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1 EINLEITUNG 1

1 Einleitung
Biologische Membranen!! sind in den letzten zwei Dekaden immer mehr in den
Fokus der Grundlagenforschung gertickt. Sie steuern und kontrollieren biologische
Vorgénge, wie z.B. lonentransport zwischen zwei durch die Biomembran getrenn-
ten Umgebungen. Ziel der Forschung ist es erstens, diese Vorgange in und an der
Membran zu verstehen und zweitens die Funktionen der Biomembran, wie z.B.
die Signaliibermittlung, der Wissenschaft nutzbar zu machen [1]. Als mogliche
Anwendung ist die Biosensorik zu erwdhnen [2].

Biologische Membranen sind hochkomplizierte dynamische Systeme. Sie bestehen
aus vielen verschiedenen Komponenten, wie Lipiden, Proteinen und Kohlenhydra-
ten. Zum detaillierten Verstdndnis der Funktionsweise von biologischen Abléufen
an und in der Membran werden deshalb Modellsysteme eingefiihrt, um die Zahl
der unbekannten Parameter erheblich zu reduzieren und um so einzelne Bestand-
teile der Membran charakterisieren zu kénnen.

Im Folgenden werden zuerst eine biologische Membran und anschliefend einige
bereits etablierte Modellsysteme vorgestellt.

1.1 Biologische Membranen

Biologische Membranen sind, wie bereits erwahnt, hochkomplexe und dynamische
Systeme bestehend aus vielen Komponenten. Thre Aufgaben sind die Trennung
von extra- und intrazellularem Raum, die Aufrechterhaltung von Konzentrations-
und Ladungsgradienten sowie die Verleihung mechanischer und struktureller Sta-
bilitdt. Sie schiitzen somit das Zellinnere vor dufseren Einfliissen und regeln den
Stoffaustausch der Zelle, sowie die Aufnahme, Weiterleitung und Aussendung von
Signalen.

Auch wenn die Membranen viele unterschiedliche Funktionen besitzen und un-
terschiedliche Zusammensetzungen aufweisen, so stellt die fluide Lipiddoppel-
schicht doch immer das Grundgeriist jeder biologischen Zellmembran dar. Diese
aus amphiphilen Phospholipiden bestehende zweidimensionale Matrix gewinnt ih-
re Stabilitdt durch nicht-kovalente Wechselwirkungen der Phospholipide. In diese
Matrix sind lateral fluide, integrale Proteine eingebettet; es konnen aber auch
periphere Proteine und Kohlenhydrate an die Lipiddoppelschicht gebunden sein.
Diese Proteine und Zucker funktionalisieren die Lipiddoppelschicht und machen
sie erst zu einer biologischen Membran. Ein sehr bekanntes Modell ist das Fliissig-

L1Biologische Membranen dienen als Trennschicht zwischen verschiedenen Bereichen inner-
halb einer lebenden Zelle oder auch zwischen dem Inneren einer Zelle und dem Zellaufsenraum
(im Falle der Zellmembran). Innerhalb der Zelle trennen Biomembranen das Innere von Or-
ganellen vom Cytoplasma. Eine Biomembran ist jedoch nicht nur eine passive Trennschicht,
sondern sie spielt eine aktive Rolle beim Transport von Molekiilen und Informationen von einer
Seite zur anderen.
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Mosaik-Modell [3], das zum besseren Versténdnis einer Biomembran von Singer
und Nicolson entwickelt wurde. In Abbildung 1.1 ist eine schematische Darstel-
lung gezeigt.

Fasern der Kohlenhydrat Extrazelluldre
extrazelluldren Fliissigkeit
Matrix (ECM) .

Glycoprotein //"*5\

\
\

f
[}
-

Filamente des Cholesteral/

Cytoskeletts

Periphdres Integrales
Protein Protein Cytoplasma

Abbildung 1.1: Membranmodell nach Singer und Nicolson. Die Phospholipid-
Doppelschicht bildet das Grundgeriist der Biomembran. Die Phospholipide besitzen
einen hydrophilen Kopf und zwei hydrophobe Schwénze. Proteine und Kohlenhydrate
in und an der Membran funktionalisieren die Phospholipid-Doppelschicht.

1.2 Modellmembransysteme

Wenn man Zellmembranen fiir biosensorische Anwendungen ausnutzen mdchte,
muss man die Funktionsweise von Membranproteinen kennen. Zur Untersuchung
solcher Proteine eignen sich besonders gut kiinstliche Lipiddoppelschichten, die
wenig unbekannte Komponenten besitzen und eine natiirliche Umgebung fiir Pro-
teine darstellen. Je nach zu untersuchendem Prozess und verwendeter Analyseme-
thode konnten sich die in Abbildung 1.2 gezeigten Modellsysteme etablieren. Auf-
grund ihrer Langzeitstabilitdt und der mechanischen Stabilitdt finden besonders
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die festkorperunterstiitzten Membrane fiir die Biosensorik grofe Anwendungs-
moglichkeiten.

Abbildung 1.2: Die vier bekanntesten Modellmembranen: Vesikel, BLMs, sBL.Ms und
tBLMs.

Vesikel haben viel zum Verstdndnis von Lipidmembranen beigetragen, sind
aber auf Grund ihrer Architektur, der kurzen Lebensdauer und ihrer Fragilitét
fiir die Biosensorik von geringer Bedeutung. Allerdings konnten in den letzten
Jahren einige Fortschritte erzielt werden, um diese Nachteile zu iberwinden [4, 5].

Schwarzfilmmembranen (Black Lipid Membrane (BLM)) ermdglichen die
Untersuchung der elektrischen Eigenschaften, wie Widerstand und Kapazitét ei-
ner Membran. Weil BLMs hochisolierend sind, eignen sie sich hervorragend zur
Untersuchung von Transportprozessen durch die Doppellipidschicht. Die Nachtei-
le dieses Modells sind dessen Instabilitdat und der schwierige Umgang mit ihnen
in praktischen Anwendungen [6]. Deshalb wurden bereits einige Versuche unter-
nommen Schwarzfilmmembrane zu stabilisieren [7, 8, 9].
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“Supported Bilayer Lipid Membranes* (sBLMs) sind festkorperunterstiitz-
te Lipiddoppelschichten [10, 11]. Hierbei ist eine Lipiddoppelschicht auf einem
Substrat physisorbiert, wobei der Abstand zwischen Substrat und Membran nur
einige Angstrom betragt. Diese Modellmembranen weisen bereits eine deutlich
hohere Langzeitstabilitat auf, sind aber nicht so hochisolierend wie BLMs. Aufer-
dem ist der Einbau von Transmembranproteinen wegen des geringen Abstandes
von Substrat und Lipidschicht praktisch nicht moglich [12].

SBLMs wurden auch schon als Plattform zur Anbindung von Vesikeln benutzt
[4, 5].

1.2.1 “Tethered Bilayer Lipid Membranes*

Um die Nachteile und Schwéichen der genannten Modellmembrane zu {iberwinden,
wurden die sogenannten “tethered Bilayer Lipid Membranes* (tBLM) als neues
Modell entwickelt [13]. Auch tBLMs sind festkorperunterstiitzte Membrane [14].
Die proximale Schicht ist jedoch im Gegensatz zu sBLMs teilweise iiber einen so-
genannten Spacer!? kovalent an den Festkérper gebunden [15]. Der Spacer sorgt
erstens fiir eine Entkopplung von Substrat und Lipiddoppelschicht, das heifst
Membranproteine und Lipide interagieren nicht mit dem Substrat. Zweitens ist
der Spacer hydrophil. Deshalb dient der gewonnene Raum zwischen Festkdrper
und Membran als Ionenreservoir [16]. Dies ist besonders fiir den Einbau von Prote-
inen, die Ionen durch die Lipidschicht transportieren, von grofer Bedeutung [14].
Die distale Schicht besteht aus freien Lipiden.

Dieses System garantiert durch die kovalente Bindung des Monolayers an das
Substrat einerseits eine hohe mechanische, zeitliche und chemische Stabilitét.
Andererseits behélt die Lipiddoppelschicht wegen der Entkopplung von Substrat
und Membran ihre Fluiditédt, was fiir den Einbau von Proteinen wichtig ist. Das
System der tBLMs erfiillt somit alle notwendigen Bedingungen fiir praktische
Anwendungen [17].

Damit man die tBLMs als Biosensoren funktionalisieren kann, miissen die Fest-
korper elektrisch leitfahig sein. Die vielversprechendsten Materialien sind Gold
[18] und hochdotiertes Silizium mit einer nativen Siliziumoxidschicht [19]. Auf
Gold konnte bereits ein funktionierendes Modell eines Biosensors publiziert wer-
den [13].

Ein weiteres vielversprechendes Modell fiir biosensorische Anwendungen sind so-
genannte nano-BLMs, die von Steinem et al. [20] entwickelt wurden. Nano-BLMs
stellen eine Mischform aus BLM und sBLM dar und erlauben den funktionalisie-
renden Einbau von Proteinen [21]. Sie haben die Lebensdauer von sBLMs und
die Membranwiderstdnde von BLMs.

L-2engl.: Zwischenstiick, Abstandhalter, Distanzhalter
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1.3 Zielsetzung

In jiingster Zeit konnten in der Arbeitsgruppe hochisolierende tBLMs auf Gold,
Aluminium- und Siliziumoxid etabliert werden |22, 23]. Diese Membranen kénnen
Membranproteine, wie z.B. Ionenkanéle, aufnehmen. Die Funktion dieser Proteine
kann mit der elektrochemischen Impedanzspektroskopie (EIS) untersucht werden.
Der Aufbau der Membrane kann optisch mit Hilfe von Oberflaichenplasmonen-
Resonanzspektroskopie (SPR/auf Gold oder Aluminiumoxid) oder Ellipsometrie
(auf Siliziumoxid) verfolgt werden. In der Gruppe wurde bereits eine Messzelle
entwickelt, die gleichzeitige SPR/EIS Messungen erlaubt.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit soll eine Messzelle fiir simultane Ellipsome-
trie/EIS Messungen entwickelt werden und nachfolgend zur Charakterisierung
von tBLMs genutzt werden. Optisch soll der Aufbau einer Membran verfolgt
werden und elektrisch deren Eigenschaften bestimmt werden. In einem zweiten
Schritt soll dann der funktionelle Einbau von Membranproteinen nachgewiesen
werden.
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2 Theoretische Grundlagen und Messmethoden

In diesem Kapitel werden die Methoden der Ellipsometrie und der elektroche-
mischen Impedanzspektroskopie vorgestellt und ihre theoretischen Grundlagen
behandelt. Mit diesen Methoden werden die wichtigsten Eigenschaften der Pro-
ben charakterisiert.

2.1 Kontaktwinkelmessung

Als Kontaktwinkel € bezeichnet man den Winkel, der sich zwischen einem Fliissig-
keitstropfen auf der Oberfliache eines Feststoffs und dessen Oberfliche ausbildet.
Die Grofse des Kontaktwinkels liefert einen Anhaltspunkt iiber die Hydrophobizi-
tét der Oberflache und héngt von der Wechselwirkung der Fliissigkeit mit dem zu
messenden Substrat ab. Je geringer diese Wechselwirkung ist, desto grofler wird
der Kontaktwinkel. Im mechanischen Gleichgewicht muss nach Abbildung 2.1
gelten:

05 = og1, + 0, cos O (2.1)

mit o= Oberflaichenspannung der Fliissigkeit, 0= Freie Oberflichenenergie des
Festkorpers und 05— Grenzflachenenergie zwischen Fliissigkeit und Festkorper.

9%\ G%\ \@_\
GS,L

Substrat

pd
~

Gs

Abbildung 2.1: Kontaktwinkel von Wasser auf einer hydrophilen (links), hydrophoben
(Mitte) und superhydrophoben (rechts) Oberflache.

Lost man diese Gleichung nach dem Kosinus des Kontaktwinkels auf, folgt daraus
die Youngsche Gleichung:

cosf = 25— I5L (2.2)

or

Im Spezialfall der Verwendung von Wasser als Fliissigkeit bezeichnet man bei
geringen Kontaktwinkeln # < 10° die Oberfliche als hydrophil, bei Winkeln um
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90° als hydrophob und bei noch groferen Winkeln als superhydrophob (Abbil-
dung 2.1).

Die in dieser Arbeit praparierten Substrate miissen einen Kontaktwinkel von iiber
80° besitzen, damit Vesikel fusionieren und eine Lipiddoppelschicht ausbilden. Als
Fliissigkeit wurde entgastes Reinstwasser®! verwendet. Die Tropfen hatten ein Vo-
lumen von 8 pl und wurden mit einer Geschwindigkeit von 40 pl/min aus einer
computergesteuerten Spritze gedriickt und durch Kontakt mit der Oberflache auf
diese gesetzt. Gemessen wurden im static-mode jeweils vier Tropfen pro Substrat,
woraus der Mittelwert berechnet wird. Bei der Messung des Kontaktwinkels wird
die Grenzflache von Fliissigkeit und Substrat und die Form des Tropfens compu-
terbasiert erkannt und gefittet. Das verwendete Kontaktwinkelmessgerét ,,Drop
shape analysis system DSA10“ stammt von der Firma Kriiss GmbH.

2.2 Ellipsometrie

Die Ellipsometrie ist ein Messverfahren der Oberflichenphysik und der Material-
forschung. Sie ist eine nicht invasive, optische und besonders sensitive Methode,
um Schichtdicken und Brechungsindizes diinner Schichten an Grenz- oder Ober-
flichen zu bestimmen. Bei der Reflexions-Ellipsometrie nutzt man aus, dass die
Polarisation eines einfallenden monochromatischen und gebiindelten Lichtstrahls
bei der Reflexion an Grenz- und Oberflachen in charakteristischer Weise veréndert
wird. Gemessen wird dabei das reflektierte Intensitatsverhéltnis p des senkrecht
(Rs) und parallel (R,) zur Einfallsebene polarisierten Lichtstrahls. R; und R,
sind abhéingig von der Schichtdicke des Systems und sind iiber die Fresnelschen
Formeln direkt mit den optischen Figenschaften der Schichtstruktur verkniipft.
Rs; und R, sind komplexe Grofen. Mit dem Verhéltnis der Gesamtreflektivitét
kann man zwei ellipsometrische Winkel A und ¥ einfithren und definieren:

= % = % !9 =t (1)e's
. _ || _ s
mit tan(V) = X und A =6, — 9, (2.3)

wobei 9, und d, die Phasenverschiebungen zum Nullpunkt von parallel und senk-
recht polarisiertem Licht sind.

2.2.1 PCSA-Nullellipsometrie

Ein Nullellipsometer besteht aus einem Polarisator (P), einem Kompensator (C),
dem Substrat (S) oder der Probe und einem Analysator (A), kurz PCSA-Nullellip-
someter. Ein Schema dieses Aufbaus ist in Abbildung 2.2 zu sehen.

ZIMilli-Q (R > 18,2Qcm?)
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Flachennormale
LASER CCD Kamera

/# P polarisiert \
, y Achs

S polarisiert|  Einfallswinkel

x Achse / v,

Substrat

Abbildung 2.2: Schema des Ellipsometeraufbaus bestehend aus Laser, Polarisator (P),
Kompensator (C), Substrat (S), Analysator (A) und Detektor.

Bei dieser Methode werden die Winkel des Polarisators und Analysators so ver-
andert, dass die Intensitdt am Detektor Null wird. Im Realfall findet man jedoch
nur ein globales Minimum der Lichtintensitédt. Fiir einen festen Winkel des Kom-
pensators erhédlt man zwei Einstellungen von Polarisator und Analysator, die zu
zwei voneinander unabhéngigen Minima fithren |24, 25]. Fiir zwei feste Winkel
des Kompensators (meistens +m/4) ergeben sich somit insgesamt vier Minima,
die man in vier Quadranten oder Zonen einteilt. Um die Wechselwirkung des po-
larisierten Lichts mit den einzelnen Komponenten und insbesondere des Substrats
zu berechnen, bedient man sich des Jones-Matrix-Formalismus, der ausfiihrlich
von Azzam [26| diskutiert ist.

Man betrachtet die Auswirkung jedes einzelnen optischen Elements auf den Po-
larisationszustand des elektrischen Feldes im jeweiligen Eigensystem, so dass sich
diese Wechselwirkung als diagonale Matrix darstellen lasst. Diese Matrix &n-
dert die Feldstdrken und Phasen der Eigenpolarisationsvektoren (%’) und ( EOS),
erhélt aber deren lineare Unabhéngigkeit. Letztlich méchte man das Substrat
charakterisieren, von dem man vereinfachend annimmt, dass es linear orthogo-
nalen Charakter beziiglich der Polarisationseffekte besitzt. Damit kann man die
Auswirkungen des Substrats auf die Polarisation in dessen Eigenzustand bestim-
men. Dazu miissen alle diagonalen Matrizen der optischen Elemente in das Sub-
strateigensystem transformiert werden, was leicht durch Multiplizieren mit einer

. . cos(aw)  sin(«) _
entsprechenden Transformationsmatrix R(a) = erreicht
—sin(a) cos(a)

wird. Fihrt man dies mit einem PCSA-Aufbau, wie in Abbildung 2.2 gezeigt,
durch, so erhilt man:
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Ep = TAR(ATsR(—C)T¢R(C — P)Ep | (2.4)

wobel Ep = const(é). Die Matrizen T' beinhalten die charakteristischen Kon-
stanten des jeweiligen optischen Elements, und die Argumente der Transformati-
onsmatrizen sind die Azimuth-Winkel des jeweiligen Elements. Eine vollstdndige
Ausfiihrung ist in [24] und [26] zu finden. Lost man diese Gleichung, so erhalt
man:

tan(C') + pc tan(P — C)

P ) | GO

(2.5)

pc = Teel¢ ist das komplexe Verhéltnis der Eigenwerte von schneller zu lang-
samer Hauptachse des Kompensators. In Kombination mit Gleichung (2.3) kon-
nen daraus die ellipsometrischen Winkel ¥ und A bei Nullintensitdt am Detek-
tor ermittelt werden. Wahlt man fiir den Azimuth-Winkel des Kompensators
C' = +1/4m, so ergeben sich je zwei Werte, einer in jedem der vier Quadranten
oder Zonen.

U =A
Quadrant 1 C = —1/4w
A = 2P1 + 1/27’(
\I] - AQ
Quadrant 2 C = +1/4xw
A=—2P,—1/21
(2.6)
U =—A4;
Quadrant 3 C = —1/4w
A=2P—1/2r
U =—-A

Quadrant 4 C = +1/4w
A=—2P, —1/2r

Wurden ¥ und A und damit auch implizit die Substratmatrix S mittels Glei-
chung (2.4) bestimmt, so kann man daraus im giinstigsten Fall zwei unabhéngige
Parameter ermitteln. Handelt es sich bei dem Substrat nur um eine reflektieren-
de Grenzflache, so kann der Brechungsindex iiber die Fresnelschen Gleichungen
berechnet werden. Besteht das Substrat aus N verschiedenen, iibereinanderlie-
genden Schichten, so léasst sich die Substratmatrix in die Matrizen der einzelnen
Grenzflachen und Schichtdicken zerlegen:

S = In(n+1)Ln e LjI(]—l)] e L2I12L1I01 . (27)
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Die I Matrizen beschreiben den Einfluss der Grenzflichen auf die polarisierten
elektrischen Feldvektoren. Er kann mit Hilfe der Fresnelschen Gleichungen un-
ter dem jeweiligen lokalen Winkel fiir die entsprechende Polarisation berechnet
werden. Sie enthalten also Informationen iiber den Brechungsindex der beiden
aneinandergrenzenden Schichten und den resultierenden Phasensprung an dieser
Grenzflache. Die L Matrizen sind fiir beide Polarisationen identisch, verdndern
aber die Phase in Abhéngigkeit von der Schichtdicke und dem Brechungsindex.
Kennt man also ein Schichtsystem mit Ausnahme zweier Parameter genau, so
kann man Gleichung (2.7) nach diesen auflésen und die unbekannten Parameter
berechnen. Fiir ein System aus drei Schichten ist dies in [26] explizit ausgefiihrt.
Diese Rechnung lasst sich leicht mit dem Programm Matlab7.0 durchfiihren. Als
Beispiel ist in Abbildung 2.4 die Abhéangigkeit der ellipsometrischen Winkel ¥
und A von der Schichtdicke des mittleren Mediums (Siliziumoxid) in einem Drei-
schichtsystem (Abbildung 2.3) zu sehen.

Luft (n = 1)/ H,0 (n=1.333)

SiO, (n = 1.4605, d = ?77?)

Si (N = 4.1132 +i 0.0538)

Abbildung 2.3: Einfache Skizze des Schichtsystems eines Siliziumwafers.

2.2.2 PCWSW’A-Nullellipsometrie

Wendet man die Nullellipsometrie an einem nur unter Wasser stabilen System,
wie etwa Lipiddoppelschichten, an, so ist es erforderlich, das Substrat in einer
geeigneten Messzelle in den Strahlengang des Ellipsometers zu integrieren. Im
Strahlengang sind dann die Messzellenfenster W und W’, wie in Abbildung 2.5
gezeigt, zu beriicksichtigen.

Im Idealfall haben sie keinen Einfluss auf die Polarisation des Lichts und wer-
den im Jones-Matrix-Formalismus lediglich als Einheitsmatrix berticksichtigt. Im
Realfall muss man sowohl die Fehler der Fenster, wie etwa Doppelbrechung, als
auch Fehler der weiteren optischen Elemente, sowie Fehler im Einfallswinkel be-
achten. Die Jones Matrix eines optischen Elements k mit kleinen Abweichungen
vom Idealverhalten, kann geschrieben werden als:

T = T + 5T, 6Ty = (6T i), 6T 0| < 1, (2.8)
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Abbildung 2.4: Matlab-Simulation des Siliziumwafers aus Abbildung 2.3. Es sind die
ellipsometrischen Winkel gegen die Schichtdicke des Siliziumoxids aufgetragen.

Flachennormale

LASER CCD Kamera
P L7
7 N A
C /4 P polarisiert \\
y y Achsi
S polarisiert i
x Achse AOI \/
W w’
Substrat

Abbildung 2.5: Schema des Ellipsometeraufbaus mit integrierter Zelle. Nach Einbau
der Messzelle sind zusétzlich zu Abbildung 2.2 die beiden Zellfenster im Strahlengang
zu berticksichtigen.

wo 0T, die Abweichung vom Idealverhalten [26] von T:% beschreibt. Die Buch-
staben i und j stehen fiir die Indizierung des jeweiligen Matrixelements. Das
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Verhiltnis der Eigenpolarisationsvektoren des Substrats kann als lineare Taylor-
Entwicklung geschrieben werden:

p= "+ 5p = p" 4 O M (2.9)

ij

mit 7,5 als Eigenwerte zur Matrix 6 M ;. Diese Entwicklung fiihrt auch in ¥ und
A zu einer linearen Fehlerentwicklung;:

U = \Ijideal + 5\117

, (2.10)
A = Azdeal + SA.

Dies ist explizit in [26] fiir verschiedene Fehlerquellen beschrieben. Fiihrt man
nun eine Vierzonenmittelung durch, so findet man, dass sich die Fehler der vier
Zonen fast vollstandig herausmitteln:

\1’1_4 = \Iﬂid_ezl + 1/2(5\11274 + 5\11173),

. (2.11)
Ay = AW L 1/2(0A04 + 641 3).

In ¥ heben sich die Fehler komplett auf, da Vs, = —9dV¥; 3, und in A bleiben
ausschlieflich die Retardierungseffekte der Messzellenfenster bestehen, d.h.

(SAQA - —5TP - 5P + 50 + 5RW + 5RW’7
6A13 = +0Tp + 6P — 6C + 6 Ry + 6 Ry, (2.12)
= 5A274 + (5A1’3 = 2((5RW + (SRW/),

wo 6P, 6C' und 0 A Fehler im Azimuth-Winkel sind, und 67p, d Ry und d Ry die
Abweichungen des Polarisators bzw. der Fenster vom Idealverhalten beschreiben.

2.2.3 Kinetikmessungen

Bei der Aufnahme von Kinetiken mittels Ellipsometrie werden Verdnderungen in
den ellipsometrischen Winkeln A und ¥ als Funktion der Zeit gemessen. Diese
Verdnderungen entsprechen in den meisten Féllen dem Anwachsen einer zusatz-
lichen Schicht auf der Probe. Die erhaltenen Messwerte in A und ¥ miissen also
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mit Hilfe eines Modells in Schichtdickenzuwéchse umgerechnet werden.

An dieser Stelle wird das verwendete Modell vorgestellt und begriindet, dass der
Schichtdickenzuwachs bei Zugabe eines Molekiils (n = 1,5) bei dem verwendeten
Modell fiir die ersten fiinf bis zehn Nanometer linear von den ellipsometrischen
Winkeln abhéngt. Als Modell wird ein System gewéhlt, das aus folgenden Schich-
ten zusammengesetzt ist:

1. Hochdotiertes Silizium
2. Native Siliziumoxidschicht
3. Ankerlipide
4. Lipide
5. Wasser
Dabei ist der vierte Punkt (Lipide) die zu untersuchende Schicht. Es wird somit

das Anlagern dieser Lipide auf der Oberflache und die Ausbildung einer zusétzli-
chen Schicht zwischen den Ankerlipiden und dem Wasser verfolgt und untersucht.

Silizium . ) o o
(p-dotiert) Siliziumoxid | Ankerlipide | Lipide | Wasser
Brechungs-
index 4,1132 1, 4605 1,45 1,5 | 1,3337
N + 10,0538
hichtdi- Para-
Schichtdi Substrat 2 nm 1,3 nm ara Ambiente
cke meter

Tabelle 2.1: Brechungsindizes und Schichtdicken des verwendeten Modells

Kinetikmessungen bei 60° Verwendet man die in Tabelle 2.1 angegebenen
Brechungsindizes und Schichtdicken, so kann man die Abhéngigkeit der ellipso-
metrischen Winkel von der Schichtdicke der Lipide in einem Graphen auftragen
und ausrechnen. Diese Rechnung wurde mit der Software Matlab7.0 durchgefiihrt
und liefert Abbildung 2.6 und Tabelle 2.2. Die Matlab-Datei zu dieser Berechnung
befindet sich im Anhang.

In der Abbildung 2.6 und in der Tabelle 2.2 erkennt man, dass die Verdnderung
in U bis zu einem Schichdickenzuwachs von 5 nm sehr gering und nicht-linear
ist. Dagegen ist die Anderung von A auferordentlich sensitiv fiir Schichdicken-
zuwéchse. Aus diesem Grund ist im folgenden A von dufserster Wichtigkeit und
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Abbildung 2.6: Simulation des vorgestellten Systems mit den Brechungsindizes und
Schichtdicken aus Tabelle 2.1, einer Wellenldnge von 532 nm und einem Einfallswinkel
von 60°. Der lineare Fit ist an die ersten sechs Datenpunkte aus Tabelle 2.2 gelegt.
Ein sichtbare Abweichung des linearen Fits von den Datenpunkten wird erst ab einigen
Nanometern deutlich.

U nur von zweitrangiger Bedeutung.

Desweiteren ist die lineare Abhéngigkeit des Winkels A bis zu einer Dicke von
5 nm aus Bild 2.6 und Tabelle 2.2 so offensichtlich, dass die Abhéngigkeit des
Winkels A von der Schichtdicke ohne weiteres linearisiert werden kann, da nur
Schichtdickenzuwéchse von ungefihr 3,5 nm erwartet werden. Das bedeutet man
erhélt den Schichtdickenzuwachs direkt durch Anwenden des Dreisatzes auf die
Differenz von A vor und nach der Zugabe von Lipiden. Der Umrechungsfaktor ist
Bild 2.6 zu entnehmen. Er wurde mittels eines linearen Fits an die ersten sechs
Datenpunkte der Simulation in Origin7.5 ermittelt (Abbildung 2.6). Er betrégt
0,794 £ 0,002°/nm fiir einen Einfallswinkel von 60°.

In Tabelle 2.2 sind die Werte in A fiir zwei unterschiedliche native Siliziumoxid-
dicken aufgelistet. Da die Werte fiir eine native Oxidschicht meistens zwischen
1,6 nm und 2 nm [27, 28| (— Kapitel 3.1) liegen, sind diese beiden Grenzwer-
te zur Simulation benutzt worden, um zu sehen wie sich mogliche Messfehler
der Siliziumoxidschicht auf Fehler in der Bestimmung der Schichtdicke des Li-
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R L o S LT R R EN LI S

0 nm 176,84 18,153 176,72

1 nm 176,04 | 0,80 18,169 | 0,016 175,92 | 0,80
2nm 175,24 | 0,80 18,188 | 0,019 175,13 | 0,79
3 nm 174,45 | 0,79 18,210 | 0,022 174,33 | 0,80
4 nm 173,66 | 0,79 18,237 | 0,027 173,54 | 0,79
S5 nm 172,87 | 0,79 18,266 | 0,029 172,76 | 0,78
6 nm 172,09 | 0,78 18,300 | 0,034 171,98 | 0,78
7nm 171,32 | 0,77 18,337 | 0,037 171,20 | 0,78
8 nm 170,54 | 0,78 18,377 | 0,040 170,43 | 0,77
9 nm 169,78 | 0,76 18,421 | 0,044 169,66 | 0,77
10 nm 169,02 | 0,76 18,468 | 0,047 168,90 | 0,76

Tabelle 2.2: Werte zu Abbildung 2.6. Die ellipsometrischen Winkel wurden mit
Matlab7.0 in einer Simulation berechnet. Die Schichtdicken und Brechungsindizes
sind in Tabelle 2.1 nachzulesen. Die Spalten zwei bis fiinf zeigen Daten fiir eine
2 nm dicke native Siliziumoxidschicht. Die beiden letzten Spalten stehen fiir eine
nur 1,6 nm dicke native Siliziumoxidschicht.

pids auswirken. Der Unterschied der Differenzen ist hochstens 0,01° grofs, was
noch nicht einmal 0,013 nm in der Schichtdicke entspricht. Somit ergibt sich
ein Gesamtfehler von ungeféhr 0,01°/nm. Systematische Fehler sind weitgehend
auszuschlieffen, weil ausschliefslich relative Unterschiede in A von Interesse sind.
Die Absolutwerte des Winkels A bei einer Kinetikmessung sind allerdings mit ei-
nem Fehler von bis zu 1° behaftet, da die Messpunkte nur in einer Zone bestimmt
werden. Die 1-Zonen-Messung wird dennoch gewéahlt, um die Messzeit pro Da-
tenpunkt zu verkiirzen und somit eine bessere zeitliche Auflésung der Kinetik zu
bekommen [29]. Der grofe Fehler in A wird in Kauf genommen, weil in der Aus-
wertung der Kinetiken lediglich die relativen Unterschiede in A von Bedeutung
sind.

Kinetikmessungen bei 70° Unter einem Messwinkel von 70° sind die Vor-
raussetzungen nicht so ideal wie bei 60°.
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Abbildung 2.7: Simulation des vorgestellten Systems mit den Brechungsindizes und
Schichtdicken aus Tabelle 2.1, einer Wellenldnge von 532 nm und einem Einfallswinkel
von 70°. Der lineare Fit ist an die ersten sechs Datenpunkte aus Tabelle 2.3 gelegt. Der
lineare Fit weicht bereits ab einer Schichtdicke von 6 nm deutlich von den simulierten
Datenpunkten ab. Der Fehler ist deutlich gréfer als bei einem Einfallswinkel von 60°.

In Abbildung 2.7 und Tabelle 2.3 erkennt man, dass die ellipsometrischen Winkel
sich zwar schneller dndern als bei einem Messwinkel von 60°, aber nicht so gut
linearisiert werden kénnen. Der lineare Fit liefert einen Umrechnungsfaktor von
3,63+0,09°/nm. Zusitzlich wirken sich Fehler bei der Messung der Siliziumoxid-
schicht stérker auf Fehler in der Bestimmung der Lipidschichtdicke aus, was durch
Vergleich der Spalten drei und sieben in Tabelle 2.3 auffillt. Der Fehler hierfiir
betrégt maximal 0,08°/nm, so dass man einen Gesamtfehler von 0,12°/nm er-
halt.

Die Ellipsometrie ist somit gerade bei einem Messwinkel von 60° eine hervorra-
gende Methode, um Schichtdickenverdnderungen von wenigen Nanometern auf
Silizium-Wafern zu messen und zeitlich zu verfolgen [30, 31].
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B e LT e R EN L

0 nm 162,42 3,8628 163,77

1 nm 158,35 | 4,07 3,9592 | 0,0964 159,63 | 4,14
2nm 154,48 | 3,87 4,0742 | 0,1150 155,69 | 3,94
3 nm 150,84 | 3,64 4,2062 | 0,1320 151,98 | 3,71
4 nm 147,44 | 3,40 4,3536 | 0,1474 148,50 | 3,48
S5 nm 14427 | 3,17 4,5150 | 0,1614 145,25 | 3,25
6 nm 141,33 | 2,94 4,6886 | 0,1736 14223 | 3,02
7nm 138,60 | 2,73 4,8733 | 0,1847 139,44 | 2,79
8 nm 136,08 | 2,52 5,0677 | 0,1944 136,85 | 2,59
9 nm 133,76 | 2,32 5,2706 | 0,2029 134,46 | 2,39
10 nm 131,60 | 2,16 95,4811 | 0,2105 132,26 | 2,20

Tabelle 2.3: Werte zu Abbildung 2.7. Die ellipsometrischen Winkel wurden mit
Matlab7.0 in einer Simulation berechnet. Die Schichtdicken und Brechungsindizes
sind in Tabelle 2.1 nachzulesen. Die Spalten zwei bis fiinf zeigen Daten fiir eine
2 nm dicke native Siliziumoxidschicht. Die beiden letzten Spalten stehen fiir eine
nur 1,6 nm dicke native Siliziumoxidschicht.

2.3 EIS - Elektrochemische Impedanzspektroskopie

Die elektrochemische Impedanzspektroskopie (EIS) ist ein Verfahren zur Bestim-
mung der elektrischen und dielektrischen Eigenschaften diinner Schichten [32].
Dabei kénnen die diinnen Schichten auch Grenzflachen zwischen fester und fliis-
siger Phase sein. Zusétzlich ist die Impedanzspektroskopie eine nicht-invasive und
label-freie Methode, und biologische Systeme kénnen in ihrer natiirlichen Umge-
bung untersucht werden. Damit eignet sich diese Methode zur Untersuchung von
festkorperunterstiitzten Lipidmembranen [19, 33|, wobei die fliissige Phase hier
eine wassrige Elektrolytlosung ist, die das physiologische Umgebungsmedium fiir
die Lipidmembran darstellt. Auf Grund der hohen Empfindlichkeit fiir Mem-
brandefekte bzw. Verdnderungen in der Ionendurchlassigkeit der Membran durch
funktionelle Membranproteine, ist EIS eine besonders gut geeignete Messmetho-
de, um Aussagen iiber die Membranqualitdt zu machen, wo optische Methoden
auf Grund der Auflgsungslimitierung an Grenzen stoften [34].
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2.3.1 Messprinzip

Die (elektrochemische) Impedanzspektroskopie ist eine Erweiterung der Impe-
danzanalyse. Hierbei wird die komplexe Impedanz bei mehreren Frequenzen iiber
einen Frequenzbereich (Spektrum) bestimmt. Mit ihrer Hilfe lassen sich frequenz-
abhéngige Phdnomene von elektrochemischen Systemen analysieren.

Zur Messung der Impedanz wird zwischen zwei Elektroden eine Wechselspan-
nung U(w) angelegt und der resultierende Strom /(w) gemessen. Die Amplitude
der angelegten Wechselspannung sollte moglichst klein gew#hlt werden, da dann
die starke Nichtlinearitit des Antwortverhaltens von elektrochemischen Systemen
vernachlassigbar ist. Im Fall einer sinusformigen Wechselspannung mit der Kreis-
frequenz w ergibt sich somit der komplexe, frequenzabhéngige Wechselstromwi-
derstand (Impedanz):

Uw)/I(w) = Z(w) = ReZ(w) + jImZ(w) = | Z(w)[e?®«) . (2.13)

Daraus erhélt man die beiden signifikanten Messgrofen, den Betrag der Impedanz
|Z(w)| und die Phasenverschiebung O (w) zwischen angelegter Wechselspannung
und resultierendem Strom. Fiir einen rein Ohmschen Widerstand gibt es zwischen
Strom und Spannung keine Phasenverschiebung, d.h. ausschliefslich der Realteil
der Impedanz ist von Null verschieden. Misst man dagegen ein rein kapaziti-
ves Element eilt der Strom der Spannung um 7/2 voraus. Der Strom in einer
Induktivitdt hinkt der Spannung unabhéngig von der Frequenz um 7 /2 nach. In-
duktivitaten spielen in den zu untersuchenden Systemen keine mafigebliche Rolle
und werden nicht weiter behandelt.

2.3.2 Der (frequenzreduzierte) Admittanz-Graph

Im allgemeinen sind mehrere Impedanzen miteinander verschaltet. Der Strom-
Spannungszusammenhang ist dann komplizierter. Komplizierte Systeme erfor-
dern die Messung iiber einen ausreichend weiten Frequenzbereich. Die System-
analyse geschieht oft in einem Nyquist-Graph, bei dem der negative Imaginéarteil
der Impedanz —I'mZ(w) iiber dem Realteil ReZ(w) aufgetragen ist. Hier soll an-
stelle des Nyquist-Graphen die Darstellung in einem Admittanz Graphen erfol-
gen, in dem der frequenzreduzierte Imaginérteil der Admittanz ImY (w)/w tiber
dem entsprechenden Realteil ReY (w)/w aufgetragen ist, da so Unterschiede in
den Kapazitiaten leichter erkennbar sind. Als einfaches Beispiel soll hier die in
Abbildung 2.8 gezeigte RC-Parallelschaltung behandelt werden. Die Admittanz
und die Impedanz dieser Schaltung betragen offensichtlich

1 R
4 d Z——"*
TR 1+ jwRC

Y = (2.14)

N
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Damit ergibt sich fiir die auf die Frequenz normierte Admittanz

= = 14iC . 2.15
wZ wR+‘7 ( )

Y 1 1

w
Der Realteil ReY (w)/w = 1/wR ist bei sehr groken Frequenzen verschwindend
klein und wird zu kleinen Frequenzen immer grofer. Der Imaginéarteil
ImY (w)/w = C ist fiir alle Frequenzen konstant. Trégt man nun den Imaginérteil
gegen den Realteil auf, so kann man, wie in Abbildung 2.9 gezeigt, an dem Ach-
senabschnitt der Ortskurve mit der imagindren Achse die Grofe der Kapazitét
abschatzen.

Abbildung 2.8: Einfaches RC-Glied

Im(Y ) oA
0= 0—0
/
C
Re(Y)o

Abbildung 2.9: Frequenzreduzierter Admittanz-Graph einer RC-Parallelschaltung

2.3.3 Der Bode-Plot

Der wichtigste Plot zur Analyse von Impedanzmessungen ist der sogenannte
Bode-Plot, bei dem log(|Z(w)|) und ©(w) iiber log(w) aufgetragen werden. Der
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Vorteil dieser Darstellung ist die Anschaulichkeit des Frequenzverhaltens des un-
tersuchten Systems. Um dies zu verdeutlichen, wird beispielhaft die Schaltung in
Abbildung 2.10 untersucht. Die Impedanz dieses Schaltkreises ist

J=Ri+———FF =R — )
1 1+ jWRQCQ 1+ 1+ (wR202)2 J 1+ (WR202)2

(2.16)

An Gleichung (2.16) ist bereits das Grenzverhalten des Betrages der Impedanz
abzulesen:

Z(w)] — Ry + Ry fir w — 0 und
12 (w) e (2.17)

|Z(w)| — Ry fir w — o0.

o o

Abbildung 2.10: Schaltkreis eines R(RC)-Elements

Zwischen diesen Grenzwerten fallt der Betrag der Impedanz in einem vom RC-
Element abhéngigen Intervall mit der Steigung —1, wie man folgend zeigen kann.
Der Widerstand R; wurde zur Vereinfachung vernachléssigt, was erlaubt ist, wenn

Rl < R2:

2 2
2 R L/.JRQC o
2@)P = (rdier) + (miiy) -

_ R3+R2(wR2Ch)? R2
T [1+(wR2C2)?2)2 T 14+ (wRaC2)?

= log |Z(w)| = log Ry — 1/21og(1 + (wR2()?) ~

~ log Ry — log(wR2Cy) fir w > 1/ReC, .
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Man erhélt fiir den Betrag der Impedanz also folgende einfache Gleichung;:

|Z(w)| = log Ry — log(wRsCy) = —log Cy — log(w) . (2.18)

Wenn man |Z(w)| gegen log(w) auftrégt, ergibt sich somit eine Gerade mit der
Steigung —1. Das bedeutet im kapazitiv dominierten Frequenzbereich fillt die
Impedanz um eine Grofenordnung pro Dekade. Um dies auch zu visualisieren
wurde der Bode-Plot eines R(RC')-Schaltkreises in Abbildung 2.11 mit Matlab7.0
simuliert. Die Beschreibung des Programms ist im Anhang zu finden.

90
10°F 180
{70
10°F 160
5 —502
N D
N0t 140
R, =100 Q
R, = 50 MQ 130
C,=2uF
10°F 20
{10
100 I—2 I0 I2 I4 0
10 10 10 10

f [Hz]

Abbildung 2.11: Simulation des R(RC)-Schaltkreises aus Abbildung 2.10. In dem Bode-
Plot kann man sehr gut den kapazitiv dominierten Frequenzbereich (Phase = -90°) von
den resistiv dominierten Bereichen (Phase ~ 0°) unterscheiden.

Um das Phasenverhalten ©(w) qualitativ bestimmen zu kénnen, muss man den
Quotienten aus Imaginar- und Realteil bilden und davon den
arctan(ImZ(w)/ReZ(w)) bestimmen:

o wR2Cy o wR2Cy
O(w) = arctan <_R1+R2+R21(wR202)2> = —arctan <R1+R2+R21(wR202)2> - (2.19)
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Betrachtet man nun das Grenzverhalten der Phase,

O(w) — 0° fiir w — 0 und
(2.20)

O(w) — 0° fir w — o0,

so ist die Phase jeweils Null. Nur in einem fiir das R-C-Element charakteristischen
Intervall ist die Phase von Null verschieden und liegt zwischen 0 und 90°, wie in
der Simulation dieser Schaltung in Abbildung 2.11 zu sehen ist.

2.4 Theorie der Elektrodengrenzflache

Die gemessenen Impedanzspektren miissen mittels Datenanpassung an Modelle
ausgewertet werden. In diesem Abschnitt sollen die Grundlagen der Elektroche-
mie von Elektrodengrenzflichen besprochen werden, um die Wahl des Aquiva-
lenzschaltkreises zu rechtfertigen. Dabei wird implizit auch die verwendete Silizi-
um/Siliziumoxid Elektrode, die in Kontakt mit einem Elektrolyten steht, disku-
tiert werden.

2.4.1 Die elektrolytische Doppelschicht

Wird in ein Elektrolyt eine Metallelektrode getaucht, so kann es an der Oberflache
zur Reaktion von Metall und Elektrolyt kommen:

Me”t +ze~ = Me . (2.21)

In Abhéngigkeit von der Reaktionskonstanten iiberwiegt entweder die Hin- oder
die Riickreaktion. Falls die Hinreaktion {iberwiegt, ladt sich die Elektrode positiv
auf. Dies wiederum zieht die Anionen in Oberflichennéhe an, so dass sich eine
Ladungsdoppelschicht entsprechend Abbildung 2.12 zu beiden Seiten der Pha-
sengrenze ausbildet. Zur Beschreibung dieses Phanomens wurden drei Modelle
entwickelt:

1. Die starre Doppelschicht nach Helmholtz:

Kommt es zur Bildung einer Ladungsdoppelschicht, versuchen die hydrati-
sierten Ionen sich mdoglichst weit der Elektrodenoberfliche zu nahern. Der
Abstand des Ladungsschwerpunktes entspricht dabei dem halben Durch-
messer d/2 der solvatisierten Ionen. Die Ebene, die durch die Ladungs-
schwerpunkte definiert wird, nennt man auch dufere Helmholtz-Flache. Die-
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ses einfachste Modell der Doppelschicht wird als starre oder Helmholtz Dop-
pelschicht bezeichnet. Es ist mit einem geladenen Kondensator des Platten-
abstandes d/2 vergleichbar. Bei diesem Modell hat man also einen linearen
Potentialiibergang zwischen Elektrode und dufserer Helmholtz-Fliche, wie
in Abbildung 2.12 gut zu erkennen ist.

aulere Helmholtzflache
hydratisierte lonen

IR}

@ & & & O

positiv aufgeladene Elektrode Potential g

Abstand

Abbildung 2.12: Starre elektrolytische Doppelschicht nach Helmholtz. Das Potential
fallt linear mit dem Abstand ab.

2. Die diffuse Doppelschicht nach Gouy-Chapman:

Das Modell der starren Doppelschicht ist nur unvollkommen, da die Wér-
mebewegung unberticksichtigt bleibt. Beriicksichtigt man diesen Einfluss,
so erhdlt man nach Gouy-Chapman eine mit zunehmenden Abstand von
der Elektrodenoberfliche schwécher werdende (diffuse) ionale Raumladung.
Das Potential féllt in diesem Modell exponentiell ab.

3. Die Doppelschicht nach Stern:

Kombiniert man die Modelle der starren und diffusen Doppelschicht, findet
man das genaueste Modell zur Beschreibung einer Ladungsdoppelschicht.
Nach Stern besteht die Doppelschicht aus zwei Schichten, einer inneren,
starren und einer dufseren, diffusen Schicht. Der Potentialverlauf ist dement-
sprechend zwischen Elektrodenoberflache und duflerer Helmholtz-Flache li-
near und im Elektrolytinneren exponentiell abfallend (Abbildung 2.13). Die
Dicke der starren Doppelschicht betréagt einige Angstréom und fiir die diffuse
Schicht einige hundert Angstrom.

Aus den drei Modellen ist gut zu erkennen, dass sich die Ausbildung einer elek-
trolytischen Doppelschicht vereinfacht durch Einfiihren einer Kapazitat Cpg dar-
stellen ldsst [35].
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Abbildung 2.13: Elektrolytische Doppelschicht nach Stern. Das Potential fllt in der in-
nerhalb der starren Doppelschicht linear und in der diffusen Doppelschicht exponentiell
ab.

2.4.2 Die durchtrittsbestimmte Elektrodenreaktion

Wird die Reaktion an der Elektrode nicht durch den Stofftransport, sondern
durch den Durchtrittswiderstand bestimmt, kann man die Elektrodenimpedanz
auf bekannte passive Elemente reduzieren und nach [35] in Ersatzschaltbild 2.14
zusammenfassen:

R —__

Abbildung 2.14: Wechselstrom-Ersatzschaltbild einer Halbzelle nach [35]. Es ist das
Ersatzschaltbild eines R(RC)-Elements.

In Abbildung 2.14 représentiert Rp den Widerstand des Elektrolyts und der Zu-
leitungen, und der Durchtrittswiderstand und die Doppelschichtkapazitit werden
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durch eine Parallelschaltung von Rp und Cpg beriicksichtigt. Das Verhalten die-
ser Schaltung wurde bereits in Abschnitt 2.3.3 eingehend behandelt.

2.4.3 Lipiddoppelschichten

Zur Charakterisierung der elektrischen Eigenschaften einer Lipiddoppelschicht
(Membran) auf einer Siliziumoxid-Elektrode wird typischerweise ein sehr einfa-
ches Ersatzschaltbild zur Datenanpassung gewéhlt. Es setzt sich aus der Paral-
lelschaltung eines Widerstandes Rp; und einer Kapazitat C; zusammen, wie es
in Abbildung 2.15 gezeichnet ist.

C.

Abbildung 2.15: Ersatzschaltbild einer Lipiddoppelschicht.

Dieses einfache elektrische Modell einer Membran wird gew#hlt, um eine mogli-
che Fehlinterpretation der aufgenommenen Daten zu reduzieren.

Ungeladene Lipiddoppelschichten besitzen im defektarmen bzw. defektfreien Zu-
stand eine Kapazitit von 0,5 — 0,7 uF/cm? (theoretisch 0,5 puF/cm?) |33]. Die
durch die diffuse Doppelschicht?? hervorgerufene Kapazitit wird auf Grund ihres
hohen Wertes (=~ 33uF/cm?) verglichen zur niedrigen Kapazitit der Membran
(~ 1uF/cm?) vernachlissigt.

2.4.4 Das elektrische Modell einer Membran auf einer Siliziumscheibe

Das System aus Elektrode mit oxidischer Deckschicht und Lipiddoppelschicht
kann nach den Uberlegungen in den Abschnitten 2.4.2 und 2.4.3 als serielle Schal-
tung von RC-Gliedern betrachtet werden, wie in Bild 2.16 skizziert ist. Dabei
werden der Durchtrittswiderstand und die Doppelschichtkapazitat mit dem Wi-
derstand und der Kapazitit des Substrats identifiziert. Dieses einfache elektrische
Modell ermdglicht eine leichte und schnelle Anpassung an die Messpunkte und
verhindert eine mogliche Fehlinterpretation der Ergebnisse.

Abbildung 2.17 zeigt eine Simulation des in Abbildung 2.16 gezeichneten Mo-
dells. Dieser Bode-Graph léasst sich einfach interpretieren. Das Plateau im hoch-

22auch Gouy-Chapman-Schicht genannt
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R I 1

Abbildung 2.16: Ersatzschaltbild einer Lipiddoppelschicht auf einem Silizium-Wafer.

frequenten Bereich stellt den Widerstand der Zuleitungen dar. Das Plateau im
niederfrequenten Bereich zeigt die Grofe des Durchtrittswiderstandes der Silizi-
umelektrode. Der Widerstand der Lippiddoppelschicht manifestiert sich in der
Auspragung einer charakteristischen Schulter im mittleren Frequenzbereich. Die
restlichen Frequenzbereiche sind von den beiden Kapazitidten dominiert, die ei-
ne Steigung von —1 aufweisen. Im mittleren bis hohen Frequenzspektrum setzt
sich die Gesamtkapazitit aus der Serienschaltung der beiden Einzelkapazitéiten
zusammen. Im nieder- bis mittelfrequenten Bereich dagegen dominiert auf Grund
der groferen Zeitkonstanten des RC-Gliedes die Kapazitit des Siliziumsubstrats.
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Abbildung 2.17: Simulation eines R(RC)(RC)-Gliedes. Der Bode-Plot wird im Text

diskutiert.
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3 Materialien und Probenherstellung

Im folgenden Kapitel werden die verwendeten Substrate sowie deren Prépara-
tion beschrieben. Dieses Kapitel untergliedert sich in die Unterabschnitte ,Das
Substrat - Silizium-Wafer, ,Die proximale Schicht“ und , Die distale Schicht®.

3.1 Das Substrat - Silizium-Wafer

Die benutzten Silizium-Wafer wurden vom Forschungszentrum Jiilich hergestellt.
Es handelt sich um hoch p-dotierte Wafer mit einem Durchmesser von 3” und
der Orientierung (100). Die Wafer sind hochdotiert, um die Schwellenspannung
der inversen Elektronenschicht zu erhohen, die als parasitdre Kapazitit in den
elektrochemischen Impedanzmessungen stért. Dementsprechend werden die Si-
liziumscheiben nicht weiter oxidiert, sondern behalten ihre native Siliziumoxid-
schicht. Eine diinne Oxidschicht besitzt eine hohe Kapazitét, die garantiert, dass
das gemessene System von der kleineren Kapazitat der Lipiddoppelschicht in Se-
rie dominiert wird. Die Unterseite des Wafers wurde in Jiilich mit einer 250 nm
dicken Aluminium- und 40 nm dicken Chromschicht bedampft, um einen guten
elektrischen Kontakt zu garantieren. Schlieflich wurden die Wafer in 2 em X 2 em
Stiicke geschnitten, damit sie passgenau in die Messzelle eingebaut werden kon-
nen.

3.1.1 Reinigung und Charakterisierung der Silizium-Wafer

Bevor die Siliziumscheiben benutzt werden, werden sie griindlich gereinigt, um
die Oberflaichenbedeckung der OH—Gruppen zu erhéhen. Eine typische Reini-
gungsprozedur besteht aus folgendem Ablauf:

1. Ultraschallbad in Milli-Q fiir 10 Minuten
2. Ultraschallbad in Ethanol fiir 10 Minuten

3. Plasma-Reinigung bei 300 Watt (0,9 mbar Ar/ 0,1 mbar Os)

Diese Prozedur erhoht die durchschnittliche Belegung von O H—Gruppen auf der
Oberflache. Nach einer solchen Reinigung weisen die Wafer einen Kontaktwinkel
von weniger als 10° auf, d.h. sie sind extrem hydrophil.

Zur weiteren Charakterisierung der unbeschichteten Proben wird die Dicke der
nativen Oxidschicht durch Ellipsometrie bestimmt. Messungen an den gereinig-
ten Proben zeigen, dass die Schichtdicke einer nativen Siliziumoxidschicht 1,8 +
0,2 nm dick ist.

Die Messung der Topologie der Proben erfolgt mittels Rasterkraftmikroskopie
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(AFM) im tapping-mode. Ein 5 pum x 5 um grokes AFM-Bild eines gereinig-
ten Silizium-Wafers ist in Abbildung 3.1 gezeigt. Das gemessene Quadratmittel
(RMS?1!) der Rauigkeit, das mit der Software Nanoscope 5.12r5 bestimmt wird,
betrédgt 0,2 nm. Die priaparierten Proben waren also sehr glatt, was eine Grund-
voraussetzung fiir den Aufbau einer dichten und hochisolierenden Membran ist.

Roughness Analysis

Image Statistics

Img. Raw mean -0.000004 rm
Img. Rms (R 0.207 rm
Img. Ra 0.135 nm
Img. Rmax 5,539 mm
Img. srf. area 25.016 pm?

0 2.50 5.00 um

bd210906_e12.002

Abbildung 3.1: AFM Bild eines Silizium-Wafers nach der Reinigung. Die Siliziumschei-
be weist nach der Reinigung eine sehr geringe Rauigkeit von 0,2 nm auf.

3.2 Die proximale Schicht
3.2.1 Die Ankerlipide

Die in dieser Arbeit hergestellten und untersuchten tBLMs basieren auf zwei
Molekiilen - den sogenannten Ankerlipiden (Abbildung 3.2) - , die die Mono-
schicht oder proximale Schicht bilden. Die Molekiile besitzen zwei Phytanyl-
Ketten, die durch eine Glycerol-Gruppe an Tetraethylenglycerol gebunden ist.
Phytanyl-Ketten werden gegeniiber Alkylketten bevorzugt gewihlt wegen der
niedrigen Phaseniibergangstemperatur und ihren Einfluss auf die Dichte und Sta-
bilitat einer biologischen Membran [36]. Zusétzlich enthélt die 2,3-di-O-phytanoyl-
sn-glycerol Gruppe nur Ether-Bindungen, um eine hydrolytische Spaltung zu ver-
hindern. Diese Gruppe ist bekannt, dass sie stabile Biomembrane unter extremen
Bedingungen bildet. Die andere Molekiilhélfte - Spacer mit Ankergruppe - muss

31100t mean square
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zwei Kriterien erfiillen. Sie sollte hydrophil sein und weder mit Membranlipi-
den noch mit Membranproteinen wechselwirken. Um die Stabilitdt der Membran
zu erhohen, muss der Spacer chemisch an die Siliziumscheibe und die Membran
gebunden sein. Tetraethylenglycerol (Spacer) mit Ankergruppe erfiillt all diese
Anforderungen.

Die Anbindung der Ankerlipide an die Siliziumoxidoberfliche erfolgt bei der Pro-
benherstellung in drei Schritten (— Kapitel 3.2.2) [37]:

1. Die Trichlorosilan- oder Trimethoxysilangruppen hydrolisieren auf der Was-
seroberfliche des LB-Trogs.

2. Die Molekiile sind nach dem LB-Ubertrag iiber Wasserstoffbriicken an das
Substrat gebunden.

3. Wasser wird durch Erhitzen der Probe auf 70°C eliminiert. Dies fiihrt zur
kovalenten Anbindung der Trichlorosilan- oder Trimethoxysilangruppen an
die Siliziumoxidoberfliche und zur Polymerisation der Molekiile unterein-
ander. Es entsteht ein Netzwerk, das den Monolayer bildet.

)\/\/k/\/k/\/k/\ i
® ,/>< DPTTC: X=Cl
\(\/\r\/\l/\/\l/\/o\)\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\/s" ~ DPTTM: X = Methoxy-Gruppe
X

Abbildung 3.2: Strichformeln der beiden verwendeten Ankerlipide: 2,3-di-O-phytanoyl-
sn-glycero-1-tetraethyleneglycol-trichlorosilan  (X=Cl) und 2,3-di-O-phytanoyl-sn-
glycero-1-tetraethyleneglycol-trimethoxysilan ~ (X=Methoxy-Gruppe). Die beiden
Molekiile unterscheiden sich nur in der Ankergruppe.

Die in Kapitel 5 vorgestellten Ergebnisse sind alle mit DPTTC als Ankerli-
pid erreicht worden. DPTTM wird an dieser Stelle nur der Vollstéandigkeit hal-
ber erwdhnt, d.h. alle prasentierten Resultate sind tBLMs, die eine DPTTC-
Monoschicht haben. Wurde in einem vorgestellten Versuch doch DPTTM ver-
wendet, so wird dies im Folgenden explizit erwahnt.

3.2.2 Der Langmuir-Blodgett-Ubertrag

Nach der Reinigung der Silizium-Wafer miissen diese durch Aufbringen einer Li-
piddoppelschicht funktionalisiert werden. Die proximale und die distale Schicht
werden auf verschiedene Weise auf das Substrat aufgebracht. Fiir die proximale
Schicht geschieht dies mittels des Langmuir-Blodgett-Verfahrens.
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Dabei wird das zu iibertragende geloste Ankerlipid auf einem wassergefiillten LB-
Trog®? gespreitet. Das Losemittel®? verdampft innerhalb einiger Minuten und
iibrig bleibt eine Monolage des Molekiils an der Wasser-Luft-Grenzflache. Dabei
ist der hydrophile Teil des Molekiils dem Wasser zugewandt und der hydrophobe
Teil entsprechend abgewandt. Die Kontrolle des Oberflaichendrucks, der durch
die gespreiteten Molekiile hervorgerufen wird, und die genaue Ubertragung des
Monolayers wurde mit dem in Abbildung 3.3 gezeigten Aufbau erreicht.

Substrat

Wilhelmi-Waage
Bewegliche Barriere

Abbildung 3.3: Schema des LB-Trogs

Das Substrat wird mit einem sogenannten Dipper in den wassergefiillten Trog
getaucht, und der Druck wird mit Hilfe einer Wilhelmy-Platte gemessen. Dabei
war der Oberflichendruck nie ein Absolutwert, sondern immer nur die Differenz
der Oberflachenspannungen mit und ohne Lipid:

T =0, —0p , (3.1)

wobei 7 der Oberflaichendruck, oy die Oberflichenspannung des reinen Wassers
und o; die Oberflichenspannung in Anwesenheit der Lipide sind. Sind alle Para-
meter wie Temperatur des Wassers und Menge und Molekulargewicht des gesprei-
teten Molekiils bekannt, lassen sich sogenannte Druck-Flachen-Isothermen von

3-2Langmuir-Blodgett-Trog
3:3Chloroform CHCl3
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diesem Molekiil aufnehmen. Dazu wird die Fléache der Monolage durch bewegliche
Barrieren, wie in Abbildung 3.3 gezeigt, verringert. Durch das Zusammenschie-
ben erhoht sich der Druck auf die Lipide. Bei Erhohung des Drucks durchlauft
ein ideales Molekiil sukzessiv bestimmte Konformationszusténde, die in Abbil-
dung 3.4 bildlich und in einer idealisierten Druck-Fldchen-Isotherme dargestellt
sind. Wird kein oder nur ein sehr geringer Druck auf die Molekiile ausgeiibt,
verhélt sich die Monoschicht wie ein ideales zweidimensionales Gas. Verringert
man nun die Flache allm&hlich, kommt es zu Wechselwirkungen zwischen den
Molekiilen und infolgedessen zu Phaseniibergdngen. Zunéchst werden die fliissig-
expandierte und fliissig-kondensierte Phase durchlaufen und schlieflich bei ge-
niigend hohem Druck entsteht eine dichteste Packung, in der sich der Monolayer
wie ein Festkorper verhélt [38]. Erhoht man den Druck weiter, kollabiert der Film
sobald der Druck einen gewissen Wert iiberschreitet [39].

flissig-expandiert, LE l

| gasanalog, G |
0,90

Oberflichendruck / mN m”

e
=
T

LE/LC

Phasentibergang I

DL 1 " 1 A L L 1 M
0.40 0,50 0,60 0,70 0,80

Fliiche / nm” Molekil™

Abbildung 3.4: Theoretische Druck-Flichen-Isotherme

Die Isothermen der verwendeten Ankerlipide DPTTC und DPTTM sind in den
Graphen der Abbildung 3.5 zu sehen. Man erkennt deutlich, dass diese Mole-
kiile bei Raumtemperatur keinen Phaseniibergang aufweisen. Der Isotherme von
DPTTM ist besonders gut die gasanaloge Phase und der Kollaps der Monolage zu-
zuordnen. Die gasanaloge Phase beginnt ab 1, 5 nm?/Molekiil. Der Punkt des Kol-
laps liegt bei 0,6 nm?/Molekiil. Die fliissig-expandierte, die fliissig-kondensierte
und die feste Phase gehen kontinuierlich ineinander iiber, und man kann sie kaum
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unterscheiden. Der Punkt des Kollaps liegt fiir DPTTC bei 38 mN/m und fiir
DPTTM bei 35 mN/m.

40 -
35- S~ .
30- \
25

20 " \

7 [MN/m]

15 \

104 \

T — T
0,00 025 050 075 100 125 150 1,75 200 225 250

Flaeche/Molekuel [nm?]

Abbildung 3.5: Die Isothermen von DPTTC (blau, gestrichelt) und DPTTM (rot,
gepunktet). Beide Isothermen haben keinen Phaseniibergang. Nur die gasanaloge Phase
und der Punkt des Kollaps sind deutlich zu sehen.

Es gibt verschiedene Prozeduren die Monolage auf das Substrat zu iibertragen.
Hier wurde fiir den Filmtransfer folgender Ablauf gewahlt:

1. Eintauchen der gereinigten Siliziumscheibe in das Wasser.
Spreiten der in Chloroform gelosten Molekiile.

20 Minuten warten bis sich das Chloroform verfliichtigt hat.

-~ N

Die Barrieren so weit zusammenfahren bis sich der gewiinschte Oberfla-
chendruck eingestellt hat (=~ 85% des Drucks®* bei Kollaps).

5. Herausziehen der Probe mit konstanter Geschwindigkeit bei konstant ge-
haltenem Druck.

Um Fehler beim Ubertrag zu vermeiden, werden zur Kontrolle immer die Plots
des Transfers aufgenommen (Abbildung 3.6).

3430 mN/m fiir DPTTM und 30 — 32 mN/m fiir DPTTC
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Abbildung 3.6: Graph zur Kontrolle des Ubertrags der Ankerlipide (DPTTM). Die
Barrierenposition dndert sich wiahrend des Herausziehens, damit der Druck konstant
gehalten wird.

Nach dem Ubertrag wird die Probe iiber Nacht in einem mit Trockengel gefiillten
Exsikkator aufbewahrt. Am darauffolgenden Tag wird die Probe weiter bei 70°C
fiir eine Stunde getrocknet. Dabei kommt es zur Hydrolyse des Esters und zur
Bindung der Ankerlipide an der Oberflache. Proben, die nicht sofort verwendet
werden, werden im Exsikkator aufbewahrt.

Die Topologie der Oberfliche nach der Beschichtung des Siliziums ist auch mit
AFM gemessen worden. Ein Bild hierzu ist in Abbildung 3.7 zu sehen. Man
sieht, dass die Rauigkeit des beschichteten Silizium-Wafers 0, 13 nm betrigt. Sie
ist somit sogar noch geringer als die Rauigkeit der reinen Siliziumscheibe. Die
Topologie des Monolayers erfiillt damit alle notwendigen Bedingungen, um eine
erfolgreiche Vesikelfusion zu ermdoglichen.

3.3 Messung des Kontaktwinkels

Eine Vesikelfusion ist nur moglich, wenn die Oberfliche des proximalen Layers
hydrophob ist. Die Messung des Kontaktwinkels stellt somit eine einfache und
schnelle Methode dar, um die erfolgreiche Ubertragung einer Schicht zu iiberprii-
fen. Der Kontaktwinkel muss immer {iber 80° betragen, so dass eine Vesikelfusion
stattfinden kann. Wenn der Kontaktwinkel unter 80° lag, konnten keine Membra-
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Roughness Analysis

Image Statistics

Img. Raw mean -0.000001 nm
Img. Rms (Rq) 0.129 nm
Img. Ra 0.100 nm
Img. Rmax 1.373 nm
Img. Srf. area 25.002 pm’

0 2.50 5.00 pm

bd300806afm. 001

Abbildung 3.7: AFM Bild eines Silizium-Wafers nach dem Ubertrag von DPTTC. Die
Monoschicht ist mit einer Rauigkeit von 0, 13 nm sehr glatt.

ne durch Vesikelfusion hergestellt werden.

Der Durchschnittswert des Kontaktwinkels von 12 verwendeten Proben (alle mit
DPTTC beschichtet) liegt bei 89, 8+2,6°. Der minimale und maximale Kontakt-
winkel liegt bei 85° und 93°. Fiir das Silan DPTTM gab es nur zwei gute Proben.
Diese hatten einen Kontaktwinkel von 86° und 93°. Daran erkennt man, dass die
Grofse des Kontaktwinkels unabhéngig vom Molekiil ist.

3.4 Die distale Schicht

Der Ubertrag des Monolayers war nur der erste Schritt zur Bildung einer tBLM.
Um die dufsere Schicht, die aus freien Lipiden besteht, zu vervollsténdigen, wird
das Molekiil Diphytanylphosphatidylcholin®® aus Abbildung 3.8 gewihlt, da es
einige Ahnlichkeiten mit den benutzten Ankerlipiden aufweist und mit ihm die
hochsten Membranwiderstiande erreicht wurden [19]. Dieser Schritt zur Formation
soll nicht nur die d&ukere Schicht bilden, sondern auch Leerstellen®® auffiillen, um
die isolierende Eigenschaft der Membran zu verbessern. Zur Bildung des distalen
Layers gibt es verschiedene Techniken. An dieser Stelle soll nur die Vesikelfusion
vorgestellt werden.

35DPhyPC
3:6Defekte im Monolayer
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Abbildung 3.8: Diphytanylphosphatidylcholin (DPhyPC)

3.4.1 Vesikelfusion

Bei der Vesikelfusion werden zwischen 25 und 100 pl Vesikellosung in die Zel-
le, die zu Beginn immer mit 0, 1 molarer Kaliumchloridlosung (KCl) gefiillt ist,
gegeben. Die Messzelle besitzt ein Volumen von ca. 2ml. Die Endkonzentration
liegt dann zwischen 0,025 und 0, 1 mg/ml. Die Vesikelfusion erfolgt dann, wie in
Abbildung 3.9 schnell nachzuvollziehen ist, in drei Schritten:

1. Anlagerung der Vesikel an der Oberflache.
2. Aufplatzen der Vesikel.

3. Spreitung der Vesikel iiber die innere Schicht.

8 RSB b SeKss SRSt i s L S A R s
KR H8 08 R R e R BB

Abbildung 3.9: Vermutlicher Ablauf der Vesikelfusion in drei Schritten.

Nach spatestens 24 Stunden war die Vesikelfusion abgeschlossen. Die Vesikel wer-
den wie folgend préapariert:

1. DPhyPC Lipide in Milli-Q) 16sen (2 mg/ml).
2. Erhitzen der Lipidlosung auf 70°C und zwischenzeitiges Vortexen.

3. Losung in einem Extruder mit einer Membran der Porengréfe 50 nm ex-
truieren.
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4 Messaufbau

Dieses Kapitel gliedert sich in die Unterkapitel ,,Bau der Messzelle und den ei-
gentlichen ,Messaufbau®. Zuerst wird die Konstruktion der Messzelle begriindet
und daraufhin wird der prinzipielle Aufbau zur simultanen Messung von Ellipso-
metrie und elektrochemischer Impedanzspektroskopie erklart.

4.1 Messzelle

Zu Beginn dieser Arbeit musste eine neue Messzelle entwickelt werden, die das
gleichzeitige Messen von Ellipsometrie und Impedanzspektroskopie ermoglicht.
Denn die vorhandenen Messzellen in der Arbeitsgruppe waren speziell fiir die El-
lipsometriemessung oder die Impedanzmessung ausgelegt. Fiir eine gute Ellipso-
metrie- und Impedanzmessung muss die Zelle folgende Eigenschaften besitzen:

e Ellipsometrie

1.

e FIS

Der Einfallswinkel muss nahe am Brewster-Winkel liegen, um beson-
ders sensitiv Schichtdickendnderungen zu verfolgen.

Der Laser muss geméaft Kapitel 2.2.2 immer senkrecht auf die Fenster
treffen.

Man benotigt jeweils ein Fenster fiir den einfallenden und den reflek-
tierten Laserstrahl.

Die Fenster miissen eine Antireflexbeschichtung tragen, um eine hohe
Ausgangsintensitit zu garantieren.

Die Zelle muss iiber eine Bohrung im Deckel verfiigen, um die Ebene
der Probe auszurichten.

. Um eine stabile Membran zu bekommen, sollte die aktive Elektroden-

flache so klein wie moglich sein.

Zur Kontaktierung der Substratunterseite benotigt man einen Elek-
trodenkontakt im Bodenteil der Messzelle.

3. Man benétigt eine Bohrung fiir Referenz- und Gegenelektrode.

Da die Pufferlosungen in der Zelle schnell, einfach und nicht-invasiv
gewechselt werden sollen, muss diese iiber einen Ein- und Auslass fiir
Fliissigkeiten verfiigen.

Die Zelle muss wasserdicht sein.
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Abbildung 4.1: Bauplan der ersten Messzelle von oben. Die mit A gekennzeichnete
Linie stellt die Schnittfliche von Abbildung 4.2 dar.
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Abbildung 4.2: Querschnitt der Zelle nach Abbildung 4.1

Aus diesen Uberlegungen entstand die erste Messzelle, die in den Abbildungen 4.1
und 4.2 schematisch dargestellt ist.
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Diese Messzelle, die zu Beginn der Arbeit konstruiert wurde, besteht aus folgen-
den Komponenten:

1. Unterteil der Messzelle (in Abbildung 4.2 weifs markiert und Abbildung 4.3)

e Die Vertiefung im Unterteil erlaubt es Proben bis zu einer Grofe von
2 cm X 2 cm einzubauen.

e Das Bodenteil wird mit Schrauben am Messtisch des Ellipsometers
befestigt.

e Im Boden ist ein Kontakt zur Arbeitselektrode integriert.

4

Abbildung 4.3: Das Unterteil der Zelle mit integrierter Kontaktierung. Links die sche-
matische Zeichnung und rechts ein Bild des Unterteils mit bereits integriertem Kon-
taktstift.

2. Oberteil der Messzelle (in Abbildung 4.2 blau gekennzeichnet)

e Die Aufenflichen des Oberteils sind um 20° geneigt, so dass (aus-
schlieflich) unter einem Einfallswinkel von 70° gemessen werden kann.

e Die Bohrungen fiir den Gang des Laserstrahls betragen im Durchmes-
ser 8 mm.

e Die Offnung, in die man Gegen- und Referenzelektrode fithrt und die
zur Justierung der Probenebene benutzt wird, hat einen Durchmesser
von 5 mm.

3. Der Deckel (in Abbildung 4.2 gelb markiert) mit integrierter Gegen- und
Referenzelektrode ist aus Teflon hergestellt.

e Das Ober- und Unterteil der Zelle sind dagegen auf Grund der gréfseren
Hérte aus PEEK gefertigt.
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e Die Borosilikatglas-Fenster mit einem Brechungsindex von n = 1,4714 bei
einer Wellenldnge von A = 587,6 nm sind bei der Prézisions Glas & Optik
GmbH*! bestellt worden. Sie haben eine Dicke von 1,1 mm und besitzen
eine Breitband-Antireflexbeschichtung.

e Die Gegenelektrode besteht aus Platin®2.
e Die Referenzelektrode ist eine Ag/AgCl—Elektrode.

e Die aktive Elektrodenfliche betrigt 1,1 cm?.

Mit dieser ersten Zelle wurden einige Ellipsometrie- und Impedanzmessungen
durchgefiithrt. Die Graphen zu diesen Messungen sind in Kapitel 5.1.3 gezeigt
und besprochen.

Nach den ersten Dutzend Messungen erkannte man, dass die Ergebnisse, die man
mittels Ellipsometrie und Impedanzspektroskopie erhielt unbefriedigend waren.
Die Widerstédnde der Lippiddoppelschicht waren zu gering, um hochisolierende
Membrane zu imitieren.

Es ist also gegen Mitte dieser Diplomarbeit eine zweite, verbesserte Messzelle
auf Basis der ersten Zelle entwickelt worden, um hohere Widerstéinde der Mem-
bran zu erreichen. Diese Verdnderungen und Verbesserungen sind nachfolgend
aufgelistet®3, wobei das Unterteil immer dasselbe war (Abbildung 4.3):

1. Die Zellenfenster sind in das Zellinnere versetzt worden, um das Volumen
der Zelle zu verkleinern.

2. Die seitlichen Bohrungen sind auf einen Durchmesser von 6 mm reduziert
worden.

3. Der Messwinkel ist auf 60° heruntergesetzt.

4. Die Probe wurde in der ersten Zelle durch das Oberteil mit einem O-Ring
auf das Unterteil der Zelle gepresst. Die Nut dieses O-Rings ist weggelassen
worden.

e Durch diese Maftnahmen konnte die aktive Elektrodenfliche auf der Probe
um mehr als die Hilfte auf 0, 3927 em? reduziert werden. Dies ist besonders
deutlich zu erkennen, wenn man die technischen Zeichnungen in Abbil-
dung 4.4 vergleicht. Desweiteren werden fiir die zweite Zelle neue Fenster
verwendet. Es waren BK7 Gléser mit einer Breitband-Antireflexbeschichtung
von der Firma Linos*4.
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639

O | O ® O

Abbildung 4.4: Bilder der zwei Messzellen von unten. Links ist die erste Zelle und
rechts die zweite Zelle zu sehen. Man erkennt bei der ersten Messzelle deutlich die Nut
und die wesentlich gréfsere Bohrung.

Diese zweite Zelle, die in den Abbildungen 4.4 und 4.5 im Vergleich mit der ersten
Messzelle gezeigt ist, soll nun deutlich héhere Widerstéande der Lipiddoppelschicht
ermoglichen. Die Resultate der neuen Zelle sind ebenfalls in Kapitel 5 vorgestellt
und diskutiert.

Abbildung 4.5: Seitliche Ansicht der zwei Messzellen. Links ist die erste Zelle und
rechts die zweite Zelle zu sehen. Bei der zweiten Zelle sind die Fenster nach innen gelegt
worden, und der Einfallswinkel wurde auf 60° verringert.

41www.pgo-online.com

42Reinheit: 99,9%

43Es wurde nur ein zweites, verbessertes Oberteil gebaut. Das verwendete Unterteil war immer
dasselbe.

4dywww.linos.de
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4.2 Messautbau

Die konstruierte Messzelle muss so in den Messautbau des Ellipsometers integriert
werden, dass beide Messmethoden ohne gegenseitige Storung ausgefiihrt werden
koénnen.

Dies stellt kein groftes Problem dar, da das Ellipsometer auch fiir den Einbau
von Zellen, insbesondere von Fliissigkeitszellen, préapariert ist. Die Zelle wird mit
Schrauben an dem Messtisch des Ellipsometers fixiert. Um ein bildhafte Vor-
stellung davon zu bekommen, wurden Fotos von der Fliissigkeitszelle auf dem
Messtisch und von dem kompletten Messaufbau aufgenommen. Diese Fotos sind
in der Abbildung 4.6 gezeigt. Den schematischen Aufbau des Ellipsometers inklu-
sive Ansteuerung per Computer sieht man in Abbildung 4.7. Dieses Bild stammt
aus der Bedienungsanleitung des EP? Imaging Ellipsometers. Man erkennt in
dieser Skizze, dass das EP3 Gerit ausschlieRlich iiber den PC angesteuert wird,
wodurch Fehler in der Justierung der Proben minimal sind.

Abbildung 4.6: Integration der Messzelle in das Ellipsometriegerit (links). Fixierung
der Zelle am Messtisch des Ellipsometers (rechts).

Der Anschluss an das Geréat zur Impedanzmessung gestaltet sich sehr einfach. Es
miissen lediglich die drei Elektroden®® per Kabel mit den BNC-Anschliissen des
Zahner-Geriits*® verbunden werden. Die verwendeten Koaxialkabel wurden im
Hause in der Elektronikwerkstatt gefertigt und hatten eine Lénge von ungefahr
1 m.

45 Arbeits-, Referenz- und Gegenelektrode
4-6Thales IM6 Universal Electrochemical Interface, Zahner Messtechnik
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5 Messergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Experimente, die zur Charakte-
risierung von Lipiddoppelschichten durchgefiihrt wurden, vorgestellt. An jedes
Kapitel gliedert sich ein Kapitel zur Diskussion dieser Ergebnisse an. Das Kapi-
tel gliedert sich in die zwei grofsen Unterabschnitte “Ergebnisse der Ellipsometrie®
und “Ergebnisse der Impedanzspektroskopie”. Die Diskussion der Ergebnisse ist
in dieses Kapitel integriert, um die Gliederung iibersichtlicher zu gestalten.

5.1 Ergebnisse der Ellipsometrie-Messungen

Dieses Unterkapitel ist unterteilt in die Ergebnisse der Schichtdickenbestimmung
der Monolage in Luft und die Ergebnisse der Kinetikmessungen.

5.1.1 Schichtdickenbestimmung des Monolayers mittels Ellipsometrie

Zur Charakterisierung des Monolayers wird die effektive Schichtdicke mittels El-
lipsometrie vermessen. Der Schichtdickenbestimmung muss jedoch ein theoreti-
sches System zugrunde gelegt werden. Als Modell wird, wie in Abbildung 5.1 zu
sehen, ein 4-Schichtsystem, bestehend aus hochdotiertem Silizium, Siliziumoxid,
Monolayer und Luft gewéhlt. Es ist bis auf die fehlende Lipidschicht das glei-
che Modell wie in Kapitel 2.2.3. Der Brechungsindex der jeweiligen Schicht ist
Abbildung 5.1 zu entnehmen.

Luft (n=1)

Monolayer (n = 1.45, d = ??7)

SiO, (n = 1.4605, d = 2 nm)

Si (N = 4.1132 + i 0.0538)

Abbildung 5.1: Modell eines 4-Schichtsystems zur Schichtdickenbestimmung der Mo-
nolage.

Die Brechungsindizes sind bereits durch die Software von nanofilm vorgegeben
und werden unveradndert iibernommen. Figene Messungen, wie Aufnahme ei-
nes Winkel- oder Wellenldngspektrums, zur Uberpriifung und Bestimmung der
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Brechungsindizes ergaben keine signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisse die-
ser Spektren sind in Tabelle 5.1 gezeigt.lingenspektrums, zur Uberpriifung und
Bestimmung der Brechungsindizes ergaben keine signifikanten Unterschiede. Die
Ergebnisse dieser Spektren sind in Tabelle 5.1 gezeigt.

IS);S ;);Clllf:ltes nanofilm Winkelspektrum | Wellenldngenspektrum
Brechungs- . . .
index N 4,1132 44 0,0538 | 4,1574 + ¢ 0,0661 4,0532 +10,0571

Tabelle 5.1: Bestimmung des Brechungsindex des Substrats

Der Brechungsindex von Siliziumoxid ist ein Standardwert (n=1,46008 fiir ei-
ne Wellenlinge A = 546 nm |40, 41|) und wurde nicht tberpriift. Die Bre-
chungsindizes des proximalen und distalen Layers werden erfahrungsgeméfs als
Npro = 1,45 [42] und ngs = 1,5 [22] gewéhlt [2]. Die Brechungsindizes von Po-
lymeren liegen meistens zwischen 1,45 und 1,5 [43, 44]. Deshalb wird zur Diffe-
renzierung der beiden Schichten ein deutlicher Unterschied der Brechungsindizes
gewihlt.

Die effektive Schichtdicke der Ankerlipide betrédgt, unter der Annahme des vor-
gestellten Modells, fiir sechzehn vermessene Proben 1,40 40,46 nm. Die kleinste
gemessene effektive Schichtdicke der Ankerlipide ist 0,6 nm dick, und die grofite
2,1 nm. Von den sechzehn Proben sind fiinf bei einem Einfallswinkel von 70° ver-
messen worden. Die restlichen Proben sind unter einem Winkel von 60° gemessen
worden. Die Tabelle 5.2 zeigt die Statistiken zu den Messungen unter 60°, 70°
und beiden zusammen.

AQOI Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum | Proben
60° 1,51 nm 0,39 nm 0,9 nm 2,1 nm 11
70° 1,16 nm 0,56 nm 0,6 nm 2,1 nm )

60°+70° 1,40 nm 0,46 nm 0,6 nm 2,1 nm 16

Tabelle 5.2: Statistik der Schichtdickenmessung

5.1.2 Diskussion der Monoschichtdicke

Aus den Messungen geht hervor, dass die Schicht des Monolayers durchschnitt-
lich 1,40 £ 0,46 nm dick ist. Eine Berechnung der Molekiillinge der Ankerli-
pide liefert einen Wert von 4,6 nm. Die Diskrepanz zwischen dem gemessenen
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und theoretisch bestimmten Wert ist offensichtlich. Eine mogliche Erklarung ist,
dass die Packungsdichte der Ankerlipide auf der Oberfliche des Silizium-Wafers
gering ist. Dadurch konnen die Ankerlipide sich schriag stellen oder sogar fast
flach auf der Oberfliche liegen. Deshalb ist die Schichtdicke stark herabgesetzt.
Durch Anwendung einfachster Geometrie erhdlt man einen Neigungswinkel von
17,5°. Die andere Erkldrung dieser viel zu geringen Schichtdicke ist, dass die Zwi-
schenrdume aufgrund der geringen Packungsdichte mit Luft aufgefiillt werden, so
dass der effektive Brechungsindex erheblich heruntergesetzt wird und nicht mehr
n=1,45, sondern zwischen n=1 und n=1,45 liegt. Gehen wir von einer Lange
der Molekiile von 4,6 nm aus, erhélt man einen effektiven Brechungsindex von
ners = 1,085 +0,035. Dieser und die folgenden Fehler resultieren aus dem Fehler
in der Schichtdickenbestimmung (— Tabelle 5.2). Es ist davon auszugehen, dass
die richtige Erklarung eine Kombination der zwei gegebenen ist.

“Effektive Medium Theorie*“ Mit dem berechneten effektiven Brechungsin-
dex der Monoschicht (n.s; = 1,085 £ 0,035) kann man tiber “Effektive Medium
Theorien (EMT) auch den Volumenanteil der Ankerlipide im Monolayer ausrech-
nen. Je nach Wahl der Theorie und geometrischer Form der Molekiile erhélt man
verschiedene Volumenanteile. Man kann aber immer zwei Grenzwerte fiir senk-
recht beziehungsweise parallel zur Oberfldche polarisiertes Licht angeben [45]:

€efr = fr€1 + fo€a, (5.1)
1
A o
Eeff €1 €2
und f1+ fa=1, (5.3)

wo die dielektrische Funktion ¢ = n? eingefiihrt wurde. fi, fo, ¢ und ¢; sind
die Volumenanteile bzw. die dielektrischen Funktionen des jeweiligen Mediums.
€erf = 1,18 £ 0,08 ist die effektive dielektrische Funktion. Aus diesen drei Glei-
chungen erhélt man (mit e; = 1 fiir Luft, e = 2,1025 fiir die Ankerlipide) die
untere Grenze des Volumenanteils, fo = 0,163 + 0,068, und die Obergrenze,
f2=10,291 4+ 0,097.

Mit der Bruggeman-Theorie kann man den Fiillungsfaktor nach folgender Formel
genauer bestimmen [24]:

€1 — Ceff €2 — Ceff
161+2€eff ( ! €9 + 2€c5¢ ( )

Die Gleichung liefert einen Fiillungsfaktor von 0,206 + 0,077, was erheblich un-
terhalb der oberen Grenze liegt. Der Volumenanteil der Ankerlipide liegt somit im
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Durchschnitt deutlich unter 30%, wenn man annimmt, dass die Schicht 4,6 nm
dick ist. Das bedeutet die Packungsdichte, die durch LB-Transfer erreicht wird, ist
sehr niedrig, und das kann eine Erklarung fiir elektrische Lecks in der Membran
sein.

5.1.3 Die Kinetik der Vesikelfusion

Kinetikmessungen geben Aufschluss iiber Schichtdickenverdanderungen auf der
Probenoberfliche bei Zugabe von Vesikeln. Somit ist diese Methode geeignet,
um die Entstehung einer Lipidschicht zeitlich zu verfolgen und die Dicke dieser
Schicht zu bestimmen.

Die Kinetikmessung folgt immer demselben Ablauf. Zuerst wird eine Basislinie
aufgenommen und anschliefend werden zwischen 25 und 100 ul Vesikellosung®*
in die Zelle gegeben.

Die Kinetiken werden bedingt durch die Zellgeometrie alle bei einem Einfallswin-
kel von 60° oder 70° aufgenommen (— Kapitel 4.1). Das Zeitintervall zwischen
zwei Messpunkten betrédgt 15 Sekunden fiir eine 1-Zonen Messung und 1 Minute
fiir eine 4-Zonen Messung.

Kinetikmessungen unter einem Einfallswinkel von 60° Exemplarisch soll
die Kinetik aus Abbildung 5.2 ausgewertet werden. Bei dieser Messung wurden
nach Aufnahme einer Basislinie nach ungefahr 68 Minuten 60 ul Vesikellosung
in die Zelle pipettiert. Die Zugabe der Vesikel bewirkt instantan eine deutliche
Verdanderung der ellipsometrischen Winkel. ¥ steigt um 1° von 18,4° auf 19,4° an.
A fallt um 2,6° von 176,7° auf 174,1° ab. Dies entspricht bei einem Umrechnungs-
faktor von 0,793 £0,01°/nm (— Kapitel 2.2.3) einem Schichtdickenzuwachs von
3,28 + 0,05 nm. Weitere Kinetiken, die bei 60° aufgenommen wurden, sind im
Anhang zu finden.

Kinetikmessungen unter einem Einfallswinkel von 70° Die Ergebnisse
der Kinetiken unter einem Einfallswinkel von 70° sollen anhand Abbildung 5.3
vorgestellt werden. Bei dieser Messung wurden 60 pl Vesikellosung nach 33 Minu-
ten in die Zelle injiziert. A féllt ohne Verzogerung schnell von einem Startwert von
163,6° auf einen Endwert von 150,4° ab. Bei einem Faktor von 3,71 +0,12°/nm
errechnet sich daraus ein Schichtdickenzuwachs von 3,64 +£0, 11 nm. ¥ steigt um
1° von 4,1° auf 5,1°. Es ist zu bemerken, dass es sich bei dieser Messung um eine
4-Zonen Messung handelt. Das bedeutet, dass nicht nur die relativen Unterschie-
de mit kleinen Fehlern behaftet sind, sondern dass auch die Absolutwerte sehr
genau sind. Dies sieht man bei Vergleich mit Spalte sieben aus Tabelle 2.3 (—
Kapitel 2.2.3). Der Startwert von 163,6° entspricht einer Schichtdicke von 0 nm,

512 mg/ml Lipide in Reinstwasser
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Abbildung 5.2: Kinetikmessung bei 60°. Nach 68 Minuten wurden 60 ul Vesikellosung
in die Zelle gegeben.

und der Endwert von 150,4° ungefahr 3,5 nm. Weitere Kinetiken unter einem
Einfallswinkel von 70° befinden sich im Anhang.

Die Kinetikmessung in Abbildung 5.4 ist von besonderer Bedeutung, da
die Veranderungen der ellipsometrischen Winkel besonders ausgepragt sind. ¥ én-
dert sich um 1,7° von 18,4° auf 20,1°. A féllt um insgesamt 6,7° von 177,9° iiber
ein kleines Zwischenplateau nach 95 Minuten bei 175,7° auf 171,2° ab. Rechnet
man diese Werte in eine Schichtdicke um, so erhélt man 8,44 nm. Diese Schicht-
dickenzunahme ist mehr als doppelt so grofs wie bei den anderen vorgestellten
Messungen. Auf Hohe des Zwischenplateaus hat sich A um 2,2° verkleinert, was
bereits einer Schichtdicke von 2,77 nm entspricht.

5.1.4 Diskussion der Kinetiken

Es wurden Kinetiken unter 60° und 70° durchgefiithrt. Davon sind jeweils drei
Messungen vorgestellt und ausgewertet worden. Die Ergebnisse dieser Kinetiken
sind in Tabelle 5.3 zusammengefasst.
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Abbildung 5.3: Kinetikmessung bei 70°. Nach 33 Minuten wurden 60 ul Vesikellosung
in die Zelle gegeben.

AOI 60° 60° 60° 70° 70° 70°

5A ] 2,6° 2,8° 3,6° 13,2° 10,6° 7°

5[] 1,0° 0,6° 0,7° 1,0° 0,4° 0,2°
Schicht- 3,28 nm | 3,53 nm | 4,54 nm | 3,64 nm | 2,92 nm | 1,93 nm
dicke [nm)|

Tabelle 5.3: Ergebnisse von sechs Kinetikmessungen. Verédnderungen der ellipso-
metrischen Winkel und der resultierende Schichtdickenzuwachs.

Die Anlagerung und Spreitung der Vesikel ist nach spétestens 400 Minuten abge-
schlossen. Der Selbstorganisierungsprozess der Vesikelfusion ist damit allerdings
noch nicht endgiiltig abgeschlossen, was die Impedanzmessungen im nachfolgen-
den Kapitel zeigen.

Die Schichtdickenbestimmung der sechs Messungen aus Tabelle 5.3 ergibt 3, 31 4+
0,87 nm. Die Liange des Lipids DPhyPC betrédgt 3,5 nm. Man erhélt also eine
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Abbildung 5.4: Kinetikmessung bei 60°. Nach 23 Minuten wurden 50 ul Vesikellosung
in die Zelle gegeben.

sehr gute Ubereinstimmung zwischen dem gemessenen und theoretischen Schicht-
dickenzuwachs. Die Messungen bestéatigen somit, dass es sich um eine Fusion der
Vesikel mit dem Monolayer zu einer tBLM und nicht um die Bildung einer Li-
piddoppelschicht auf dem Monolayer handelt.

In Abbildung 5.4 kann man die Adhésion von Vesikeln auf einer tBLM sehen. Bis
zu dem Zwischenplateau bildet sich die distale Schicht der tBLM aus (2, 77 nm).
Nach der Vesikelfusion ist die Adhésion von Vesikeln auf der tBLM zu erkennen,
da die Schichtdicke um weitere 5,67 nm zunimmt.

Die Ellipsometrie ist somit eine erfolgreiche Methode zur Uberpriifung der Vesi-
kelfusion und zur Bestimmung der Dicke der distalen Schicht.

5.2 Ergebnisse der Impedanzspektroskopie

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der elektrochemischen Impedanzspek-
troskopie in den Unterkapiteln “Vesikelfusion und “Der Einbau von Proteinen*
vorgestellt.
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5.2.1 Vesikelfusion

Dieses Unterkapitel befasst sich mit der Bildung des distalen Layers - die Vesi-
kelfusion. Die Funktionsweise dieses Mechanismus wurde bereits in Kapitel 3.4.1
erlautert.

Vor der Zugabe der Vesikel wird ein Frequenzspektrum des Monolayers aufge-
nommen, um eine Referenzmessung zu haben. Danach wird Vesikellosung in die
Zelle gegeben, und es werden weitere Spektren in regelméfigen Zeitabstdnden
gemessen. Nach Vesikelfusion tiber Nacht (ungefihr 12 Stunden) wird die Zelle
mit 0,1 molarer Kaliumchloridlésung (KCI1) gespiilt und der Bilayer wird charak-
terisiert.

Die Fusion der Vesikel mit dem Monolayer (DPTTC) zu einer Lipiddoppelschicht
ist in den Abbildungen 5.5 nachzuvollzichen. Die Referenzmessung der Mono-
schicht (schwarze Quadrate) zeigt nur die Eigenschaften eines RC-Elementes, die
in Kapitel 2.3.3 behandelt worden sind. Wahrend der Vesikelfusion bildet sich
sukzessiv ein zweites RC-Element aus. Das erkennt man an der Manifestierung
einer Schulter fiir den Betrag der Impedanz und dem Entstehen von zwei Ma-
xima fiir die Phase der Impedanz. Die Daten wurden mit dem in Kapitel 2.4.4
vorgestellten Modell angepasst. Beim Fit des Monolayers wird das RC-Element
weggelassen, da es im Spektrum nicht zu sehen ist. Stattdessen wird das Modell
aus Kapitel 2.4.2 zur Datenanpassung verwendet. In dem Admittanzgraph (rech-
ter Graph) manifestiert sich die Ausbildung eines zweiten RC-Elements durch die
Entstehung eines zweiten Halbkreises. Anhand des Schnittpunkts der Halbkreise
mit der Ordinate lassen sich die Kapazitdten des Systems abschétzen. Es sind
nur die Fits von Monolayer und nach Abschluss der Vesikelfusion eingezeichnet.
Alle Ergebnisse dieser Vesikelfusion sind in Tabelle 5.4 aufgelistet. Der Wider-
stand steigt sukzessive von 1,0kQcm? auf 7,4 kQem?, wihrend die Kapazitiit
von 2,90 pF'/em? bis auf 0,93 puF'/em? abfillt.

Rs; [MQem?] | Cs; [nF/em?] | Ry [kQem?] | Cys [uF/em?]

Monolayer 12,34+ 3,3 1,88 + 0,04 - -
Bilayer 5’ 14,3 £ 3,7 2,04£0,05 1,0+0,2 2,90 £ 0,23
Bilayer 85’ 11,7+ 3,1 2,10+ 0,06 2,5+£0,3 1,15+ 0,06
Bilayer 150 | 14,3446 | 2.15+0,06 | 3,1+0.3 | 1,0240,05
Nach Spiilen | 11,7+1,7 | 2,3040,07 | 7.440,7 | 0,93+ 0,04

Tabelle 5.4: Fitwerte des dquivalenten Schaltkreises zur Vesikelfusion

Der Widerstand und die Kapazitdt der Membran sind in Abbildung 5.6 gegen
die Zeit aufgetragen. Man erkennt, dass der Widerstand mit der Zeit ansteigt
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Abbildung 5.5: Zeitliche Verfolgung der Vesikelfusion mittels Impedanzspektroskopie.
Die Bode-Graphen (links) zeigen eindeutig die Bildung eines zweiten RC-Elements, das
mit den elektrischen Eigenschaften der Membran identifiziert wird. Es ist nur der Fit
(rote Linie) an den Bode-Graphen nach Abschluss der Vesikelfusion gezeigt. Das rechte
Bild zeigt die Admittanzgraphen der Vesikelfusion. Anhand dieses Graphen ldsst sich
die Abnahme der Kapazitdt wihrend der Vesikelfusion verfolgen.

und die Kapazitat abféllt. Die Kapazitét erreicht bereits nach 85 Minuten fast
ihren Minimalwert, wihrend der Widerstand auch noch nach dem Spiilvorgang
ansteigt. Die Anlagerung und Spreitung der Vesikel ist optisch nach spétestens
400 Minuten abgeschlossen. Der Selbstorganisierungsprozess der Vesikelfusion ist
damit allerdings noch nicht endgiiltig abgeschlossen. Lipiddoppelschichten sind
dynamische Systeme und strukturieren sich um. Das wird durch Tabelle 5.2 be-
kraftigt, da der Membranwiderstand sogar nach dem Spiilvorgang weiter ansteigt.
Vermutlich werden durch das Spiilen storende Lipide entfernt und eine Restruk-
turierung sorgt fiir eine dichtere Anordnung der Phospholipide, was eine besser
isolierende Membran zur Folge hat. Nach Abschluss der Vesikelfusion waren die
tBLMs {iber mehrere Tage stabil.

5.2.2 Diskussion der Vesikelfusion

Die in Abbildung 5.5 gezeigten Bode-Plots zeigen den Verlauf einer erfolgrei-
chen Vesikelfusion. Der Widerstand der Membran steigt kontinuierlich bis auf
7,4 kQcm? an, wihrend die Kapazitit sukzessive auf 0,93 pF/cm? abnimmt. Die
tBLM zeichnet sich durch eine sehr niedrige Kapazitit aus, die in der Gréfenord-
nung einer natiirlichen Membran liegt. Im defektfreien Zustand ist die Kapazitat
einer Lipiddoppelschicht 0,5 — 0,7 uF/em? [33]. Die Kapazititen der vorgestell-
ten tBLMs liegen alle zwischen 0,7 uF/cm? und 1,0 uF/cm?,

Allerdings ist der erreichte Widerstand im Vergleich zur Kapazitat unzureichend.
Reine planare Lipidmembranen besitzen einen Widerstand von bis zu 100 M Qcm?
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Abbildung 5.6: Fusionskinetik von Widerstand (rote Quadrate) und Kapazitét (blaue
Kreise) nach Tabelle 5.4. Die Kapazitit fillt schnell auf unter 1 uF/em? ab. Der Wi-
derstand steigt langsam und steigt auch nach dem Spiilen der Zelle noch deutlich auf
7.4 kQcem? an.

[46], wohingegen in dieser Arbeit Widerstinde bis maximal 85 kQem? (— Ka-
pitel 5.2.4) erzielt werden konnten. Griinde fiir diese Unzulénglichkeit sind in
der Ubertragung des Monolayers zu suchen. Erstens ist die Packungsdichte des
Monolayers nicht so grof wie erwartet. Dies zeigen die Ellipsometriemessungen.
Zweitens konnen die Ankerlipide vor dem Transfer in der Losung hydrolisieren
und dann polymerisieren. Dieses Netzwerk von Polymeren ist dann nicht mehr
fahig grofflachig einen glatten und dichten Monolayer zu bilden. Dies fiithrt zu
Fehlstellen, die dann ein elektrisches Leck in der hochisolierenden Membran dar-
stellen.

Dennoch sind die Widerstédnde der dargestellten tBLMs noch so hoch, dass der
Nachweis des Einbaus von Membranproteinen maoglich ist [47].

5.2.3 Die simultane Messung von Ellipsometrie und Impedanzspek-
troskopie - Auswertung und Diskussion

Wihrend der Aufnahme der Kinetik aus Abbildung 5.2 wurden gleichzeitig Im-
pedanzmessungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Simultanmessungen sind
in Abbildung 5.7 gezeigt.

Die Kinetik wurde bereits in Kapitel 5.1.3 ausgewertet und in Kapitel 5.1.4
diskutiert. Die Vesikelfusion ist optisch bereits nach 200 Minuten fast vollstén-
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dig abgeschlossen. Die Impedanzmessungen zeigen jedoch, dass die Fusion nach
der Anlagerung der Vesikel an der Substratoberfliche noch nicht abgeschlossen
ist. Die Impedanzspektren, die in unterschiedlichen Zeitintervallen aufgenommen
wurden, zeigen eher einen linearen Anstieg des Membranwiderstands. Man stellt
fest, dass bis zur vollstandigen Ausbildung der Lipiddoppelschicht bis zu zwolf
Stunden vergehen. 800 Minuten nach Vesikelzugabe wurde die Zelle gespiilt, und
es wurde ein weiteres Impedanzspektrum aufgenommen. Man sieht, dass sich der
Membranwiderstand mehr als verdoppelt. Eine mogliche Interpretation ist, dass
durch das Spiilen stérende Lipide entfernt wurden und so eine dichtere Anord-
nung der Lipide ermoglicht wurde.
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Abbildung 5.7: Simultanmessung von Ellipsometrie und Impedanzspektren. Die Kine-
tik ist dieselbe wie in Abbildung 5.2 (Vesikelzugabe nach 68 Minuten). Zusétzlich ist der
Widerstand der Membran gegen die Zeit aufgetragen. Vor der letzten Impedanzmessung
wurde die Zelle mit Kaliumchloridlésung gespiilt.

5.2.4 Der Einbau der Membranproteine Valinomycin und Gramicidin

Lipiddoppelschichten lassen sich durch den Einbau von Membranproteinen funk-
tionalisieren. Dieser Einbau wird an den Proteinen Valinomycin und Gramicidin
getestet. Die Proteine werden in die Lipiddoppelschicht durch einen Selbstorga-
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nisierungsprozess eingebaut. Die Prozedur ist deshalb folgende: Man gibt eine
gewisse Menge Proteinlosung in die Zelle und wartet einige Stunden bis die Pro-
teine eingebaut sind. Anschliefflend wird die Zelle mit Elektrolytlosung gespiilt,
und danach wird eine neue Messung gestartet.

Der Einbau von Valinomycin Valinomycin ist ein Cyclodeka-Depsipeptid.
Es zdhlt zu den makrozyklischen Antibiotika. Die zyklische Struktur, bestehend
aus der dreifach repetitiven Tetra-Depsipeptid Einheit [—(L — Lac) — (L —Val) —
(D — Hiv) — (D — Val)—|s, bildet einen symmetrischen Ring mit 36 Atomen.
Valinomycin wird von mehreren Streptomyceten Stammen (z.B. Streptomyces ful-
vissimus) produziert. Die Struktur von Valinomycin ist in Abbildung 5.8 gezeigt.

Abbildung 5.8: 3D-Struktur von Valinomycin

Valinomycin ist ein Ionophor, das fast ausschlieflich Kaliumionen transportiert.
Dabei wird K in einer kifigartigen Struktur komplexiert und so durch die Lipid-
doppelschicht transportiert. Andere Ionen, wie z.B. Natrium-Ionen, konnen von
Valinomycin praktisch nicht durch die Membran transportiert werden. Valino-
mycin ist ein hdufig verwendetes Protein und wurde schon erfolgreich in tBLMs
eingebaut [48].

In Abbildung 5.9 sieht man die Impedanzspektren des Monolayers (DPTTC,
schwarze Quadrate) und Bilayers (blaue Rauten) in 0,1 molarer Kaliumchlorid-
16sung. Nach Vesikelfusion betrigt der Widerstand der Membran 10 kQcm? und
die Kapazitit 0,83 puF/cm?. Nach Zugabe von 60 ul einer Valinomycinlésung®-2
sinken der Widerstand und die Kapazitiat auf 0,5 kQcm? bzw. 0,74 pF/cm?
ab (magentafarbene Dreiecke). Wechselt man die Kaliumchloridlésung gegen ei-

521 mg/ml Valinomycin in Ethanol
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Abbildung 5.9: Einbau von Valinomycin (links) und bei Austausch der Elektrolytlo-
sungen (rechts). Nach dem Einbau von Valinomycin verschiebt sich der Bode-Graph bei
Austausch der Elektrolytlosungen deutlich. Ohne den Einbau des Proteins liegen die
Bode-Plots nach Austausch der Losungen fast {ibereinander.

ne Natriumchloridlosung (NaCl), so steigen der Widerstand und die Kapazi-
tiat der Lipiddoppelschicht fast wieder auf die alten Werte von 9 kQem? bzw.
0,88 uF'/em? (rote Kreise). Auch wenn die Elektrolytlésungen mehrmals ausge-
tauscht werden, sind die Ergebnisse der elektrischen Werte der Membran immer
im gleichen Grofenbereich.

Valinomycin || Rg; [MQem?] | Cs; [uF/em?] | Ry; [kQcem?] | Cy; [uF/em?)

Bilayer KCI 154+3,3 | 2,0040,04 | 10,043,3 | 0,83+0,04

%inomycm 3243,7 | 2,1040,05 | 0,540,2 | 0,74=+0,23
; .

\Nfzgiomycm 354+3,1 | 2,1040,06 | 9,043,0 | 0,88=+0,06

Tabelle 5.5: Fitwerte des dquivalenten Schaltkreises zur Inkorporation von Vali-
nomycin. Die Kapazitat bleibt anndhernd konstant, aber der Widerstand dndert
sich um einen Faktor 20 bei Austausch der Elektrolytlosungen.

Messungen ohne die Zugabe von Valinomycin zeigen, dass die elektrischen Grofen
des Bilayers nach dem Wechsel der beiden Elektrolytlosungen keine signifikanten
Unterschiede erkennen lassen (siche Abbildung 5.9 und Tabelle 5.6).

Der Einbau von Gramicidin Gramicidin ist ein Peptid-Antibiotika vom Bak-
terium Bacillus brevis. Gramicidin ist ein lineares Pentadeka-Peptid. Es besitzt
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Rgi [MQcem?] | Cs; [uF/em?] | Ry [kQem?] | Cy [wF/em?]
Bilayer KC1 10,6 £ 3,0 2,094+0,08 | 18,3+2,0 | 0,93+£0,04
Bilayer NaCl || 24.346,4 | 2,0040,08 | 24,1+2,3 | 0,9240,04

Tabelle 5.6: Fitwerte des dquivalenten Schaltkreises bei Austausch der Elektro-
lytlosungen. Kapazitat und Widerstand der Membran dndern sich kaum nach
Austausch der Elektrolytlosungen.

eine alternierende stereochemische Konfiguration der Aminosauren, die notwendig
fiir die Ausbildung einer -Helix in Membranen ist. Das funktionelle Gramicidin
ist ein Dimer, besteht also aus zwei Molekiilen Gramicidin. Dieses Dimer bildet
einen lonenkanal zwischen proximaler und distaler Seite der Membran. Der Kanal
ist spezifisch fiir monovalente Kationen, wie z.B. Kalium, lidsst jedoch divalen-
te Kationen sowie Anionen nicht durch. Abbildung 5.10 zeigt die Struktur von
Gramicidin.

Abbildung 5.10: 3D-Struktur von Gramicidin

Abbildung 5.11 zeigt Bode-Plots von Messungen vor®? und nach Zugabe von

Vesikeln und dem Membranprotein Gramicidin. Nach Vesikelzugabe erreicht der
Bilayer einen Widerstand von 9,9 kQcm?. Nachdem 50 pl Gramicidin®? in die
Zelle pipettiert wurden, sank der Widerstand auf 1,7 kQem? ab. Nach Austausch
der 0,1 molaren Kaliumchlorid- gegen eine 0,1 molare Tetramethylammonium-
chloridlésung (TMAC) stellt sich wieder der alte Widerstand von 9, 7 kQem? ein.
Dieser Vorgang ist reversibel, wie Tabelle 5.7 und Abbildung 5.11 bestétigen.

53Die Monolage bestand aus dem Molekiil DPTTC.
545 ng/ml in Ethanol
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Abbildung 5.11: Einbau von Gramicidin (links) und bei Austausch der Elektrolytlo-
sungen (rechts). Nach dem Einbau von Gramicidin verschiebt sich der Bode-Graph bei
Austausch der Elektrolytlosungen deutlich. Ohne den Einbau des Proteins liegen die
Bode-Plots nach Austausch der Losungen nur knapp auseinander.

Rsi [MQem?] | Cs; [uF/em?] | Ry [kQem?] | Cy [uF/em?]
Bilayer KCI 120,1453,3 | 1,3840,04 | 99411 | 0,79+ 0,03
Egﬁmlmdm 133,94 71,6 | 1,224+0,04 | 1,740,2 | 0,84+0,05
Gramicidin 138,34+ 80,7 | 1.4840,05 | 9.74+1.1 | 0,87+0,04
TMAC M b ) M ) M ) M
Gramicidin
el 148,04+ 87,0 | 1,2540,04 | 1,5+0,2 | 0,81+0,05
Gramicidin 143.1+78.0 | 1.4040.,05 | 7.740.9 | 0.87+0,04
TMAC b ) 9 b b b 9 b

Tabelle 5.7: Fitwerte zu den Bode-Graphen aus Abbildung 5.11 (links). Die Ka-
pazitdt bleibt anndhernd konstant, aber der Widerstand dndert sich um einen
Faktor 6 bei Austausch der Elektrolytlosungen.

Referenzmessungen ohne Zugabe von Gramicidin ergeben, dass der Widerstand
der Membran beim Tausch einer 0,1 molaren Kalium- gegen eine 0,1 molare Te-
tramethylammoniumchloridlésung um einen Faktor 2 ansteigt. Dieser Vergleich
ist in Tabelle 5.8 und in Abbildung 5.11 zu sehen.
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Rg; [MQcem?] | Cs; [uF/em?] | Ry [kQem?] | Cy [wF/em?]

Bilayer KC1 133,1£60,5 | 1,39+£0,04 | 13,1£1,3 | 0,77£0,03
Bilayer TMAC | 134,7£83,6 | 1,504+0,06 | 26,3+3,3 | 0,82+0,04

Tabelle 5.8: Fitwerte zu den Bode-Graphen aus Abbildung 5.11 (rechts) bei Aus-
tausch einer 0,1 molaren Kalium- gegen eine 0,1 molare Tetramethylammonium-
chloridlosung. Die Kapazitat dndert sich kaum. Die Widerstdnde unterscheiden
sich nur um einen Faktor zwei.

5.2.5 Diskussion der Proteininkorporation

Der erfolgreiche Einbau der Proteine Valinomycin und Gramicidin in die Mem-
bran ist in Kapitel 5.2.4 ausgewertet worden. Anhand von Tabelle 5.5 lésst sich
der erfolgreiche Einbau von Valinomycin nachvollziehen. Nach der Vesikelfusion
ist der Widerstand 10 kQcm? gro. Nach dem Hinzufiigen von Valinomycin in die
Zelle sinkt der Widerstand auf 0,5 kQcm? ab. Da Valinomycin ausschlieflich Ka-
liumionen durch die Membran transportieren kann, steigt der Widerstand nach
dem Austausch der Kaliumchloridlésung gegen eine Natriumchloridlésung wieder
auf 9 kQem? an. Die Kapazitit der Lipiddoppelschicht dndert sich dabei kaum.
Dieser Vorgang ist reversibel. Referenzmessungen ohne Valinomycin ergeben fiir
die beiden erwéhnten Elektrolytlosungen nahezu dieselben Werte fiir Widerstand
und Kapazitdt der Membran (— Tabelle 5.6). Daraus ldsst sich schlieffen, dass
das Membranprotein Valinomycin erfolgreich in die Membran eingebaut werden
konnte.

Als Kontrollexperiment dient bei dem Einbau von Gramicidin der Austausch von
Kalium- gegen Tetramethylammoniumchloridlésung. Aus diesem Experiment (—
Tabelle 5.8) geht hervor, dass der Membranwiderstand in Tetramethylammoni-
umchloridlésung um einen Faktor zwei grofer ist. Die Ursache fiir diesen Unter-
schied ist die unterschiedliche Ionengrofse von Kalium und Tetramethylammoni-
um. Kaliumionen sind kleiner und konnen deshalb leichter durch Leerstellen in
der Membran hindurchtreten. Um Gramicidin nachweislich eingebaut zu haben,
muss der Unterschied nach Austausch der Elektrolyte grofer als ein Faktor zwei
sein. In Tabelle 5.7 sind Widerstdnde vor und nach Einbau von Gramicidin ge-
zeigt. Nach dem Hinzufligen von Gramicidin féllt der Widerstand deutlich von
9,9 kQcm? um einen Faktor sechs auf 1,7 kQcm? ab. Dieser Effekt ist somit drei
Mal so groft wie in Abwesenheit von Gramicidin. Die Kapazitdt hingegen dndert
sich nur marginal. Daraus lasst sich eindeutig der Nachweis ableiten, dass Grami-
cidin erfolgreich in die Membran eingebaut werden konnte. Auch fiir Gramicidin
ist dieser Vorgang reversibel (— Tabelle 5.7).

Der funktionalisierende Einbau von zwei Membranproteinen in die hergestellten
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tBLMs konnte somit gezeigt werden.

Der grofste Widerstand wurde mit DPTTC als Ankermolekiil und Tetra-
methylammoniumchlorid als Elektrolytlosung erreicht. Der Widerstand betragt
85,849, 0 kQem? und die Kapazitit 0, 9140, 04 uF/cm?. Der Bode-Plot zu dieser
Messung (blaue Dreiecke) und die Messung des Monolayers (schwarze Quadrate)
sind in Abbildung 5.12 gezeigt.
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Abbildung 5.12: Bode-Plot einer Membran mit hohem Widerstand.

Rsi [MQem?] | Cs; [uF/em?] | Ry [kQem?] | Cy [uF/em?

Monolayer 16,1 4+£2,7 1,68 £ 0,02 - -
Bilayer TMAC 22,54+6,1 2,18£0,09 | 8,8+9,0 | 0,91+£0,04

Tabelle 5.9: Fitwerte zu den Bode-Graphen aus Abbildung 5.12

5.2.6 Diskussion der Widerstinde der hergestellten tBLMs

Der grofite Widerstand einer Membran, die in dieser Arbeit hergestellt wurde,
ist nur 85,8 kQem? grok. In der Arbeitsgruppe wurden mit demselben Molekiil



5 MESSERGEBNISSE UND DISKUSSION 61

(DPTTC) bereits Membranwiderstinde von 500 kQ2cm? erreicht [19]. Dieser grofse
Unterschied, der einen Faktor sechs betragt, 1lasst sich nur auf die Praparation des
Monolayers und die Zelle zuriickfithren. In dieser Arbeit wurde der Monolayer mit
dem LB-Verfahren auf die Siliziumscheibe iibertragen. Von Atanasov et al. [19]
hingegen wurde zur Bildung des Monolayers ein Selbstorganisierungsprozess aus-
genutzt. Man kann daraus nur schliefen, dass fiir DPTTC bei einem Selbstorga-
nisierungsprozess dichtere Monolayer entstehen als bei einem LB-Transfer. Der
zweite Faktor, der den Membranwiderstand noch starker herabsetzen kann, ist die
Zelle an sich. Sie ist nicht fiir Impedanzmessungen optimiert wie es bei Atanasov
et al. der Fall ist. Auf Grund dessen bilden sich in der Zelle immer wieder Luft-
blasen, die teilweise die Oberfliche des Monolayers bedecken. Dadurch koénnen
an diesen Stellen keine Vesikel fusionieren, und es entstehen Leerstellen, die den
Widerstand der Membran erheblich reduzieren. Dennoch ist der Membranwider-
stand so hoch, dass man die Lipiddoppelschicht durch den Einbau von Proteinen
funktionalisieren kann [47]. Biologische Membranen besitzen lediglich einen Wi-
derstand von wenigen Qcm? bis zu einigen kQem? [46]. Daher ist fiir tBLMs der
Begriff "hochisolierende Membran"gerechtfertigt.
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6 Zusammenfassung

In der Arbeitsgruppe haben sich hochisolierende Membranen (tBLM) auf Gold [49],
Aluminium- 23| und Siliziumoxid [19] etabliert. Die elektrochemische Impedanz-
spektroskopie dient dabei zur Untersuchung der elektrischen Eigenschaften der
tBLMs. Der Aufbau der Membrane wird optisch mit Hilfe der Oberflichenplas-
monen-Resonanzspektroskopie oder der Ellipsometrie verfolgt. In dieser Arbeit
wurde eine Zelle zur simultanen Messung von Ellipsometrie und elektrochemi-
scher Impedanzspektroskopie entworfen. Die Funktionsfahigkeit dieser Zelle wur-
de gezeigt, indem tBLMs charakterisiert wurden.

Zum Aufbau der Membrane wurde fiir die proximale Schicht der LB-Ubertrag
und fiir die distale Schicht die Vesikelfusion verwendet. Die Topologie der pro-
ximalen Schicht weist eine sehr geringe Rauigkeit von unter 0,2 nm auf, was
eine Grundvoraussetzung zum Aufbau einer hochisolierenden Membran ist. Die
Schichtdicke wurde mittels Ellipsometrie zu 1,40 + 0,46 nm bestimmt. Diese
Schichtdicke liegt deutlich unter der theoretisch berechneten Lénge des Mole-
kiils von 4,6 nm. Der Volumenanteil der Ankerlipide an der Monoschicht betragt
weniger als 30%. Dies sind Anzeichen fiir eine geringe Oberflichendichte der Mo-
noschicht.

Die Ergebnisse in Kapitel 5 bestatigen, dass die simultane Messung von Ellip-
sometrie und Impedanzspektroskopie mit der speziell entwickelten Zelle moglich
ist. Sowohl mit der Ellipsometrie als auch mit der Impedanzspektroskopie konnte
der Aufbau der distalen Schicht - die Vesikelfusion - verfolgt werden. Optisch
war die Vesikelfusion nach spétestens sechs Stunden abgeschlossen. Die Dicke der
distalen Schicht betragt 3,31 £ 0,87 nm. Dieser Schichtdickenzuwachs stimmt
hervorragend mit der bekannten Dicke einer Lipidschicht von 3,5 nm iiberein.
Nachdem die Vesikelfusion abgeschlossen war (mindestens zwolf Stunden), er-
reichten die tBLMs Widerstinde von bis zu 85,8 kQem? und Kapazititen von
ungefihr 0,8 pF/cm?. Die tBLMs waren iiber viele Tage stabil und zeigten nur
geringe Schwankungen in Widerstand und Kapazitét.

In einem zweiten Schritt konnte der funktionelle Einbau von zwei Membran-
proteinen nachgewiesen werden. Das erste Protein (Valinomycin) ist ein Ionen-
transporter, der (fast) ausschlieflich Kaliumionen durch die Doppellipidschicht
transportiert. Durch den Austausch von Natrium- gegen Kaliumchloridlésung
konnte der erfolgreiche Einbau gezeigt werden (Tabelle 5.5 und Abbildung 5.9).
Das zweite Protein, Gramicidin, ist ein Ionenkanal, der nur fiir monovalente ITo-
nen durchléssig ist. Der erfolgreiche Einbau von Gramicidin konnte durch den
Austausch von Kalium- und Tetramethylammoniumchloridlésung gezeigt werden
(Tabelle 5.7 und Abbildung 5.11).

Weitergehende Untersuchungen zur Verbesserung der zwar ausreichenden, aber
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dennoch unbefriedigenden Membranwiderstdnde konnten im Zeitrahmen dieser
Arbeit nicht angegangen werden.

Die Arbeit zeigt den Entwurf und die erfolgreiche Realisierung einer Zelle zur Si-
multanmessung von Ellipsometrie und Impedanzspektroskopie. Desweiteren konn-
ten mechanisch stabile tBLMs mittels LB-Verfahren und Vesikelfusion hergestellt
werden. Abschliefend konnte der erfolgreiche Einbau von zwei Membranprotei-
nen verifiziert werden. Diese Diplomarbeit tragt somit zum weiteren Verstandnis
von tBLMs bei.
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A Anhang

A.1 Puffer

In dieser Diplomarbeit wurden einige Elektrolytlosungen als Pufferlosungen ver-
wendet:

e NaCl-Puffer, eine 0,1 M wéssrige Losung von Natriumchlorid.
o KCl-Puffer, eine 0,1 M wassrige Losung von Kaliumchlorid.

e TMAC-Puffer, eine 0,1 M wissrige Losung von Tetramethylammonium-
chlorid.

Fiir alle wéassrigen Losungen wurde Wasser einem Millipore Reinigungssystem
(Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland) entnommen, welches einen Wider-
stand von mehr als 18,2 MQ/cm hatte.

A.2 Molekiile
Das Molekiil 1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPhyPC) aus Abbil-

dung A.1 ist ein kommerzielles Lipid von Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL,
USA).

)\/\/k/\/k/\)\/lok
2 o
WWO\/\/O\%/O\/\’!“/
o) g |
Abbildung A.1: 1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPhyPC)
Die Molekiile 2,3-di-O-phytanoyl-sn-glycero-1-tetraethyleneglycol-trichlorosilan
(DPTTC) und 2,3-di-O-phytanoyl-sn-glycero-1-tetraethyleneglycol-trimethoxysi-

lan (DPTTM) sind in der Arbeitsgruppe synthetisierte Ankerlipide. Die Strich-
formeln dieser Molekiile sind in nachfolgender Abbildung A.2 gezeichnet.
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X

Abbildung A.2: Strichformeln der beiden verwendeten Ankerlipide (DPTTC: X=ClI,
DPTTM: X=Methoxy-Gruppe). Die Ankerlipide unterscheiden sich nur durch die An-
kergruppe.

A.3 Reinigungsprozeduren
A.3.1 Silizium-Wafer

Bevor die Siliziumscheiben benutzt wurden, wurden sie griindlich gereinigt, um
die Oberflaichenbedeckung der OH—Gruppen zu erhéhen. Eine typische Reini-
gungsprozedur bestand aus folgendem Ablauf:

1. Ultraschall in Milli-Q fiir 10 Minuten
2. Ultraschall in Ethanol fiir 10 Minuten
3. Plasma-Reinigung bei 300 Watt (0,9 mbar Ar/0,1 mbar O3)
4. Ultraschall in Milli-Q fiir 10 Minuten

Diese Prozedur erhoht die durchschnittliche Belegung von O H—Gruppen auf der
Oberflache. Nach einer solchen Reinigung wiesen die Wafer einen Kontaktwinkel
von weniger als 10° auf, d.h. sie waren extrem hydrophil. Zur weiteren Charak-
terisierung der unbeschichteten Proben wurde die Dicke der nativen Oxidschicht
durch Ellipsometrie bestimmt. Die Messung bestétigte die erwartete Schichtdicke
einer nativen Siliziumoxidschicht von 1,840, 2nm. Die Messung der Rauigkeit der
Proben erfolgte durch die Methode Rasterkraftmikroskopie (AFM) im tapping-
mode. Das gemessene Quadratmittel (RMS*1) der Rauigkeit betrug im Durch-
schnitt 0,2 £ 0, Inm. Die Proben waren also wie erwartet sehr glatt, was eine
Grundvoraussetzung fiir den Aufbau einer dichten und hochisolierenden Mem-
bran ist.

A.3.2 Messzelle

1. Nach jedem Versuch wurde die Zelle griindlich mit Milli-Q) gespiilt.

Alroot mean square
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2. Danach wurde sie im Ultraschallbad fiir jeweils zehn Minuten in Hellmanex,
Milli-Q und Ethanol gereinigt. Zwischen jedem Reinigungsgang wurde die
Zelle wieder intensiv mit Milli-Q gesédubert.

3. Abschliefend wurden alle Kompenenten unter einem Strom von Stickstoff-
gas trocken geblasen.

Nach dieser bewahrten Prozedur ist die Messzelle von allen Lipiden und Proteinen
befreit.

A.4 Simulationsprogramme in Matlab
A.4.1 Ellipsometrie

Um Schichtdicken bzw. Schichtdickenunterschiede von Monolayer und Bilayer
zu simulieren, wurden mehrere Programme in Matlab7.0 geschrieben. Mit die-
sen kann man die Abhéngigkeit der ellipsometrischen Winkel ¥ und A von der
Dicke der interessierenden Schicht berechnen und zeichnen lassen. In nachfolgen-
dem Programm wurde ein Schichtsystem aus Substrat, drei Zwischenschichten
und dem Ambiente simuliert. Das Substrat war hochdotiertes Silizium, die drei
Schichten waren Siliziumoxid, Monolayer und distale Schicht und das Ambiente
war Wasser.

Die Idee das Programm im Jones-Matrix-Formalismus zu schreiben wurde dem
Buch von Azzam entnommen, in dem dies fiir ein 3-Schichtsystem skizziert wurde.

%»Simulation eines 5-Schicht-Systems fiir die Ellipsometrie

clear all;
close all;

%Setzen der Brechungsindizes

NO = 1.3337; Y%ambient MediumO
N1 = 1.5; %bilayer Mediuml
N2 = 1.45; Jmonolayer Medium2
N3 = 1.4605; %5102 Medium3
N4 = 4.1132 + i*0.0538; %Si(doped) Medium4

%Setzen der Schichtdicken

npts = 11; %Anzahl der Stiitzstellen
d = 10; %Schichtdicke des bilayers in nm
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dl = linspace(0,d,npts); %Schichtdicke des bilayers in nm
d2 = 1.7; %Schichtdicke der monolayers in nm
d3 = 1.6; %Schichtdicke der Si02-Schicht in nm

/Setzen der verwendeten Wellenlénge
lambda = 532; JWellenldnge in nm

%Setzen des Einfallwinkels

WO = 60%pi/180; %angle of incidence hier 70° im Bogenmaf
W1l = asin(sin(WO)*NO/N1); hgebrochener Winkel in Mediuml
W2 = asin(sin(WO)*NO/N2) ; hgebrochener Winkel in Medium?2
W3 = asin(sin(WO0)*NO/N3); hgebrochener Winkel in Medium3
W4 = asin(sin(WO0)*NO/N4); hgebrochener Winkel in Mediumé

%Berechnen der Transmissions- und Reflexionskoeffizienten

#Reflexion an interface MediumO/Mediuml parallel
rO01lp = tan(WO-W1)/tan(WO+W1);
JReflexion an interface Mediuml/Medium2 parallel
r12p = tan(W1-W2)/tan(W1+W2) ;
#Reflexion an interface Medium2/Medium3 parallel
r23p = tan(W2-W3)/tan(W2+W3) ;
J#Reflexion an interface Medium3/Medium4 parallel
r34p = tan(W3-W4)/tan(W3+W4) ;

%Reflexion an interface MediumO/Mediuml senkrecht
r0ls = sin(W1-WO0)/sin(WO+W1);
%Reflexion an interface Mediuml/Medium2 senkrecht
r12s = sin(W2-W1)/sin(W1+W2);
%Reflexion an interface Medium2/Medium3 senkrecht
r23s = sin(W3-W2)/sin(W2+W3);
%Reflexion an interface Medium3/Medium4 senkrecht
r34s = sin(W4-W3)/sin(W3+W4) ;

%Transmission an interface MediumO/Mediuml parallel
t01p = 2*cos(W0)*sin(W1)/(sin(WO+W1)*cos(WO-W1));
%Transmission an interface Mediuml/Medium2 parallel
t12p = 2xcos(W1)*sin(W2)/(sin(W1+W2)*cos(W1-W2));
%Transmission an interface Medium2/Medium3 parallel
t23p = 2*xcos(W2)*sin(W3)/(sin(W2+W3)*cos(W2-W3)) ;
%Transmission an interface Medium3/Medium4 parallel



A ANHANG

72

t34p = 2xcos(W3)*sin(W4)/(sin(W3+W4)*cos(W3-W4));

%Transmission an interface MediumO/Mediuml senkrecht
t01ls = 2*cos(W0)*sin(W1)/sin(WO+W1);
%Transmission an interface Mediuml/Medium2 senkrecht
t12s = 2*cos(W1)*sin(W2)/sin(W1+W2);
%Transmission an interface Medium2/Medium3 senkrecht
t23s = 2*xcos(W2)*sin(W3)/sin(W2+W3) ;
%Transmission an interface Medium3/Medium4 senkrecht
t34s = 2*xcos(W3)*sin(W4)/sin(W3+W4) ;

%Phase-shift in den Medien

for n=1:npts

%Phase-shift in Mediumil
bl(n,:) = 2xpi*dl(n)*N1*cos(W1l)/lambda;

%Phase-shift in Mediuml
L1(:,:,n) = [exp(i*bl(n)) O0; 0 exp(-ixbl(n))];

end

%Phase-shift in Medium?2

b2
L2

2xpi*d2*xN2*cos(W2) /lambda;
[exp(i*b2) 0; 0 exp(-i*b2)];

%Phase-shift in Medium3

b3
L3

2*pi*d3*N3*cos(W3) /lambda;
[exp(i*b3) 0; 0 exp(-i*b3)];

%Grenzflachenverhalten bei paralleler Polarisation

I01p = [1 rOip;
I12p = [1 ri2p;
I23p = [1 r23p;
I34p = [1 r34p;

rOlp 1]/t01p;
ri2p 1]1/t12p;
r23p 1]1/t23p;
r34p 1]/t34p;

%Interface
%Interface
%Interface
%Interface

MediumO/Mediuml parallel
Mediuml/Medium2 parallel
Medium2/Medium3 parallel
Medium3/Medium4 parallel

%Grenzflachenverhalten bei senkrechter Polarisation
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I01s = [1 rO1s; rOl1ls 1]/t01s; %Interface MediumO/Mediuml senkrecht
I12s = [1 r12s; r12s 1]1/t12s; %Interface Mediuml/Medium2 senkrecht
I23s = [1 r23s; r23s 1]1/t23s; %Interface Medium2/Medium3 senkrecht
I34s = [1 r34s; r34s 1]1/t34s; %Interface Medium3/Medium4 senkrecht

for n=1:npts

Sp(:,:,n) = I34p*L3*I23pxL2*I12p*L1(:,:,n)*I01p; Jparallel
Ss(:,:,n) = I34s*xL3*xI123s*xL2*xI12s*L1(:,:,n)*101s; %senkrecht
end

%Berechnung von rho = Rp/Rs

for n=1:npts

S21p(n) = Sp(2,1,n);
S22p(n) = Sp(2,2,n);
S22s(n) = Ss(2,2,n);
S21s(n) = Ss(2,1,n);

rho(n) = S21p(n)*S22s(n)/S22p(n)/S21s(n);
JBerechnung von delta und psi

delta(n) = -angle(rho(n))*180/pi;
if delta(n)<0
delta(n)=delta(n)+360;
end
psi(n) = atan(abs(rho(n)))*180/pi;

end
%Plotten (delta und psi in Abhéngigkeit von dl des Polymers)

figure;

[H,G1,G2] = plotyy(dl,delta,dl,psi);
title(’Simulation Ellipsometrie’);
xlabel(’d(bilayer) [nm]’);
set(get(H(1),’Ylabel’),’String’,’\Delta [°]’);
set(G1,’LineWidth’,1);

set (G2, ’LineWidth’,1);
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set(get(H(2),’Ylabel’),’String’,’\Psi [°]’);

A.4.2 Elektrochemische Impedanzspektroskopie

Die Simulationen fiir elektrische Schaltkreise wurden ebenfalls mit Matlab durch-
gefiihrt. Beispielhaft ist das Programm zur Simulation eines R(RC)(RC)-Schalt-
kreises (wie in Abbildung 2.16 gezeigt) aufgefithrt. Wie leicht zu erkennen ist, wird
zuerst die Impedanz (und implizit die Admittanz) in einer sogenannten Funktion
berechnet und dann im Bode-Plot und im frequenzreduzierten Admittanz-Plot
aufgetragen.

JBerechnen der komplexen Impedanz eines R(RC) (RC)-Schaltkreises
function z = impedanceRRCRC(w,R1,R2,C2,R3,C3);

z = R1 + R2./(1+(w.*R2.%C2) .~2)
+ R3./(1+(w.*R3.*C3)."2)
- i.%(w.*R2.72.%C2./(1+(w.*R2.%C2) ."2)
+ w.*R3.72.*C3./(1+(w.*R3.%C3) ."2));

%Simulation Bode-Plot

close all;
clear all;

%iFrequenzbereich
f = logspace(-3,6,1000);

JUmrechnung auf Kreisfrequenz
w=2*pix*xf

JVariation des bilayer-Widerstands
R3 = linspace(5e4,5e4,2);
C3 = linspace(4e-7,4e-7,2);

for n=1:2

z(n,:) = impedanceRRCRC(w,100,5e7,8e-7,R3(n),C3(n));
y(n,:) = 1./z(n,:);
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end

figure;
[H,G1,G2] = plotyy(f,abs(z(1,:)),f,
-angle(z(1,:))*180/pi, ’loglog’,’semilogx’) ;
title(’Simulation eines R(RC)C-Gliedes’);
xlabel(°f [Hz]’);
set(get (H(1),’Ylabel’),’String’,’|Z| [\Omegal’);
set(G1,’LineWidth’,1);
set (G2, ’LineWidth’,1);
set(get(H(2),’Ylabel’),’String’,’\theta [°]’);

figure;
plot(real(y(1,:))./w,imag(y(1,:))./w);

A.5 Weitere Kinetiken
A.5.1 Einfallswinkel 60°

In Abbildung A.3 sind zwei Kinetikmessungen unter einem Einfallswinkel von 60°
zu sehen. Im linken Plot beginnen A und ¥ bei 177,2° bzw. 18,3° und enden bei
174,4° bzw. 18,9°. Die Unterschiede sind in A und ¥ 2,8° bzw. 0,6°. Daraus ergibt
sich eine Schichtdicke von 3,53 4 0,05 nm. Im rechten Bild sind die Werte von
A und ¥ 177,0° und 18,3° grok. Nach Abschluss der Vesikelfusion haben diese
Grofsen Werte von 173,4° und 19,0°. Das macht fiir A eine Differenz von 3,6°,
und man erhélt eine Schichtdicke von 4,54 + 0,06 nm.

A.5.2 Einfallswinkel 70°

Abbildung A.4 zeigt zwei weitere Kinetikmessungen unter einem Einfallswinkel
von 70°. Im linken Graphen fallt A um 10,6° von 162,6° auf 152,0° und V¥ steigt
um 0,4° von 4,2° auf 4,6°. Dies entspricht einer Dicke der distalen Schicht von
2,92 + 0,10 nm. Beim rechten Graphen ist die Differenz in A und ¥ nur 7,0°
bzw. 0,2° groft. Die Umrechnung liefert dafiir einen Schichtdickenzuwachs von
1,93 £ 0,07 nm
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gegeben.
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