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KURZFASSUNG

Die Abhangigkeit zwischen diagnostischen Parametern und hamolytischen Prozessen resul-
tiert in einer verminderten Genauigkeit und Zuverlassigkeit von Laboranalysen. Die Entwick-
lung eines Hamolyse-Teststreifens basierend auf der elektrochemischen Detektion von frei-
em Hamoglobin im Blutplasma ermdglicht die Ausschaltung dieser Fehlerquelle. Das sensori-
sche Element des Systems bildet ein Hexacyanoferrat-Film auf der Arbeitselektrode des Sen-
sors. Vier verschiedene Hexacyanoferrat-Verbindungen wurden als moégliche Modifikatoren
fur die Arbeitselektrode des Teststreifens untersucht. Die modifizierten Sensoren wurden
mittels zyklischer Voltammetrie charakterisiert und ihre Signalintensitat, Reproduzierbarkeit
sowie Signalstabilitdt analysiert. Die Ergebnisse weisen Eisen-Hexacyanoferrat, welches in
Glutaraldehydmembranen angereichert wurde, als geeigneten Modifikator aus. Diese
Membranen sind charakterisiert durch ein ausgepragtes elektrochemisches Verhalten, hohe
Signalstabilitat und gute Reproduzierbarkeit. Die Durchfiihrung weiterer Studien mit Hamo-

globin ist fiir eine Validierung des vorliegenden Messprinzips notwendig.

Schlagwérter: Hamoglobin, Himolyse, Hexacyanoferrat, Sensorik, Voltammetrie



ABSTRACT

Hemolytic processes affect diagnostic parameters, resulting in a reduction of reliability and
accuracy of lab analysis. The detection of free hemoglobin in blood plasma is used for the
development of a haemolysis test strip, eliminating this source of error. The sensoric ele-
ment of the system is formed by a hexacyanoferrate film on the working electrode. Four
different hexacyanoferrate compounds were examined as possible modifying agents for the
working electrode of the test strip. All modified sensors were characterized using cyclic volt-
ammetry and analysis of the parameters signal intensity, reproducibility and signal stability
has been performed. The results confirm ferric hexacyanoferrate, which has been enriched
on glutaraldehyd membranes, as a suitable modificator. These membranes show a pro-
nounced electrochemical behaviour, high signal stability as well as an excellent reproducibil-
ity. However, further studies applying hemoglobin are required in order to validate the pre-

sent measuring principle.
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1 EINLEITUNG

Die Arbeitsgruppe Sensorik der Abteilung HEALTH des Joanneum Research beschaftigt sich
mit der Entwicklung eines Home-Monitoring Systems fiir die Erfassung von Kaliumplasma-
konzentrationen fiir Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz. Dieses System bildet die
Grundlage der hier vorliegenden Arbeit. Basierend auf einem potentiometrischen Messprin-
zip wird ein Einmalteststreifen entwickelt, welcher, dhnlich der Blutzucker-Messung von Di-
abetikern, mit Hilfe eines Tropfen Kapillarbluts aus der Fingerbeere den Kaliumspiegel im
Blutplasma bestimmt. Besonders fiir Patienten mit chronischer Herz- oder Niereninsuffizienz
stellen Entgleisungen des Kaliumhaushaltes eine schwerwiegende Komplikation dar, die ei-
nerseits durch die Krankheit selbst, vor allem aber durch deren medikamentdse Therapie
ausgeldst werden kann. Das momentane Standardprozedere zur Uberwachung des Kalium-
spiegels erfordert die Abnahme vendsen Blutes bei einem Arzt oder in einem Krankenhaus.
Dieser Umstand impliziert einen zeitintensiven Prozess flr den Patienten, sowie einen logis-
tischen und finanziellen Aufwand auf Seiten der Gesundheitsdienstanbieter. Durch die Ent-
wicklung eines Kalium Home-Monitoring Systems soll dem Patienten eine komfortable,
engmaschige Kaliumiiberwachung von zu Hause aus ermoglicht und Kaliumentgleisungen
frihestmoglich erkannt werden. Die Probenentnahme aus der Fingerbeere erfolgt dabei

selbststandig durch den Patienten.

Durch mechanische Belastung und Scherkrafte wahrend der Blutabnahme kénnen Erythrozy-
ten zerstort und Hamoglobin sowie andere zytoplasmatische Bestandteile in das Plasma frei-
gesetzt werden. Dieser Vorgang wird als Hamolyse bezeichnet. Da Erythrozyten in ihrem
Zellinneren eine circa 25-fach hohere Kaliumkonzentration besitzen als das Blutplasma, kann
schon eine geringgradige Hamolyse einen Anstieg des Plasmakaliumspiegels bewirken und
so zu falsch hohen Messergebnissen fiihren. Wichtiger Bestandteil eines Home-Monitoring
Systems ist daher die Integration einer Himolyse-Detektion, die das mogliche Auftreten ei-

ner Hamolyse Uberwacht und den Patienten vor Fehlmessungen warnt.

Diese Masterarbeit beschaftigt sich mit der Entwicklung einer Hamolysedetektion auf Ein-
malteststreifen, welche spater in das bestehende Kalium Home-Monitoring System integriert

werden kann. Grundlage des Systems ist die elektrochemische Bestimmung des freien Ha-
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moglobins im Blutplasma. Unter physiologischen Bedingungen enthalt Blutplasma keine
oder nur geringe Spuren von Hamoglobin. Kommt es durch Hamolyse zu einer Freisetzung
von Hamoglobin aus den Erythrozyten, kann lber die Konzentration an freiem Hamoglobin
im Blutplasma direkt auf den Grad der Hamolyse zurlickgeschlossen und somit Fehlinterpre-
tationen der Kaliumkonzentration vermieden werden. Der Hamolyse-Testreifen wird von
einem Drei-Elektrodensystem bestehend aus Arbeits-, Referenz- und Gegenelektrode aufge-
baut. Die Arbeitselektrode des Sensors wird mit einem Hexacyanoferrat-Film modifiziert.
Dieser Hexacyanoferrat-Film reagiert mit dem Hamoglobin in der Probenlésung und bildet

das sensorische Element des Teststreifens.

Im Zuge dieser Arbeit wurden vier verschiedene Hexacyanoferrat-Verbindungen als mogliche
Modifikatoren fiir die Arbeitselektrode des Hamolyse-Teststreifens untersucht. Betrachtet

wurden folgende vier Hexacyanoferrat-Verbindungen:

e Kupfer-Hexacyanoferrat(lll) (Cusz[Fe(CN)g],
e Kalium-Hexacyanoferrat(ll) (Ks[Fe(CN)e])
e Kalium-Hexacyanoferrat(lll) (Ks[Fe(CN)e])

e Eisen-Hexacyanoferrat(ll) (Fes[Fe(CN)el3)

Fir das Aufbringen der Filme auf die Arbeitselektrode wurden zwei Techniken validiert:

o Modifizierung mittels elektrochemischer Deposition

e Modifizierung mittels hexacyanoferrathaltigen Membranen

In nachfolgenden Abschnitt wird kurz auf die theoretischen Grundlagen dieser Arbeit einge-
gangen. Im Methodenteil werden die Fertigung der Teststreifen, die Herstellung der bendtig-
ten Testlosungen sowie die Modifizierung der Arbeitselektrode mit Hexacyanoferrat ndher
beschrieben. Die Resultate der durchgeflihrten Messreihen werden im Ergebnisteil darge-
stellt und im Diskussionsteil erdrtert. AbschlieRend gibt es eine kurze Zusammenfassung der

Ergebnisse sowie einen Ausblick auf die nachsten Entwicklungsschritte.



1.1 Hamolyse

1.1.1 Hamolyse und ihre Ursachen

Hamolyse bezeichnet den Abbau von Erythrozyten mit der Freisetzung von Hamoglobin und
anderen zytoplasmatischen Bestandteilen in das Blutplasma. Hamolyse kann innerhalb des
Korpers (in vivo) oder aulRerhalb des Korpers (ex vivo) im Bereich der Labordiagnostik auftre-
ten. Im nachfolgenden Abschnitt werden die wichtigsten Ursachen fiir eine in vivo bzw. ex
vivo Hamolyse aufgefiihrt, welche in Abbildung 1 noch einmal UGbersichtlich zusammenge-

fasst werden.

in vivo Hdmolyse: Grundsatzlich kann zwischen natirlicher, physiologisch auftretender Ha-

molyse aufgrund des Uberschrittenen Erythrozytenalters von >120 Tagen und einer gestei-
gerten, pathologischen Hamolyse mit verkiirzter Lebensdauer der Erythrozyten unterschie-
den werden. Eine gesteigerte Himolyse kann durch verschiedene Erkrankungen, durch me-
chanische Prozesse oder durch die Einwirkung externer Faktoren entstehen. Der Abbau der
Erythrozyten kann extravasal (auRerhalb des Gefal3systems, z.B. durch Phagozyten) oder
intravasal (innerhalb des GefalRsystems) erfolgen. Zu den Hauptursachen fiir eine gesteigerte

Hamolyse in vivo zahlen [1]:

o Erkrankungen
o Immunhamolyse
o Hereditare Membrandefekte der Erythrozyten
o Lipidstoffwechselstorungen
o Hereditare Enzymdefekte
o Storungen der Himoglobinsynthese
o Mechanische Prozesse
o Veranderungen an GefdlRen oder Herzklappen
o Mechanische Herzklappen
o Hamolyse durch Toxine
o Schlangengifte
o Bakterientoxine
o Vergiftungen

o Parasitenbefall der Erythrozyten



o Malaria
o Babesiose (durch Zeckenbiss Uibertragene, intrazellulare Parasiten)

o Bartonellose

ex vivo Hamolyse: Hamolyse kann nicht nur durch zellulare Vorgange im Korper ausgeldst

werden, sondern ist auch im Bereich der Labordiagnostik bei vendsen und kapillaren Blutab-
nahmen ein kritischer Faktor. Durch gesteigerte mechanische Belastung der Erythrozyten
wahrend der Blutabnahme (v.a. durch Scherkréfte [2]) oder durch falsche Lagerung und
Handhabung der Blutproben kann es zur Beschadigung von Erythrozyten und folglich zu ei-

ner Himolyse kommen. Die haufigsten Ursachen fiir eine ex-vivo Hdmolyse sind:

o Fehler wahrend der Blutabnahme
o Zulange (>1min) oder zu feste Venenstauung
o Zu kleiner Nadeldurchmesser
o Falsche oder komplizierte Venenpunktation
o Nicht trocknen lassen des Sterilisationsmittels
o Falsches Blutentnahmerdhrchen oder Réhrchenunterfillung
o Fehlendes oder zu starkes Schwenken des Blutrohrchens nach Abnahme
o ,Herausquetschen’ des Blutes bei kapillarer Blutabnahme
o Zu groBe Einstichtiefe bei kapillarer Blutabnahme
o Probenlagerung und Probentransport
o Zulange Transportwege
o Zulange Probenlagerung
o Falsche Lagerungsbedingungen
o Temperatureinflisse
= Sonneneinstrahlung
=  Temperaturschwankungen wahrend des Transports
= Falsche Lagerungstemperatur
o Probenvorbereitung
o Zulanges oder starkes Zentrifugieren
o Zulange Wartezeit zwischen Probenentnahme und Zentrifugation

o Wiederholtes Zentrifugieren



in vivo in vitro

Blutabnahme Proben- Proben- Proben-

transport lagerung vorbereitung

* Erkrankungen * Nadeldurchmesser * Transportdauer * Temperatur * Zeitraum zwischen
Abnahme und

* Mechanische * Punktationsort * Temperatur- « Lagerungsdauer Zentrifugation
Prozesse schwankungen
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* Stauungszeit Wiederhol
* Wiederholtes

* Infektionserreger Zentrifust
entrifugieren

* Probenrdhrchen
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sBlut,herausquetschen’

Abbildung 1: Ursachen fiir Hdmolyse in vivo und in vitro [3].

1.1.2 Hamolyse als Storfaktor medizinischer Labordiagnostik

Hamolyse stellt eine Fehlerquelle fiir die diagnostische Aussage von Laborparametern dar.
Abhangig von der intrazellularen Konzentration des gemessenen Analyten und der ange-
wandten Messmethodik kdnnen die aus den Erythrozyten freigesetzten zelluldren Inhalts-
stoffe die Genauigkeit und Zuverlassigkeit von Laboranalysen auf verschiedene Art und Wei-
se beeinflussen [4]: (i) Herrscht fur einen Analyten ein Konzentrationsgefalle zwischen Intra-
und Extrazellularraum, konnen die austretenden intrazelluldren Bestandteile zu Verdin-
nungseffekten oder falschen Erhéhungen des gemessenen Analyten im Blutplasma fiihren.
(ii) Aus den Erythrozyten freigesetztes Himoglobin kann mit spektrophotometrischen Analy-
semethoden interferieren und zu einer Veranderung des optischen Absorptionsverhalten
oder des Blindwertes fiihren. Ebenso kénnen (iii) Hdmoglobin und andere ins Plasma freige-
setzte Zellinhaltsstoffe chemische Messreaktionen stéren und mit Messreagenzien wechsel-

wirken.

Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht von Laborparametern, welche durch Hiamolyse beeinflusst
werden kénnen. Die Starke des Einflusses ist vor allem vom Grad der Hamolyse und der ver-
wendeten Messmethode abhangig. Hervorzuheben sind vor allem die Analyten Aspartat-
Aminotransferase (AST), Laktatdehydrogenase (LDH), Kalium, Chlorid und Natrium. Diese
reagieren besonders sensitiv auf Himolyse und zeigen schon bei niedrigen, fiir das menschli-

che Auge nicht sichtbaren, Hamolysegraden klinisch relevante Abweichungen ihrer Mess-
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werte [4]. Bei ausgepragter Hamolyse kann bei jedem in der Tabelle aufgefiihrten Analyten

eine klinisch relevanten Messabweichungen auftreten.

Tabelle 1: Durch Hamolyse beeinflusste Laborparameter und ihre Ursachen. Ein positiver Fehler weist auf eine Uberschit-
zung des Analyten durch Hamolyse hin, wahrend es bei einem negativen Fehler zu falsch niedrigen Messwerten kommt [5].

Parameter Fehler Ursache
Antithrombin Negativ Analytische Interferenzen
Aspartat-Aminotransferase  Positiv Zellularer Konzentrationsgradient
Alanin-Aminotransferase Positiv Zellularer Konzentrationsgradient
Albumin Negativ Verdinnung
Alkalische Phosphatase Negativ Analytische Interferenzen
Bilirubin Negativ Analytische Interferenzen
Chlorid Negativ Verdiinnung
Cortisol Negativ Analytische Interferenzen
Kreatininkinase Positiv Analytische Interferenzen
Kreatinin Positiv Analytische Interferenzen
Folsdure Positiv Zellularer Konzentrationsgradient
y-Glutamyltransferase Negativ Analytische Interferenzen
Glukose Negativ Verdiinnung
Haptoglobin Negativ Analytische Interferenzen
Homocystein Negativ Analytische Interferenzen
Eisen Positiv Analytische Interferenzen
Laktatdehydrogenase Positiv Zellularer Konzentrationsgradient
Lipase Positiv Analytische Interferenzen
Magnesium Positiv Zelluldrer Konzentrationsgradient
Phosphor Positiv Zellularer Konzentrationsgradient
(Kalium  Positv  Zellularer Konzentrationsgradient
Prostataspezifisches Antigen Positiv Analytische Interferenzen
Natrium Negativ Verdlnnung
Urea Positiv Zelluldrer Konzentrationsgradient
Testosteron Negativ Analytische Interferenzen
Troponin | Positiv Analytische Interferenzen
Troponin T Negativ Analytische Interferenzen
Vitamin B12 Negativ Analytische Interferenzen




1.1.3 Hamolyse und Hamoglobin

Blutplasma enthalt unter physiologischen Bedingungen nur geringe Spuren an freiem Hamo-
globin. Durch den Abbau von gealterten Erythrozyten in Knochenmark, Leber und Milz kén-
nen zwar geringe Mengen an Hamoglobin in das Plasma freigesetzt werden, diese werden
in-vivo jedoch sofort vom Plasmaprotein Haptoglobin gebunden und abtransportiert [1] [6].

Der physiologische Referenzbereich fur freies Himoglobin im Blutplasma liegt bei <20 mg/|

[7].

Hamolyse fiihrt zu einer zusatzlichen Freisetzung von Hamoglobin aus den Erythrozyten.
Ubersteigt die Menge des freigesetzten Himoglobins die Bindungskapazitit des Haptoglob-
ins oder findet die Hamolyse ex vivo statt, kommt es zu einem Anstieg der Himoglobinkon-
zentration im Blutplasma. Je starker die Himolyse, desto hoher die Himoglobinkonzentrati-
on. Die Messung des freien Hamoglobins im Blutplasma stellt somit einen direkten Indikator

fir die Bestimmung des Hamolysegrades dar [6] [7] [8].



1.2 Hamoglobin

1.2.1 Einfuhrung

Als Hamoglobin wird der rote Blutfarbstoff in den Erythrozyten bezeichnet, welcher fir den
Sauerstoff-Transport im Korper zustandig ist. Abhdngig von seiner Sauerstoffbeladung kann
zwischen unbeladenem, desoxygeniertem Hamoglobin (=Desoxyhdamoglobin), sowie sauer-
stoffreichem, oxygeniertem Hamoglobin (=Oxyhamoglobin) unterschieden werden. Das Ver-

héltnis von Oxihdmoglobin zum Gesamthamoglobin wird als Sauerstoffsattigung bezeichnet.
a.) Molekulare Struktur

Das Hamoglobin-Molekil ist ein globuldres Protein mit einem molekularen Gewicht von
64,5kDA, welches von insgesamt vier Untereinheiten aufgebaut wird. Jede dieser Unterein-
heiten besteht aus einem Protein, dem sogenannten Globin, sowie einer prosthetischen
Hamgruppe (siehe Abbildung 2). Die Globinketten kénnen von unterschiedlichen Aminosau-
reseketten aufgebaut werden, die sich in ihrer Affinitat flr Sauerstoff unterscheiden. Jeweils
zwei der vier Globine in einem Hamoglobinmolekiil sind ident. Bei erwachsenen Menschen
werden rund 98% des Gesamthdamoglobins von Hamoglobin A (HbA) gebildet, welches aus
20-Ketten sowie 2B-Ketten besteht. Fotales Hamoglobin besteht hauptsachlich aus Hamo-

globin F (HbF), welches von 2a-Ketten sowie 2y-Ketten aufgebaut wird [6] [9].

Die Bindung von Sauerstoff an das Hamoglobin erfolgt mit Hilfe des Hams. Ein Him-Komplex
besteht aus 4 Pyrrolen, die tGiber Methinbriicken zu einem Porphyrinring verbunden sind. Die
typisch rote Farbe des Hamoglobins wird durch konjugierte Doppelbindungen innerhalb des
Porphyrinrings hervorgerufen. In der Mitte des Porphyrinrings befindet sich ein zweiwertiges
Eisenatom, an welches molekularer Sauerstoff reversibel gebunden werden kann. Da jede
Hamgruppe jeweils einen Sauerstoff binden kann, liegt die maximale Transportfahigkeit ei-
nes Hamoglobinmolekiils bei 4 Sauerstoffmolekiilen. Diese vier Sauerstoffbindungsstellen
besitzen ein sogenanntes kooperatives Bindungsverhalten: Lagert sich Sauerstoff an eine der
Bindungsstellen an, kommt es zu Konformationsdanderungen innerhalb des Hamoglobins,
welche die Bindung weiterer Sauerstoffmolekile begiinstigen. Die Sauerstoff-Affinitdt eines
Hamoglobin-Molekils steigt also mit der Anzahl der bereits gebundenen Sauerstoff-

Molekdle [6] [9].



Hamgruppe

Abbildung 2: Links: Aufbau des Hamoglobins aus 4 Untereinheiten, bestehend aus je einer Globinkette sowie einer Ham-
gruppe. Rechts: Molekulare Struktur einer Hamgruppe. In der Mitte des Porphyrinrings befindet sich ein zweiwertiges Eise-
natom, an welches Sauerstoff reversibel gebunden werden kann [6].

b.) Funktion

Die zentrale Aufgabe von Hamoglobin besteht in der Bindung sowie im Transport von Sauer-
stoff. Da unter physiologischen Bedingungen die Loslichkeit von molekularem Sauerstoff im
Blut zu gering ist, um eine ausreichende Sauerstoffversorgung von Geweben und Organen zu
gewdhrleisten, werden rund 98% des Sauerstoffs an Hamoglobin gebunden transportiert.
Die Beladung des Hamoglobins erfolgt Gber Diffusionsvorgange in den Alveolen der Lunge,
von wo aus der Sauerstoff Gber das BlutgefaBsystem zu peripheren Gewebe und Organen
transportiert wird. Die Sauerstoffabgabe in den Kapillaren des Zielgewebes erfolgt ebenfalls
Uber Diffusionsvorgange. Wie viel Sauerstoff an das Hamoglobin gebunden wird, wird vom
Teildruck des im Blut gelosten Sauerstoffs, dem sogenannten Sauerstoff-Partialdruck (pO,),
bestimmt [6]. Mit steigendem pO, nimmt auch die Sauerstoffsattigung des Hamoglobins zu.
Graphisch wird dieser Zusammenhang mit Hilfe der Sauerstoffbindungskurve dargestellt,
welche in Abbildung 3 zu sehen ist. Aufgrund des kooperativen Bindungsverhaltens des Ha-
moglobins besitzt die Bindungskurve einen charakteristischen sigmoiden Verlauf, welcher
eine optimale Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff gewahrleistet. Da der Sauerstoffpar-
tialdruck in den Lungenalveolen am hdchsten ist, garantiert der flache Verlauf der Bindungs-
kurve im oberen pO;-Bereich selbst bei verringerter Ventilation eine maximale Sauerstoff-

aufnahme in der Lunge. Die Bindungsaffinitat des Hamoglobins nimmt mit sinkendem pO,
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immer starker ab und die Bindungskurve wird steiler. Dadurch wird die Sauerstoffabgabe in

peripheren Geweben mit niedrigem pO; beglinstigt [6] [9].

pH-Wert hoch
A P(CO,) niedrig
- o T niedrig
O,-Sattigung (%) ¢(2,3-BPG) niedrig
100% fr=====—-~- \K _______

50% [f~—==—=—==—- - pH-Wert niedrig
p(CO,) hoch
T hoch

¢(2,3-BPG) hoch

.

pO, (kPa)

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Sauerstoffbindungskurve von Hamoglobin. Effektoren wie pH-Wert, Sauerstoff-
partialdruck (p(CO,)), Temperatur (T) und erythrozytares Biphosphoglyzerat (2,3-BPG) kdonnen zu einer Rechts- oder Links-
verschiebung der Kurve fiihren und so eine Verdnderung der Bindungsaffinitdit von Hamoglobin fir Sauerstoff bewirken
[10].

Da die Lage und der Verlauf der Sauerstoffbindungskurve durch verschiedene Faktoren be-
einflusst werden kann, wird als wichtige KenngréRe zur Beurteilung der Bindungsaffinitat des
Hamoglobins der Sauerstoffhalbsattigungsdruck (pso) herangezogen, d.h. jener pO, bei dem
50% des Hamoglobins mit Sauerstoff gesattigt sind. Unter physiologischen Bedingungen liegt
der pso eines Erwachsenen bei circa 27mmHg. Verdanderungen des pso-Wertes sind ein MaR
fir eine Rechts- oder Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve, wie sie z.B. durch Ef-
fektoren wie CO,-Partialdruck, Temperatur, pH-Wert sowie das im Rahmen der Glykolyse im
Erythrozyten anfallende Biphosphoglyzerat (2,3-BPG) ausgelost werden kann (siehe Abbil-
dung 3). Eine Linksverlagerung der Kurve fihrt zu einer Zunahme der Sauerstoff-Affinitat von

Hamoglobin, wahrend eine Rechtsverschiebung den gegenteiligen Effekt auslost [6].
1.2.2 Detektion von freiem Hamoglobin im Blutplasma

Freies Hamoglobin im Blutplasma stellt einen empfindlichen Indikator fiir die Beurteilung
einer Hamolyse dar (vgl. Kapitel 1.1.3). In der klinischen Diagnostik kann die Bestimmung von

freiem Hamoglobin in einer Blutprobe mittels verschiedener Verfahren durchgefiihrt wer-
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den. Zu den gebrauchlichsten zdhlen spektralphotometrische Methoden, bei welchen die
Hamoglobinbestimmung (iber das charakteristische Absorptionsverhalten von Hamoglobin
erfolgt. Ebenso verwendet werden Verfahren, die auf der Pseudoperoxidaseaktivitat des
Hamoglobins oder auf spezifischen Antigen-Antikorper-Reaktionen beruhen. Einen relativ
jungen Ansatz stellt die Detektion von Hamoglobin mittels Impedanzspektroskopie dar. Im
Folgenden werden die genannten Detektionsverfahren naher erklart und ihre Vor- und

Nachteile erlautert.

1.2.2.1 Spektralphotometrische Bestimmung

Grundlage photometrischer Bestimmungen ist das charakteristische Absorptionsverhalten
von Hamoglobin im Blutplasma. Wird an einer hamolysierten Probe eine Extinktionsmessung
mit Licht definierter Wellenlange durchgefiihrt, ergibt sich eine messbare Abschwachung des
eingestrahlten Lichts. Uber die Extinktion kann gemiR dem Lambert-Beerschen Gesetz auf
die Hamoglobinkonzentration in der Probe zurlickgeschlossen werden [6]. Um eine Verfal-
schung der Ergebnisse durch im Blut vorhandene Zellkomponenten entgegenzuwirken, muss
vor der eigentlichen Extinktionsmessung eine Plasmaseparation durchgefiihrt werden. Da
photometrische Messungen die klassische Methode zur Bestimmung von Hamoglobin im
Blutplasma darstellen, findet sich in der Literatur eine Vielzahl unterschiedlicher photometri-
scher Messansdtze. Diese unterscheiden sich durch die verwendeten Wellenlangen, den
Messreagenzien sowie der Auswertungsmethodik [11][12]. Auf Grund ihrer breiten Verwen-
dung im analytischen Bereich werden im nachfolgenden Abschnitt zwei wichtige photomet-
rische Messverfahren, die Cyanmethdamoglobinmethode sowie die Direktphotometrie nach

Harboe, ndher beschrieben [13].

a) Cyanmethdmoglobinmethode

Als internationale Standard- und Referenzmethode zur Messung der Hamoglobinkonzentra-
tion wird vom ICSH (Internation Council for Standardization in Haematology) die sogenannte
Cyanmethdamoglobinmethode empfohlen [14]. Bei diesem Verfahren wird der Probe eine
Transformationslosung hinzugefligt, welche verschiedene, in der Probe vorliegende, Himo-
globinderivate (Oxyhamoglobin, Desoxyhdmoglobin, Carboxyhdamoglobin, Methamoglobin)
mittels Kalium-Hexacyanoferrat(lll) zunachst zu Methamoglobin oxidiert. Anschliefend wird

das Methamoglobin durch Kaliumcyanid in Cyanmethamoglobin tberfihrt. Cyanomethdamo-
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globin ist ein stabiles und spektral eindeutiges Himoglobin-Derivat, welches durch Extinkti-
onsmessung bei einer Wellenldange von 540nm bestimmt werden kann [15] [16]. Die Vor-
und Nachteile sowie die Nachweisgrenze der Cyanmethamoglobinmethode sind in Tabelle 2

aufgefihrt.

Da Cyanide in groReren Mengen toxisch wirken, werden in den heutigen verwendeten Ha-
matologiesystemen oft modifizierte Formen der Cyanmethhamoglobinmethode angewandt,

die nichttoxische Reagenzien verwenden.

Tabelle 2: Nachweisgrenze sowie Vor- und Nachteile der Cyanmethdamoglobinmethode zur Bestimmung von freiem Hamo-
globin.

Cyanmethamoglobinmethode

Nachweisgrenze <5mg/dlin Plasma

Vorteile e Internationale Referenzmethode
e  Misst verschiedene Hamoglobin-Derivate (Oxy-, Desoxy-, Carboxy- und Methdamo-
globin) gleichzeitig
e Hohe Prazision und Reproduzierbarkeit

Nachteile e  Zeitintensive Messung
e Stoérungen durch Probentribung
e  Stoérungen durch Bilirubin
e  GroRes Probenvolumen notwendig
e  Keine Messung im Vollblut méglich
e Transformationslosung enthélt giftige Cyanidverbindungen

b) Direktphotometrie nach Harboe

Eine weitere gebrauchliche Methode zur Bestimmung von freiem Hamoglobin im Blutplasma
stellt der direktphotometrische Ansatz nach Harboe dar. Die Messung wird dabei direkt an
der verdiinnten Plasmaprobe ohne die Zugabe zusatzlicher Messreagenzien durchgefiihrt.
Die Bestimmung des Hamoglobins erfolgt durch Extinktionsmessungen bei der Wellenlange
A1=415nm, welche dem Absorptionsmaximum von Oxyhdamoglobin entspricht (Soret-Bande).
Um Messverfalschungen durch Probentriibung oder Verunreinigungen zu kompensieren,
werden zwei zusatzliche Extinktionsmessungen bei den Wellenldangen A,=380nm sowie
A3=450nm durchgefiihrt und als mathematischer Korrekturfaktor in die Berechnung der Ha-

moglobinkonzentration miteinbezogen [17] [18]. Tabelle 3 bietet eine Ubersicht der Vor-
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und Nachteile sowie der Nachweisgrenze direktphotometrischer Bestimmungen nach Har-

boe.

Tabelle 3: Nachweisgrenze sowie Vor- und Nachteile der Direktphotometrie nach Harboe zur Bestimmung von freiem Ha-
moglobin.

Direktphotometrie nach Harboe

Nachweisgrenze 2mg/dl in Heparin-Plasma

Vorteile e Korrekturfaktor fiir Tribbungen und Verunreinigungen
e Einfache Anwendung
e Direkte Bestimmung des freien Himoglobins
e Sehr gute Prazision und Reproduzierbarkeit

Nachteile e  Zeitintensive Messung
e Storung durch Bilirubin
e  Keine Messung im Vollblut moglich
e Misst nur Oxihamoglobin

1.2.2.2 Pseudoperoxidase-Verfahren

Das Pseudoperoxidase-Verfahren stellt eine der historisch altesten Nachweismdglichkeiten
fir Hamoglobin dar. Die Nachweisreaktion beruht auf der Oxidierung und folglich Aktivie-
rung eines Chromogens durch Wasserstoffperoxid. Diese Reaktion wird durch die Pseu-
doperoxidase-Aktivitat des Hamoglobins katalysiert. Dabei entsteht ein farbiges Reaktions-
produkt, dessen Farbintensitat proportional zu der in der Probe vorhandenen Hamoglobin-
menge ist. Die Auswertung kann kolorimetrisch oder spektralphotometrisch erfolgen [19].
Die Nachweisgrenze sowie Vor- und Nachteile des Pseudoperoxidase-Verfahren sind in Ta-

belle 4 aufgefiihrt.

Urspriinglich wurde als Chromogen eine Benzidinlosung verwendet, welche in Kombination
mit Hdmoglobin und Wasserstoffperoxid Benzidinblau bildet [20]. Da Benzidin karzinogen ist
[21], wird heute zumeist der Pseudoperoxidasenachweis mittels dem ungiftigem Benzidin-
Derivat Tetramethylbenzidin durchgefiihrt, welches auch in Kit-Form erhaltlich ist [13] [22]
[23]. Weitere verwendetet Chomogene sind unter anderem o-Tolidine [24], Chlorpromazin

[25] oder 4-Aminophenazone [26].
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Tabelle 4: Nachweisgrenze sowie Vor- und Nachteile von Pseudoperoxidase-Verfahren zur Bestimmung von freiem Hamo-

globin.

Pseudoperoxidase-Verfahren

Nachweisgrenze

Vorteile

Nachteile

5mg/dl in Plasma

Erhaltlich in Kit-Form
Keine Stérung durch Probentriibung
Messung aller Himoglobin-Derivate im Plasma

kleiner linearer Messbereich

Stérungen durch andere Proteine mit Pseudoperoxidaseaktivitdt wie z.B. Myo-
globin

GroRes Probenvolumen notwendig

Keine Messung im Vollblut méglich

Probenverdiinnung kann die Farbreaktion beeinflussen

1.2.2.3 Immunnephelometrie

Eine weitere Methode zur Detektion von freiem Hamoglobin ist die Immunnephelometrie.

Bei diesem Verfahren wird der Probe ein Anti-Human-Hamoglobin-Antikorper vom Hasen

hinzugefiigt, der sich spezifisch an das freie Himoglobin in der Probe bindet. Dabei entste-

hen Licht absorbierende und streuende Antigen-Antikorper-Komplexe. Zur Quantifizierung

werden mit Hilfe eines Nephelometers Lichtstrahlen durch die Probe geschickt und das

Streusignal der Antigen-Antikérper-Komplexe vermessen [27] [28].

Tabelle 5: Nachweisgrenze sowie Vor- und Nachteile der Immunnephelometrie zur Bestimmung von freiem Hamoglobin.

Immunnephelometrie

Nachweisgrenze
Vorteile

Nachteile

9mg/dl

Spezifische Antigen-Antikérperreaktion

Keine Messung im Vollblut moglich
Stérungen durch Plasmaproteine
Stérungen bei sichtbar lipamischen Proben

1.2.2.4 Impedanzspektroskopie

Ein junges Verfahren stellt die Bestimmung von Hamoglobin mittels Impedanzspektroskopie

dar. Bei dieser Methode werden an die Blutprobe sinusférmige Wechselspannungen niedri-

ger Frequenz angelegt und die komplexe Impedanz des Systems beobachtet. Die Zellmemb-

rane gesunder, nicht lysierter Zellen fungieren bei niedrigen Frequenzen als elektrische Isola-
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toren, welche die Zellinhalte vor Stromen schiitzen. Die Leitfahigkeit einer Blutprobe wird
dann hauptsachlich von der Leitfahigkeit des Blutplasmas bestimmt [29]. Die kaputten Zell-
membranen lysierter Zellen jedoch verhalten sich wie Kondensatoren, welche von einem
durch die Probe flieBenden Strom niedriger Frequenz ge- oder entladen werden kénnen und
die Impedanzwerte des Systems verandern [30]. Durch Messung der elektrischen Impedanz
kann daher auf den Prozentsatz der in der Probe vorhandenen lysierten Zellen riickgeschlos-
sen werden. Um eine Verfdlschung durch im Blutplasma enthaltene Elektrolyte entgegenzu-
wirken, erfolgt die Messung der Impedanzwerte bei mindestens drei verschiedenen Fre-
guenzen. Der mathematische Zusammenhang zwischen den gemessenen Impedanzwerten
(Magnitude+Phase) und dem Grad der Zelllyse kann analytisch oder empirisch Gber Kalibra-
tionskurven erfolgen. Uber den Prozentsatz der in der Probe vorhandenen lysierten Zellen
kann schlielRlich auf die Konzentration an freiem Hamoglobin im Blutplasma riickgerechnet

werden [31].

Tabelle 6: Nachweisgrenze sowie Vor- und Nachteile der Impedanzspektroskopie zur Bestimmung von freiem Hamoglobin.

Impedanzspektroskopie

Nachweisgrenze k.A.

Vorteile e Messung im Vollblut méglich
e  Keine Stérungen durch Plasmaproteine
e kurze Messzeiten

Nachteile e  Stérungen durch Blutelektrolyte
e  Stoérungen durch Erythrozytensedimentierung
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1.2.3 Bestimmung von Hamoglobin mittels Hexacyanoferrat

Die dieser Arbeit zugrunde liegende Messmethode beruht auf der elektrochemischen Detek-
tion von freiem Hamoglobin mittels Hexacyanoferraten. Der Begriff Hexacyanoferrat be-
zeichnet eine Gruppe chemischer Komplexverbindungen, welche aus einem zentralen Eisen-
atom umgeben von sechs Cyanid-Anionen bestehen. Das Eisenatom kann dabei in zweiwer-
tiger (Hexacyanoferrat(ll), [Fe(CN)e]*) oder dreiwertiger (Hexacyanoferrat(lll), [Fe(CN)e]*)
Oxidationsstufe vorliegen. In Verbindung mit Kationen bilden Hexacyanoferrate Salze. Be-
kannte Vertreter der Hexacyanoferrat-Salze sind das als Berliner Blau bezeichnete Eisen-

Hexacyanoferrat(ll) oder auch Kalium-Hexacyanoferrat(ll) sowie Kalium-Hexacyanoferrat(lll).

Hexacyanoferratverbindungen zeichnen sich durch ihre chemische Stabilitdat und ihre einfa-
che sowie kostengiinstige Herstellung aus. Zusatzlich agieren sie als Elektronentransfer-
Mediatoren, welche die Oxidation von anderen Substanzen katalysieren kénnen [32] . Diese
Eigenschaft als Oxidationsmittel kann fiir die elektrochemische Bestimmung von Hamoglobin
ausgenutzt werden. Das zweiwertige Eisenion des Hamoglobins wird durch das Hexacyan-
oferrat oxidiert und das Hamoglobin dadurch in Methamoglobin umgewandelt. Das Hexa-

cyanoferrat selbst wird dabei reduziert. Die Reaktion folgt der Gleichung:
Fe?* + [Fe(CN)¢]?>~ © Fe3t + [Fe(CN)g]™* (1)

Uber die Messung des Stromes, der bei der elektrochemischen Reoxidation des Hexacyan-
oferrates entsteht, ist es moglich, auf die in der Probe vorhandenen Menge an Hamoglobin

ruckzuschlieRen.

1.2.4 Hamoglobin und Kalium

Eine mogliche Komplikation bei der Bestimmung der Kaliumkonzentration von Blutplasma ist
das Auftreten von Hamolyse im Zuge der Blutabnahme. Rund 98% des im Korper befindli-
chen Kaliums befindet sich im Intrazellularraum. Schon eine geringe Freisetzung von Kalium
aus den Erythrozyten auf Grund von Hamolyse kann einen signifikanten Anstieg der Plasma-
kaliumkonzentration nach sich ziehen. Bei der Bestimmung der Kaliumkonzentration kann es

dadurch zu falsch hohen Messwerten (sog. ,,Pseudohyperkalidamie”) kommen [33].

Hamolyse fuhrt zur Freisetzung von Hamoglobin aus den Erythrozyten (vgl. Kapitel 1.1.3).

Eine Korrektur des gemessenen Plasmakaliumwertes basierend auf dem freigesetzten Ha-
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moglobin wird in der Literatur gegensatzlich diskutiert. Einige Forschungsgruppen konnten
einen linearen Zusammenhang zwischen Kaliumerhéhung und Hamolysegrad identifizieren
und mathematische Korrekturfaktoren erstellen. Eine Pseudohyperkaliamie kann aber von
einer Vielzahl verschiedenener Faktoren beeinflusst werden, wodurch eine nachtragliche
mathematische Korrektur der Kaliumkonzentration erschwert und fehleranfallig wird. Des
Weiteren konnen interindividuelle Unterschiede oder heterogene Interferenzen zu falschen
Korrekturwerten flihren. Von einer automatischen Korrektur falscher Kaliumkonzentrationen

bei bestatigtem Hamolysebefund ist daher abzuraten [4] [33].

1.3 Elektrochemische Analytik

1.3.1 Uberblick lber die Elektrochemische Analytik und ihre Techniken

Die elektrochemische Analytik bezeichnet ein Teilgebiet der analytischen Chemie, welches
sich mit der ,,Umwandlung von chemischer Energie in elektrische Energie und umgekehrt
beschaftigt” [34]. Sie umfasst eine Vielzahl verschiedener Methoden, mit welchen sowohl
guantitative als auch qualitative Analysen durchgefiihrt werden kdénnen. Auf Grund ihrer
leichten Anwendbarkeit, niedrigen Fertigungskosten und hohen Empfindlichkeit finden
elektroanalytische Verfahren breite Anwendung in der Analytik und Diagnostik sowie bei
Studien zur Aufklarung von Reaktionsmechanismen [35]. Vor allem im Bereich der Umwelt-
analytik, Prozesskontrolle sowie in der Lebensmitteltechnologie und Medizintechnik spielen

elektrochemisch betriebene Sensoren eine grolie Rolle [36].

Grundlage firr elektrochemische Untersuchungen sind elektrochemische Zellen, welche aus
einem Elektrolyten und mindestens zwei Elektroden bestehen. An der Grenzflache zwischen
Elektrode und Elektrolyt kommt es zu chemischen und physikalischen Vorgangen, wodurch
verschiedene elektrische Parameter wie Stromstarke, Zellspannung, elektrische Ladung oder
elektrischer Widerstand induziert und erfasst werden kdnnen [37]. Abbildung 4 zeigt einen
Uberblick Giber unterschiedliche elektrochemische Verfahren, gegliedert in Methoden mit

und ohne Elektrodenreaktion bzw. in Techniken mit und ohne Strominduktion.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung etablierter elektrochemischer Verfahren. [38]

Da im Zuge dieser Masterarbeit voltammetrische Untersuchungen an Hexacyanoferrat-

Filmen durchgefiihrt wurden, wird im nachfolgenden Abschnitt auf die theoretischen Grund-

lagen dieses Verfahrens naher eingegangen.
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1.3.2 Voltammetrie

1.3.2.1 Definition

Der Begriff Voltammetrie bezeichnet eine Reihe elektrochemischer Techniken, bei welchen
der Zusammenhang zwischen einer angelegten, zeitlich variierenden Spannung und den dar-
aus resultierenden Stromfluss in einer elektrochemischen Zelle betrachtet wird [37]. Tragt
man den gemessenen Strom als Funktion der Spannung zwischen Referenz- und Arbeits-
elektrode auf, erhdlt man eine graphische Darstellung des Strom-Spannungsverlaufs, das
sogenannte Voltammogramm. Uber den Verlauf und die Form des Voltammogrammes kén-
nen quantitative und qualitative Aussagen Uber die in der untersuchten Lésung vorhandenen

elektroaktiven Spezies getroffen werden [39].

1.3.2.2 Aufbau einer voltammetrischen Messzelle

Die einfachste Mdglichkeit eine voltammetrische Messung durchzufiihren ist mittels eines
Zweielektrodensystems aus Arbeits- und Referenzelektrode, welche in einen fllssigen Elekt-
rolyt getaucht sind. Der Elektrolyt enthalt die zu analysierende Substanz. Mit Hilfe eines Po-
tentiostaten wird die Arbeitsspannung geregelt und der Analysenstrom gemessen. Zwischen
Arbeits- und Referenzelektrode wird ein definiertes Potentialfenster eingestellt und so lange
in Richtung positiver oder negativer Weite verandert, bis es zu einer Reduktion oder Oxidati-
on des Analyten kommt. Durch den Elektronenaustausch des Analyten an der Arbeitselekt-
rode wird ein Strom induziert und messtechnisch erfasst. Wahrend das Redox-Potential Auf-
schluss Uber die Qualitat der Probe gibt (Redox-Potentiale sind unter Standardbedingungen
stoffcharakteristisch), erlaubt die Intensitdt des induzierten Stromes Aufschluss Uber die
Quantitdt des Analyten. Bedingt durch den Widerstand des Elektrolyten verursacht der
Messstrom einen unerwiinschten Ohmschen Spannungsabfall an der Referenzelektrode,
wodurch die mittels Potentiostat angelegte Klemmenspannung nicht mehr mit der tatsachli-
chen Zellspannung zwischen Arbeits- und Referenzelektrode (ibereinstimmt. Aus diesem
Grund wird in der Praxis daher (iblicherweise eine Dreielektrodenanordnung aus Referenz-,
Arbeits- und einer Gegenelektrode verwendet. Bei dieser Messanordnung flielit der Strom
zwischen Arbeits- und Gegenelektrode. Die mit einem grofRen Eingangswiderstand versehe-
ne Referenzelektrode bleibt stromlos und dient als unabhéngiger Bezugspunkt fiir die Ein-

stellung der Zellspannung zwischen Arbeits- und Referenzelektrode. Der Potentiostat liefert
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die gewiinschte Klemmenspannung zwischen Arbeits- und Gegenelektrode. Zusatzlich wird
mittels eines integriertem Voltmeters die Zellspannung zwischen Arbeits- und Referenzelekt-
rode kontrolliert und bei Abweichungen die Klemmenspannung korrigiert [40]. Abbildung 5
zeigt den schematischen Aufbau einer voltammetrischen Messzelle bestehend aus einem

Dreielektrodensystem sowie einem Potentiostaten zur Spannungsregelung.

Elektrolyt

Abbildung 5: Dreielektrodenanordnung zur Durchfiihrung von voltammetrischen Messungen (WE: Arbeitselektrode, RE:
Referenzelektrode, CE: Gegenelektrode). Die gewtlinschte Klemmenspannung wird von einem Potentiostaten geliefert, ein
sich einstellender Messstrom flie3t zwischen Arbeits- und Gegenelektrode. Die Referenzelektrode bleibt stromlos und dient
als unabhangiger Bezugspunkt fir die Einstellung der Zellspannung zwischen Arbeits- und Referenzelektrode [41].

1.3.2.3 Arten von Elektroden

In der Voltammetrie kann im Wesentlichen zwischen drei verschiedenen Arten von Elektro-
den unterschieden werden: Elektroden erster Art, Elektroden zweiter Art und Redoxelektro-

den.

Elektroden 1. Art: Als Elektroden erster Art werden Elektroden bezeichnet, deren Potential
direkt von der Konzentration der umgebenden Elektrolytldsung abhangig ist. Die einfachste
Moglichkeit, eine Elektrode erster Art zu realisieren, ist, ein Metall in eine LOsung seiner Me-
tallionen (Elektrolytlésung) einzutauchen [37]. An der Phasengrenze Elektrode/Elektrolyt

kommt es zur Ausbildung eines Gleichgewichts zwischen dem Lésungsdruck des Metalls und
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dem osmotischen Druck der Metallionen [42]. Das sich einstellende Gleichgewichtspotential
ergibt sich Uiber die Nernst Gleichung:
RT a(Me?)

_ R ) 2
E=E +ZF n a(Me) (2)

E... Elektrodenpotential
E,... Standard-Elektrodenpotential [V]
R... Gaskonstante [8,314 J K*! moflj
T... Temperatur [K]

... Aquivalentzahl

... Faraday-Konstante [96485 C mol]
... Aktivitdt

V4
F
a
Eine Elektrode erster Art von besonderer Bedeutung ist die Standardwasserstoff-Elektrode.
Da ihr Potential unter standardisierten Bedingungen definitionsgemal® den Nullpunkt der

Potentialskala festlegt, stellt sie eine wichtige Referenzelektrode fiir die Bestimmung von

Standardpotentialen anderer Elektroden dar [43].

Elektroden 2. Art: Als Elektroden zweiter Art werden Elektroden bezeichnet, deren Potential
nur indirekt von der Aktivitat ihres Metallions abhangt [7]. Sie bestehen aus einem Metall im
Gleichgewicht mit einem schwerl6slichen Salz, welches das Kation des Metalls besitzt. Der
Elektrolyt enthalt zusatzlich ein leicht l6sliches Alkalisalz definierter Konzentration, welches
dasselbe Anion wie das schwer |6sliche Salz enthalt. Das Gleichgewichtspotential der Elekt-
rode ist nicht mehr vom Metall und seinen lonen, sondern (iber das Loslichkeitsprodukt von
dem Anion der schwerléslichen Metallverbindung abhangig [43]. Wird die Konzentration des
Anions durch Sattigung des Elektrolyten mit dem Salz konstant gehalten, bleibt auch das
Potential der Elektrode konstant. Auf Grund ihrer einfachen Herstellung und Potentialstabili-
tat werden Elektroden zweiter Art als Referenzelektrode fiir elektrochemische Analysen ein-
gesetzt. Zu den wichtigsten zahlen hierbei die Silber/Silberchlorid-Elektrode (Ag/AgCl-

Elektrode) sowie die Kalomelelektrode [37].

Redoxelektroden: Als Redoxelektroden bezeichnet man Elektroden, bei denen Elektronen
und nicht lonen als Ladungstrager an der Grenzflache diffundieren [37]. Sie bestehen aus
einer inerten Elektrode, welche selber nicht an der elektrochemischen Reaktion (Oxidation
und Reduktion) teilnimmt, sondern nur als Elektronendonator bzw. -akzeptor dient [43]. Das

zu untersuchende Redoxpaar liegt zumeist in geloster Form im Elektrolyten vor. Um sicher-
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zustellen, dass die Elektrode mit dem Messmedium chemisch nicht reagiert, werden als

Elektrodenmaterial Edelmetalle wie Gold oder Platin verwendet [36].

1.3.2.4 Aufbau des Hamolysesensors

Der dieser Arbeit zu Grunde liegende Hamolyse-Sensor ist als Dreielektrodensystem mit Re-
ferenz-, Arbeits- und Gegenelektrode aufgebaut. Die einzelnen Elektroden werden im nach-
folgenden Abschnitt ndher beschrieben. Die Fertigung des Sensors erfolgt mittels Siebdruck-
technologie. Dieses Verfahren ermoglicht eine schnelle und kostengiinstige Herstellung der
Sensoren mit hoher Reproduzierbarkeit und hohem Durchsatz. Die genaue Vorgehensweise
zur Herstellung der Sensoren wird in Kapitel 2.1 naher beschrieben. Abbildung 6 zeigt einen

Teststreifen.

Gegenelektrode
Referenzelektrode

Arbeitselektrode

Abbildung 6: Aufbau des Hamolyse-Sensors, bestehend aus einem Dreielektrodensystem mit Referenz-, Arbeits- und Ge-
genelektrode

Arbeitselektrode: An der Grenzflache zwischen Arbeitselektrode und Elektrolyt laufen die
elektrochemischen Prozesse ab, welche zur Ausbildung des Messsignals flihren. Bei der
Auswahl ihres Materials werden daher hohe Anforderungen an Handhabbarkeit, Robustheit
und Arbeitsbereich gestellt. Zu den haufig verwendeten Materialen fiir voltammetrische
Arbeitselektroden zdhlen kohlenstoffbasierte Elektroden wie Graphit- oder Diamantelektro-
den sowie die Edelmetalle Gold und Platin. Neben dem Material haben auch Elektrodenge-

ometrie und Oberflachenbeschaffenheit einen Einfluss auf die Leistung der Elektrode [44].
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Fiir die Realisierung der Arbeitselektrode des Hamolyse-Sensors wurde eine Elektrode aus
Kohlenstoffpaste gewdhlt. Kohlepaste-Elektroden bestehen aus einer Mischung von Gra-
phitpulver mit einem organischen Bindemittel und zeichnen sich durch niedrige Herstel-
lungskosten, einem breiten Potentialfenster sowie ihre gute chemische Inertheit fir viele
elektrochemische Anwendungen aus [45]. An das verwendete Graphitmaterial werden ver-
schiedene Anforderungen gestellt: Die PartikelgroBe sollte im Mikrometerbereich sein und
eine einheitliche Verteilung der Partikel aufweisen. Zusatzlich soll das Material eine hohe
chemische Reinheit sowie niedrige Adsorptionseigenschaften besitzen. In der Praxis findet
zumeist spektroskopischer Graphit mit Partikelgrofen von 5-20um Verwendung [46]. Die
Vernetzung der einzelnen Graphitpartikel zu einer homogenen Masse geschieht mit Hilfe des
organischen Bindemittels. Um die elektrochemischen Eigenschaften des Graphits nicht zu
beeinflussen und eine gute Bindung der Partikel zu gewahrleisten, sollte das verwendete
Bindemittel chemisch inert und elektroinaktiv sein, eine hohe Viskositat und niedrige Fliich-
tigkeit besitzen, sich in wassrigen Losungen nur schwer lI6sen und sich mit organischen Lo-

sungsmitteln nicht vermischen. Am gebrauchlichsten sind Bindemittel aus mineralischen

Olen wie Nujol oder Uvasol®[46].

Referenzelektrode: Zur Bestimmung des Elektrodenpotentials der Arbeitselektrode wird
eine zweite Elektrode, die sogenannte Referenzelektrode, benétigt. Die Referenzelektrode
besitzt ein bekanntes und konstantes Gleichgewichtspotential, welches sich schnell und re-

produzierbar einstellt [47].

Als Referenzelektrode fur den Hamolyse-Sensors wurde eine Ag/AgCl-Elektrode verwendet.
Der potentialbestimmende Schritt dieser Elektrode zweiter Art erfolgt Gber die Oxidation

von Silber mit anschlielender Bildung von schwer |6slichem Silberchlorid [47]:
Ag+Cl > AgCI, +e (3)

Da die Aktivitat der Silberionen (iber das Loslichkeitsprodukt des Silberchlorids mit der Akti-
vitat der Chloridionen (CI) verbunden ist, stellt sich an der Elektrode ein konstantes Potenti-

al ein, welches nur von der Cl'-Konzentration in der Losung abhangig ist [34]:
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Da die Ag/AgCl Referenzelektrode des Hamolyseteststreifens mittels Siebdrucktechnologie
gefertigt wird, kann eine definierte Konzentration an CI" durch das Aufbringen einer zusatzli-
chen CI'-Reservoirmembran gewahrleistet werden (siehe Kapitel 2.2). Dadurch wird die Refe-
renzelektrode unabhangig von der Messlosung mit einer konstanten Menge an Cl versorgt

und das Elektrodenpotential stabilisiert.

Gegenelektrode: Um sicherzustellen, dass (iber die Referenzelektrode kein Strom fliel8t, wird
eine dritte Elektrode, die sogenannte Gegenelektrode, in die Messschaltung eingebracht. Ein
sich einstellender Messstrom fliel3t zwischen Arbeits- und Gegenelektrode, wahrend die Re-
ferenzelektrode stromlos bleibt und ihr definiertes Potential halten kann. Da es zwischen
Arbeits- und Gegenelektrode zu einem Ohmschen Spannungsabfall Gber den Elektrolyten
kommt, sollte die Gegenelektrode mdoglichst nahe an der Arbeitselektrode platziert werden

[43] [48].

Die Gegenelektrode des Hamolyse-Teststreifens wird analog zur Arbeitselektrode von einer

Kohlepaste-Elektrode gebildet.

1.3.2.5 Verschiedene voltammetrische Techniken im Uberblick

a.) Zyklische Voltammetrie

Bei der zyklischen Voltammetrie wird zwischen Arbeits- und Referenzelektrode ein definier-
tes Potentialfenster eingestellt und die angelegte Spannung mit konstanter Geschwindigkeit
zyklisch zwischen den beiden Potentialumkehrpunkten schrittweise variiert. Das resultieren-

de Spannungssignal besitzt einen dreieckformigen Verlauf. Da die Arbeitselektrode dabei
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abwechselnd als Anode bzw. Kathode fungiert, werden die beiden Potentialumkehrpunkte
auch als anodisches und kathodisches Grenzpotential bezeichnet. Liegt in der Messlésung
eine elektroaktive Substanz vor, kommt es auf Grund von Oxidations- und Reduktionsvor-
gangen zur Ausbildung von Strompeaks im Voltammogramm, deren Position charakteristisch
fir das betrachtete Redoxsystem ist [12] [13]. In Abbildung 7 ist ein zyklisches Voltammo-
gramm sowie der typisch dreieckféormige Spannungsverlauf des angelegten Spannungssig-

nals dargestellt.

(b) more (+)
(@)
=
L
w 5
€ \ ™
switching £
initial E
more (=) Ep.
more (+) more (-) more (+) more (=)

potential potential

Abbildung 7: Prinzip der zyklischen Voltammetrie. Links: Angelegtes, dreieckformiges Spannungssignal. Rechts: Im zykli-
schen Voltammogramm kommt es zur Ausbildung von Strompeaks, deren Position und Hohe das Redox-Verhalten der
untersuchten elektroaktiven Substanz widerspiegeln [49]. (E,, und E, . = Position des anodischen bzw. kathodischen Strom-
peaks; iy, und i, . = Hohe des anodischen bzw. kathodischen Strompeaks)

Zyklische Voltammogramme werden haufig zur Erstcharakterisierung des elektrochemischen
Verhaltens einer zu analysierenden Spezies verwendet. Sie geben Auskunft tiber thermody-
namische und kinetische Eigenschaften des Systems und liefern Informationen zu Reakti-

onsmechanismen und der Reversibilitdt von Elektrodenreaktionen [9][14].

b.) Normal-Puls-Voltammetrie

Bei der Normal-Puls-Voltammetrie wird zwischen Arbeits- und Referenzelektrode eine kon-
stante Eingangsspannung angelegt, welche in periodischen Zeitintervallen mit rechteckigen
Spannungsimpulsen zunehmender Amplitude (iberlagert wird. Die Messung des Stromsigna-

les erfolgt immer am Ende eines Spannungsimpulses [9] [12]. Wird der gemessene Strom
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gegen die Spannungsianderung der Pulse aufgetragen, erhdlt man ein stufenférmiges

Voltammogramm wie es in Abbildung 8 zu sehen ist.

tp

-

A,

potential
current

- T —»

AET ]

time potential

Abbildung 8: Prinzip der Normal-Puls Voltammetrie. Links: Die konstante Eingangsspannung wird mit rechteckigen Span-
nungsimpulsen zunehmender Amplitude Gberlagert. Die Strommessung erfolgt am Ende eines Spannungsimpulses. Rechts:
Stufenférmiges Normal-Puls Voltammogramm [49]. (T = Periodendauer, AE, = Pulspotential, AE; = Amplitudenverdnderung
des Pulses, t, = Pulsdauer, i) = Stufenhéhe)

Die Normal-Puls Voltammetrie bietet gegenilber der klassischen Gleichstromvoltammetrie
den Vorteil einer bis um den Faktor 10 hoheren Empfindlichkeit. Da sie gut flir Durchfluss-
anwendungen in stationdren Elektroden eignet, findet sie bei kontinuierlichen Messungen

sowie im Bereich der Prozesskontrolle haufig Anwendung [12].
c.) Differential-Puls-Voltammetrie

Noch niedrigere Nachweisgrenzen konnen mit Hilfe der Differential-Puls-Voltammetrie er-
reicht werden. Die Eingangsspannung besteht hier aus einer linear ansteigenden Gleich-
spannung, welche in periodischen Abstanden mir Rechteckimpulsen konstanter Amplitude
Uberlagert wird. Das Stromsignal wird immer kurz vor Beginn sowie kurz vor Ende eines Im-
pulses gemessen. Wird jeweils die Stromdifferenz der beiden Messwerte gegen die Ein-
gangsspannung aufgetragen, ergibt sich ein peakférmiges Voltammogramm wie es in Abbil-

dung 9 zu sehen ist [9] [12].
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change in current
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Abbildung 9: Prinzip der Differential-Puls Voltammetrie. Links: Die linear ansteigende Eingangsspannung wird mit rechtecki-
gen Spannungsimpulsen konstanter Amplitude Uberlagert. Die Messung des Stromsignales erfolgt kurz vor dem Beginn
(Punkt 1) und vor dem Ende (Punkt 2) eines Spannungsimpulses. Rechts: Durch Auftragung der Stromdifferenz Ai, der bei-
den Messpunkte gegen die Eingangsspannung entsteht ein peakférmiges Voltammogramm [49]. (T = Periodendauer, AE, =
Pulspotential, t, = Pulsdauer)

Auf Grund ihrer niedrigen Nachweisgrenze eignet sich die Differential-Puls-Voltammetrie
besonders fiir die elektrochemische Analyse von Losungen mit niedrigen Analytkonzentra-

tionen.
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1.3.2.6 Voltammetrisches Redoxverhalten von Hexacyanoferraten

Voltammetrische Untersuchungen eignen sich besonders zur Charakterisierung von elektro-
chemischen Redoxvorgangen. Zwischen Arbeits- und Referenzelektrode wird ein definiertes
Potentialfenster eingestellt und in negative oder positive Richtung schrittweise verandert.
Befindet sich in der Losung eine redoxaktive Spezies, kommt es beim Durchlaufen des Re-
doxpotentials zu einem Ladungstransfer an der Arbeitselektrode, welcher als Stromsignal
registriert werden kann. Wird die Spezies oxidiert, fungiert die Elektrode als Elektronenak-
zeptor, der Vorgang wird auch als anodische Oxidation bezeichnet. Umgekehrt fiihrt eine
Reduktionsreaktion zu einem Elektronentransfer von der Elektrode zur redoxaktiven Spezies,

man spricht von einer kathodischen Reduktion [37] [39].

Hexacyanoferrate zeichnen sich durch ein ausgepragtes Redoxverhalten aus, welches zur
Ausbildung von charakteristischen Stromkurven im Voltammogramm fiihrt. Ursache fiir die-
ses Verhalten ist das reversible Redoxpaar Hexacyanoferrat(ll) und Hexacyanoferrat(lll), wel-
ches beim Durchlaufen des entsprechenden Redoxpotentiales elektrochemisch oxidiert bzw.
reduziert wird. Untersucht man dieses Redoxsystem mit Hilfe der zyklischen Voltammetrie,
ergibt sich ein Voltammogramm mit zwei Strompeaks: Im ersten Halbzyklus (Veranderung
der Spannung in positive Richtung) erfolgt die anodische Oxidation von Hexacyanoferrat(lll),
wodurch es zur Ausbildung eines positiven Oxidationspeaks kommt. Im Riicklauf wird dieses
wieder zu Hexacyanoferrat(ll) reduziert, wodurch sich ein negativer Reduktionspeak ausbil-

det [43]. Das Redoxsystem kann durch folgende Gleichungen beschrieben werden:
[Fe(CN)]*~ + e~ = [Fe(CN)g]*™ (5)

[Fe(CN)5]3'... Hexacyanoferrat(lll)
[Fe(CN)5]4'... Hexacyanoferrat(ll)

Neben ihrem charakteristischen elektrochemischen Verhalten fungieren Hexacyanoferrate
auch als Elektronenmediatoren, welche die Oxidation anderer Substanzen katalysieren. Aus
diesem Grund finden sie im Bereich der elektrochemischen Sensorik immer breitere Anwen-
dung in Form elektroaktiver Filme auf Elektroden, welche den Elektronentransfer zwischen
dem Analyten und der Elektrode katalysieren [32] [50]. Hexacyanoferrat modifizierte Elekt-

roden konnten unter anderem schon erfolgreich fiir den elektrochemische Nachweis von
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Ascorbinsdure [51], Nitrit [52], Schwefeldioxid [53], Pyridoxin [54], Stickstoffmonoxid [55]

oder auch Wasserstoffperoxid [56] [57] eingesetzt werden.

Im Zuge dieser Arbeit werden Hexacyanoferrat-Filme als sensorisches Element eines Hamo-
lyse-Testsystems untersucht. Das Messprinzip beruht dabei auf der elektrochemischen De-
tektion des freien Hamoglobin im Blutplasma liber die oxidative Umsetzung von Hamoglobin
zu Methamoglobin durch den Hexacyanoferrat-Film auf der Arbeitselektrode (siehe Kapitel
1.2.3). Da Blutplasma im Normalfall so gut wie kein Himoglobin enthalt, kann tber die Kon-
zentration an freiem Hamoglobin im Blutplasma direkt auf den Grad der Hamolyse zurilickge-

schlossen werden (vgl. Kapitel 1.1.3).
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1.4 Ziele dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, vier verschiedene Hexacyanoferrat-Verbindungen als mogliche Modi-
fikatoren fiir die Kohlenstoff-Arbeitselektrode des Hamolyse-Teststreifens zu untersuchen.

Untersucht werden folgende vier Hexacyanoferrat-Verbindungen:

e Kupfer-Hexacyanoferrat(lll)
e Kalium-Hexacyanoferrat(ll)
e Kalium-Hexacyanoferrat(lll)

e Eisen-Hexacyanoferrat(ll)

Die Hexacyanoferrate sollen méglichst homogen und stabil auf der Arbeitselektrode immobi-
lisiert werden. Fur die Aufbringung der Hexacyanoferrate auf die Arbeitselektrode werden

zwei verschiedene Techniken validiert:

e Modifizierung mittels elektrochemischer Deposition

e Modifizierung mittels hexacyanoferrathaltigen Membranen

Die modifizierten Sensoren sind mittels zyklischer Voltammetrie zu charakterisieren und auf
ihre Eignung fir die Anwendung am Hamolyse-Teststreifen zu untersuchen. Hierfir wird
mittels Mehrfachmessungen (n=6) eine statistische Beurteilung der Qualitdt der Modifikati-
onen anhand der Signalintensitat und ihrer Messwertstreuung durchgefihrt. Zusatzlich er-
folgt eine Beurteilung der Signalstabilitat basierend auf Wiederholungsmessungen mittels

zyklischer Voltammetrie.
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2 MATERIALEN UND METHODEN

Fiir die Experimentreihen dieser Diplomarbeit wurden Sensoren mittels Siebdrucktechnolo-
gie gefertigt. Der einzelne Sensor wurde von einem Dreielektrodensystem bestehend aus
Arbeits-, Referenz- und Gegenelektrode aufgebaut. Die Arbeits- sowie die Gegenelektrode
bestanden aus Kohlenstoff. Die Arbeitselektrode wurde zusatzlich mittels unterschiedlicher
Techniken mit Hexacyanoferraten modifiziert, um sie fir Hamoglobin empfindlich zu ma-
chen. Die Ag/AgCl-Referenzelektrode wurde mit einer Cl’-haltigen Membran versehen, um
ein konstantes Potential zu gewadhrleisten. Die einzelnen Schritte der Sensorfertigung, die
Herstellung der Testlésungen sowie die verwendeten Chemikalien und Gerate werden nun

im Folgenden genau beschrieben.

2.1 Fertigung der Sensoren mittels Siebdrucktechnologie

Die Fertigung der Sensoren erfolgte mit Hilfe der Siebdrucktechnologie. Grundlage dieses
Verfahrens ist ein feinmaschiges Sieb aus einem straff gespannten Polyester-Gewebe, auf
welchem sich lochartige Aussparungen fiir das gewiinschte Druckdesign befinden. Das Be-
drucken der Tragerfolie erfolgt mit Rakeln, welche die Druckpaste auf dem Sieb verteilen

und durch das Sieb auf das Tragermaterial drucken.

2.1.1 Chemikalien und Gerate

Flir den Druck der Sensoren wurden folgende Chemikalien und Gerate verwendet:

e Siebdruckmaschine DEK248 (ASM Assembly Systems, Ziirich, Schweiz)

e Préazisionswaage KERN PLS 720-3A (KERN & SOHN GmbH, Balingen, Deutschland)

e Trockenschrank Binder FD53 (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland)

e Ag/AgCl-Paste LOCTITE EDAG 6037E SS E&C (Henkel AG & Company, Disseldorf,
Deutschland)

e Kohlenstoff-Paste LOCTITE EDAG PF 407A E&C (Henkel AG & Company, Dusseldorf,
Deutschland)

e Lotstopplack SD 2462 NB-M, Komponenten A/B (Peters GmbH & Co. KG, Kempen,

Deutschland)

e Aceton ROTIPURAN® >99.8% (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
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e 1-Methoxy-2-propanol > 99% (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

° Mylar® Elektroisolierfolie (Dr. Dietrich Miller GmbH, Ahlhorn, Deutschland)

2.1.2 Schritte des Siebdruckvorganges

Als Tragermaterial fiir den Druck wurde eine Elektroisolierfolie der Firma Dr. Dietrich Mdller
GmbH (Ahlhorn, Deutschland) verwendet. Die fiir den Druck verwendeten Siebe besitzen ein
Basissensordesign von sechs mal 20 Sensoren, wodurch insgesamt 120 Sensoren auf eine
Tragerfolie gedriickt werden koénnen. Die Fertigung der Sensoren erfolgte in mehreren

Druckschritten, welche im Folgenden naher beschrieben werden.

a) Vorbereitung der Tragerfolien: Um thermischen Verformungen und Schrumpfen bei spa-
teren Arbeitsschritten entgegenzuwirken, wurden die Tragerfolien vor dem eigentlichen
Druckvorgang mit einem N-methoxy-2-propanol und Aceton-Gemisch (1:1 (V/V)) gereinigt

und fur 60min bei 90°C im Trockenschrank erhitzt.

b) Druck der Ag/AgCl-Paste: Fur den Druck der Leiterbahnen sowie der Referenzelektrode
wurde eine Ag/AgCl-Paste der Firma Henkel AG (Dusseldorf, Deutschland) verwendet. Das
fir diesen Druckschritt verwendete Sieb ist in Abbildung 10A ersichtlich. Nach Beendigung
des Druckvorganges wurden die bedruckten Tragerfolien fir 60min bei 85°C im Trocken-

schrank ausgehartet.

c) Druck der Kohlenstoffpaste: Im nachsten Schritt erfolgte der Druck der Arbeits- und Ge-
genelektrode mittels einer Kohlenstoffpaste der Firma Henkel AG (Dusseldorf, Deutschland).
Abbildung 10B zeigt das verwendete Sieb. AnschlieBend wurden die Tragerfolien bei 85°C fir

30min im Trockenschrank ausgehartet.

d) Druck der Elektroisolierschicht: Nach dem Drucken der Elektroden wurde eine Elektroiso-
lierschicht aufgebracht. Diese hat die Aufgabe, die ablaufenden elektrochemischen Reaktio-
nen auf ein kleines, aktives Fenster im Bereich der Elektroden zu begrenzen. Die Elektroiso-
lierschicht wurde aus einer Zwei-Komponenten-Paste der Firma Peters GmbH & Co. KG
(Kempen, Deutschland) im Verhaltnis 5:1 (m/m) zusammengemischt und im letzten Druck-
schritt durch das Sieb in Abbildung 10C auf die Tragerfolien aufgebracht. AnschlieRend wur-

den die Folien fiir 30min bei 90°C im Trockenschrank ausgehartet.
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Abbildung 10: Druckschritte fir die Fertigung der Sensoren. Links: Verwendetes Sieb. Rechts: Tragerfolie nach dem Druck.

(A: Druck der Ag/AgCl-Paste. B: Druck der Kohlenstoffpaste. C: Druck der Elektroisolierschicht.)
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2.2 Fertigung der Cl-Reservoirmembran fir die Referenzelektro-
de

2.2.1 Chemikalien und Geréate

Fir die Herstellung der ClI'-Reservoirmembran wurden folgende Chemikalien und Gerate

verwendet:

e Mikrodosiergerat Performus IV (Nordson EFD GmbH, Oberhaching, Deutschland)
e Prazisionswaage KERN PLS 720-3A (KERN & SOHN GmbH, Balingen, Deutschland)
e Trockenschrank Binder FD53 (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland)

e EMSURE® Zinkchlorid ZnCl, (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

e 5036 Dielectric Paste (DuPont Corporation, Wilmington, USA)
e N-Methyl-2-pyrrolidone > 99.8% (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

2.2.2 Fertigung und Aufbringung der CI-Reservoirmembran

Das Aufbringen der Membran auf die Referenzelektrode erfolgte mit Hilfe eines Mikrodo-
siergerates. Dies ermoglichte eine genaue Dosierung der Membranen mit hoher Prazision
und Reproduzierbarkeit. Fir die Herstellung der Membran wurden 2g der Elektroisolierpaste
5036 von DuPont mit 0.4g ZnCl, (gemorsert) vermischt und unter Beimengung von 0.2ml
Pyrrolidon zu einer homogenen Masse verrihrt. AnschlieRend wurde die Paste in die Dosi-
ernadel des Mikrodosiergerates gefillt und lber eine Kartusche am Kartuschenadapter be-
festigt. Uber Dosierdruck und Dosierzeit wurde die gewiinschte FlieRrate am Gerat einge-
stellt. Die Dispensierung auf die Referenzelektroden der Sensoren erfolgte mittels Druckluft.

AnschlieBend wurden die Membranen fiir 6min bei 90°C im Trockenschrank ausgehartet.
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2.3 Fertigung der Testlésungen

Im nachfolgenden Abschnitt wird der Herstellungsprozess fir die Fertigung der Testlosungen

beschrieben sowie die verwendeten Chemikalien und Gerate aufgelistet. Hergestellt wurden

die Kaliumchlorid-Losung sowie die Depositions-Fliissigkeiten fiir die elektrochemische De-

position, die Hexacyanoferrat-Losungen fir die Fertigung der Membranen sowie der Phos-

phatpuffer fur die Vermessung der Hexacyanoferrat-Filme.

231

Chemikalien und Gerate

Fir die Herstellung der Testlosungen wurden folgende Chemikalien und Gerate verwendet:

2.3.2

Prazisionswaage KERN PLS 720-3A (KERN & SOHN GmbH, Balingen, Deutschland)
pH-Meter HI 98128 (Hanna instruments, Rhode Island, USA)

Sodium phosphate dibasic > 99.0%, KH,PO,4 (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
USA)

Potassium phosphate monobasic > 99.0%, Na,HPO, (Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, USA)

Potassium chloride = 99.0%, KCI (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA)
Kupfer(ll)-chlorid Dihydrat > 99%, CuCl, -2H,0 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland)

Potassium hexacyanoferrate(ll) ReagentPIus® > 98.5%, Ks[Fe(CN)e¢] (Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, USA)

Kaliumhexacyanoferrat(lll) 2 99.0%, Ks[Fe(CN)s] (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)

Iron(lll) ferrocyanide, Fes[Fe(CN)g]s (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA)

Nitric Acid Solution 1:1 (Hach Lange GmbH, Disseldorf, Deutschland)

Herstellung der Kaliumchlorid-Reinigungslésung

Die elektrochemische Reinigung der Arbeitselektrode erfolgte in einer 0.05M Kaliumchlorid-

Losung. Um die Losung herzustellen, wurden 0,932g Kaliumchlorid (KCI) eingewogen, in ei-

nen Messkolben (berfiihrt und mit 250ml destillierten Wasser (H,0) aufgefiillt.
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2.3.3 Herstellung der Hexacyanoferrat-Losungen fur die elektrochemische De-
position
Fir die Herstellung der Depositionslésungen von Kalium-Hexacyanoferrat(ll), Kalium-
Hexacyanoferrat(lll) sowie Eisen-Hexacyanoferrat(ll) wurden 10mM des entsprechenden
Hexacyanoferrates sowie 100mM Kaliumchlorid eingewogen, in einen Messkolben tGberfiihrt
und mit 250ml destillierten Wasser aufgefiillt. Die eingewogenen Reagenzmengen sind in
Tabelle 7 aufgefiihrt. Fir die Depositionslosung von Kupfer-Hexacyanoferrat(lll) wurden
10mM Kalium-Hexacyanoferrat(lll), 10mM Kupferchlorid (CuCl,) sowie 100mM Kaliumchlo-
rid eingewogen. Die eingewogenen Chemikalien wurden in einen Messkolben berfiihrt und
mit 250ml destilliertem Wasser aufgefiillt. Kuper-Hexacyanoferrat(lll) fiel Gber die Fallungs-
reaktion von Kalium-Hexacyanoferrat(lll) und Kupferchlorid als Niederschlag aus. Die einge-

wogenen Reagenzmengen sind in Tabelle 7 ersichtlich.

Nach Fertigstellung der Losungen erfolgte die Einstellung des pH-Wertes auf etwa 2,75. Hier-
fir wurde der pH-Wert mit Hilfe eines pH-Meters kontrolliert und bis zum gewlinschten pH-
Wert tropfenweise Schwefelsdure zur Losung hinzugefligt.

Tabelle 7: Eingewogene Stoffmengen flr die Herstellung der Depositionslésung von Kalium-Hexacyanoferrat(ll), Kalium-

Hexacyanoferrat(lll), Eisen-Hexacyanoferrat(ll) sowie Kupfer-Hexacyanoferrat(lll). Die Einwaage erfolgte in g pro 250ml
destilliertem H,0.

Einwaage
[s]*
Ks[Fe(CN)s]  Ki[Fe(CN)s]  Fes[Fe(CN)els KCI CuCl,
Depositionslosung
0,823 - - 1,863 -
Ks[Fe(CN)]
Depositionslésung
Ks[Fe(CN)e] - 1,056 - 1,863 -
Depositionslosung
Fe,[Fe(CN)¢ls - - 2,148 1,863 -
Depositionslosung
Cus[Fe(CN)g], 0,823 - - 1,863 0,665

*Einwaage in g / 250ml H,0 dest.
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2.3.4 Herstellung der Arbeitslésung (Phosphatpuffer)

Als Leitelektrolyt fiir die Durchfiihrung der voltammetrischen Messungen wurde Phosphat-
puffer verwendet. Fiir die Herstellung des Puffers wurden 1,388g Kaliumdihydrogenphos-
phat sowie 1,152g Dinatriumhydrogenphosphat eingewogen, in einen Messkolben tberfihrt

und mit 250ml destilliertem Wasser aufgefiillt.

2.3.5 Herstellung der Hexacyanoferrat-Losungen fur die Nafion- und Glutaral-
dehydmembranen

Neben der elektrochemischen Deposition wurden auch Sensoren hergestellt, welche mit
hexacyanoferrathaltigen Membranen modifiziert wurden. Dazu wurden wassrige Losungen
der vier verschiedenen Hexacyanoferrate hergestellt, welche in die Membran-Matrix einge-
bracht wurden (siehe Kapitel 2.4.2). Die eingewogenen Stoffmengen fiir die Herstellung der
Losungen sind in Tabelle 8 sowie Tabelle 9 aufgefiihrt. Die Kupfer-Hexacyanoferrat-Losung
wurde aus zwei unterschiedlichen Kupferquellen hergestellt. Es wurde einmal die Fallung aus
Kalium-Hexacyanoferrat(lll) mittels Kupferchlorid durchgefiihrt, des Weiteren die Fallung
mittels Kupfersulfat (CuSO,4). Daflir wurde eine 0,2M Kalium-Hexacyanoferrat(lll) Losung
jeweils im Verhaltnis 1:1 (V/V) mit einer 0,3M Kupferchlorid- bzw. Kupfersulfat-Losung ge-

mischt und fiir die Membranfertigung verwendet.

Tabelle 8: Eingewogene Stoffmengen fiir die Herstellung der Einzelldsungen von Kalium-Hexacyanoferrat(ll), Kalium-
Hexacyanoferrat(lll) sowie Eisen-Hexacyanoferrat(ll). Die Einwaage erfolgte in g pro 20ml destilliertem H,0.

Konzentration Einwaage
[(M] [s]*
Ks[Fe(CN)e] Ka[Fe(CN)e] Fes[Fe(CN)e]s

0,2 1,317 - -
Ks[Fe(CN)g] - Lo6sung

0,5 3,293 - -
Ks[Fe(CN)g] - Lésung 0,5 - 4,224 -

0,3 - - 5,155
Fe,[Fe(CN)¢]; -Losung

0,5 - - 8,592

*Einwaage in g / 20ml H,0 dest.
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Tabelle 9: Eingewogene Stoffmengen fiir die Herstellung der Einzelldsungen fiir die Fallungsreaktion von Kuper-
Hexacyanoferrat(lll). Hierfir wurde eine 0.2M Kalium-Hexacyanoferratlésung im Verhaltnis 1:1 (V/V) mit einer 0.3M Kup-

ferchlorid- bzw. mit einer 0.3M Kupfersulfat-Losung vermischt, so dass Kuper-Hexacyanoferrat(lll) als Niederschlag ausfiel.
Die Einwaage erfolgte in g pro 20ml destilliertem H,0.

Konzentration Einwaage
(M] [g]*
Ks[Fe(CN)e] CuCl, Cuso,
Ks[Fe(CN)s] — Lésung 0,2 1,317 - -
CuCl, - Losung 0,3 - 1,023 -
CuSO, — Lésung 0,3

- - 0,958

*Einwaage in g / 20ml H,0 dest.
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2.4 Modifizierung der Arbeitselektrode

Die Aufbringung der Hexacyanoferrat-Filme auf die Arbeitselektrode erfolgte mittels zwei
unterschiedlicher Methoden: (1) Modifizierung mittels elektrochemischer Deposition sowie
(2) Modifizierung mittels hexacyanoferrathaltigen Membranen. Fiir die Modifikation wurden
vier unterschiedliche Hexacyanoferrat-Losungen verwendet: Eisen-Hexacyanoferrat(ll), Kali-
um-Hexacyanoferrat(ll), Kalium-Hexacyanoferrat(lll) sowie Kupfer-Hexacyanoferrat(lll). Auf
die Herstellung der verwendeten Losungen wird in Kapitel 2.3 ndaher eingegangen. In nach-
folgenden Abschnitt werden die beiden Techniken zur Modifizierung der Arbeitselektrode

sowie die verwendeten Chemikalien und Gerate ndher beschrieben.

2.4.1 Modifizierung mittels elektrochemischer Deposition

2.4.1.1 Chemikalien und Geréte

Fir die elektrochemische Deposition der Hexacyanoferrat-Filme wurden folgende Chemika-

lien und Gerate verwendet:

Potentiostat EmStat (Palm Instruments BV, Houten, Niederlande)

e Trockenschrank Binder FD53 (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland)

e Kaliumchlorid-Losung, Herstellung siehe Kapitel 2.3

e Depositionslosung Kalium-Hexacyanoferrat(ll), Herstellung siehe Kapitel 2.3
e Depositionslosung Kalium-Hexacyanoferrat(lll), Herstellung siehe Kapitel 2.3
e Depositionslosung Eisen-Hexacyanoferrat(ll), Herstellung siehe Kapitel 2.3

e Depositionslosung Kupfer-Hexacyanoferrat(lll), Herstellung siehe Kapitel 2.3

e Phosphatpuffer, Herstellung siehe Kapitel 2.3

2.4.1.2 Vorgangsweise

Fiir die elektrochemische Deposition des jeweiligen Hexacyanoferrat-Filmes auf die Arbeits-
elektrode wurde ein potentiodynamischer Ansatz mittels zyklischer Voltammetrie gewahlt.

Das Depositionsverfahren umfasste drei Schritte:

a) Reinigung der Arbeitselektrode: Vor dem eigentlichen Depositionsschritt wurde eine

elektrochemische Reinigung der Arbeitselektrode durchgefiihrt. Hierflir wurden die siebge-
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druckten Sensoren in eine 0.05M Kaliumchlorid-Losung getaucht und an einen Potentiosta-
ten geschlossen. Als Technik wurde zyklische Voltammetrie mit einem Potentialfenster von -
0.5V bis 1.5V eingestellt, welches fiir 10 Zyklen durchlaufen wurde. In Tabelle 10 ist eine ge-
naue Auflistung der eingestellten Parameter fiir den Reinigungsschritt zu sehen.

Tabelle 10: Voltammetrische Parameter fiir die Reinigung der Elektrode. (Pretreatment Settings = Einstellungen fiir Vorkon-

ditionierung, Eg, = Startpotential, E ., = unterer Potentialumkehrpunkt, E,, = oberer Potentialumkehrpunkt, Scan rate =
Potentialvorschubgeschwindigkeit, Eq., = Schrittweite, n scans = Zyklusanzahl)

Pretreatment Settings Estart Evtxa Evix2 Scan rate Estep n scans

None ov -0,5V 1,5V 0,05 V/s 0,005V 10

b) Elektrochemische Deposition: In diesem Schritt erfolgte die eigentliche Deposition des
Hexacyanoferrat-Filmes auf die Arbeitselektrode. Die Sensoren wurden in eine der vier De-
positionslosungen getaucht, welche das entsprechende Hexacyanoferrat sowie ein Leitsalz
enthielt. Mittels zyklischer Voltammetrie wurde eine Schicht aus Hexacyanoferrat auf der
Arbeitselektrode abgeschieden. Um den Einfluss des fiir die Deposition verwendeten Poten-
tialfensters auf die Abscheidung des Hexacyanoferrat-Filmes zu evaluieren, wurden Messrei-
hen mit zwei unterschiedlichen Potentialfenstern durchgefiihrt: (1) 0,2 - 0,9 V sowie (2) -0,5 -
1,0 V. Zusatzlich wurden fiir jedes Potentialfenster drei verschiedene Zyklusintensitaten un-
tersucht: (1) 10 Zyklen, (2) 20 Zyklen sowie (3) 30 Zyklen. Tabelle 11 bietet eine Ubersicht
Uber die voltammetrischen Parameter fir die elektrochemische Deposition.

Tabelle 11: Voltammetrische Parameter fir die elektrochemische Deposition der Hexacyanoferrat-Filme. (Pretreatment

Settings = Einstellungen fiir Vorkonditionierung, E, = Startpotential, E,;,; = unterer Potentialumkehrpunkt, E,., = oberer
Potentialumkehrpunkt, Scan rate = Potentialvorschubgeschwindigkeit, E.p = Schrittweite, n scans = Zyklusanzahl)

Pretreatment Settings  Egart Evix1 Evix2 Scan rate Estep h scans
1. None ov -0,5V 1,0V 0,05V/s 0,006V 10/20/30
2. None ov 0,2V 09V 0,05V/s 0,006V 10/20/30

Nach Beendigung des Depositionsvorganges wurden die Elektroden getrocknet. Um den Ein-
fluss des Trocknungsvorganges auf die Qualitdt des Hexacyanoferrat-Filmes zu evaluieren,
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wurden vier verschiedene Trocknungsmethoden erprobt: (1) 24h lufttrocknen, (2) 48h luft-

trocknen, (3) 1h bei 50°C im Ofen sowie (4) 1h bei 90°C im Ofen trocknen.

c) Vermessung des mit Hexacyanoferrat modifizierten Sensors: Nach Beendigung des Tro-
ckenvorganges wurden die mit Hexacyanoferrat modifizierten Sensoren in Phosphatpuffer
getaucht und der Hexacyanoferrat-Film mittels zyklischer Voltammetrie charakterisiert. Ta-
belle 12 bietet eine Auflistung der eingestellten Parameter fir die zyklische Voltammetrie.

Tabelle 12: Voltammetrische Parameter fir die Charakterisierung des Hexacyanoferrat-Filmes in Phosphatpuffer. (Pretrea-

tment Settings = Einstellungen fir Vorkonditionierung, E.,« = Startpotential, E,; = unterer Potentialumkehrpunkt, E,, =
oberer Potentialumkehrpunkt, Scan rate = Potentialvorschubgeschwindigkeit, E., = Schrittweite, n scans = Zyklusanzahl)

Pretreatment Settings Estart Evix1 Evix2 Scan rate Estep n scans

None -0,5V -0,5V 1,0V 0,05 V/s 0,005V 15

2.4.2 Modifizierung mittels hexacyanoferrathaltigen Membranen

2.4.2.1 Gerate und Chemikalien

Fiir die Dispensierung der Hexacyanoferrat-Membranen wurden folgende Chemikalien und

Reagenzien verwendet:

e Mikrodosiergerat Performus IV (Nordson EFD GmbH, Oberhaching, Deutschland)
e Prazisionswaage KERN PLS 720-3A (KERN & SOHN GmbH, Balingen, Deutschland)
e Trockenschrank Binder FD53 (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland)

e Potentiostat EmStat (Palm Instruments BV, Houten, Niederlande)

e Nafion® perfluorinated resin solution, 5wt. % in lower aliphatic alcohols and water
(Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA)

e Glutaraldehyd solution, 25% in H,O (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA)

e Potassium hexacyanoferrate(ll) ReagentPIus® > 98.5%, Ks[Fe(CN)e¢] (Sigma-Aldrich

Corporation, St. Louis, USA)
e Kaliumhexacyanoferrat(lll) > 99.0%, Ks[Fe(CN)g] (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)

e Iron(lll) ferrocyanide, Fes[Fe(CN)e]s (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA)
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e Phosphatpuffer, Herstellung siehe Kapitel 2.3

2.4.2.2 Vorgangsweise

Um die Membranen herzustellen, wurde das zu untersuchende Hexacyanoferrat sowohl in
geloster als auch in fester Form in eine Membran-Matrix eingebracht und auf die Arbeits-
elektrode aufgetragen. Als Membran-Matrix wurden das ionenpermeable Polymer Nafion

sowie das Quervernetzungsmittel Glutaraldehyd untersucht.

Fir die Herstellung der Membranen aus gelostem Hexacyanoferrat wurden 50ul Nafion bzw.
Glutaraldehyd mit 50ul bzw. 25ul einer Hexacyanoferrat-Lésung (Fertigung siehe Kapitel
2.3.5) vermengt und am Vortexer gut durchgemischt. Daraus ergaben sich 1:1 (V/V) bzw. 1:2
(V/V) Mischungen.

Um die Membranen aus festem Hexacyanoferrat herzustellen, wurden auf der Prazisions-
waage 50mg Nafion bzw. Glutaraldehyd eingewogen und mit 5mg bzw. 15mg des jeweiligen
Hexacyanoferrats verrieben. Die damit gefertigten 10%wt und 30%wt Anreicherungen wur-
den ebenso wie die gelésten Anreicherungen mittels Mikrodosiergerat auf die Arbeitselekt-

roden dispensiert und anschlieRend fiir 1h bei 50°C in Trockenschrank getrocknet.

Nach dem Trocknen der Membranen erfolgte die voltammetrische Charakterisierung der
modifizierten Sensoren in Phosphatpuffer. Hierflir wurden die Elektroden vollstandig mit
Phosphatpuffer bedeckt und an einen Potentiostaten angeschlossen. In Tabelle 13 ist eine

Auflistung der eingestellten Parameter fiir die voltammetrische Charakterisierung zu sehen.

Tabelle 13: Voltammetrische Parameter fir die Charakterisierung der dispensierten Hexacyanoferrat-Membrane in Phos-
phatpuffer. (Pretreatment Settings = Einstellungen fir Vorkonditionierung, Eg,« = Startpotential, E,s = unterer Potenti-
alumkehrpunkt, E, = oberer Potentialumkehrpunkt, Scan rate = Potentialvorschubgeschwindigkeit, E., = Schrittweite, n
scans = Zyklusanzahl)

Pretreatment Settings Estart Evix1 Evix2 Scan rate Estep n scans

None -0,5V 0,5V 10V 0,05 V/s 0,005V 15
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2.5 Apparativer Aufbau der Versuche

Die voltammetrischen Messungen wurden mit einem Potentiostaten der Marke EmStat
(Palm Instruments BV, Houten, Niederlande) durchgefiihrt. Um eine Messung durzufiihren,
wurde der Teststreifen Uber seine Leiterkontakte mit dem Potentiostaten verbunden und
seine Elektroden in die Messlosung eingetaucht. Die Ansteuerung des Potentiostaten sowie
die Aufzeichnung der Messdaten erfolgte mit Hilfe der Software PSTrace 2.4.2.0 (Palm In-

struments BV, Houten, Niederlande).

2.6 Auswertung der zyklischen Voltammogramme

Um aus den zyklischen Voltammogrammen die Signalintensitat der modifizierten Sensoren
zu bestimmten, wurde die Hohe des Oxidationspeaks im ersten Zyklusdurchlauf vermessen.
Die  Kurvenauswertung der Voltammogramme wurde nach der Drei-Punkt-
Tangentialmethode durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren werden jeweils der Anfangs- und
Endpunkt des zu vermessenden Peaks ermittelt und mit einer Tangente verbunden. Die so
entstehende Gerade legt die Basislinie der Stromkurve fest. Als dritter Punkt wird das Peak-
maximum der Stromkurve herangezogen. Die gesuchte Peakhdhe entspricht dem Abstand

zwischen dem Peakmaximum und der Basislinie an der Position der Peakspannung [39].
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3 ERGEBNISSE

Diese Masterarbeit beschaftigte sich mit der voltammetrischen Charakterisierung von Hexa-
cyanoferrat-Filmen auf siebgedruckten Kohlenstoffelektroden. Fiir die Modifizierung der
Arbeitselektrode mit Hexacyanoferrat wurden zwei Techniken validiert: i) Modifizierung mit-
tels elektrochemischer Deposition sowie ii) Modifizierung mittels hexacyanoferrathaltigen
Membranen. Zusatzlich wurden vier unterschiedliche Hexacyanoferrat-Verbindungen als
mogliche Modifikatoren fir die Arbeitselektrode untersucht: 1) Kupfer-Hexacyanoferrat(lll),
2)  Kalium-Hexacyanoferrat(ll), 3) Kalium-Hexacyanoferrat(lll) sowie 4) Eisen-
Hexacyanoferrat(ll). Flir eine genaue Beschreibung der durchgefiihrten Modifizierungen so-

wie der verwendeten Testlosungen siehe Kapitel 2.3 und Kapitel 2.4.

Alle modifizierten Sensoren wurden mittels zyklischer Voltammetrie in Phosphatbuffer cha-
rakterisiert. Im nachfolgenden Abschnitt sind die Voltammogramme der modifizierten Sen-
soren ersichtlich und es wird eine statistische Beurteilung der Qualitdt der Modifikationen
anhand der Signalintensitat und ihrer Messwertstreuung durchgefiihrt. Des Weiteren erfolgt
eine Beurteilung der Signalstabilitat basierend auf Signalveranderungen und Potentialver-

schiebungen in den zyklischen Voltammogrammen der modifizierten Sensoren.
3.1 Kupfer-Hexacyanoferrat(lll)
a) Depositionsfilme

Wie anhand des Voltammogrammes in Abbildung 11 zu erkennen ist, besallen die unter-
suchten Kupfer-Hexacyanoferrat-Depositionsfilme ein ausgepragtes elektrochemisches Ver-
halten. Die modifizierten Sensoren zeigten bei den voltammetrischen Messungen ein klar
definiertes Peakpaar mit der Peakposition V. des Oxidationspeaks bei 0,66 V,, und der

Peakposition V,.q des Reduktionspeaks bei 0,56 V4.
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Abbildung 11: Elektrochemisches Verhalten der Kupfer-Hexacyanoferrat-Depositionsfilme. Aufgenommen in Phosphatpuf-
fer vs. Ag/AgCl.

Bei den zyklischen Wiederholungsmessungen zeigten die Depositionsfilme abhangig vom
verwendeten Trocknungsverfahren wesentliche Unterschiede in ihrer Signalstabilitat. Wie in
Abbildung 12 zu erkennen ist, besaBen sowohl 24h als auch 48h luftgetrocknete Filme eine
schlechte Signalstabilitat. Die modifizierten Sensoren zeigten nach jedem Messzyklus eine
Abnahme der Signalintensitat sowie eine Verschiebung der Redoxpotentiale hin zu hdheren

Potentialen.

3 ,
u[v] uv]

Abbildung 12: Zyklische Voltammogramme luftgetrockneter Kupfer-Hexacyanoferrat-Depositionsfilme. Aufgenommen in
Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fiir 15 Zyklen. Links: 24h luftgetrocknet, rechts: 48h luftgetrocknet. (1. = erster Zyklus, 15. =
letzter Zyklus)
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Depositionsfilme, welche im Ofen bei 50°C oder 90°C getrocknet wurden, besaBen im Ver-
gleich zu den luftgetrockneten Filmen eine wesentlich bessere Signalstabilitat. Wie in den
zyklischen Voltammogrammen in Abbildung 13 zu sehen ist, kam es wahrend den ersten
Zyklen zu einem Verlust an Signalintensitat mit leichter Peakverschiebung. Nach etwa flinf
Zyklen stabilisierte sich das Signal und die Peakhdhe sowie die Peakposition blieben (ber die

restlichen Zyklen konstant.
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Abbildung 13: Zyklische Voltammogramme ofengetrockneter Kupfer-Hexacyanoferrat-Depositionsfilme. Aufgenommen in
Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fir 15 Zyklen. Links: 1h im Ofen bei 50°C getrocknet, rechts: 1h im Ofen bei 90°C getrocknet. (1.
= erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)

Um den Einfluss von Potentialfenster, Zyklusintensitdt sowie Trocknungsverfahren auf die
Qualitat des Kupfer-Hexacyanoferrat-Filmes zu evaluieren, wurden fiir jede Kombination aus
Potentialfenster/Zyklusintensitat/Trocknungsverfahren sechs Sensoren hergestellt, voltam-
metrisch charakterisiert und Mittelwert sowie Standardabweichung der Signalintensitat be-
rechnet. Wie in Abbildung 14 zu erkennen ist, ergab sich fiir alle Depositionsfilme trotz stan-
dardisierter Herstellungsbedingungen eine hohe Messwertstreuung. Die hdchsten Signalin-
tensitaten konnten mit Kupfer-Hexacyanoferrat-Filmen erreicht werden, welche mittels des

Potentialfenster -0,5 V bis 1,0 V aufgebracht wurden.
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Abbildung 14: Evaluierung des Einflusses von Potentialfenster, Zyklusintensitat sowie Trocknung auf die Signalintensitat des
Kupfer-Hexacyanoferrat-Depositionsfilmes (n=6).

b) Nafionmembranen

Fiir die Herstellung der Nafionmembranen wurde Kupfer-Hexacyanoferrat aus zwei ver-
schiedenen Fallungsreaktionen untersucht: Kalium-Hexacyanoferrat(lll) mit Kupfersulfat so-
wie Kalium-Hexacyanoferrat(lll) mit Kupferchlorid. Das ausgefillte Kupfer-Hexacyanoferrat
wurde in fester Form in 10%wt bzw. 30%wt Anreicherungen sowie in geldster Form als 0,1M
Kupfer-Hexacyanoferrat-Loésung in 1:1 (V/V) bzw. 1:2 (V/V) Mischungen mit Nafion ver-

mengt.

Die modifizierten Sensoren zeigten bei der voltammetrischen Charakterisierung ein ausge-
pragtes elektrochemisches Verhalten mit deutlich definierten Redoxpeaks im Bereich

0,72 Vox / 0,53 V,eq (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Elektrochemisches Verhalten der Kupfer-Hexacyanoferrathaltigen Nafionmembranen. Aufgenommen in
Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl.

Bezliglich der Signalstabilitat konnte zwischen Kupferchlorid und Kupfersulfat kein Unter-
schied festgestellt werden. Die Anreicherungsform (gelost oder fest) des Hexacyanoferrates
hatte jedoch einen Einfluss auf die Filmstabilitat. In Abbildung 16 sind zyklische Voltammo-
gramme von Nafionmembranen dargestellt, welche aus festem Kupfer-Hexacyanoferrat her-
gestellt wurden. Die Membranen zeigten bei den Wiederholungsmessungen eine gute Sig-
nalstabilitat sowie konstante Peakpositionen. Im Vergleich dazu wiesen die Membranen aus
gelostem Kupfer-Hexacyanoferrat eine geringere Signalstabilitat auf (vgl. Abbildung 17). Vor
allem im Bereich des Oxidationspeaks kam es mit jedem Zyklus zu einer Zunahme der Signal-

intensitat sowie zu einer Verschiebung des Oxidationspotentials hin zu hoheren Potentialen.
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Abbildung 16: Zyklische Voltammogramme hexacyanoferrathéltiger Nafionmembranen, hergestellt aus festem Kupfer-
Hexacyanoferrat. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fir 15 Zyklen. Links: Kupfer-Hexacyanoferrat ausgefillt aus
CuCl,, rechts: Kupfer-Hexacyanoferrat ausgefallt aus CuSO,. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)

I [nA]

u[v]

u[v]

Abbildung 17: Zyklische Voltammogramme hexacyanoferrathaltiger Nafionmembranen, hergestellt aus gelostem Kupfer-
Hexacyanoferrat. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fur 15 Zyklen. Links: Kupfer-Hexacyanoferrat ausgefillt aus
CucCl,, rechts: Kupfer-Hexacyanoferrat ausgefallt aus CuSO,. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)

Um den Einfluss der Anreicherungsform und der Kupferquelle auf die Qualitat der Nafion-

membranen zu evaluieren, wurden fir das als 0,1M Loésung (1:1 (V/V) sowie 1:2 (V/V)) und

das in fester Form (10%wt sowie 30%wt) verarbeitete Kupfer-Hexacyanoferrat jeweils sechs

Sensoren hergestellt, mittels zyklischer Voltammetrie charakterisiert und Mittelwert sowie

Standardabweichung der Signalintensitat berechnet. Die Ergebnisse dieser Messreihe sind in

Abbildung 18 graphisch dargestellt.
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Abbildung 18: Signalintensitat der Kupfer-Hexacyanoferrathaltigen Nafionmembranen. Fir die Fertigung der Membranen
wurde Kupfer-Hexacyanoferrat aus Kupferchlorid bzw. Kupfersulfat gefallt und in geloster sowie fester Form mit Nafion
vermengt (n=6).

c) Glutaraldehydmembranen

Analog zu den Nafionmembranen wurde fiir die Herstellung der Glutaraldehydmembranen
aus Kupfersulfat bzw. Kupferchlorid gefalltes Kupfer-Hexacyanoferrat sowohl in fester
(10%wt bzw. 30%wt Anreicherungen) Form als auch als 0,1M Kupfer-Hexacyanoferrat-

Losung (1:1 (V/V) bzw. 1:2 (V/V) Anreicherungen) mit Glutaraldehyd vermengt.

Die modifizierten Sensoren zeigten bei der voltammetrischen Charakterisierung ein ausge-
pragtes elektrochemisches Verhalten mit einem deutlich definierten Peakpaar im Bereich

0,65 Vo / 0,55 V,eq (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Elektrochemisches Verhalten der Kupfer-Hexacyanoferrathaltigen Glutaraldehydmembranen. Aufgenommen
in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl.

Die hergestellten Glutaraldehydmembranen zeigten bei den voltammetrischen Wiederho-
lungsmessungen unterschiedliche Signalstabilitaten. Die besten Ergebnisse konnten mit Kup-
fer-Hexacyanoferrat aus Kupfersulfat erreicht werden, welches als 0,1M Losung im Verhalt-
nis 1:1 (V/V) oder 1:2 (V/V) mit Glutaraldehyd vermengt wurde. Diese Membranen besalRen
eine gute Signalstabilitdt mit konstanten Peakpositionen wie in Abbildung 21 rechts zu er-
kennen ist. Die schlechteste Membranqualitat zeigten Membranen, welche aus gel6stem
Kupfer-Hexacyanoferrat aus Kupferchlorid hergestellt wurden. Wie in dem zyklischen
Voltammogramm in Abbildung 21 links zu erkennen ist, kam es bei diesen Membranen mit
jedem Zyklus zu einer deutlichen Abnahme des Stromsignals von Oxidations- und Redukti-
onspeak. Ahnliche Ergebnisse lieferten Membranen, welche mit festem Kupfer-
Hexacyanoferrat aus Kupferchlorid hergestellt wurden. Auch diese Membranen zeigten mit
jedem Zyklusdurchlauf eine Abnahme der Signalintensitdt von Oxidations- und Reduktions-
peak (siehe Abbildung 20 links). Ein gegenteiliges Verhalten zeigten jene Glutaraldehyd-
membranen, welche mit festem Kupfer-Hexacyanoferrat aus Kupfersulfat hergestellt wur-
den. Hier konnte mit jedem voltammetrischen Zyklus ein Anstieg der Signalintensitat der
Redoxpeaks verzeichnet werden. Zusatzlich kam es auch zu einer Verschiebung der Peakpo-

sitionen hin zu héheren Redox-Potentialen (siehe Abbildung 20 rechts).
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Abbildung 20: Zyklische Voltammogramme hexacyanoferrathaltiger Glutaraldehydmembranen, hergestellt aus festem
Kupfer-Hexacyanoferrat. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fir 15 Zyklen. Links: Kupfer-Hexacyanoferrat ausge-
fallt aus CuCl,, rechts: Kupfer-Hexacyanoferrat ausgefallt aus CuSO,. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)
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Abbildung 21: Zyklische Voltammogramme hexacyanoferrathaltiger Glutaraldehydmembranen, hergestellt aus gelostem
Kupfer-Hexacyanoferrat. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fiir 15 Zyklen. Links: Kupfer-Hexacyanoferrat ausge-
fallt aus CuCl,, rechts: Kupfer-Hexacyanoferrat ausgefallt aus CuSO,. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)

Um den Einfluss der Anreicherungsform und der Kupferquelle auf die Qualitat der Glutaral-
dehydmembranen zu evaluieren, wurden sowohl fir das als 0,1M Losung (1:1 (V/V) sowie
1:2 (V/V)) als auch fur das in fester Form (10%wt sowie 30%wt) verarbeitete Kupfer-
Hexacyanoferrat jeweils sechs Sensoren hergestellt, voltammetrisch charakterisiert und Mit-
telwert sowie Standardabweichung der Signalintensitdt berechnet. Die Ergebnisse der

durchgefliihrten Messreihe sind in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Signalintensitdt der Kupfer-Hexacyanoferrathaltigen Glutaraldehydmembranen. Fur die Fertigung der Memb-
ranen wurde Kupfer-Hexacyanoferrat aus Kupferchlorid bzw. Kupfersulfat gefdllt und in geloster sowie fester Form mit
Glutaraldehyd vermengt (n=6).

3.2 Kalium-Hexacyanoferrat(ll)
a) Depositionsfilme

Die mittels elektrochemischer Deposition auf die Arbeitselektrode aufgebrachten Kalium-
Hexacyanoferrat(ll)-Filme bildeten bei der voltammetrischen Charakterisierung einen Re-
doxpeak im Bereich 0,17 Vo / 0,14 V,eq aus (siehe Abbildung 23). Trotz standardisierter Her-
stellungsbedingungen zeigten nicht alle modifizierten Sensoren ein elektrochemisches Ver-
halten wahrend der voltammetrischen Messungen. Dadurch erklaren sich die fehlenden

Messwerte in der Validierungsgraphik (Abbildung 25).
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Abbildung 23: Elektrochemisches Verhalten der Kalium-Hexacyanoferrat(ll)-Depositionsfilme. Aufgenommen in Phosphat-
puffer vs. Ag/AgCl.

Wie in den zyklischen Voltammogrammen in Abbildung 24 zu erkennen ist, besaRen sowohl

luft- als auch ofengetrocknete Depositionsfilme eine gute Signalstabilitat.
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Abbildung 24: Zyklische Voltammogramme von Kalium-Hexacyanoferrat(ll)-Depositionsfilmen. Aufgenommen in Phosphat-
puffer vs. Ag/AgCl fiir 15 Zyklen. Links: luftgetrocknet, rechts: im Ofen getrocknet. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)

Um eine statistische Beurteilung der Depositionsfilme durchzufiihren, wurde fiir jede Kom-
bination aus Potentialfenster/Zyklusintensitat/Trocknungsverfahren sechs Sensoren herge-
stellt und voltammetrisch in Phosphatbuffer vermessen. Aus den Voltammogrammen wur-
den Mittelwert sowie Standardabweichung der Signalintensitdt ermittelt. Wie in Abbildung

25 ersichtlich ist, fihrte die elektrochemische Deposition von Kalium-Hexacyanoferrat(ll) zu
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schlecht reproduzierbaren Depositionsfilmen mit hoher Messwertstreuung. Flir jene Senso-
ren, welche innerhalb des Potentialfensters 0,2 V bis 0,9 V fiir 30 bzw. 10 Zyklen modifiziert
und anschlieBend fiir 48h luftgetrocknet bzw. bei 50°C im Ofen getrocknet wurden, konnte
bei keinem der modifizierten Sensoren ein Redoxverhalten registriert werden. Das gleiche
Verhalten zeigten jene Sensoren, welche innerhalb des Potentialfensters -0,5 V bis 1,0 V fir

10 Zyklen modifiziert und anschlieRend fiir 48h luftgetrocknet wurden.

0,03

0,025

m-0,5V bis 1,0V

0,2V bis 0,9V

Abbildung 25: Evaluierung des Einflusses von Potentialfenster, Zyklusintensitat sowie Trocknung auf die Signalintensitat des
Kalium-Hexacyanoferrat(ll)-Depositionsfilmes (n=6), *(n=1).

b) Nafionmembranen

Fiir die Herstellung der Nafionmembranen wurde festes Kalium-Hexacyanoferrat(ll) in
10%wt und 30%wt Anreicherungen sowie eine 0,5M Kalium-Hexacyanoferrat(ll)-Losung in

1:1 (V/V) und 1:2 (V/V) Mischungen mit Nafion vermengt.

Die hergestellten Nafionmembranen wiesen abhédngig von der Anreicherungsform
(fest/gel6st) des Hexacyanoferrates ein unterschiedliches elektrochemisches Verhalten auf.
Bei der Anreicherung der Membran mit festem Kalium-Hexacyanoferrat(ll) kam es im
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Voltammogramm zur Ausbildung von zwei Peakpaaren im Bereich 0,15 Vg1 / 0,12 V,eq1 SOWiE
0,43 Voxz2 / 0,4 Vieqz (siehe Abbildung 26). Bei Mischung von Nafion mit gelostem Kalium-
Hexacyanoferrat(ll) wurde im Voltammogramm nur ein Peakpaar im Bereich 0,23 V., / 0,18

Veq ausgebildet (vgl. Abbildung 27).
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Abbildung 26: Elektrochemisches Verhalten der Nafionmembranen, welche mit festem Kalium-Hexacyanoferrat(ll) angerei-
chert wurden. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl.
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Abbildung 27: Elektrochemisches Verhalten der Nafionmembranen, welche mit gel6stem Kalium-Hexacyanoferrat(ll) ange-
reichert wurden. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl.
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Alle hergestellten Nafionmembranen zeigten bei den zyklischen Wiederholungsmessungen
eine schlechte Signalstabilitat. Dies duBerte sich durch einen Verlust an Peakhohe mit jedem
Zyklus (vgl. Abbildung 28 und Abbildung 29). Bei den Anreicherungen mit festem Hexacyan-
oferrat verschwand im Laufe der Wiederholungsmessungen das Peakpaar im Bereich 0,43
Vox2 / 0,4 V,eq2 vollstandig, wahrend das Peakpaar im Bereich 0,15 Voyx; / 0,12 V,eq1 liber 50%
an Signalintensitat verlor (siehe Abbildung 28). Fir die Bestimmung der Signalintensitat der
modifizierten Sensoren wurde die Peakhdhe des ersten Oxidationspeaks (Vox1) herangezo-

gen.
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Abbildung 28: Zyklisches Voltammogramm einer hexacyanoferrathaltigen Nafionmembran, hergestellt aus festem Kalium-
Hexacyanoferrat(ll). Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl. Links: Alle 15 Zyklen, rechts: Zyklus 1 verglichen mit
Zyklus 15. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)
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Abbildung 29: Zyklisches Voltammogramm einer hexacyanoferrathiltigen Nafionmembran, hergestellt aus geléstem Kali-
um-Hexacyanoferrat(ll). Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl. Links: Alle 15 Zyklen, rechts: Zyklus 1 verglichen mit
Zyklus 15. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)

57



Um eine statistische Beurteilung der Modifikationen durchzufiihren, wurden sowohl fiir die
Mischungen mit einer 0,5M Hexacyanoferrat-Losung (1:1 (V/V) und 1:2 (V/V)) als auch fur
die Anreicherung mit festem Kalium-Hexacyanoferrat(ll) (10%wt sowie 30%wt) jeweils sechs
Sensoren hergestellt, mittels zyklischer Voltammetrie charakterisiert und Mittelwert sowie
Standardabweichung der Signalintensitdt berechnet. Die Ergebnisse dieser Messreihe sind in

Abbildung 30 graphisch dargestellt.
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Abbildung 30: Signalintensitat der Kalium-Hexacyanoferrat(ll)héltigen Nafionmembranen. Fir die Fertigung der Membra-
nen wurde eine 0,5M Kalium-Hexacyanoferrat(ll)-L6sung bzw. festes Kalium-Hexacyanoferrat(ll) mit Nafion vermengt (n=6).

c) Glutaraldehydmembranen

Glutaraldehyd wurde mit festem Kalium-Hexacyanoferrat(ll) bzw. einer 0,5M Kalium-
Hexacyanoferrat(ll)-Losung angereichert, auf die Arbeitselektrode aufgetropft und mittels
zyklischer Voltammetrie vermessen. Die hergestellten Membranen bildeten bei der voltam-
metrischen Charakterisierung ein einzelnes, schwach ausgepragtes Peakpaar im Bereich 0,18

Vox / 0,09 V,eq aus (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31: Elektrochemisches Verhalten der Kalium-Hexacyanoferrat(ll)haltigen Glutaraldehydmembranen. Aufgenom-
men in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl.

Die untersuchten Glutaraldehydmembranen zeigten wahrend den zyklischen Wiederho-
lungsmessungen eine schlechte Signalstabilitdat (vgl. Abbildung 32 und Abbildung 33). Bei
jedem voltammetrischen Zyklus konnte eine Abnahme der Signalintensitdt beobachtet wer-
den. Am Ende der Messung konnte kein definiertes Redoxpeakpaar mehr unterschieden

werden.
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Abbildung 32: Zyklisches Voltammogramm einer hexacyanoferrathéltigen Glutaraldehydmembran, hergestellt aus festem
Kalium-Hexacyanoferrat(ll). Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fur 15 Zyklen. Links: Alle 15 Zyklen, rechts: Zyklus
1 verglichen mit Zyklus 15. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)
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Abbildung 33: Zyklisches Voltammogramm einer hexacyanoferrathaltigen Glutaraldehydmembran, hergestellt aus geléstem
Kalium-Hexacyanoferrat(Il). Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fiir 15 Zyklen. Links: Alle 15 Zyklen, rechts: Zyklus
1 verglichen mit Zyklus 15. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)

Sowohl fiur die 1:1 (V/V) und die 1:2 (V/V) Mischungen mit der 0,5M Kalium-
Hexacyanoferrat(ll)-Losung als auch fir die 10%wt bzw. 30%wt Anreicherungen mit festem
Hexacyanoferrat wurden jeweils sechs Sensoren hergestellt, mittels zyklischer Voltammetrie
charakterisiert und Mittelwert sowie Standardabweichung der Signalintensitdt berechnet.

Die Ergebnisse dieser Messreihe sind in Abbildung 34 graphisch dargestellt.
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Abbildung 34: Signalintensitat der Kalium-Hexacyanoferrat(ll)haltigen Glutaraldehydmembranen. Fiir die Fertigung der
Membranen wurde eine 0,5M Kalium-Hexacyanoferrat(ll)-Losung bzw. festes Kalium-Hexacyanoferrat(ll) mit Glutaraldehyd
vermengt (n=6).
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3.3 Kalium-Hexacyanoferrat(lll)
a) Depositionsfilme

Wie in Abbildung 35 zu erkennen ist, bildeten die untersuchten Kalium-Hexacyanoferrat(lll)-
Depositionsfilme im Voltammogramm ein einzelnes Peakpaar im Bereich 0,21 Vo / 0,18 V,eq
aus. Das Trocknungsverfahren (ibte einen wesentlichen Einfluss auf die Qualitat des Hexa-
cyanoferrat-Filmes aus. Die besten Ergebnisse lieferten jene Filme, welche im Ofen bei 90°C
getrocknet wurden. Diese Depositionsfilme zeigten lber alle Wiederholungszyklen eine gute

Signalstabilitat mit konstanten Peakhohen und Peakpositionen (siehe Abbildung 36 rechts).

0,025 -

0,02 -

0,015 -

0,01 -

1[pA]

0,005 -

Al
\=)

!
o

0,5

red

u[v]

0,015 -

Abbildung 35: Elektrochemisches Verhalten der Kalium-Hexacyanoferrat(lll)-Depositionsfilme. Aufgenommen in Phosphat-
puffer vs. Ag/AgCl.
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Abbildung 36: Zyklische Voltammogramme von Kalium-Hexacyanoferrat(lll)-Depositionsfilme, welche im Ofen getrocknet
wurden. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fur 15 Zyklen. Links: 1h im Ofen bei 50°C getrocknet, rechts: 1h im
Ofen bei 90°C getrocknet. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)

Alle anderen untersuchten Trocknungsverfahren (24h Luft, 48h Luft sowie 50°C Ofen) liefer-
ten unstabile Filmergebnisse. Die modifizierten Sensoren zeigten bei den zyklischen Wieder-
holungsmessungen eine geringe Signalstabilitdat mit sinkender Peakhdhe und Verschiebun-
gen der Peakpositionen hin zu niedrigeren Potentialen (vgl. Abbildung 36 rechts und Abbil-
dung 37 links). Des Weiteren konnte bei diesen Trocknungsverfahren trotz vorangegangener
elektrochemischer Deposition nicht bei allen modifizierten Sensoren voltammetrisch eine

Redoxaktivitat registriert werden (vgl. Abbildung 37 links).

u[v] u[v]

Abbildung 37: Zyklische Voltammogramme von Kalium-Hexacyanoferrat(ll1)-Depositionsfilmen. Aufgenommen in Phosphat-
puffer vs. Ag/AgCl flr 15 Zyklen. Links: luftgetrocknet, rechts: Depositionsfilm ohne messbare Redoxaktivitat. (1. = erster
Zyklus, 15. = letzter Zyklus)
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Um eine statistische Beurteilung der elektrochemischen Deposition von Kalium-
Hexacyanoferrat(lll) durchzufihren, wurden fir jede Kombination aus Potentialfens-
ter/Zyklusintensitat/Trocknungsverfahren sechs modifizierte Sensoren hergestellt, mittels
zyklischer Voltammetrie charakterisiert und Mittelwert sowie Standardabweichung der Sig-
nalintensitat ermittelt. Die Ergebnisse dieser Messreihe sind in Abbildung 38 graphisch zu-
sammengefasst. Sensoren mit fehlender Redoxaktivitat wurden von der Auswertung ausge-
schlossen und verursachen die Liicken in der Validierungstabelle. Fir jene Sensoren, welche
innerhalb des Potentialfensters 0,2 V bis 0,9 V fiir 10 Zyklen modifiziert und anschliefSend fiir
24h luftgetrocknet wurden sowie die Sensoren, welche fir 30 Zyklen modifiziert wurden und
anschlielend entweder flir 48h luftgetrocknet oder bei 50°C im Ofen getrocknet wurden,

konnte keine Redoxaktivitat registriert werden.
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Abbildung 38: Evaluierung des Einflusses von Potentialfenster, Zyklusintensitat sowie Trocknung auf die Signalintensitat des
Kalium-Hexacyanoferrat(lll)-Depositionsfilmes (n=6), *(n=1).
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b) Nafionmembranen

Fir die Herstellung der Nafionmembranen wurde festes Kalium-Hexacyanoferrat(lll) in
10%wt und 30%wt Anreicherungen sowie gelostes Kalium-Hexacyanoferrat(lll) in 1:1 (V/V)

und 1:2 (V/V) Mischungen mit Nafion vermengt.

Jene Nafionmembranen, die mit gelostem Hexacyanoferrat hergestellt wurden, zeigten im
Voltammogramm weder bei Mischung mit einer 0,2M noch bei Mischung mit einer 0,5M

Kalium-Hexacyanoferrat-Losung eine messbare Redoxaktivitat (siehe Abbildung 39).
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Abbildung 39: Elektrochemisches Verhalten von mit geléstem Kalium-Hexacyanoferrat(lll) angereicherten Nafionmembra-
nen. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl.

Die Anreicherung der Nafionmembran mit festem Hexacyanoferrat fiihrte zu einem schlech-
ten elektrochemischen Signal mit starken Signalrauschen (vgl. Abbildung 40). Daher wurden
diese Membranen von der Auswertung ausgeschlossen, weshalb eine Validierungstabelle

hier fehlt.
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Abbildung 40: Verrauschtes elektrochemisches Signal einer mit festem Kalium-Hexacyanoferrat(lll) angereicherten Nafion-
membran. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl.

c) Glutaraldehydmembranen

Fir die Herstellung der Glutaraldehydmembranen wurde festes Kalium-Hexacyanoferrat(lll)
in 10%wt und 30%wt Anreicherungen sowie eine 0,2M bzw. 0,5M Kalium-
Hexacyanoferrat(lll)-Losung in 1:1 (V/V) und 1:2 (V/V) Mischungen mit Glutaraldehyd ver-

mengt.

Fiir keine der untersuchten Membranen konnte voltammetrisch ein Redoxsignal registriert

werden (vgl. Abbildung 41)
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Abbildung 41: Elektrochemisches Verhalten von mit gelostem sowie festem Kalium-Hexacyanoferrat(lll) angereicherten
Glutaraldehydmembranen. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl.

3.4 Eisen-Hexacyanoferrat(ll)

a) Depositionsfilme

Wie anhand des Voltammogrammes in Abbildung 11 zu erkennen ist, besallen die unter-
suchten Eisen-Hexacyanoferrat-Depositionsfilme ein ausgepragtes elektrochemisches Ver-
halten. Fir die Charakterisierung mittels zyklischer Voltammetrie wurde ein Potentialfenster
-0,5 V bis 0,6 V ausgewahlt, innerhalb welchen die modifizierten Sensoren ein klar definier-

tes Peakpaar im Bereich 0,19 V,y / -0,05 V,q zeigten.
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Abbildung 42: Elektrochemisches Verhalten der Eisen-Hexacyanoferrat-Depositionsfilme. Aufgenommen in Phosphatpuffer
vs. Ag/AgCl.

Die untersuchten Depositionsfilme zeigten bei den zyklischen Wiederholungsmessungen
eine geringe Signalstabilitat (siehe Abbildung 43 und Abbildung 44). Sowohl bei den luftge-
trockneten als auch bei den ofengetrockneten Filmen kam es mit jedem Zyklus zu einer Ab-
nahme der Signalintensitat. Die Lufttrocknungsdauer (24h bzw. 48h) sowie die Ofentempe-

ratur (50°C bzw. 90°C) hatten keinen Einfluss auf die Qualitat des Depositionsfilmes.

Abbildung 43: Zyklische Voltammogramme luftgetrockneter Eisen-Hexacyanoferrat-Depositionsfilme. Aufgenommen in

Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fiir 15 Zyklen. Links: 24h luftgetrocknet, rechts: 48h luftgetrocknet. (1. = erster Zyklus, 15. =
letzter Zyklus)
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Abbildung 44: Zyklische Voltammogramme ofengetrockneter Eisen-Hexacyanoferrat-Depositionsfilme. Aufgenommen in
Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fur 15 Zyklen. Links: 1h im Ofen bei 50°C getrocknet, rechts: 1h im Ofen bei 90°C getrocknet. (1
= erster Zyklus, 15 = letzter Zyklus)

In Abbildung 45 sind die Ergebnisse der elektrochemischen Deposition von Eisen-
Hexacyanoferrat dargestellt. Untersucht wurde der Einfluss des Potentialfenster, der Zyklu-
sintensitdt sowie des Trocknungsverfahren auf die Signalintensitat des Oxidationspeaks. Pro
Depositionsfilm wurden sechs Sensoren hergestellt, voltammetrisch charakterisiert und Mit-

telwert sowie Standardabweichung der Signalintensitat berechnet.
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Abbildung 45: Evaluierung des Einflusses von Potentialfenster, Zyklusintensitat sowie Trocknung auf die Signalintensitat des
Eisen-Hexacyanoferrat Depositionsfilms (n=6).
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b) Nafionmembranen

Fir die Fertigung der Nafionmembranen wurden Anreicherungen von Nafion mit festem
Eisen-Hexacyanoferrat bzw. Mischungen mit einer 0,3 M Eisen-Hexacyanoferrat-Losung her-
gestellt. Alle untersuchten Membranen zeigten bei der Charakterisierung mittels zyklischer
Voltammetrie innerhalb des Potentialfenster -0,5 V bis 0,7 V ein klar definiertes Redoxpeak-

paar im Bereich 0,17 Vyy / -0,02 Veq.

ox

0,5 0,7

u[v]

Abbildung 46: Elektrochemisches Verhalten der Eisen-Hexacyanoferrathaltigen Nafionmembranen. Aufgenommen in Phos-
phatpuffer vs. Ag/AgCl.

Wie in Abbildung 47 zu erkennen ist, zeigten die Nafionmembranen bei den zyklischen Wie-
derholungsmessungen eine geringe Signalstabilitat. Sowohl bei Anreicherung mit festem als
auch bei Mischung mit der 0,3M Eisen-Hexacyanoferrat-Losung konnte mit jedem Zyklus

einer Abnahme der Signalintensitat verzeichnet werden.
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Abbildung 47: Zyklisches Voltammogramm von hexacyanoferrathdltigen Nafionmembranen, hergestellt aus Eisen-
Hexacyanoferrat. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fir 15 Zyklen. Links: Anreicherung mit festem Eisen-

Hexacyanoferrat rechts: Mischung mit geléstem Eisen-Hexacyanoferrat. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)

Um den Einfluss der Anreicherungsform auf die Qualitdt der Nafionmembranen zu evaluie-
ren, wurden sowohl fir die 1:1 (V/V) und die 1:2 (V/V) Mischungen mit der 0,3M Eisen-
Hexacyanoferrat-Losung als auch fir die 10%wt bzw. 30%wt Anreicherungen mit festem
Hexacyanoferrat jeweils sechs Sensoren hergestellt, mittels zyklischer Voltammetrie charak-
terisiert und Mittelwert sowie Standardabweichung der Signalintensitdt berechnet. Die Er-

gebnisse dieser Messreihe sind in Abbildung 48 graphisch dargestelit.
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1:1 (V/V)
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Abbildung 48: Signalintensitdt der Eisen-Hexacyanoferrathdltigen Nafionmembranen. Fir die Fertigung der Membranen

wurde eine 0,3M Eisen-Hexacyanoferrat-Lésung bzw. festes Eisen-Hexacyanoferrat mit Nafion vermengt (n=6).
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c) Glutaraldehydmembranen

Fur die Herstellung der Glutaraldehydmembranen wurden 10%wt bzw. 30%wt Anreicherun-
gen mit festem Eisen-Hexacyanoferrat sowie 1:1 (V/V) und 1:2 (V/V) Mischungen mit einer
0,3M Eisen-Hexacyanoferrat-Losung untersucht. Fiir die voltammetrische Charakterisierung
der Sensoren wurde ein Potentialfenster von -0,5 V bis 0,7 V ausgewahlt. Die modifizierten
Sensoren bildeten im Voltammogramm ein klar definiertes Redoxpeakpaar im Bereich 0,15

Vox / 0101 Vred-

1nA]

0, 0,3 0,5 0,7

u[v]

Abbildung 49: : Elektrochemisches Verhalten der Eisen-Hexacyanoferrathaltigen Glutaraldehydmembranen. Aufgenommen
in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl.

Membranen, die aus geldstem Eisen-Hexacyanoferrat hergestellt wurden, zeigten bei den
zyklischen Wiederholungsmessungen sowohl bei 1:1 (V/V) Mischung als auch bei 1:2 (V/V)
Mischung eine gute Signalstabilitdt und konstante Peakpositionen Uber alle Zyklen (vgl. Ab-
bildung 50). Eine ebenso gute Signalstabilitdt konnte bei 10%wt Anreicherungen mit festem
Eisen-Hexacyanoferrat erreicht werden (siehe Abbildung 51 links). Membranen mit 30%wt
Anreicherung an festem Hexcacyanoferrat benétigten eine Zeit von 5-7 Zyklen, bis sich
Peakposition und Signalintensitat stabilisierten und konstant verliefen (siehe Abbildung 51

rechts).
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Abbildung 50: Zyklisches Voltammogramm von hexacyanoferrathaltigen Glutaraldehydmembranen, hergestellt aus festem
Eisen-Hexacyanoferrat. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fur 15 Zyklen. Links: Anreicherung mit 10%wt Eisen-
Hexacyanoferrat. Rechts: Anreicherung mit 30%wt Eisen-Hexacyanoferrat. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)
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Abbildung 51: Zyklisches Voltammogramm von hexacyanoferrathaltigen Glutaraldehydmembranen, hergestellt aus gelds-
tem Eisen-Hexacyanoferrat. Aufgenommen in Phosphatpuffer vs. Ag/AgCl fiir 15 Zyklen. Links: 1:1 (V/V) Mischugn mit 0,3M
Eisen-Hexacyanoferrat. Rechts: 1:2 (V/V) Mischung mit 0,3M Eisen-Hexacyanoferrat. (1. = erster Zyklus, 15. = letzter Zyklus)

Um den Einfluss der Anreicherungsform auf die Qualitat der Glutaraldehydmembrane zu
evaluieren, wurden sowohl fir die 1:1 (V/V) und die 1:2 (V/V) Mischungen mit der 0,3M Ei-
sen-Hexacyanoferrat-Losung als auch fiir die 10%wt bzw. 30%wt Anreicherungen mit festem
Hexacyanoferrat jeweils sechs Sensoren hergestellt. Die modifizierten Sensoren wurden mit-
tels zyklischer Voltammetrie charakterisiert und Mittelwert sowie Standardabweichung der
Signalintensitdt berechnet. Die Ergebnisse dieser Messreihe sind in Abbildung 52 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 52: Signalintensitat der Eisen-Hexacyanoferrathaltigen Glutaraldehydmembranen. Fir die Fertigung der Memb-
rane wurde eine 0,3M Eisen-Hexacyanoferrat-Losung bzw. festes Eisen-Hexacyanoferrat mit Glutaraldehyd vermengt (n=6).
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4 DISKUSSION

4.1 Hamolysedetektion mittels Hexacyanoferrat modifizierter

Elektroden: Relevanz und Problematik
Die klassische Methode zur Bestimmung von freiem Hamoglobin im Blutplasma ist die pho-
tometrische Messung basierend auf dem charakteristischen Absorptionsverhalten des Ha-
moglobins. Abhdngig vom verwendeten Messverfahren sind photometrische Ansatze jedoch
zeitintensiv, storanfallig oder erfordern die Zugabe von toxischen Messreagenzien. Des Wei-

teren ist fur die Quantifizierung ein relativ groRes Probenvolumen (mehrere ml) notwendig.

Im Zuge dieser Arbeit wurde an der Entwicklung eines elektrochemischen Hamolyse-
Teststreifens basierend auf der oxidativen Umsetzung des in der Probe befindlichen Hamo-
globins durch einen Hexacyanoferrat-Film auf der Arbeitselektrode des Sensors gearbeitet.
Vorteil einer elektrochemischen Hamolysedetektion ist, dass sie kostenglinstig und platzspa-
rend in das bereits bestehende potentiometrische Kalium-Home-Monitoring System inte-
griert werden kann. AuBerdem ist fiir die Quantifizierung des Hamoglobins ein geringes Pro-
benvolumen von wenigen pl ausreichend und die Quantifizierung erfolgt schneller als bei

einem optischen System.

Die Qualitat der Hexacyanoferrat-Filme hangt wesentlich von der verwendeten Auftragungs-
technik ab. Das Hexacyanoferrat soll stabil auf der Elektrode immobilisiert werden und einen
moglichst homogenen Film bilden. Der gewiinschte Elektronentransport zur Elektrodenober-
flache darf dabei nicht gehemmt werden. Um ein stabiles Messsignal zu gewahrleisten, sollte
der Hexacyanoferrat-Film fest an der Elektrode haften und sich wahrend der Messung nicht

von der Elektrode abldsen.

4.2 Kupfer-Hexacyanoferrat(lll) modifizierte Sensoren

a) Depositionsfilme

Jene Hexacyanoferrat-Filme, welche mittels elektrochemischer Deposition gefertigt wurden,
zeigten keine reproduzierbaren Ergebnisse. Dies ist ersichtlich an der groRen Messwert-

streuung (siehe Abbildung 14). Im Allgemeinen zeigten jene modifizierten Elektroden, wel-
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che innerhalb des Potentialfensters -0,5 V bis 1,0 V gefertigt wurden, ein hoheres Hexacyan-
oferratsignal als jene Elektroden, bei welchen die elektrochemische Deposition innerhalb des

Potentialfensters 0,2 V bis 0,9 V durchgefihrt wurde.

Das Trocknungsverfahren betreffend zeigten die bei 90°C getrocknete Depositionsfilme des
Potentialfensters -0,5 V bis 1,0 V die hochsten Hexacyanoferrat-Signale (siehe Abbildung 14).
Des Weiteren hatte das Trocknungsverfahren einen wesentlichen Einfluss auf die Stabilitat
der Depositionsfilme. Wahrend die luftgetrockneten Filme mit jeder Zykluswiederholung
eine Abnahme der Signalintensitdt sowie einer Verschiebung der Redoxpotentiale zeigten,
wiesen die ofengetrockneten Filme einen stabilen Kurvenverlauf mit gleichbleibender Signal-
intensitat auf (vgl. Abbildung 12 sowie Abbildung 13). Ursache fiir die bessere Filmstabilitat
der ofengetrockneten Filme kénnte die bessere Entfernung von Wasserresten aus dem De-
positionsfilm sein. Durch den Einschluss von Wasser in die polykristalline Struktur des Hexa-
cyanoferrates wird die Leitfahigkeit des Komplexes verandert und die Stabilitat der modifi-
zierten Sensoren beeinflusst. Ein dhnliches, trocknungsabhdngiges Verhalten wird in der Lite-

ratur fur Eisen-Hexacyanoferrat modifizierte Sensoren beschrieben [58] [59].
b) Nafionmembranen

Da Kupfer-Hexacyanoferrat kommerziell nicht erhaltlich ist, wurde es im Labor durch Fallung
eines Kupfersalzes mit Hexacyanoferrat gefertigt. Um zu evaluieren, ob die Kupferquelle ei-
nen Einfluss auf das elektrochemische Verhalten der Membran hat, wurde das Kupfer-
Hexacyanoferrat aus zwei verschiedenen Fallungsreaktionen gewonnen: Einerseits durch die

Fallung aus Kalium-Hexacyanoferrat(lll) und Kupferchlorid nach der Formel:

Des Weiteren wurde Kupfer-Hexacyanoferrat untersucht, welches aus Kalium-
Hexacyanoferrat(lll) und Kupfersulfat ausgefallt wurde. Die Fallungsreaktion folgt der For-

mel:
3CuS0,4 + 2K3[Fe(CN)g] = Cuz[Fe(CN)g], + 3K,S0, (7)

Das hergestellte Kupfer-Hexacyanoferrat wurde dann in fester sowie geléster Form mit Nafi-

on vermengt und auf die Arbeitselektrode getropft.
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Zwischen den beiden Kupferquellen konnte bei den voltammetrischen Untersuchungen kein
wesentlicher Unterschied im elektrochemischen Verhalten oder der Signalstabilitat der
Membranen festgestellt werden. Die Anreicherungsform des Kupfer-Hexacyanoferrates hat-
te jedoch einen wesentlichen Einfluss auf die Signalqualitat. Die besten Ergebnisse zeigten
jene Nafionmembranen, welche mit festem Kupfer-Hexacyanoferrat angereichert wurden.
Sowohl bei 10%wt als auch bei 30%wt Anreicherung konnten bei den zyklischen Wiederho-
lungsmessungen stabile Kurvenverlaufe mit konstanter Signalintensitdat und gleichbleiben-
den Peakpositionen beobachtet werden (vgl. Abbildung 16). Die hochste Signalintensitat
(13,05 pA, Mittelwert aus n=6) konnte mit der 30%wt Anreicherung an Kupfer-
Hexacyanoferrat aus Kupfersulfat erreicht werden (siehe Abbildung 18). Alle hergestellten
Membranen wiesen jedoch eine geringe Reproduzierbarkeit mit Variationskoeffizienten
>20% auf. Ursache hierfur konnte die geringe Loslichkeit des festen Kupfer-Hexacyanoferrat
in Nafion gewesen sein. Die beiden Membranbestandteile bildeten eine schnell sedimentie-
rende Suspension, welche eine gleichmaBige Aufbringung der Membran auf die Arbeitselekt-

rode erschwerte.

Nafionmembranen, welche aus einer 0,1M Kupfer-Hexacyanoferrat-Losung hergestellt wur-
den, zeigten bei den voltammetrischen Wiederholungszyklen eine geringe Signalstabilitat.
Sowohl bei 1:1 (V/V) als auch bei 1:2 (V/V) Mischung konnte in den zyklischen Voltammo-
grammen kein stabiler Signalverlauf beobachtet werden. Vor allem im Bereich des Oxidati-
onspeaks kam es im Verlauf der Messung zu einer Zunahme der Peakh6he sowie einer Ver-
schiebung des Oxidationspotentiales (siehe Abbildung 17). Die hochste Signalintensitat (2,4
WA, Mittelwert aus n=6) konnte mit einer 0,1M Kupfer-Hexacyanoferrat-Losung gefallt aus
Kupferchlorid in einer 1:1 (V/V) Mischung mit Nafion erreicht werden (vgl. Abbildung 18).
Diese Membranen wiesen eine groRe Messwertstreuung auf (Variationskoeffizient von
35,12%). Eine niedrigere Signalintensitat, aber eine wesentlich bessere Reproduzierbarkeit
(0,53 pA + 9,64%) besaBen Membranen aus einer 1:2 (V/V) Mischung von Nafion mit einer
0,1M Kupfer-Hexacyanoferrat-Losung aus Kupferchlorid. Eine dhnlich gute Reproduzierbar-
keit zeigten die Membranen aus einer 1:1 (V/V) Mischung von Nafion mit einer 0,1M Kupfer-
Hexacyanoferrat-Lésung aus Kupfersulfat (1,6 pA * 8,39%). Ahnlich festem Kupfer-
Hexacyanoferrat besall geldstes Kupfer-Hexacyanoferrat eine geringe Mischbarkeit mit Nafi-

on und bildete mit der Membranmatrix eine Emulsion.
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c) Glutaraldehydmembranen

Analog zu den Nafionmembranen wurde auch bei den Glutaraldehydmembranen Anreiche-
rungen mit Kupfer-Hexacyanoferrat gefillt aus Kupferchlorid und aus Kupfersulfat unter-
sucht. Die besten Ergebnisse wurden mit Hexacyanoferrat aus Kupfersulfat erzielt, welches
als 0,1M Losung im Verhaltnis 1:1 (V/V) mit Glutaraldehyd vermengt wurde. Diese Membra-
nen hatten eine im Verhaltnis zu den andere Membranen niedrige Signalintensitat (3,19 pA
11,6%, n=6), zeigten aber eine gute Signalstabilitdit wahrend der zyklischen Wiederholungs-
messungen (vgl. Abbildung 21 rechts). Eine dhnlich gute Signalstabilitat zeigten jene Memb-
ranen, die im Verhaltnis 1:2 (V/V) mit einer 0,1M Kupfer-Hexacyanoferrat-Losung aus Kup-
fersulfat gemischt wurden. Diese Glutaraldehydmembranen zeigten jedoch eine hohe

Messwertstreuung der Signalintensitat (2,47 pA + 38,1%, n=6).

Alle anderen getesteten Glutaraldehydmembranen wiesen eine geringe Signalstabilitat auf.
Jene Glutaraldehydmembranen, welche mit einer 0,1M Kupfer-Hexacyanoferrat-Losung aus
Kupferchlorid hergestellt wurden, zeigten bei den zyklisch voltammetrischen Wiederho-
lungsmessungen eine kontinuierliche Abnahme der Peakhohe (siehe Abbildung 21 links). Ein
dhnliches Verhalten zeigten die 10%wt bzw. 30%wt Anreicherungen mit festem Kupfer-
Hexacyanoferrat aus Kupferchlorid, wenngleich der Intensitatsverlust zwischen den Zyklen
hier weniger stark ausgepragt war vgl. Abbildung 20 links). Genau das gegenteilige Filmver-
halten zeigten Glutaraldehydmembranen aus festem Kupfer-Hexacyanoferrat, welche aus
Kupfersulfat hergestellt wurden. Hier kam es mit jedem Zyklus zu einem Anstieg der Signalin-
tensitat und einer Verschiebung der Peakpositionen hin zu positiveren Werten (vgl. Abbil-

dung 20 rechts).

Festes Kupfer-Hexacyanoferrat besalR in Glutaraldehyd eine gute Loslichkeit. Die Kupfer-

Hexacyanoferrat-Losungen lieBen sich ebenfalls mit Glutaraldehyd gut mischen.
4.3 Kalium-Hexacyanoferrat(ll) modifizierte Sensoren

a) Depositionsfilme

Die Depositionsfilme aus Kalium-Hexacyanoferrat(ll) zeigten wenig reproduzierbare Signale.

Dies duBerte sich durch die hohe Messwertstreuung der untersuchten Depositionsfilme so-
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wie ihrer niedrigen Signalintensitaten (vgl. Abbildung 25). Bei einigen Sensoren trotz stan-

dardisierter Herstellungsbedingungen kein Redoxsignal auf.

Modifizierte Sensoren, welche trotz elektrochemischer Deposition kein messbares Re-
doxverhalten zeigten, wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Bei jenen modifizierten
Sensoren, welche innerhalb des Potentialfenster 0,2 V bis 0,9 V mit 10 bzw. mit 30 Zyklus-
durchlaufen hergestellt und anschlieBend bei 50°C im Ofen bzw. 48h an der Luft getrocknet
wurden, konnte bei keinem der untersuchten Sensoren voltammetrisch ein Redoxsignal re-
gistriert werden. Das gleiche Verhalten zeigten jene Sensoren, welche innerhalb des Potenti-
alfensters -0,5 V bis 1,0 V mit 10 Zyklusdurchlaufen hergestellt und anschlieRend fiir 48h

luftgetrocknet wurden.

b) Nafionmembranen

Anreicherungen aus Nafion und festem Kalium-Hexacyanoferrat(ll) zeigten ebenso wie
Membranmischungen mit einer 0,5M Hexacyanoferrat(ll)-Losung eine hohe Messwertstreu-
ung (Variationskoeffizienten > 30%) und Signalabnahmen wahrend den zyklischen Messun-
gen (vgl. Abbildung 28 bis Abbildung 30). Zusatzlich konnte wahrend den Messungen beo-
bachtet werden, wie sich die untersuchten Membranen von der Arbeitselektrode abldsten.
Dies deutet auf eine geringe Haftfahigkeit der Membranen hin und kdonnte die Ursache fir

das unstabile Verhalten wahrend den voltammetrischen Messungen gewesen sein.

Nafionmembranen, welche mit festem Kalium-Hexacyanoferrat(ll) angereichert wurden,
zeigten im Voltammogramm zwei Redoxpeaks im Bereich 0,15 Vo, / 0,12 V,eq Sowie 0,43 Vo /
0,4 Vi (siehe Abbildung 26). Membranen, welche mit einer 0,5M Kalium-
Hexacyanoferrat(ll)-Losung hergestellt wurden, zeigten im Voltammogramm einen Re-
doxpeak im Bereich 0,23 Vo, / 0,18 V,eq (vgl. Abbildung 27). Dies deutet darauf hin, dass die
Anreicherungsform von Kalium-Hexacyanoferrat(ll) ein Einflussfaktor fiir das elektrochemi-
sche Verhalten der Membran ist. Die genauen chemischen Abldufe miissen jedoch in weiter-

fuhrenden Arbeiten untersucht werden.

Aufgrund ihrer niedrigen Signalstabilitdt und hohen Messwertstreuung eignet sich keine der

untersuchten Nafionmembranen als Modifikator fir die Arbeitselektrode.
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c) Glutaraldehymembranen

Die hergestellten Glutaraldehydmembranen bildeten sowohl bei Anreicherung mit festem
als auch bei Mischung mit einer 0,5M Kalium-Hexacyanoferrat(ll)-Losung einen schlecht de-
finierten Redoxpeak im Bereich 0,18 Vo, / 0,09 V,eq. Wie schon bei den Nafionmembranen
konnte auch bei den Glutaraldehydmembranen wahrend den Messungen ein Ablosen der
Membranen von der Arbeitselektrode beobachtet werden. Dies deutet auf eine geringe
Haftfahigkeit der Membranen hin. Dies konnte auch die Ursache fiir die hohe Messwert-
streuung der Membranen (Variationskoeffizienten > 40%) und den Verlust an Signalintensi-
tat wahrend den voltammetrischen Wiederholungszyklen gewesen sein (vgl. Abbildung 32

bis Abbildung 34).

Aufgrund ihrer niedrigen Signalstabilitat und hohen Messwertstreuung sind die untersuch-
ten Kalium-Hexacyanoferrat(ll)hadltigen Glutaraldehydmembranen als Modifikator fir die

Hamoglobinmessung nicht geeignet.

4.4 Kalium-Hexacyanoferrat(lll) modifizierte Sensoren

a) Depositionsfilme

Sensoren, welche mittels elektrochemischer Deposition mit Kalium-Hexacyanoferrat(lll) mo-
difiziert wurden, zeigten in Abhangigkeit von dem verwendeten Trocknungsverfahren unter-
schiedliche Ergebnisse. Die besten Ergebnisse zeigten jene Depositionsfilme, welche bei 90°C
im Ofen getrocknet wurden. Diese bildeten klar abgegrenzte und definierte Redoxkurven mit
guter Signalstabilitdt (vgl. Abbildung 36). Fir alle anderen Trocknungsverfahren (24h Luft,
48h Luft sowie 50°C Ofen) konnten keine stabilen Signale erzielt werden. Diese Sensoren
zeigten mit jeder Zykluswiederholung Signalabnahmen und eine Verschiebung der Peakposi-
tionen hin zu niedrigeren Redoxpotentialen. Des Weiteren zeigten nicht alle der modifizier-

ten Sensoren ein Redoxverhalten im Voltammogramm.

Alle untersuchten Depositionsfilme wiesen eine geringe Reproduzierbarkeit ihrer Redoxakti-

vitdt mit hoher Messwertstreuung der Signalintensitat auf (vgl. Abbildung 38). Fir das Po-

tentialfenster 0,2 V bis 0,9 V konnte fiir eine Zyklusanzahl von 10 Zyklen bei 24h lufttrock-

nen, 30 Zyklen bei 48h lufttrocknen sowie 30 Zyklen bei 50°C Ofen bei keinem der modifi-
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zierten Sensoren voltammetrisch ein Redoxverhalten beobachtet werden. Die Sensoren

wurden von der Auswertung ausgeschlossen.
b) Nafionmembranen

Die Mischung von Nafion mit gelostem Kalium-Hexacyanoferrat(lll) bildet eine zahfllssige
MembranflUssigkeit, welche schwer auf die Arbeitselektrode dispensiert werden konnte. Es
wurden sowohl Mischungen mit einer 0,2M als auch Mischungen mit einer 0,5M Kalium-
Hexacyanoferrat(lll) Losung untersucht. Fir beide Konzentrationen konnte sowohl bei 1:1
(V/V) als auch bei 1:2 (V/V) Mischung mit Nafion kein messbares Redoxsignal bei der
voltammetrischen Validierung der Membranen festgestellt werden. Eine hdhere molare
Konzentration (>0,5M) der Hexacyanoferrat-Losung konnte nicht verwendet werden, da die-
se in Kombination mit Nafion eine dickfllssige, nicht dispensierbare Membranflissigkeit bil-
det. Aufgrund der problematischen Verarbeitung und der fehlenden Redoxaktivitdt eignet

sich diese Membranart nicht als Modifikator fiir die Hdmolysemessung.

Die Nafionmembranen mit 10%wt bzw. 30%wt Anreicherung an festem Kalium-
Hexaxcyanoferrat(lll) zeigten in ihren Voltammogrammen eine Redoxaktivitdt. Die Membra-
nen zeigten jedoch ein schlechtes elektrochemisches Signal mit hohem Signalrauschen und

wurden daher von der Auswertung ausgeschlossen.
c) Glutaraldehydmembranen

Die Mischung von Glutaraldehyd mit gelostem Kalium-Hexacyanoferrat(lll) zeigte ein dhnli-
ches elektrochemisches Verhalten wie die zuvor beschriebenen Nafionmembranen. Weder
bei Mischung mit einer 0,2M noch bei Mischung mit einer 0,5M Kalium-Hexacyanoferrat(lll)

Losung konnte voltammetrisch ein Redoxverhalten der Membranen beobachtet werden.

Ein dhnliches elektrochemisches Verhalten zeigt die Anreicherung von Glutaraldehyd mit
festem Kalium-Hexacyanoferrat(lll). Die vermessenen Membranen zeigten sowohl bei

10%wt als auch bei 30%wt Anreicherung kein voltammetrisch erfassbares Redoxsignal.

4.5 Eisen-Hexacyanoferrat(ll) modifizierte Sensoren
Die im Zuge dieser Arbeit charakterisierten Eisen-Hexacyanoferrat modifizierten Sensoren

zeigten bei Wahl eines breiten voltammetrischen Potentialfensters (-0,5 V bis 1,5 V) zwei
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Redoxpeaks. Beide Peakpaare zeigten bei den zyklischen Wiederholungsmessungen eine
geringe Signalstabilitdt mit sinkender Peakhdhe und Verschiebung der Peakpositionen (vgl.
Abbildung 53). Ein analoges Verhalten wird in der Literatur fur Eisen-Hexacyanoferrat modi-
fizierte Goldelektroden beschrieben [60]. Ursache fir dieses Verhalten ist vermutlich die bei
hoheren Potentialen stattfindende Oxidation des Hexacyanoferrates in einen wasserlosli-
chen Komplex, wodurch es wahrend der zyklischen Scans zu einer kontinuierlichen Auflo-

sung des Eisen-Hexacyanoferrat-Filmes kommt [60].

Aus diesem Grund wurde das Potentialfenster fiir die voltammetrische Charakterisierung der
mit Eisen-Hexacyanoferrat modifizierten Elektroden verkleinert und so ausgewahlt, dass die
Redoxaktivitat des Peakpaares im Bereich 0,15 Vo / -0,2 V,eq erfasst wurde. Alle nachfolgend

aufgefliihrten Beobachtungen und Messresultate beziehen sich auf dieses Peakpaar.

I [nA]

=
L

u[v]

Abbildung 53: Elektrochemisches Verhalten von Eisen-Hexacyanoferrat modifizierten Sensoren. Aufgenommen in Phos-
phatpuffer vs. Ag/AgCl bei einem Potentialfenster von -0,5 V bis 1,5 V fir 8 Zyklen. (1. = erster Zyklus, 8. = letzter Zyklus)

a) Depositionsfilme

Trotz standardisierter Herstellungsbedingungen zeigten die Depositionsfilme mit Eisen-
Hexacyanoferrat eine grofle Messwertstreuung ihrer Signalintensitat (vgl. Abbildung 45). Des
Weiteren besalien die untersuchten Depositionsfilme eine geringe Signalstabilitat, welche
sich durch Verluste der Peakhthe wéahrend den voltammetrischen Wiederholungszyklen

bemerkbar machte. Anders als in der Literatur fiir Eisen-Hexacyanoferrat modifizierte Senso-
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ren beschrieben [58] [59], konnte fir die untersuchten Sensoren kein Einfluss der Trock-

nungstemperatur auf die Signalstabilitat festgestellt werden.

b) Nafionmembranen

Im Zuge der voltammetrischen Charakterisierung von Eisen-Hexacyanoferrathaltigen Nafi-
onmembranen wurde Nafion mit festem bzw. suspendiertem Eisen-Hexacyanoferrat ange-
reichert. Flr die Fertigung der Nafionmembranen wurde zunachst eine wassrige 0,5M Eisen-
Hexacyanoferrat-Suspension hergestellt. Diese besaR eine pastenartige Konsistenz und ver-
hinderte eine kontrollierte Dosierung der Membranmenge. Daher wurde die Konzentration
reduziert und die Membranen aus einer besser handhabbaren 0,3M Eisen-Hexacyanoferrat-
Suspension hergestellt. Sowohl die 1:1 (V/V) als auch die 1:2 (V/V) Membranmischungen mit
der Hexacyanoferrat-Suspension zeigten eine niedrige Signalstabilitat mit sinkender Peakho-
he bei jeder Zykluswiederholung (vgl. Abbildung 47). Zudem zeigten die Membranen eine
geringe Reproduzierbarkeit bei durchschnittlichen Signalintensitaten von 1,74 pA + 20,94%
bei 1:1 (V/V) Mischung bzw. 1,01 pA + 37,89% bei 1:2 (V/V) Mischung (n=6).

Nafionmembranen mit 10%wt Anreicherung an festem Eisen-Hexacyanoferrat besal3en eine
gute Signalintensitat mit guter Reproduzierbarkeit (3uA + 10,5%, n=6). Bei den zyklischen
Wiederholungsmessungen zeigten die Membranen eine geringe Signalstabilitat, welche sich
in der Abnahme der Peakhohen duBerte (siehe Abbildung 47). Die Anreicherung von 30%wt
festem Hexacyanoferrat resultierte in einer dickflissigen, inhomogenen Membranlésung.
Verglichen mit der 10%wt Membran fiihrte die 30%wt Anreicherung zu keinem Signalgewinn
(2,92pA, n=6), wahrend die Messwertstreuung aufgrund der schlechteren Dispensierbarkeit

der Membran zunahm (Variationskoeffizient von 44,35%) (vgl. Abbildung 48).

c) Glutaraldehydmembranen

Analog zu den Nafionmembranen wurden fiir die voltammetrische Charakterisierung der
Glutaraldehydmembranen verschiedene Membrananreicherungen mit festem Eisen-
Hexacyanoferrat sowie Mischungen mit einer 0,3M Eisen-Hexacyanoferrat-Suspension her-
gestellt. Alle untersuchten Glutaraldehydmembranen zeichneten sich durch ihre gute Signal-
stabilitat mit stabiler Peakhohe wahrend den zyklischen Messungen aus (siehe Abbildung 50

und Abbildung 51). Die 1:1 (V/V) Mischung von Glutaraldehyd mit der Eisen-
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Hexacyanoferrat-Suspension zeigte eine durchschnittliche Signalintensitat von 1,22pA +
20,82% (n=6). Die Reduktion der Membrankonzentration auf 1:2 (V/V) flhrte zu einer we-
sentlichen Verbesserung der Reproduzierbarkeit bei gleicher Signalintensitat (1,31pA +
1,99%). Die Membranlosung war im Vergleich zur 1:1 (V/V) Mischung diinnflissiger und
konnte gleichmaRiger auf die Arbeitselektrode dispensiert werden. Beide Membranarten
zeigten bei den zyklischen Wiederholungsmessungen eine gute Signalstabilitdt mit konstan-

ten Peakhohen und Peakpositionen (vgl. Abbildung 51).

Eine ebenso gute Signalstabilitat besallen die Membranen mit 10%wt Anreicherung an fes-
tem Eisen-Hexacyanoferrat. Ihre Signalintensitat betrug 1,24 pA + 13,09% (n=6). Die hochste
Signalintensitat (3,49 pA £ 13,19%, n=6) aller untersuchten Glutaraldehydmembranen konn-
te mit einer 30%wt Anreicherung an festem Hexacyanoferrat erreicht werden. Im Vergleich
zu der 10%wt Anreicherung besallen diese Membranen jedoch eine geringere Signalstabili-
tat. Die Membranen zeigte Uber die ersten 5-7 Wiederholungszyklen einen leichten Signal-
verlust, bevor sich der Kurvenverlauf stabilisierte und die Signalintensitdat konstant blieb

(siehe Abbildung 50).

4.6 Zusammenfassung und Ausblick

Freies Himoglobin im Blutplasma stellt einen direkten Indikator fur das Auftreten von Hamo-
lyse wahrend Blutabnahmen dar. Hexacyanoferrat oxidiert das Eisen des Hamoglobins und
ermoglicht so eine elektrochemische Quantifizierung des Himoglobins in der Probe. Ziel die-
ser Arbeit war es, unterschiedliche Hexacyanoferrat-Filme als moégliche Modifikatoren fiir die
Arbeitselektrode eines Hamolyse-Teststreifens zu untersuchen. Die Analysen wurden mit
vier verschiedenen Hexacyanoferraten durchgefiihrt: Kupfer-Hexacyanoferrat(lll), Kalium-
Hexacyanoferrat(ll), Kalium-Hexacyanoferrat(lll) sowie Eisen-Hexacyanoferrat(ll). Fiir die
Aufbringung der Hexacyanoferrate auf die Arbeitselektrode wurden zwei Techniken vali-
diert: Einerseits die elektrochemische Deposition des Hexacyanoferrates mittels zyklischer
Voltammetrie. Ferner wurde die Modifizierung der Arbeitselektrode mittels hexacyanofer-
rathaltigen Membranen mit Nafion bzw. Glutaraldehyd als Membranmatrix untersucht. Die
modifizierten Sensoren wurden mittels zyklischer Voltammetrie charakterisiert und Mittel-
wert sowie Messwertstreuung (n = 6) der Signalintensitat berechnet. Zusatzlich wurde die

Qualitat der Modifikationstechnik anhand der Signalstabilitat beurteilt.
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Die Aufbringungstechnik und das verwendete Hexacyanoferrat sind zwei wesentliche Ein-
flussfaktoren auf das elektrochemische Verhalten der modifizierten Sensoren. Die beste
Modifikation konnte mit Eisen-Hexacyanoferrat erreicht werden, welches in fester bzw. ge-
|6ster Form in Glutaraldehydmembranen angereichert wurde. Diese Membranen zeichnen
sich durch ihre hohe Signalstabilitdt und gute Reproduzierbarkeit aus und eignen sich als
Modifikator fiir die Arbeitselektrode. Ahnlich gute Ergebnisse beziiglich Signalstabilitdt und
Reproduzierbarkeit zeigte Kupfer-Hexacyanoferrat, welches aus Kupfersulfat ausgefallt wur-
de und in geldster Form im Verhaltnis 1:1 (V/V) in Glutaraldehydmembranen angereichert
wurde. Auch diese Membran eignet sich als moglicher Modifikator fiir die Arbeitselektrode
des Teststreifens. Eine gute Signalstabilitdt zeigten Nafionmembranen, welche mit festem
Kupfer-Hexacyanoferrat angereichert wurden. Diese Membranen wiesen jedoch eine niedri-
ge Reproduzierbarkeit mit Variationskoeffizienten >20% auf. Kupfer-Hexacyanoferrat bildet
mit Nafion eine schnell sedimentierende Suspension, wodurch eine kontrollierte Dosierung
der Membran auf die Arbeitselektrode erschwert wird. Mdéglicherweise kdnnte hier eine
Optimierung des Auftragungsprozesses eine Verbesserung der Reproduzierbarkeit mit sich

bringen.

Fir Kalium-Hexacyanoferrat(ll) sowie Kalium-Hexacyanoferrat(lll) konnte keine der unter-
suchten Nafion- bzw. Glutaraldehydmembranen zufriedenstellende Ergebnisse erzielen. Die-
se Membranen waren entweder problematisch in ihrer Verarbeitung oder zeigten ein insta-
biles oder fehlendes Redoxverhalten. Moéglicherweise kdnnte bei diesen Sensoren eine Ver-
besserung der Membranperformance erreicht werden, wenn die Verarbeitung der Membran
in zwei Schritten erfolgt: Im ersten Schritt wird das geloste Kalium-Hexacyanoferrat auf die
Arbeitselektrode dispensiert. Nach Trocknung des Hexacyanoferrat-Filmes wird im zweiten
Schritt die Membranmatrix (Nafion oder Glutaraldehyd) auf die Elektrode dispensiert und
ebenfalls getrocknet. Dadurch entsteht eine aus zwei Schichten bestehende Membran, de-
ren Homogenitat nicht mehr von der Loslichkeit des Hexacyanoferrats in der Membran-

matrix abhangig ist.

Die elektrochemische Deposition der Hexacyanoferrate ist aufgrund der unzureichenden
Reproduzierbarkeit nicht fiir die Anwendung am Hamolyse-Teststreifen geeignet. Die Depo-
sitionsfilme aller vier untersuchten Hexacyanoferrate zeigten trotz standardisierter Depositi-
onsbedingungen eine hohe Messwertstreuung ihrer Signalintensitat. Grund hierfiir kdnnte
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die Oberflachenbeschaffenheit der siebgedruckten Kohlenstoff-Arbeitselektrode sein. Durch
Rauheit ist die Oberflache der Arbeitselektroden nicht gleich groR, wodurch eine einheitliche

Abscheidung des Hexacyanoferrats nicht moglich ist.

Um die Reaktion der modifizierten Sensoren mit Hamoglobin zu validieren, sollte im nachs-
ten Entwicklungsschritt eine voltammetrische Charakterisierung unter Zugabe von Hamo-
globin durchgefiihrt werden. Auf Basis dieser Ergebnisse ist schlieRlich die Umsetzung einer

amperometrischen Messung des freien Himoglobins im Blutplasma geplant.

Um eine Bestimmung des Hamolysegrads auf Basis des freien Himoglobins im Blutplasma zu
ermoglichen, ist eine Abtrennung von Erythrozyten und anderen Blutbestandteilen aus der
Blutprobe notwendig. Ein zukiinftiger Entwicklungsschritt umfasst die Systemintegration des
im Zuge der Masterarbeit von DI Daniel Machold (,,Mikrofluidik Design auf Einmalteststrei-
fen fiir ein Kalium Home Monitoring System”) entwickelten Plasmaseparationsverfahren auf

Einmalteststreifen.

Nach erfolgreicher Umsetzung der elektrochemischen Hamolysedetektion ist die Systemin-
tegration in das vorhandene, potentiometrische Kalium-Home-Monitoring System vorgese-

hen.
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