weitere Optimierung der Herstellungskosten bedeuten wiirde.

Die Ergebnisse der Versuche zur Verringerung des Einschwingverhaltens von Rutheniumoxid bei
erstem Kontakt mit fliissigen Medien zeigten, dafl die angewandten Methoden ein vielversprechen-
der Ansatz sind. Allerdings sind die erzielten Ergebnisse noch nicht reproduzierbar genug, um an
einen routineméfigen Einsatz zu denken. Hier wiirden umfangreichere Untersuchungen zu weiteren
Erkenntnissen und zu weiterer Optimierung der Methoden fiihren.

Die umfangreichsten Weiterentwicklungspotentiale bieten die Sensorchips, insbesondere die Chi-
psysteme fiir die Multiwellplatten. In der vorliegenden Arbeit wurden nur Einzelchips fiir die Multi-
wellplatte mit elektrischen Sensoren fiir pH, Sauerstoffpartialdruck und Impedanz ausgestattet. Um
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die Komplexitat der Kontaktierung gering zu halten, wurde bei der Entwicklung von Sensorplatten
vorerst auf die Integration von elektrischen pH- und Sauerstoffsensoren verzichtet und hier auf opti-
sche Verfahren zuriickgegriffen. In weiteren Entwicklungen ist eine Sensorplatte mit je 24 elektrischen
Sensoren fiir pH, Sauerstoffpartialdruck und Impedanz denkbar. Hierfiir sind dariiberhinaus weitere
Arbeiten am Packaging und der Kontaktierung notwendig, insbesondere wenn die Verwendung von
Elektrodenarrays fiir die Messung elektrophysiologischer Parameter vorgesehen ist.

Bei den Sensorchips auf Keramik- und Glassubstrat bietet das Packaging ebenfalls viele Ansatz-
punkte fiir Optimierungen. Denkbar wére der Ersatz der starren Triagerplatine im PLCC68-Format
mit flexiblen Leiterplatten und die Kontaktierung mit Hilfe von Nullkraftsteckern.
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Anhang A

Mef3software

Nachfolgend sind die Programmteile des in LabView programmierten Mefprogramms zur Charakte-
risierung der Rutheniumoxidsensoren dargestellt.
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Anhang B

Einzelergebnisse der Versuche

Nachfolgend eine Auswahl der, zur Charakterisierung von Rutheniumoxid durchgefiithrten Messungen.
Die tabellarische Auflistung ist nicht chronologisch, sondern nach Testtridgern sortiert. Aufgefiithrt sind
ausschliefilich Messungen, die zur Charakterisierung herangezogen wurden.

’ Chip # ‘ Verwendung

Beobachtung

0 Testmessungen zur Beurteilung | Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Meflaufbaus, Betrieb in des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH 6,0 bis 11,0 pH-Wechsel
1 Testmessungen zur Beurteilung | Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Meflaufbaus, Betrieb in des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH 6,0 bis 11,0 pH-Wechsel
2 Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel
3 Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel
4 Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel
) Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel
6 Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel
7 Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel, Potentialerhthung bei Abkiihlen des
Mediums
8 Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel, Drifterh6hung bei Lichtbestrahlung
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Chip # ‘ Verwendung

‘ Beobachtung

9 Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel, Drifterh6hung bei Lichtbestrahlung
10 Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel
11 Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel
12 Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel
13 Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel
14 Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Betrachtung der Einschwingcharakteristik und
des Potentialverhaltens im Langzeitbetrieb und bei
pH-Wechsel
15 Testmessungen zur Beurteilung
des MeBaufbaus
P1 A=1/1 | Untersuchung der Abhéngigkeit | Einschwingcharakteristik und Potential wie bei der
der Charakteristika von der vorherigen Mefreihe
Sensorflidche
P1 A=1/2 | Teilabdeckung mit Lack, erhohtes Potential, erh6hte Drift
Betrieb in pH 6,0 bis 8,0
P1 A=1/4 | Teilabdeckung mit Lack, erhohtes Potential, erhohte Drift im Vergleich
Betrieb in pH 6,0 bis 8,0 zu P1 A=1/2
P1 A=1/8 | Teilabdeckung mit Lack, erhohtes Potential, erhohte Drift im Vergleich
Betrieb in pH 6,0 bis 8,0 zu P1 A=1/4
P2 A=1/1 | Untersuchung der Abhéingigkeit | normales Verhalten beim Einschwingvorgang und
der Charakteristika von der des Potentials bei Langzeitbetrieb uns pH-Wechsel
Sensorfléiche, Betrieb in
pH 6,0 bis 8,0
P2 A=0 | Untersuchung der Eignung des | Messung bei vollstindiger Abdeckung mit Lack
Lacks zur Abdeckung, Betrieb | nicht moglich
in pH 6,0 bis 8,0
P3 A=1/1 | Untersuchung der Abhéngigkeit | normales Verhalten beim Einschwingvorgang und
der Charakteristika von der des Potentials bei Langzeitbetrieb und pH-Wechsel
Sensorfldche, Betrieb in AU ca. 50 bis 60mV / pH
pH 6,0 bis 11,0
P3 A=3/4 | Teilabdeckung mit Lack, normales Verhalten des Potentials bei
Betrieb in pH 6,0 bis 11,0 Langzeitbetrieb und pH-Wechsel,
AU ca. 50 bis 60mV / pH
P3 A=1/2 | Teilabdeckung mit Lack, normales Verhalten des Potentials bei

Betrieb in pH 6,0 bis 11,0

Langzeitbetrieb und pH-Wechsel,
AU ca. 50 bis 60mV / pH
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’ Chip # ‘Verwendung

Beobachtung

P3 A=1/4

Teilabdeckung mit Lack,
Betrieb in pH 6,0 bis 11,0

normales Verhalten des Potentials bei
Langzeitbetrieb und pH-Wechsel,
AU ca. 50 bis 60mV / pH

P3 A=0 Untersuchung der Eignung des | Messung bei vollstdndiger Abdeckung mit Lack
Lacks zur Abdeckung, Betrieb | nicht moéglich
in pH 7,0
P4 A=1/1 | Betrieb in pH 8,0 Potential normal
P4 A=0 Untersuchung der Eignung des | Messung bei vollstdndiger Abdeckung mit Lack
Lacks zur Abdeckung, Betrieb | nicht moéglich
in pH 8,0
P5 A=1/1 | Betrieb in pH 6,0 bis 8,0 Verhalten der Potentialdnderung bei
Langzeitbetrieb und pH-Wechsel trage und
instabil, starke Drift (RuO2-Schicht beschédigt)
P5 A=3/4 | Teilabdeckung mit Lack, Verhalten der Potentialinderung bei
Betrieb in pH 6,0 bis 8,0 Langzeitbetrieb und pH-Wechsel trage und
instabil, starke Drift (RuO2-Schicht beschédigt)
P5 A=1/2 | Teilabdeckung mit Lack, Verhalten der Potentialinderung bei
Betrieb in pH 6,0 bis 8,0 Langzeitbetrieb und pH-Wechsel trage und
instabil, starke Drift (RuOz-Schicht beschédigt)
P5 A=1/4 | Teilabdeckung mit Lack, Verhalten der Potentialinderung bei
Betrieb in pH 6,0 bis 8,0 Langzeitbetrieb und pH-Wechsel trage und
instabil, starke Drift (RuO2-Schicht beschédigt)
P5 A=0 Untersuchung der Eignung des | Messung bei vollstdndiger Abdeckung mit Lack
Lacks zur Abdeckung, Betrieb | nicht moglich
in pH 7,0
P6 A=1/1 | Betrieb in pH 6,0 bis 8,0 Verhalten der Potentialinderung bei Lang-
zeitbetrieb und pH-Wechsel normal, pH 6.0:
350-375mV; pH7,0: ca. 300mV; pH 8,0:
225-275mV
P6 A=3/4 | Teilabdeckung mit Lack, Verhalten der Potentialdnderung bei
Betrieb in pH 6,0 bis 9,0 Langzeitbetrieb und pH-Wechsel normal, pH 6,0:
350-375mV; pH7,0: ca. 300mV; pH 8,0:
225-275mV
P6 A=1/2 | Teilabdeckung mit Lack, Verhalten der Potentialinderung bei
Betrieb in pH 6,0 bis 9,0 Langzeitbetrieb und pH-Wechsel normal, pH 6,0:
350-375mV; pH7,0: ca. 300mV; pH 8,0:
225-275mV
P6 A=1/4 | Teilabdeckung mit Lack, geringere Potentiale als bei P6 A=1/2,
Betrieb in pH 6,0 bis 9,0 jedoch gleiche Potentialdifferenz pro pH,
globale Drift
P6 A=1/8 | Teilabdeckung mit Lack, gleiches Verhalten wie P6 A=1/4, keine
Betrieb in pH 6,0 bis 9,0 globale Drift, erhthte Tragheit, erhohtes
Uberschwingen des Potentials bei pH-Wechsel
P6 A=1/16 | Teilabdeckung mit Lack, gleiches Verhalten wie P6 A=1/8
Betrieb in pH 6,0 bis 9,0
P6 A=0 Totale Abdeckung mit Messung bei vollstdndiger Abdeckung mit Lack

Lack, Betrieb in pH 7,0

nicht moglich
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’ Chip # ‘ Verwendung

‘ Beobachtung

pP7 Testmessung zur Beurteilung
des MefBlaufbaus
P8 Untersuchung der Sauerstoff- eindeutige Sauerstoffquerempfindlichkeit

querempfindlichkeit, Betrieb
in pH 6,0 bis 8,0

S1#1 Untersuchung der Abhéngigkeit auflergewoOhnlich lange Einschwingzeit bei
der Charakteristika von der erstem Kontakt mit Fliissigkeit, Potential-
Oxiddicke, Betrieb in dnderungen wie erwartet
pH 5,0 bis 11,0

S1#2 | Untersuchung der Abhingigkeit aufergewohnlich lange Einschwingzeit bei
der Charakteristika von der erstem Kontakt mit Fliissigkeit, Potential-
Oxiddicke, Betrieb in dnderungen sehr trige, instabil
pH 5,0 bis 11,0

S1#3 Untersuchung der Abhéngigkeit auflergewoOhnlich lange Einschwingzeit bei
der Charakteristika von der erstem Kontakt mit Fliissigkeit, Potential-
Oxiddicke, Betrieb in dnderungen sehr trage, instabil
pH 5,0 bis 11,0

S1#4 | Untersuchung der Abhingigkeit relativ lange Einschwingzeit bei erstem
der Charakteristika von der Kontakt mit Fliissigkeit, Inversion der
Oxiddicke, Betrieb in Potentiale fiir die verschiedenen pH-Stufen
pH 5,0 bis 11,0

S2#1 Untersuchung der Abhéngigkeit Einschwingzeit bei erstem Kontakt mit
der Charakteristika von der Fliissigkeit wie gewohnt, Potential&inderungen
Oxiddicke, Betrieb in bei pH-Wechsel wie gewohnt
pH 5,0 bis 11,0

S2#2 Untersuchung der Abhéngigkeit FEinschwingzeit bei erstem Kontakt mit
der Charakteristika von der Fliissigkeit wie gewohnt, Potentialanderungen
Oxiddicke, Betrieb in bei pH-Wechsel wie gewohnt
pH 5,0 bis 11,0

S2#3 Untersuchung der Abhéngigkeit Potentialénderungen trige, eindeutige
der Charakteristika von der Sauerstoffquerempfindlichkeit
Oxiddicke und Untersuchung
der Sauerstoffquerempfindlichkeit,
Betrieb in pH 5,0 bis 11,0

S24#4 Untersuchung der Abhéngigkeit relativ lange Einschwingzeit bei
der Charakteristika von der erstem Kontakt mit Fliissigkeit, Inversion
Oxiddicke, Betrieb in der Potentiale bei pH-Wechsel
pH 5,0 bis 11,0

S3#1 Untersuchung der Abhéngigkeit Einschwingzeit bei erstem Kontakt mit
der Charakteristika von der Fliissigkeit wie gewohnt, Potentialanderungen
Oxiddicke, Betrieb in bei pH-Wechsel wie gewohnt
pH 6,0 bis 9,0

S3#2 Untersuchung der Abhéngigkeit Einschwingzeit bei erstem Kontakt mit
der Charakteristika von der Fliissigkeit wie gewohnt, Potentialéinderungen
Oxiddicke, Betrieb in bei pH-Wechsel wie gewohnt
pH 6,0 bis 9,0
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’ Chip # ‘ Verwendung

Beobachtung

S3#3 Untersuchung der Abhéngigkeit Potentialdnderungen trége
der Charakteristika von der
Oxiddicke, Betrieb in
pH 6,0 bis 9,0

S3#4 Untersuchung der Abhéngigkeit relativ lange Einschwingzeit bei erstem
der Charakteristika von der Kontakt mit Fliissigkeit, Inversion
Oxiddicke, Betrieb in der Potentialdnderungen bei pH-Wechsel
pH 6,0 bis 9,0

S44#1 Untersuchung der Abhéngigkeit instabiles Verhalten, aufgrund des unterschied-
der Charakteristika von der lichen Substrates und der nicht absolut gleichen
Oxiddicke, Betrieb in Sensorflichen kein Vergleich mit S1-S3 sinnvoll
pH 6,0 bis 9,0

S442 Untersuchung der Abhéngigkeit instabiles Verhalten, aufgrund des unterschied-
der Charakteristika von der lichen Substrates und der nicht absolut gleichen
Oxiddicke, Betrieb in Sensorflichen kein Vergleich mit S1-S3 sinnvoll
pH 6,0 bis 9,0

S4#3 Untersuchung der Sauerstoff- eindeutige Sauerstoffquerempfindlichkeit
querempfindlichkeit,
Betrieb in
pH 6,0 bis 9,0

S4#4 Untersuchung der Sauerstoff- eindeutige Sauerstoffquerempfindlichkeit
querempfindlichkeit,
Betrieb in
pH 6,0 bis 9,0

S5#1 Untersuchung der Abhéingigkeit instabiles Verhalten, aufgrund des unterschied-
der Charakteristika von der lichen Substrates und der nicht absolut gleichen
Oxiddicke, Betrieb in Sensorflichen kein Vergleich mit S1-S3 sinnvoll
pH 6,0 bis 9,0

S5#2 Untersuchung der Abhéngigkeit instabiles Verhalten, aufgrund des unterschied-
der Charakteristika von der lichen Substrates und der nicht absolut gleichen
Oxiddicke und Untersuchung Sensorflichen kein Vergleich mit S1-S3 sinnvoll,
der Sauerstoffquerempfindlichkeit | eindeutige Sauerstoffquerempfindlichkeit
Betrieb in pH 6,0 bis 9,0

K1#1 | Untersuchung der Einschwing- Beeinflussung der Einschwingcharakteristik
charakteristik, Erstbetrieb in
pH 7,0, S2 5s mit +1,0V

K24#1 | Untersuchung der Einschwing- Beeinflussung der Einschwingcharakteristik
charakteristik, Erstbetrieb in
pH 7,0, S1 und S2 10s
mit +/-1,0V

K242 | Untersuchung der Einschwing- FEinschwingvorgang nur ca. 60min, Ugy > Ugo
charakteristik, Erstbetrieb in Einsatzspannung ca. +0,5V, Endwert ca. -1,75V
pH 7,0, S1 10s mit -1,0V

K2#3 | Untersuchung der Einschwing- Einschwingvorgang nur ca. 60min, Ugy > Ugo
charakteristik, Erstbetrieb in Einsatzspannung ca. -1,5V, Endwert ca. -1,25V
pH 7,0, ohne Spannung
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’ Chip # ‘ Verwendung

Beobachtung

K24#4 | Untersuchung der Einschwing- | Einschwingvorgang ca. 70min, Ug; > Ugs
charakteristik, Erstbetrieb in | Einsatzspannung +1,5V, Endwert ca. -1,25V
pH 7,0, ohne Spannung

K245 | Untersuchung der Einschwing- | Einschwingvorgang ca. 60min, Ug; > Ugs
charakteristik, Erstbetrieb in | Inversion Ug; und Ugs nach 50min
pH 7,0, ohne Spannung Einsatzspannung ca. -0,25V, Endwert ca. -1,5V

K2#6 | Untersuchung der Einschwing- | normales Einschwingverhalten (ca. 120min),
charakteristik, Erstbetrieb in Ug1 > Ugo
pH 7,0, ohne Spannung Einsatzspannung ca. +1,0V, Endwert ca. -1,5V

K247 | Untersuchung der Einschwing- | normales Einschwingverhalten (ca. 120min) ohne
charakteristik, Erstbetrieb in Spannung, Ugy > Ugs, Einsatzspannung
pH 7,0, ohne Spannung ca. +1,0V, mit Spannung Ug; = Ugo,
und 10s mit -1,0V Einsatzspannung ca. +2,25V, Endwert ca. -1,5V,

K2#8 | Untersuchung der Einschwing- | normales Einschwingverhalten (ca. 120min),
charakteristik, Erstbetrieb in Us1 > Ugo
pH 7,0, 10s mit +1,0V Einsatzspannung ca. +3,25V, Endwert ca. -1,5V

K2#9 | Untersuchung der Einschwing- | Beeinflussung der Einschwingcharakteristik und
charakteristik, Erstbetrieb in | des Spannungs-Offsets zw. Ug; und
pH 7,0, 10s mit +1,0V Uso, Us1 < Ugs, Einsatz-

spannung ca. +2,75V, Endwert ca. +0,25V

K24#10 | Untersuchung der Einschwing- | Beeinflussung der Einschwingcharakteristik und
charakteristik, Erstbetrieb in | des Spannungs-Offsets zw. Ug; und
pH 7,0, S2 60s Ugo, Ug1 > Ugo
mit -3,0V Einsatzspannung ca. +2,0V, Endwert ca. -1,25V

K24#11 | Untersuchung der Einschwing- | Beeinflussung der Einschwingcharakteristik und
charakteristik, Erstbetrieb in | des Spannungs-Offsets zw. Ug; und
pH 7,0, S2 60s Uss, Ug1 < Ugs, Einsatzspannung
mit +3,0V unter -5,0V, Uberschwingen, Einschwing-

dauer reduziert, Endwert ca. -1,25V

K24#12 | Untersuchung der Einschwing- | Beeinflussung der Einschwingcharakteristik und
charakteristik, Erstbetrieb in | des Spannungs-Offsets zw. Ug; und
pH 7,0, S2 15s Usa, Usi < Uga, Uberschwingen,
mit +3,0V Einschwingdauer reduziert, Endwert ca. -1,25V

K2#13 | Untersuchung der Einschwing- | Beeinflussung der Einschwingcharakteristik und
charakteristik, Erstbetrieb in | des Spannungs-Offsets zw. Ug; und Ugy
pH 7,0, S2 60s Anfangspotential nahe Endpotential, leichtes
mit +3,0V Uberschwingen, Einschwingdauer deutlich reduziert,

Ug1 < Ugo, Einsatzspannung ca. -1,0V,
Endwert ca. -1,5V

K24#14 | Untersuchung der Einschwing- | Beeinflussung der Einschwingcharakteristik und
charakteristik, Erstbetrieb in | des Spannungs-Offsets zw. Ugy und Ugs,
pH 7,0, S2 50s Ugs, Us1 < Ugs, Anfangspotential nahe
mit +3,0V Endpotential, Einschwingdauer ca. 20-30min,

Einsatzspannung ca. -1,0V, Endwert ca. -1,25V
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K24#15 | Untersuchung der Einschwing- | Beeinflussung der Einschwingcharakteristik und
charakteristik, Erstbetrieb in | des Spannungs-Offsets Ugy und Ugo,
pH 7,0, 50s mit 43,0V Us1 < Ugs, Einsatzspannung ca. -2,25V,
Endwert ca. -0,75V
K24#16 | Untersuchung der Einschwing- | Beeinflussung der Einschwingcharakteristik und
charakteristik, Erstbetrieb in | des Spannungs-Offsets Ug; und Ugso,
pH 7,0, 50s mit +3,0V Us1 < Ugg, Einsatzspannung ca. +1,5V,
Endwert ca. -1,25V
K24#17 | Untersuchung der Einschwing- | Beeinflussung der Einschwingcharakteristik und
charakteristik, Erstbetrieb in | des Spannungs-Offsets Ugy und Ugo,
pH 7,0, 50s mit 43,0V Us1 > Ugs, Einsatzspannung ca. +2,5V,
Endwert ca. -1,6V
K24#18 | Untersuchung der Einschwing- | Beeinflussung der Einschwingcharakteristik und
charakteristik, Erstbetrieb in | des Spannungs-Offsets Ug; und Ugso,
pH 7,0, 50s mit -3,0V Us1 < Ugg, Einsatzspannung ca. +2,0V,
Endwert ca. 0V
K24#19 | Untersuchung der Einschwing- | Beeinflussung der Einschwingcharakteristik und
charakteristik, Erstbetrieb in | des Spannungs-Offsets Ugy und Ugo,
pH 7,0, 50s mit 43,0V Us1 > Uga, Einsatzspannung ca. +4,3V,
Endwert ca. -1,6V
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Temperaturkoeffizient
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relative Dielektrizitdtskonstante
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Bezugstemperatur

elektrisches Dipolmoment
Elektronenbeweglichkeit im n-Kanal
elektrochemisches Potential der Ionensorte ¢
Elektronendriftgeschwindigkeit

Kreiszahl Pi 3.142

spezifischer elektrischer Widerstand
spezifische elektrische Leitfahigkeit
Flachenladungsdichte in der Raumladungszone
Flachenladungsdichte an der Grenzschicht Isolator/Halbleiter
Zeitkonstante

elektrisches Potential

Potential des ZellduBleren

E;, — FEp

Potential des Zellinneren

Galvani-Potential

elektrisches Oberflachenpotential
Volta-Potential

Oberflichenpotential

Austrittsarbeit Metall und Halbleiter
Ladungsdichte als Funktion von x
Aquivalenleitfihigkeit
Grenzflachendipolpotential

Winkelfrequenz
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Aktivitit
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Fe
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innere Konzentration des Kation v
Sauerstoffkonzentration
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GTP
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HHS
H>,0
Hy0,
H30"
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elektrischer Leitwert

Verstarkungsfaktor

Konduktanz

Anderung der freien Enthalpie pro Formelumsatz
Anderung der freien Standardenergie bei pH 7
GAS Sensitiv Field Effect Transistor
Guanosindiphosphat

Guanosintriphosphat

Wasserstoff

Proton
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Wasser

Wasserstoffperoxid

Oxonium-Ion

Hydronium-Ion

Bicarbonat-Ion

Strom

Austauschstromstirke

elektrischer Strom

Source-Drain-Strom
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Ton Sensitive Field-Effect Transistor
Indium-Zinn-Oxid

imaginére Zahl j = /—1
Temperaturkoeffizient
Proportionalitétsfaktor
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Nernst’scher Verteilungskoeffizient fiir Sauerstoff
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Light Addressable Potentiometric Sensor
Micro-Elektrode-Array
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Metal Oxide Semiconductor
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Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
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Normal-Wasserstoff-Elektrode
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Hydroxid-Ion

Partialdruck

Sauerstoff-Partialdruck
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Permeabilitit des Standardzustandes
Orthophosphat
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Platin
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