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(57) Hauptanspruch: Messzelle zur Bestimmung des Ze-
ta-Potentials mittels Strémungspotential- und Strémungs-
strommessungen und zur Ermittlung von Daten mittels
ATR-FTIR-Spektroskopie, bestehend aus einem geteilten
Grundkorper (1,2), auf dessen Unterteil (1) ein ATR-Kristall
(3) positioniert ist, auf dessen Oberseite, die mit einer Pro-
be ganz oder teilweise beschichtet sein kann, eine elek-
trisch nichtleitende Folie (4) mit zwei geometrisch gleich
ausgebildeten Aussparungen, die zwei Strémungskanéle
bilden, dichtend aufgelegt ist und darauf eine Abdeckplatte
(5) positioniert wird, die mindestens auf der den Stro-
mungskanalen zugewandten Flache mit einer Probe ganz
oder teilweise beschichtet sein kann, die mindestens zwei
Offnungen zu jeder der beiden Aussparungen der Folie (4)
aufweist, wobei die Offnungen jeweils an den Enden der
maximalen Abmessung der Aussparungen angeordnet
sind, wodurch ein Zu- und Ablauf von Flissigkeit zu den
von dem ATR-Kristall (3), der Folie (4) und der Abdeckplat-
te (5) gebildeten parallelen Strdmungskanalen realisiert ist,
und diese Anordnung dichtend von dem Oberteil (2) des
Grundkoérpers geschlossen wird,...
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf das Gebiet der
physikalischen Chemie und des Geratebaus und be-
trifft eine Messzelle und ein Verfahren zur Durchfiih-
rung von Strémungspotential- und Strémungsstrom-
messungen zur Bestimmung des Zeta-Potentials und
zur Ermittiung von Daten mit der ATR-FTIR-Spektro-
skopie. Durch die Anwendung des Verfahrens in Ver-
bindung mit der Messzelle sind verbesserte und um-
fangreichere Aussagen Uber die Verhaltnisse an der
Grenzflache einer festen Probe zu einem flissigen
Medium maglich.

[0002] Bisher sind Messzellen bekannt (DE 43 45
152 A1, DD 222 692 A1), mit denen das Zeta-Poten-
tial von platten- oder folienférmigen Materialien, z.B.
Flachmembranen, bestimmt werden kann.

[0003] Aus EP 1 040 344 B1 ist weiterhin eine
Messzelle bekannt, mit deren Hilfe das Zeta-Potenti-
al und die Grenzflachenleitfahigkeit von Proben, die
in Form ddnner Schichten auf die Probentrager der
Messzelle aufgebracht werden, bestimmt werden
kénnen. Bei diesen Zellen wird ein von zwei Proben
gebildeter rechteckiger Kanal von einer Elektrolytio-
sung durchstromt. Das Strémungspotential und/oder
der Strémungsstrom werden dabei in Abhangigkeit
vom Differenzdruck Gber dem Kanal gemessen. Das
Zeta-Potential und/oder die Grenzflachenleifahigkeit
wird aus den Daten der Messungen Uber bekannte
Gleichungen ermittelt.

[0004] Weiterhinistin JP 5-312 757 A eine Messzel-
le zur zerstdérungsfreien Bestimmung des Zeta-Po-
tentials von Planaren Oberflichen angegeben. Die
Zelle kann hierzu auf die zu untersuchende Oberfla-
che aufgesetzt werden. Die Bestimmung des Ze-
ta-Potentials erfolgt durch Anlegen einer Spannung
an zwei Elektroden, die auf beiden Seiten des Kanals
angeordnet sind, und Messung des elektroosmoti-
schen Volumenstromes.

[0005] Aus der US 6,109,098 A ist ein Gerat zur Be-
stimmung des Zeta-Potentials und der Gréfe von
dispergierten Festkdrperpartikeln bekannt. Die Be-
stimmung des Zetapotentials und der Partikelgrofe
erfolgt dabei durch Schwingungsanregung der dis-
pergierten Partikel und Messung und Auswertung der
daraus resultierenden elektroakustischen Phanome-
ne.

[0006] Ebenfalls ist nach der GB 2 368 904 A eine
Apparatur zur Bestimmung des Zeta-Potentials, der
elektrophoretischen Beweglichkeit und/oder Zahlen
von einem oder mehreren dispergierten Partikeln be-
kannt. Zur Bestimmung dieser GroRen wir die Be-
weglichkeit der Partikel in einem elektrischen Wech-
selfeld mittels Laserdopplerannomometrie detektiert.
[0007] Bisher sind unterschiedliche Messapparatu-
ren bekannt, mit denen in-situ-ATR-FTIR-Spektros-
kopie an Substraten betrieben werden kann. Es sind
kommerziell erhaltliche ATR-FTIR-Messapparaturen
der Firma OPTISPEC, Ziirich, die auf einem kommer-
ziell erhaltlichen FTIR-Spektromete (Bruker Optik

GmbH, Ettlingen) betrieben werden kdénnen, be-
kannt. Zur Anwendung kommen dabei trapezoide
Modellkristalle (50 x 20 x 2 mm?®) aus Si, Ge oder Zn-
Se, die in Kontakt mit L6sungen oder Dispersionen
der zu untersuchenden oberflachenaktiven Substan-
zen gebracht werden oder mit Filmen aus diesen
Substanzen beschichtet werden. ATR-FTIR-Spek-
tren werden dabei mit einem Pseudo-Zweistrahlver-
fahren (SBSR, Single Beam Sample Reference) ge-
messen (U.P. Fringeli, in 'Encyclopedia of Spectros-
copy and Spectrometry', J.C. Lindon, G.E. Tranter,
J.L. Holmes (eds), Academic Press (2000) S. 58 -
75).

[0008] Durch die Bestimmung des Zeta-Potentials
kénnen Informationen Uber die Art des Ladungsbil-
dungsprozesses an der Phasengrenze zwischen ei-
ner Festkdrperoberfliche (Probe) und einer angren-
zenden flissigen Phase, i.a. wassrige Elektrolytls-
sungen, gewonnen werden. Da Adsorptions-, De-
sorptions- und  Strukturdnderungsprozesse an
fest/fliissig Phasengrenzen haufig mit einer Ande-
rung des Ladungszustandes an der Phasengrenze
verbunden sind, kénnen diese Uber die Bestimmung
des Zeta-Potentials detektiert werden. Dabei kénnen
bereits sehr geringe Konzentrationen einer im flissi-
gen Medium gelésten Substanz (z.B. 10 ng/ml Fibri-
nogen), die an der Festkdrperoberflache adsorbiert
wird, Uber die Anderung des Zeta-Potentials beim
Adsorptionsprozess nachgewiesen werden.

[0009] Die Bestimmung des Zeta-Potentials von
planaren Proben ist durch Strémungspotential- und
Strémungsstrommessungen an einem von den Pro-
ben gebildeten Kapillarsystem mdéglich. Das Stro-
mungspotential- und der Strémungsstrom werden
hierzu in Abhangigkeit vom Differenzdruck Gber dem
Kapillarsystem gemessen. Weiterhin werden die spe-
zifische elektrische Leitfahigkeit, der pH-Wert
und/oder die lonenkonzentration sowie die Tempera-
tur der flissigen Phase erfasst. Das Zeta-Potential
wird aus diesen GrolRen und den Abmessungen des
Kapillarsystems Uber bekannte Gleichungen berech-
net. Durch die Wiederholung der Messungen bei ver-
schiedenen Lésungseigenschaften (variierter
pH-Wert und/oder variierte lonenkonzentration) sind
Ruckschlisse auf die Ladungsbildungsprozesse an
der Probenoberflache méglich.

[0010] Mit Hilfe der Fourier-Transform-Infrarotspek-
troskopie unter-Verwendung des Prinzips der abge-
schwéachten Totalreflexion (FTIR-ATR) kénnen Ad-
sorptionsprozesse insbesondere von synthetischen
und natdrlichen Polymeren an flissig/fest-Grenzfla-
chen und die beim Adsorptionsprozess gebildeten
Schichten auf molekularer Ebene und in-situ unter-
sucht werden. Dabei tritt eine sich an der Grenzflache
zwischen dem optisch dickeren und dlinneren Mate-
rial ausbildende evaneszente Welle in Wechselwir-
kung mit dem zu untersuchenden organischen Mate-
rial und die dadurch abgeschwachte Intensitat wird
am Detektor registriert. (N. J. Harrick, Internal Reflec-
tion Spectroscopy, John Wiley & Sons, New York
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(1967) und dort zitierte Literaturstellen). Durch An-
wendung eines Messverfahrens (U.P. Fringeli, in 'En-
cyclopedia of Spectroscopy and Spectrometry', J.C.
Lindon, G.E. Tranter, J.L. Holmes (eds), Academic
Press (2000) S. 58 — 75), bei dem Intensitatsspektren
an einer Proben- und einer Referenzhalfte eines Sili-
ziumkristalls gemessen werden, werden ATR-Infra-
rot-Spektren mit angemessener spektroskopischer
Kompensation der meist starken Lésungsmittelban-
den (z.B. der von Wasser) erzeugt. Dabei befindet
sich Ober der Probenhalfte Losung mit adsorbieren-
der Substanz und Uber der Referenzhalfte das Lo-
sungsmittel. Aus den ATR-FTIR-Spektren kénnen ge-
naue Informationen Uber die Menge, Struktur und
den Ladungszustand adsorbierter Substanzen, ins-
besondere von Polyelektrolyten und Proteinen, Gber
deren stark absorbierende funktionelle Gruppen ent-
nommen werden. Damit kann beispielsweise zur Auf-
klarung des Verhaltens von (Bio)-Polymeren an
Grenzflachen beigetragen werden.

Aufgabenstellung

[0011] Die Aufgabe der Erfindung besteht in der An-
gabe einer Messzelle und eines Verfahrens, mit de-
ren Hilfe an einer Probe, vorteilhafterweise simultan,
sowchl das Zeta-Potential bestimmt als auch Daten
mittels ATR-FTIR-Spektroskopie ermittelt werden
kénnen.

[0012] Die Aufgabe wird durch die in den Anspri-
chen 1 und 14 angegebene Erfindung geldst. Weiter-
bildungen sind Gegenstand der Unteranspriche.
[0013] Die erfindungsgemalie Messzelle zur Be-
stimmung des Zeta-Potentials mittels Stromungspo-
tential- und Strémungsstrommessungen und zur Er-
mittlung von Daten mittels ATR-FTIR-Spektroskopie
besteht aus einem geteilten Grundkdrper. Auf dessen
Unterteil (1), ist ein ATR-Kristall positioniert, der
ebenfalls vorteilhafterweise trapezoid ausgebildet ist
und aus einem hochbrechenden Material, wie z.B. Si-
lizium, Germanium oder Zinkselenid, besteht. Auf
dessen Oberseite, die mit einer Probe ganz oder teil-
weise beschichtet sein kann, ist eine elektrisch nicht-
leitende Folie, vorteilhafterweise eine Polymerfolie,
z.B. aus Polytetrafluorethylen, die mit zwei geomet-
risch gleich ausgebildeten Aussparungen versehen
ist, dichtend aufgelegt. Die Aussparungen bilden die
zwei Strémungskanale und sind vorteilhafterweise
rechteckig. Auf der Folie ist eine Abdeckplatte positi-
oniert, die vorteilhafterweise aus dem gleichen Mate-
rial wie der ATR-Kristall besteht und ebenfalls auf
mindestens den Strémungskanalen zugewandten
Seite ganz oder teilweise mit einer Probe beschichtet
sein kann, wobei die Probe vorteilhafterweise gleich
der Probe auf dem ATR-Kristall ist. Weiterhin besteht
die Folie vorteilhafterweise aus einem Material, wel-
ches ohne weitere Zusatze und Handlungen eine
Dichtwirkung gegeniiber dem ATR-Kristall und/oder
der Abdeckplatte ausibt. Der ATR-Kristall bildet zu-
sammen mit der Folie und der Abdeckplatte zwei pa-

rallele Strémungskanale, wobei der Geometriefaktor
der Kanéale (Verhaltnis von Lange zu Querschnittsfla-
che) durch die Abmessungen der Aussparungen in
der Folie definiert wird. Die Abdeckplatte weist min-
destens zwei Offnungen zu jeder der beiden Ausspa-
rungen der Folie auf, wobei die Offnungen jeweils an
den Enden der maximalen Abmessung der Ausspa-
rungen angeordnet sind. Dadurch ist ein Zu- und Ab-
lauf von Flussigkeit zu/von den Strémungskanalen
realisiert. Diese Anordnung wird dichtend vom Ober-
teil des Grundkérpers geschlossen, wobei durch den
Grundkérper ein Flussigkeitszu- und -ablauf zu/von
den Strémungskanalen realisiert ist. Weiterhin sind
mindestens vier Elektroden, die in die Fllssigkeitszu-
fihrungen zu den Strémungskanalen und die Flis-
sigkeitsabfiihrungen von den Strémungskanalen in-
tegriert sind, vorhanden. Die Elektroden sind vorteil-
hafterweise als Réhrchenelektroden ausgebildet, so
dass durch sie gleichzeitig der Flissigkeitszu- und
-ablauf realisiert ist. Ebenfalls sind in dem Grundkdor-
per Elemente angeordnet, Uber die mindestens ein
Lichtstrahl von auflRerhalb des Grundkdrpers in den
ATR-Kristall ein- und aus dem ATR-Kristall ausge-
koppelt werden kann. Das eingesetzte Material ist
dabei in dem fir die Messungen verwendeten Spek-
tralbereich ausreichend transparent.

[0014] In einer bevorzugten Ausfihrungsform sind
die beiden Teile des Grundkérpers so ausgefihrt,
dass der Lichtstrahl direkt in den ATR-Kristall ein-
und aus dem ATR-Kristall ausgekoppelt werden
kann. Dann ist keine separate Zu- und Abfiihrung fur
den Lichtstahl erforderlich.

[0015] Der ATR-Kristall wird in der Zelle mit der von
den beiden Strémungskanadlen abgewandten Seite
vorteilhafterweise auf Auflageelementen gelagert.
Dadurch kann das evaneszente Feld des im
ATR-Kristall gefhrten Lichtstrahles vorteilhafterwei-
se weder mit den Auflageelementen noch mit dem
Grundkdrper Wechselwirken.

[0016] Bei dem erfindungsgemalen Verfahren zur
Bestimmung des Zeta-Potentials mittels Strémungs-
potential- und Strémungsstrommessungen und zur
Ermittlung von Daten mittels ATR-FTIR-Spektrosko-
pie in der erfindungsgemalien Messzelle wird eine
Messlésung durch die Zuflhrungen in beide Stro-
mungskanale geleitet und Uber die Abfihrungenen
abgeleitet. Dabei dient ein Stromungskanal als Refe-
renzkanal fur die ATR-FTIR-Messung, wobei die wel-
lenzahlabhangige Intensitat des abgefiihrten Licht-
strahls (1,(V)) im FTIR-Spektrometer erfasst wird. An
dem anderen Strémungskanal (Mess-Strémungska-
nal) werden Strédmungspotential- und Strémungs-
strommessungen zur Bestimmung des Zeta-Potenti-
als durchgefihrt und ebenfalls in diesem Strémungs-
kanal wird durch Einkopplung eines Lichtstahles in
den ATR-Kristall und Detektion der wellenzahlabhan-
gigen Intensitat des aus dem Kristall austretenden
Lichtstahles  (I(V)) im FTIR-Spektrometer die
ATR-FTIR-Messung realisiert. Im Kreislauf des
Mess-Strémungskanals  kdnnen ausserdem der
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pH-Wert, die Temperatur und die spezifische elektri-
sche Leitfahigkeit der Messlésung erfasst werden.
Aus Strdmungspotential und Strémungsstrom, den
Abmessungen des Strdmungskanals und den Lo6-
sungsparametern Leitfahigkeit und Temperatur wird
das Zeta-Potential Gber bekannte Gleichungen be-
rechnet. I(V) und 1,(V) werden nach A(V) = log(l/l,) in
Absorbanzspektren A(V) umgewandelt.

[0017] Besonders vorteilhaft ist es, wenn die Mes-
sung des Strémungsstromes und des Stromungspo-
tentials simultan mit der ATR-FTIR-Messung durch-
geflhrt wird.

[0018] Die zu untersuchenden Materialen, z.B. din-
ne Polymerfilme, werden vor der Montage der Zelle
vorteilhafterweise auf die dem Strémungskanal zuge-
wandten Seiten des ATR-Kristalls und der Abdeck-
platte aufgebracht. Adsorptionexperimente kdnnen
jedoch auch direkt an der Oberflache der Probentra-
ger (ATR-Kristall und Abdeckplatte) durchgefiihrt
werden. Bei der Durchfihrung von Adsorptionsexpe-
rimenten werden die betreffenden Substanzen (z.B.
Polyelektrolyte) Gber die Messlésung in  den
Mess-Stromungskanal der Zelle eingebracht.

[0019] Durch die erfindungsgemal simultane An-
wendung der oberflachensensitiven Strémungspo-
tential- und Strémungsstrommessungen und der
ATR-FTIR-Spektroskopie fir die Untersuchung von
Grenzflachenprozessen kdnnen adsorptions- oder
medienbedingten Anderungen des Zeta-Potentials
mit dem entsprechenden Auftreten oder Anderungen
der Intensitat/Wellenzahllage von IR-Banden rele-
vanter funktioneller Gruppen korreliert werden. Es
kénnen durch die erfindungsgemalle Messzelle und
das erfindungsgemale Verfahren die quantifizierten
Oberflachenladungen (Vorzeichen und Ladungsdich-
te) aus der Zeta-Potential-Bestimmung den oberfla-
chengebundenen Ladungstragern (Art und Konzent-
ration) aus den ATR-FTIR-Messungen auf molekula-
rer Ebene zugeordnet werden. Dabei kommen als zu
untersuchende Materialien im besonderen adsorbier-
te Polyelektrolyte, Proteine und deren dissoziierte
Saure- oder protonierte Amingruppen und auch nie-
dermolekulare lonen in Betracht.

[0020] Besonders vorteilhaft kann das Verfahren in
Verbindung mit der erfindungsgemalien Messzelle
zur Untersuchungen der Wechselwirkung von Prote-
inen mit biomedizinisch relevanten Oberflachen oder
von Polyelektrolyten mit nasschemisch zu modifizie-
renden Substraten eingesetzt werden.

Ausfiihrungsbeispiel
[0021] Die erfindungsgemale Lésung wird an ei-
nem Ausflhrungsbeispiel naher erlautert. Dabei zeigt
Fig. 1 den prinzipiellen Aufbau der erfindungsgema-
Ren Messzelle.

Ausfiihrungsbeispiel fir die Messzelle

[0022] Die Messzelle besteht aus einem geteilten

Grundkérper 1, 2 aus Plexiglas, der als Halterung fiir
die Probentrager dient. Als Probentrager werden ein
trapezoider ATR-Kristall 3 aus Silizium (Gréfie: 50 x
20 x 2 mm®) und eine Abdeckplatte 5 aus Silizium
(Grofe: 48 x 20 x 0,5 mm®) verwendet. Zwischen
dem ATR-Kristall 3 und der Abdeckplatte 5 ist eine
Folie 4 aus Polytetrafluorethylen (Grofie: 48 x 20 x
0,05 mm?®), die mit zwei rechteckigen Aussparungen
der GréRe 42 x 6 mm? versehen ist, angeordnet.
Durch die beiden Aussparungen werden zwei paral-
lele Strdmungskanéle gebildet. Die Zu- und Abfih-
rung der Messlésung zu/von den beiden Strémungs-
kanalen erfolgt Gber vier rechteckige Aussparungen
(6 x 2 mm?) in der Abdeckplatte 5 sowie Kanale im
Grundkérperoberteil 2. Die Kontaktflache zwischen
der Rickseite der Abdeckplatte 5 und dem Grundkor-
peroberteil 2 wird durch eine Flachdichtung aus Sili-
kon 6 nach auflen abgedichtet. Die Fllssigkeitzu-
und Flussigkeitsabfiihrung der Messlésung zur/von
der Messzelle erfolgt Gber Silberréhrchen 7, die Gber
Halterungen 8 und O-Ringe im Grundkérperoberteil 2
fixiert sind, wobei die O-Ringe gleichzeitig zur Ab-
dichtung der Zelle nach auf3en dienen. Die Silber-
rohrchen 7 sind auf der Innenseite mit einer Ag-
ClI-Schicht versehen, so dass diese als Elektroden
zur Messung des Strémungspotentials und Stré-
mungsstromes genutzt werden. Der ATR-Kristall 3
wird auf dem Grundkérperunterteil 1 auf drei aus
Rundschur bestehenden Auflageelementen 1a gela-
gert. Die Auflageelemente 1a sind so angeordnet,
dass das evaneszente Feld eines im ATR-Kristall 3
im Bereich der Strédmungskandle gefihrten Licht-
stahles weder mit den Auflageelementen 1a hoch mit
dem Grundkérperunterteil 1 wechselwirken kann.
Uber zwei Bohrungen 1¢ im Grundkérperunterteil 1
wird die Messzelle im FTIR-Spektrometer fixiert.
[0023] Das erfindungsgemafie Verfahren wird in
Verbindung mit der erfindungsgemafien Messzelle
zur Untersuchung der Adsorption des Plasmaprote-
ins Fibrinogen (FGN) an Silizium angewendet. Zur
Durchfihrung des Experiments werden der unbe-
schichtete ATR-Kristall 3 und die unbeschichtete Ab-
deckplatte 5, die als Probentrdger dienen, verwen-
det. Der ATR-Kristall 3 und die Abdeckplatte 5 wer-
den vor den Messungen zur Reinigung fiir zwei Stun-
den in eine Lésung aus H,SO, und N,O, (Verhaltnis:
2:1) gelegt. AnschlieRend werden der ATR-Kristall 3
und die Abdeckplatte 5 mit deionisiertem Wasser ab-
gespdlt und mit Stickstoff trockengeblasen. Der ge-
reinigte ATR-Kristall 3 und die gereinigte Abdeckplat-
te 5 werden in die Messzelle eingebaut.

[0024] Fur die Durchfiihrung der optischen Messun-
gen (Aufzeichnung der IR-Spektren) wird ein
FTIR-Spektrometer vom Typ IFS 28 (Bruker Optik
GmbH, Ettlingen) in Verbindung mit einen ATR-Spie-
gelsatz (OPTISPEC, Zirich) verwendet. Der Spiegel-
satz wird zusammen mit der Messzelle im Proben-
raum des Spektrometers positioniert. Der Mess-Stro-
mungskanal der Zelle wird mit dem FlUssigkeitssys-
tem eines elektrokinetisches Messsystem, mit dem
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Strédmungspotential- und  Strémungsstrommessun-
gen in Abhangigkeit von den Lésungseigenschaften
(Konzentration, pH-Wert) durchgefiihrt werden kén-
nen, verbunden. Der Referenzkanal der Zelle wird an
einen separaten Kreislauf, in dem Lésung von einer
Schlauchpumpe umgepumpt werden kann, ange-
schlossen.

[0025] Im ersten Schritt des Versuchsablaufes wird
der Ladungsbildungsprozess an der Siliziumobertla-
che durch die Bestimmung der pH-Abhangigkeit des
Zeta-Potentials untersucht. Als Messlésung wird eine
102 M KCl-L6sung verwendet, deren pH-Wert im Be-
reich zwischen pH =2 und pH = 10 durch Zugabe von
0,1 M KOH/HCI eingestellt wird. Bei variiertem Druck
Uber dem Stromungskanal (0,1 kPa bis 20 kPa) wer-
den zu jedem pH-Wert das Strdmungspotential und
der Strémungsstrom sowie die spezifische elektri-
sche Leitfahigkeit und die Temperatur der Elektrolyt-
[6sung gemessen. Aus den Daten der Messungen
wird das Zeta-Potential Gber bekannte Gleichungen
berechnet (Ergebnisse siehe Fig. 2).

[0026] Aus dem Verlauf des Zeta-Potentials sowie
der Lage des isoelektrischen Punktes bei pH = 2,9
konnte abgeleitet werden, dass die Ladungsbildung
an der Probentrageroberflache aus der Dissoziation
von SiOH-Gruppen resultiert. Bei pH-Werten gréflier
pH = 2,9 liegt dabei aufgrund der Dissoziation der Si-
OH-Gruppen eine negative Grenzflachenladung vor.
[0027] Im zweiten Schritt des Versuchsablaufes
wird die Kinetik der Adsorption von Fibrinogen an der
Probenoberflache (Silizium) untersucht. Das Flissig-
keitssystem der elektrokinetischen Messsystems
wird hierzu mit 400 ml einer verdiinnten PBS-Puffer-
[6sung (Verdinnung mit deionisiertem Wasser im
Verhaltnis 1:9, pH =7,4) gefllt. Der an den Referenz-
kanal angeschlossene Kreislauf wird mit der gleichen
Lasung gefulit.

[0028] Der Strémungspotential- und Strémungs-
strom-Druck-Gradient sowie die Temperatur und die
spezifische elektrische Leitfahigkeit werden in Ab-
hangigkeit von der Messzeit erfafdt. Aus den Daten
der elektrokinetischen Messungen wird das Zeta-Po-
tential berechnet. Mittels ATR-FTIR-Spektroskopie
werden simultan mit den elektrokinetischen Messun-
gen Absorbanzspektren im Wellenzahlbereich zwi-
schen ¥ =4000 cm™ und ¥ = 400 cm™" aufgezeichnet.
[0029] Nach einer Zeit von 38 min wird bei laufender
Messung Fibrinogen in das Flissigkeitssystem gege-
ben, so dass sich eine L&sungskonzentration von 0,5
Mg/ml ergibt. Zum Zeitpunkt t = 180 min wird die L6-
sungskonzentration an Fibrinogen auf 1 pg/ml er-
héht. Die Ergebnisse der Messungen sind in Fig. 3
und 4 dargestellt.

[0030] Anhand des Verlaufs des Zeta-Potentials
(Fig. 3) ist zu erkennen, dass sich die Ladungsver-
haltnisse an der Phasengrenze durch die Adsorption
von Fibrinogen bis zu einer Zeit von t = 150 min an-
dern. Aus den in Fig. 4 dargestellten Flachen der pro-
teindiagnostischen Amid-I- und Amid-ll-Banden geht
dagegen hervor, dass die adsorbierte Menge an Fib-

rinogen auch noch nach dem Erreichen konstanter
Ladungsverhéltnisse zunimmt. Aus dem Unterschied
zwischen den simultan bestimmten Adsorptionskur-
ven lasst sich ableiten, dass zur Zeitt = 150 min eine
vollstdndige Bedeckung der Oberflaiche des
ATR-Kristalls 3 und der Abdeckplatte 5 in den Stro-
mungskanalen mit Fibrinogen erreicht wird und somit
die weitere Adsorption von Fibrinogen aus der L6-
sung zum Aufbau von Multischichten mit konstanter
Oberflachenladung flhrt. Da nach der Erhéhung der
Fibrinogenkonzentration auf 1 pg/ml ebenfalls keine
Veranderung des Zeta-Potentials aufgetreten ist,
wird durch diesen Teilschritt die zum Schichtaufbau
getroffene Aussage bestatigt.

[0031] Im dritten Schritt des Versuchsablaufs wird
der isoelektrische Punkt (IEP) der Oberflache des
ATR-Kristalls 3 und der Abdeckplatte 5 nach der Ad-
sorption von Fibrinogen bestimmt. Hierzu wird der
unter dem ersten Versuchsschritt angegebene Ablauf
wiederholt. Simultan dazu werden ATR-FTIR-Absor-
banzspektren aufgezeichnet.

[0032] Die Ergebnisse der Messungen zur Bestim-
mung des Zeta-Potentials und die aus den
ATR-FTIR-Absorbanzspektren ermittelte relative An-
derung der v(COO")-Bande (in % bezogen auf An-
fangwert) sind in Fig. 5 dargestellt. Fir die Oberfla-
che des ATR-Kristalls 3 und der Abdeckplatte 5 wur-
de nach dem Adsorptionsexperiment (zweiter Ver-
suchsschritt) ein isoelektrischer Punkt von pHc, = 5,4
ermittelt. Der fur die Oberflachen gefundene isoelek-
trische Punkt stimmt mit dem fir Fibrinogen in L6-
sung bekannten isoelektrischen Punkt Gberein und
kann somit als Bestatigung der im zweiten Versuchs-
schritt gefundenen vollstidndigen Bedeckung der
Oberflache des ATR-Kristalls 3 und der Abdeckplatte
5 im Stromungskanal mit Fibrinogen gewertet wer-
den. Das bei pH-Werten kleiner 5,4 gefundene posi-
tive Zeta-Potential kann auf einen Uberschuss von
protonierten Aminogruppen in der Fibrinogenschicht
zurlckgefuhrt werden. Bei pH-Werten grofer 5,4
liegt dagegen ein Uberschuss an deprotonierten Car-
boxylgruppen in der Fibrinogenschicht vor, so dass
die Grenzflache in diesem pH-Bereich negativ gela-
den ist. Diese Anderung der Grenzflachenladung im
Bereich zwischen pH 3 und pH 7 korreliert mit der An-
derung der relativen Intensitat der v(COO7)-Bande
und kann der Dissoziation der sauren Aminosaure-
gruppen (-COOH) des Proteins zugeschrieben wer-
den.
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Bezugszeichenliste

1 Grundkérper (Unterteil)
1a Auflageelemente

1b  Zylinderstift

1c Bohrungen
Grundkérper (Oberteil)
ATR-Kristall

Folie

Abdeckplatte

Dichtung
Silberréhrchen
Elektrodenhalterung

o~NOOOAOPRWON

Patentanspriiche

1. Messzelle zur Bestimmung des Zeta-Potenti-
als mittels Strémungspotential- und Strémungs-
strommessungen und zur Ermittlung von Daten mit-
tels ATR-FTIR-Spektroskopie, bestehend aus einem
geteilten Grundkérper (1,2), auf dessen Unterteil (1)
ein ATR-Kristall (3) positioniert ist, auf dessen Ober-
seite, die mit einer Probe ganz oder teilweise be-
schichtet sein kann, eine elektrisch nichtleitende Fo-
lie (4) mit zwei geometrisch gleich ausgebildeten
Aussparungen, die zwei Strdmungskanéle bilden,
dichtend aufgelegt ist und darauf eine Abdeckplatte
(5) positioniert wird, die mindestens auf der den Stré-
mungskanalen zugewandten Flache mit einer Probe
ganz oder teilweise beschichtet sein kann, die min-
destens zwei Offnungen zu jeder der beiden Ausspa-
rungen der Folie (4) aufweist, wobei die Offnungen
jeweils an den Enden der maximalen Abmessung der
Aussparungen angeordnet sind, wodurch ein Zu- und
Ablauf von Flissigkeit zu den von dem ATR-Kristall
(3), der Folie (4) und der Abdeckplatte (5) gebildeten
parallelen Strdmungskanalen realisiert ist, und diese
Anordnung dichtend von dem Oberteil (2) des Grund-
kérpers geschlossen wird, wobei durch den Grund-
kérper (1,2) ein Flussigkeitszu- und — ablauf zu/von
den beiden Strémungskanalen realisiert ist, und wei-
terhin mindestens vier Elektroden (7), die im Zu- und
Ablauf zu den Strémungskanalen angeordnet sind,
vorhanden sind, und in dem Grundkérper (1,2) Ele-
mente angeordnet sind, Uber die mindestens ein
Lichtstrahl von aulRerhalb des Grundkdérpers in den
ATR-Kristall (3) ein- und aus dem ATR-Kristall (3)
ausgekoppelt werden kann.

2. Messzelle nach Anspruch 1, bei der der
Grundkérper (1,2) aus Plexiglas besteht.

3. Messzelle nach Anspruch 1, bei der der
ATR-Kristall (3) trapezoid ausgebildet ist.

4. Messzelle nach Anspruch 1, bei der der
ATR-Kristall (3) aus einem hochbrechenden Material
besteht.

5. Messzelle nach Anspruch 1, bei der die geo-

metrischen Aussparungen der Folie (4) rechteckig
sind.

6. Messzelle nach Anspruch 1, bei der die Folie
(4) aus Polytetrafluorethylen besteht.

7. Messzelle nach Anspruch 1, bei der die Ab-
deckplate (5) aus dem gleichen Material wie der
ATR-Kristall (3) besteht.

8. Messzelle nach Anspruch 7, bei der die Ab-
deckplatte (5) und der ATR-Kristall (3) aus Silicium
bestehen.

9. Messzelle nach Anspruch 1, bei der die Elek-
troden (7) als Réhrchenelektroden ausgebildet sind
und gleichzeitig den Flussigkeitszu- und -ablauf
zu/von den Strémungskanalen realisieren.

10. Messzelle nhach Anspruch 1, bei der die Ab-
dichtung innerhalb des Grundkérpers (1,2) durch Si-
licondichtungen realisiert wird.

11. Messzelle nach Anspruch 1, bei der die zu un-
tersuchenden Materialien in Schichtform auf der den
Strémungskanalen  zugewandten  Seite  des
ATR-Kristalls (3) und der Abdeckplatte (5) aufge-
bracht werden.

12. Messzelle nach Anspruch 1, bei der der
ATR-Kristall (3) auf Auflageelementen (1a) gelagert
wird.

13. Messzelle nach Anspruch 1 und 12, bei der
die Auflageelemente (1a) aus Rundschnlren beste-
hen, die eine sehr geringe Auflageflache des
ATR-Kristalls (3) aulRerhalb der Bereiche realisieren,
in denen das eveneszente Feld des im ATR-Kristall
(3) geflhrten Lichtstahles aus dem ATR-Kristall (3)
austritt.

14. Verfahren zur Bestimmung des Zeta-Potenti-
als mittels Stromungspotential- und Strémungs-
strommessungen und zur Ermittlung von Daten mit-
tels ATR-FTIR-Spektroskopie in einer Messzelle
nach einem der Ansprliche 1 bis 13, bei dem eine
Messldésung durch die beiden Strémungskanale der
Messzelle geleitet wird, wobei . ein Strébmungskanal
als Referenzkanal fir die ATR-FTIR-Messung dient
und an dem anderen Strédmungskanal Uber Stro-
mungspotential- und Strémungsstrommessungen
das Zeta-Potential bestimmt wird und in beiden Stré-
mungskanalen nacheinander durch Einkopplung ei-
nes Lichtstahles in den ATR-Kristall (3) und Detektion
der wellenzahlabhangigen Intensitat des auf der an-
deren Seite des ATR-Kristalls (3) austretenden Licht-
strahles die ATR-FTIR-Messung realisiert wird, wobei
die zu untersuchende Probe Uber die Messldsung in
den  Mess-Stromungskanal  eingebracht  wird
und/oder sich bereits im Stromungskanal befindet.
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15. Verfahren nach Anspruch 14, bei dem die
Messung des Stromungsstroms und des Strémungs-
potentials simultan mit der ATR-FTIR-Messung
durchgefiihrt wird. 16. Verfahren nach Anspruch 14,
bei dem weiterhin die spezifische elektrische Leitfa-
higkeit, der pH-Wert, die lonenkonzentration
und/oder die Temperatur der Messldsung gleichzeitig
oder getrennt in einer Messung oder in einem Mess-
zyklus gemessen werden. 3

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhédngende Zeichnungen

2

Alaa

7

4i iﬁ/ 6
%j iﬁ/ 5

/7/
7 e 1b
— 1
I P
Fig.1

8/10



DE 102 15 731 B4 2004.09.23

20 - R g —

I

N N\

¢ [mV]

-60
'80 T l§ I - ' 1 L}
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH(10% M-KCI)

Fig. 2:. Zeta-Potential der gereinigten Probentrager (Silizium) in Abhangigkeit
vom pH-Wert einer 10 m KCI Loésung
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Fig. 3: Anderung des Zeta-Potentials der Probentrégeroberflache (Silizium)

bei der Adsorption von Fibrinogen aus einer verdiinnten PBS-Puffer-
I6sung (pH =7,4)
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Fig. 4: Integrierte Flachen der Amid-I- und Amid-ll-Bande aus ATR-FTIR-
Absorbanzspektren, zeitabhangig und simuitan gemessen zu den Zeta-
Potentialwerten der Abb. 2
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Fig. 5. pH-Abhéangigkeit des Zeta-Potentials der Probentrageroberfléche (o)

nach der Adsorption von Fibrinogen und simuitan dazu gemessene

relative Anderung der v(COO")-Bande im ATR-FTIR-Spektrum (¢)
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