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|. Kurzfassung

Nanopartikel sind sensitive und gleichzeitig robuste Systeme, sie sind auf Grund
ihrer grol3en Oberflache besonders reaktiv und besitzen Eigenschaften, die das
Bulk-Material nicht aufweist. Gleichzeitig ist die Herstellung von Nanopartikeln
selbst bei gleichen Parametern und Bedingungen eine Herausforderung, da sich
die Parameter von Durchgang zu Durchgang ein bisschen unterscheiden
konnen. Um dies zu verhindern soll, in dieser Arbeit eine kontinuierliche Synthese
im Mikro-Jet-Reaktor fur Ceroxid-Nanopartikel entwickelt werden. Ziel war es,

monodisperse Nanopartikel zu erhalten, die in Biosensoren Anwendung finden.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen 2zwei Fallungssynthesen mit den
Zwischenschritten Cercarbonat und Cerhydroxid sowie eine
Mikroemulsionssynthese zur Herstellung von Ceroxid-Nanopartikeln. Die
Ceroxid-Nanopartikel werden anhand verschiedener Charakterisierungs- und
Anwendungsmethoden verglichen, dabei werden die synthetisierten
Nanopartikel hinsichtlich ihrer GroRRe, Stabilitat, chemischen Zusammensetzung
und katalytischen Fahigkeiten durch Elektronenmikroskopie, Rontgenbeugung,

Raman- und Photoelektronen-Spektroskopie charakterisiert.

Die Anwendung der Ceroxid-Nanopartikel erfolgte in biologischen
Sensorsystemen. Die Sensorsysteme sind so konzipiert, dass sie Histamin und
Glukose oder Wasserstoffperoxid, welches bei der Oxidation von Histamin und
Glukose entsteht, nachweisen. Wasserstoffperoxid und Glukose werden in dieser
Arbeit durch einen elektrochemischen Sensor und Histamin durch ein

kolorimetrisches Sensorsystem nachgewiesen.



[I. Abstract

Nanoparticles are sensitive and robust systems; they are particularly reactive due
to their large surface area and have properties that the bulk material does not
have. At the same time, the production of nanoparticles is challenging, because
even with the same parameters and conditions, the parameters can vary slightly
from run to run. In order to avoid this, this work aims to develop a continuous
synthesis in the microjet reactor for nanoceria. The aim is to obtain monodisperse

nanoparticles that can be used in biosensors.

This work focuses on two precipitation syntheses with the intermediate steps of
cerium carbonate and cerium hydroxide, as well as a microemulsion synthesis
for the production of nanoceria. The cerium oxide nanoparticles are compared
using different characterisation and application methods. The synthesised
nanoparticles will be characterised with respect to their size, stability, chemical
composition and catalytic capabilities, by electron microscopy, X-ray diffraction,

Raman spectroscopy and photoelectron spectroscopy.

The biosensor systems to evaluate the nanoceria are designed to detect
histamine and glucose or hydrogen peroxide, which are resulting from the
oxidation of histamine and glucose. Hydrogen peroxide and glucose are detected

by an electrochemical sensor and histamine by a colorimetric sensor system.
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1 Einleitung

Ceroxid-Nanopartikel sind aktuell Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten,
da sie auf Grund ihrer ungefullten 4f-Elektronenhille und ihrer Fluorit-dhnlichen
Struktur viele Eigenschaften besitzen, die in unterschiedlichen Bereichen
Anwendungen finden. Diese reichen von Abgaskatalysatoren in Automobilen bis
hin zu biomedizinischen Anwendungen, beispielsweise der Detektion von
Wasserstoffperoxid, welches bei der Oxidation von Histamin und Glukose
entsteht. Fur diese Detektionsverfahren werden aktuell vor allem Enzyme
eingesetzt. Neben dem Okonomischen Aspekt sind Enzyme nur in speziellen
Umgebungen stabil, was eine breite Anwendung erschwert. In der heutigen Zeit
wird immer mehr gefordert, dass medizinische Diagnosesysteme handlich,
schnell und einfach funktionieren. Zur Losung dieser Anforderungen wird auf
Diagnosesysteme mit Gold- oder Silber-Nanopartikeln zurlickgegriffen. Aus
wirtschaftlichen Grinden ist es erforderlich, die Edelmetall-Nanopartikel zu
ersetzen, daher konzentriert sich diese Dissertation auf kontinuierlich hergestellte
Ceroxid-Nanopartikel fur biotechnologische Anwendungen. Als eine solche
biotechnologische Anwendung dient zum einen ein elektrochemischer Sensor,
der Wasserstoffperoxid mit Hilfe von Ceroxid-Nanopartikeln detektiert, welches
bei der Zersetzung von verschiedenen biologischen Molekulen, bspw. Glukose
und Histamin, entsteht. Zum anderen soll auch Histamin mittels der Ceroxid-

Nanopartikel in einem lateralen Flusstest detektiert werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, eine Batch-Synthese von Ceroxid-Nanopartikeln in eine
kontinuierliche Synthese in einem Mikro-Jet-Reaktor zu Uberfuhren und die
daraus erhaltenen Partikel in biosensorischen Anwendungen einzusetzen. Dabei
werden die Fallungssynthese und Mikroemulsionssynthese in eine
kontinuierliche Synthese Uberfihrt und anschlieBend in zwei verschiedenen
Sensorsystemen auf ihre sensorischen Fahigkeiten zur Detektion von Histamin

bzw. Wasserstoffperoxid hin Gberpruft.

In der Literatur sind verschiedene Batch-Syntheseverfahren und Zwischenstufen
fur die Herstellung von Ceroxid-Nanopartikeln bereits beschrieben. Fokus dieser
Arbeit sind zwei Fallungssynthesen mit den Zwischenstufen Cercarbonat und

Cerhydroxid sowie eine Mikroemulsionssynthese zur Herstellung von Ceroxid-
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Nanopartikel. Mittels diverser Charakterisierungs- und Anwendungsmethoden
werden die Ceroxid-Nanopartikel miteinander verglichen. Die Ceroxid-
Nanopartikel werden mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Verfahren,
Réntgenbeugung, Raman-Spektroskopie und Photoelektronen-Spektroskopie
charakterisiert. Fur die Anwendung werden die Ceroxid-Nanopartikel in einem
elektrochemischen Sensor mit Wasserstoffperoxid und Glukose als Analyten
getestet sowie in einem kolorimetrischen Sensor zur Detektion von Histamin

angewendet.

Die Forschungsliucke, die mit dieser Arbeit geschlossen werden soll, ist die
Herstellung von Ceroxid-Nanopartikel in einem kontinuierlichen Verfahren mittels
des Mikro-Jet-Reaktors sowie die Detektion von Histamin und
Wasserstoffperoxid mittels dieser kontinuierlich hergestellten Ceroxid-

Nanopartikel.
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2 Stand der Wissenschaft und Technik

2.1 Nanotechnologie

Die Nanotechnologie ist seit einigen Jahrzehnten ein aufstrebender Bereich der
Forschung und Produktion. Das Wort ,Nano“ kommt aus dem Griechischen und

bedeutet ,Zwerg“ und dabei ist ein Nanometer ein Milliardstel Meter (10-° m).

Die Nanotechnologie ist ein Sammelbegriff fur verschiedene Materialklassen und
umfasst diverse Fachbereiche. Die durch chemische Verfahren hergestellten
Nanomaterialien werden je nach Form und GroRe unterschieden und
entsprechend benannt, so gibt es unter anderem Nanopartikel, Nanoplattchen
und Nanofasern. Die Partikelgrof3e von Nanopartikeln ist in einer europaischen
Richtlinie (2011/696/EU) definiert, die besagt, dass alle drei Dimensionen
d < 100 nm sein mussen, um das Material als Nanopartikel definieren zu kdnnen.
Nanoskalige Materialien haben zum Teil andere Eigenschaften (siehe weiter
unten) als der entsprechende Feststoff des gleichen Materials. Auf Grund ihrer
geringen GrolRe ist das Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis von Nanopartikeln
besonders grol3. Da die Oberflache von Materialien reaktiver ist als die Atome im
Inneren eines Festkorpers, ist die Reaktivitat von Nanopartikeln hoher als die des
entsprechenden grolRvolumigen Festkorpers. Diese Eigenschaft wird sich bei
einigen Anwendungen, bspw. der Katalyse, zunutze gemacht. Neben der
Katalyse werden Nanopartikel haufig in der Medizin als neuartige Therapeutika

oder in der Diagnostik verwendet.

Daruber hinaus besitzen Nanopartikel auf Grund ihrer geringen Grole weitere
Eigenschaften, die das Bulkmaterial des gleichen Stoffes nicht aufweisen
kénnen. Dies kdnnen magnetische, leitende oder optische Eigenschaften sein.
So sind bspw. Eisenoxid-Nanopartikel in einer GroRenordnung von 7 — 10 nm
superparamagnetisch oder Goldkolloide kdnnen in Abhangigkeit von der
Partikelgrolie verschiedene Farben aufweisen. Die Herstellung von Nanopartikel
erfolgt nicht nur synthetisch, sondern auch innerhalb von alltédglichen Prozessen
wie bei Verbrennung im StralRenverkehr oder als Nebenprodukt von anderen
industriellen Verfahren [Raa2008]. Die Forschung im Bereich Nanopartikel ist
noch jung, weshalb die toxischen Auswirkungen auf den menschlichen Korper

und die Umwelt nicht abschlieRend erforscht sind. Dies ist vor allem bei der
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naturlichen Entstehung der Nanopartikel ein relevanter und meist nicht
bertcksichtigter Faktor. Synthetisch hergestellte Silber-Nanopartikel konnen
bspw. Bakterien abtoten und werden deshalb auch gezielt in Haushalts- und
Kosmetikprodukten verwendet. Ob und wie gefahrlich dies flir den Menschen,

der diese Produkte verwendet ist, wird aktuell untersucht. [BMB2019]

Die meisten Methoden der Nanopartikel-Herstellung beruhen auf dem Bottom-
up-Verfahren. Wahrend eines Bottom-up-Verfahrens wird aus Molekulen oder
lonen der Nanopartikel aufgebaut [Sho2008]. Typische Bottom-up-Verfahren
sind die Fallungssynthese oder die chemische Gasphasenabscheidung. Im
Gegensatz dazu steht das Top-down-Verfahren, bei dem das Substrat zu
Nanopartikeln zerkleinert wird. Dies kann durch Atzen, Lithographie oder

mechanische Verfahren wie Mahlen geschehen. [Raa2008]

2.2 Ceroxid-Nanopartikel

Cer (Ce) ist eines der haufigsten Seltenerdmetalle und gehoért im Periodensystem
zu den Lanthanoiden. Cer kommt in zwei Oxidationsstufen (Ce3* und Ce**) vor,
was zur Bildung von Oxiden fuhrt, die als Cerdioxid (CeO2) und Cersesquioxyd
(Ce203) bezeichnet werden. Die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten
Ceroxid-Nanopartikel sind Nanopartikel des Molekiils Cerdioxid (CeO2). CeOz2
liegt in einer Fluorit-Kristallstruktur vor, in der das Cer-Kation (Ce**) von acht

Sauerstoffanionen (O%) umgeben ist, siehe Abbildung 1.

-

c.' > a /

o0 o0 oo

o

—%

Ce
0o

Abbildung 1: Gitterstruktur des Ceroxides nach [Kar2018], rote Kugel O%, blaue Kugel Ce**-lo-
nen.
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Das Fluorit-Gitter des CeO2 weist sowohl intrinsische als auch extrinsische
Fehlstellen auf. Die intrinsischen Fehlstellen stammen von Ce(lll)-lonen im Gitter
und sind auf das Reaktionsgleichgewicht Ce(IV)/Ce(lll) zurickzufuhren. Die
zusatzliche negative Ladung im Gitter wird durch Sauerstoff-Fehlstellen
kompensiert. Somit besitzt CeO2 eine hohe Sauerstoffspeicherkapazitat sowie
ein hohes Ce(IV)/Ce(lll)- Reaktionsgleichgewicht und kann sowohl bei hohen als
auch bei niedrigen Temperaturen als Katalysatorsystem eingesetzt werden.
[Wu2006] Ceroxid-Nanopartikel kénnen auf Grund dieser Kkatalytischen
Eigenschaften in vielen industriellen Anwendungen nutzlich sein. Dazu gehéren
neben der bereits erwahnten Kraftstoffkatalyse auch die innerhalb dieser Arbeit
wichtigen Biosensoren. AufRerdem wird im Bereich der Elektronik und fur den
Einsatz als therapeutisches Mittel geforscht [Sai2021]. Im Vergleich zu Ce(lll) ist
die Oxidationsstufe Ce(IV) aufgrund ihrer elektronischen Struktur in der Natur
stabiler. An der Oberflache von Ceroxid im Nanomalistab liegt jedoch eine
Mischung aus Ce(lll) und Ce(lV) vor. Dabei ist zu beachten, dass die Anzahl der
Ce(lll)-lonen mit abnehmendem Partikeldurchmesser zunimmt, was zu einem
Verlust von Sauerstoffatomen (Sauerstoffliicken) an der Oberflache von Ceroxid-
Nanopartikeln fuhrt. Der Ce(IV)/Ce(lll)-Redoxzyklus verleint den Ceroxid
Nanopartikeln eine mimetische Multienzymaktivitat, die freie Radikale abfangt,
vor Strahlung schitzt und oxidativen Stress mildert. [Sad2020, Ree2014]

In dieser Arbeit wird der Fokus auf die Biosensorik gelegt. Charbgoo et al.
beschreiben eine ganze Reihe von biosensorischen Anwendungen von Ceroxid-
Nanopartikeln, welche teilweise mit anderen Elementen wie Platin oder
Zirkonium dotiert waren [Cha2017]. Die Arbeitsgruppe um Asati beschreibt in
mehreren Fachartikeln die Synthese von Ceroxid-Nanopartikeln mit
verschiedenen Beschichtungen und deren Anwendungen, unter anderem auch
die Anwendung als Biosensor [Asa2009]. lhre Fahigkeit, reaktive
Sauerstoffspezies auf enzymahnliche Weise abzufangen, macht sie zu einer
geeigneten  biokompatiblen Alternative fur natlirliche Enzyme. Die
Funktionsweise von Ceroxid-Nanopartikeln als Enzymersatz, sogenannten

Nanozymen, wird in Kapitel 2.4.1 im Detail erlautert.

Jungste  Forschungsergebnisse  Uber  Ceroxid-Nanopartikel  ergaben

widerspruchliche Ergebnisse hinsichtlich der toxischen Wirkung. Es wurde
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berichtet, dass Ceroxid-Nanopartikel sowohl als Antioxidans als auch als
oxidationsauslosender Stoff (engl.: reactive oxygen species, kurz: ROS) in
verschiedenen Prozessen wirkt. [Dah2015] Ein Beispiel ist die Studie von Hirst
et al. zur Auswirkung von Ceroxid-Nanopartikel auf Mause [Hir2009]. Die
Ergebnisse der Studie zeigen, dass sich Ceroxid-Nanopartikel im Gewebe der
Mause einlagern und die Stickstoffmonoxid-Produktion in bestimmten
Makrophagen reduzieren, dabei aber keine toxische Wirkung zeigen. Wie diese
und andere Studien zu bewerten sind, ist nicht Gegenstand dieser Arbeit, sollte
aber bei der Risikoabschatzung bericksichtigt werden. Saifi et al. fassen in ihrem
Review ebenfalls die toxischen Auswirkungen von Ceroxid-Nanopartikel
zusammen und berichten, dass es in den meisten Studien keinen Unterschied
zwischen der Toxizitat von ionischem Cer und Ceroxid-Nanopartikeln gibt
[Sai2021].

2.2.1 Charakterisierung von Ceroxid-Nanopartikeln

Ceroxid lasst sich mit Hilfe verschiedener Charakterisierungsmethoden
analysieren. In dieser Arbeit werden neben zwei bildgebenden Methoden (FE-
SEM und TEM) auch chemische Analysemethoden verwendet. Unter anderem
werden oberflachensensitive Methoden wie Raman- und Photoelektronen-
Spektroskopie (XPS) sowie die Rontgenbeugung (XRD) eingesetzt. In Abbildung
2 sind exemplarische Raman-Spektren von Ceroxid dargestellt. Charakteristisch

fur Ceroxid ist die F2g-Bande, die die symmetrische Streckung des Ce-O bei

einer Wellenzahl von 1/)\ = 465 cm™' wiedergibt.
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Abbildung 2: Raman-Spektren von Ceroxid-Proben, die bei unterschiedlichen pH-Werten synthe-
tisiert und bei T = 500 °C behandelt wurden (a, b) sowie bei pH = 2 und unterschiedlichen Tem-
peraturen (c). Abbildung Gbernommen von [Cal2019].

Als weitere Analysemethode wird die XPS verwendet. Abbildung 3 zeigt zwei
kurvenangepasste XPS-Spektren von Cer in den Oxidationsstufen (l11) und (IV).
Im Ce 3d-Spektrum von Ce(1V)-Oxid kénnen sechs Peaks identifiziert werden,
die drei Paaren von Spin-Bahn-Doppelgangern entsprechen, und mit [V, U],
[V", U"Tund [V", U™] beschriftet sind. Wahrend vier Peaks, genauer zwei Dublett
Paare, [V°, U°]l und [V’, U], das Ce 3d-Spektrum von Ce(lll)-Oxid wiedergeben.
Die Bezeichnungen folgen der von Burroughs et al. festgelegten Konvention. V(n)
und U(n) beziehen sich hierbei auf die 3d 5/2- bzw. 3d 3/2-Aufspaltung-Spin-
bahn. [Nat2005] Die Verhaltnisse der Peaks bei Ece = 880 eV und Ece = 885 eV
sowie um Ece = 900 eV sind dabei insofern aussagekraftig, ob mehr Ce(1V) oder
Ce(lll) in der Probe vorhanden ist. [Wan2015] In einer Ceroxid-Verbindung liegen

beim Vorhandensein von Sauerstoff-Leerstellen beide Oxidationsstufen vor.

600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
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Entscheidend ist, welche der beiden Oxidationsstufen quantitativ Gberwiegt, um

eine Aussage uUber die Form des Ceroxids (CeO2 oder Ce20:s3) treffen zu kdnnen.
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Abbildung 3: Kurvenangepasste Ce3d-XP-Spektren von CeO2 und CeAlOs (als Beispiel fur
Ce(lll)). Abbildung ilbernommen aus [Shy1988] Unten: berechnete Ce3d-Spektren fir reines
CeO:2 (durchgezogene Linie) und Ce203 (gestrichelte Linie). Abbildung ibernommen von
[Fal1995].
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2.2.2 Syntheseverfahren fiir Ceroxid-Nanopartikel

Typische Syntheseverfahren fur nanoskaliges Ceroxid (d =4 -50 nm) sind
Bottom-up-Verfahren, wie die Fallungssynthese oder Mikroemulsionssynthese.

Diese Methoden werden im Folgenden vorgestellt.

Die Fallungssynthese, auch Prazipitation genannt, ist eine unkomplizierte und
schnelle Synthesemethode zur Herstellung von Nanopartikeln. Dabei wird zu
einer gelosten Cer-Verbindung ein Fallungsmittel gegeben, welches eine
unlésliche Verbindung mit dem Cer-Kation eingeht und ausfallt. Als Cer-
Verbindung wird ausgangsseitig meist ein Cernitrat verwendet, um den Eintrag
von z. B. Chlorid-lonen in das Gitter zu vermeiden. Wahrend der Zugabe eines
alkalischen Fallungsmittels wird der pH-Wert der Losung von pH =7 an der
Zugabestelle durch Uberséattigung zu pH =9 verandert und es entsteht eine
Keimbildung. Nach der Keimbildung folgt das Wachstum der Partikel. Die Bildung
von Nanopartikeln wurde von LaMer und Dinegar untersucht und beschrieben
[LaM1950].

Je nach Fallungsmittel entstehen verschiedene Zwischenstufen zum endguiltigen
Ceroxid. Ublicherweise werden die Partikel als Hydroxide oder Carbonate gefallt,
da die Zersetzungstemperatur niedriger ist als ihre Schmelztemperatur. Mittels
Ammoniakwasser wird bspw. Cerhydroxid gefallt, welches sich anschliel3end
durch Trocknung zu Ceroxid umwandelt. Anis et al. beschreiben in ihrer
Darstellung zur Synthese von Cerhydroxid, dass sich das Hydroxid beim Entzug
des Losemittels zu Oxid umwandelt, sodass die Synthese via Cerhydroxid als
Zwischenstufe auch ohne Temperaturbehandlung erfolgen kann. Die Reaktionen
sind in den Gleichungen {1} und {2} beschrieben [Ani2011].

Ce(NO3)3 - 6 H2O@aq) + 3 NH4sOH(aq) » Ce(OH)3 )+ 3 NH4*(aq) + 3 NO37(aq) + 6 H:O {1}
2 Ce(OH)s + % 0z = 2 CeOz g + 3H0 2

Als weitere Zwischenstufe wird in dieser Arbeit Cercarbonat verwendet, welches
entsteht, wenn Ammoniumhydrogencarbonat (AHC) als Fallungsmittel eingesetzt
wird. Die Reaktion findet unter Bildung eines Niederschlags von Cer(lIl)-Carbonat
statt, der ausfallt, wahrend Ammoniak und Kohlenstoffdioxid als Gas freigesetzt
werden [Ede2019].
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Das Cercarbonat wird durch eine Temperaturbehandlung (Kalzinierung) in
Ceroxid umgewandelt. Die Kalzinierung hat den Vorteil, dass Verunreinigungen
durch die Umwandlung reduziert werden konnen. Die Reaktionsgleichungen

nach Ederer et al. [Ede2019] hierzu lauten:

2 Ce(NO3)3* 4 OH (aq) + 2 NH4HCO3(aq) = Ce20(CO3)zs) + 2 NHa*(aq) + 6 NO3'aq) + 3 H20
A

Ce20(CO3)s )= 2 CeOz) + 2 COz g

Eine Fallungssynthese bendtigt haufig wenig Vorbereitung und die
Nachbereitung besteht in vielen Fallen nur aus Waschen und einer
Temperaturbehandlung und wird deshalb haufig zur Nanopartikel-Herstellung
verwendet. Jalilpour et al. beschreiben, dass bei der Fallungssynthese, so wie es
LeMer und Dinegar publizierten, neben einem Zusammenhang zwischen
Alterungszeit und PartikelgroBe bzw. Agglomerationen auch die

Kalzinierungstemperatur einen Einfluss auf die KristallitgroRe hat [Jal2012].

Eine weitere Syntheseroute zur Herstellung von Nanopartikeln sind
Mikroemulsionssynthesen. Mikroemulsionen sind Wasser-Ol-Emulsionen, die
durch Zugabe eines Additivs (meist ein Tensid) Mizellen bilden, in denen die
Reaktanten in den Wasserphasen miteinander reagieren. In Abbildung 4 ist
schematisch die Synthese von Nanopartikeln mittels Mikroemulsionssynthese

dargestellt.

{3}
{4}
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Mikroemulsionssynthese (Die Graphik wurde mit
BioRender.com erstellt).

Ein Vorteil der Mikroemulsionssynthesen ist, dass durch die Zusammensetzung
der Ol-Phase sowie das Verhaltnis von Ol- zu Wasserphase der Mizellen-Durch-
messer bestimmt und damit die Partikelgrof3e genauer kontrolliert werden kann
(siehe auch Abbildung 4 oben rechts). [Wol2016]

In dieser Arbeit wird sowohl die Synthese der Mikroemulsion als auch die der

Fallung angewandt und in eine kontinuierliche Syntheseform Uberfihrt.

2.3 Kontinuierliche Syntheseverfahren

Die Herstellung von Nanopartikeln mittels eines kontinuierlichen Verfahrens
bietet einige Vorteile. Ein entscheidender ist, dass Unterschiede wie z. B. die
Partikelgrofle zwischen den Nanopartikeln aus verschiedene
Synthesedurchgangen verringert werden konnen, da die technologischen

Parameter Uber die kontinuierliche Synthese gleichbleiben und der Durchsatz
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deutlich héher ist als bei einer Synthese im Batch-Verfahren. Somit kann eine
groRere Menge an Partikeln mit den gleichen Eigenschaften hergestellt werden.
Dies ist gerade fur die produktseitige Anwendung von Nanopartikeln sehr
hilfreich, da sich die Partikel trotz identischer Syntheseparameter von Durchgang

zu Durchgang minimal unterscheiden.

Mikroreaktoren stellen ein Verfahren zur kontinuierlichen Herstellung von
Nanopartikeln dar. In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene
Mikroreaktoren fur die chemische Synthese von Nanopartikeln entwickelt
[Pen2001]. Dabei kann die Ausbeute trotz Verkleinerung der Wirkraume im
Vergleich zur Synthese in Produktionsreaktoren durch konsequente
Prozessfuhrung erhdoht werden [Hes2002]. Penth hat einen Mikro-Jet-Reaktor
(MJR) entwickelt. Dabei ist das Konstruktionsprinzip des MJR anders als bei
bisherigen Mikroreaktoren. Die Reaktion verlauft unter Inertgas, welches dazu
dienen soll, das Produkt zu kihlen und zlgig aus dem Reaktionsraum zu
entfernen. Die Reaktanten treffen im Reaktionsraum aufeinander und bilden
einen feinen Nebel, in dem sie miteinander reagieren. [Pen2001] In Abbildung 5
ist ein Bild des MJR dargestellt. Die eigentliche Reaktion findet in dem Bereich
statt, der mit einem roten Kreis gekennzeichnet und in Abbildung 6 nochmal
vergrof3ert dargestellt ist. Damit die Reaktion im Reaktor ablaufen kann, werden
die Losungen mittels Vakuumpumpen in den Reaktor gepumpt. Bei Bedarf
konnen die Losungen durch ein Wasserbad geleitet werden, um diese zu
erhitzen. Die Bestandteile eines MJR bestehen laut Penth Gberwiegend aus des
Standardprodukten der Wasserstrahlschneidtechnik. [Pen2001]

Beim MJR lassen sich die einzelnen Parameter unabhangig voneinander

einstellen:

e Druck der Reaktanten

e Temperatur der Reaktanten

e Ddusenweite

e Druck des Inertgases bzw. Druckluft

e Konzentration der Reaktanten
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Fallungs- Cerium
losung

Abbildung 6: Nahaufnahme des Mikro-Jet-Reaktors, Bildquelle FGK.

In dieser Arbeit soll die Herstellung der Ceroxid-Nanopartikel in eine
kontinuierliche Synthese mittels MJR Uberfuhrt werden. Wie die Literatur zeigt,
ist die Synthese von anorganischen Mikro- und Nanopartikeln mittels MJR
moglich. [Bet2014, 0Ode2019, Hie2019, Ruf2009, Vol2017, Dit2011] Die
kontinuierliche Synthese von Ceroxid-Nanopartikeln mittels eines MJR stellt eine
Forschungslucke dar, welche mit dieser Arbeit geschlossen werden kann.

Bei anderen Mikroreaktoren, wie bspw. in Abbildung 7 dargestellt, werden zwei
Fluide, bestehend aus den jeweiligen Reaktanten, miteinander vermischt. Dabei

spielt die Diffusion eine wichtige Rolle. Diese kann durch die Geschwindigkeit der
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Fluide und durch die entstehende turbulente oder laminare Strémung beeinflusst
werden. In Mikrofluid-Reaktoren mit langsamen Geschwindigkeiten und
laminarer Stromung kommt es nur an der Grenzschicht zwischen den Fluiden zu
Reaktionen durch Diffusion und somit zu langsamen

Reaktionsgeschwindigkeiten und langeren Verweilzeiten im Reaktor. [Kah2004]

& /.

Abbildung 7: Darstellung eines Mikrofluid-Reaktors nach [Kah2004]. L1 und L1 sind jeweils die
Edukte, O das Produkt.

Hoéhere Geschwindigkeiten und turbulente Strémungen oder, wie im Fall des
MJR, kollidierende Fluide sind eine andere Art von Mikroreaktoren als der oben
beschriebene Mikrofluidreaktor. Durch die hohe Geschwindigkeit und die geringe
GrolRe der Strahlen kommt es im Reaktorraum des MJR (Abbildung 6) zu einer
schnellen und intensiven Durchmischung der Reaktanten, die nach der Reaktion
mit Hilfe von Sauerstoff als Inertgas direkt wieder aus dem Reaktorraum
transportiert werden, sodass dort kein weiteres Keimwachstum entstehen kann.
Dies unterscheidet den MJR von einem T-Mixer, dessen Schema in Abbildung 8
dargestellt ist. Im Gegensatz zum MJR arbeitet der T-Mixer ohne zusatzliche
Druckluft, somit verbleibt das Produkt langere Zeit im Reaktorraum und konnte

die Kanale verstopfen. [Pen2001]

- raum

[ Edukt1 > Reaktor Edukt2 |

Produkt

Abbildung 8: Schema eines T-Mixers nach [Gao2015].
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In der Literatur werden bereits verschiedene kontinuierliche Syntheseformen von
Ceroxid-Nanopartikel im Labormalistab beschrieben. Palanisamy et al.
untersuchten den Einfluss der Reynoldszahl auf die PartikelgroRe und deren
Verteilung von Ceroxid-Nanopartikel in einem T-Mixer. Dabei wurde ermittelt,
dass sich die Reynoldszahl andert und Ceroxid-Nanopartikel mit der

Partikelgrofie von 15 nm hergestellt werden konnen. [Pal2012]

2.4 Biosensoren

Die Definition der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) zu
Biosensoren besagt, dass Sensoren, welche durch eine direkte Kopplung von
immobilisierten Molekilen (z. B. Enzymen oder Antikdrpern) mit dem Analyten
ein Signal erzeugen, als Biosensoren bezeichnet werden kénnen [IUPAC2019].
Dabei ist es nicht relevant, ob dieses Signal kolorimetrisch, elektrisch oder in
anderer Form auftritt. Somit ist die Bandbreite von Biosensoren sehr grof3. In
dieser Arbeit werden zwei Arten von Biosensoren naher betrachtet und mittels
kontinuierlich  hergestellten Ceroxid-Nanopartikeln fir Detektionszwecke
eingesetzt. Im Folgenden werden die Funktionsweise von kolorimetrischen und
elektrochemischen Biosensoren, in Kombination mit Ceroxid-Nanopartikeln,

genauer beschrieben.

Wie bereits erwahnt, werden fur Biosensoren Enzyme bendtigt. Enzyme sind
haufig nur in bestimmten Temperaturbereichen und bei definierten pH-Werten
stabil, sodass die Produktion, Lagerung und Anwendung von Biosensoren
aulerst sensibel ist. In einigen Verodffentlichungen werden Biomolekile wie
Enzyme bereits durch Nanopartikel ersetzt, da diese in einem breiten
Temperatur- und pH-Wert-Spektrum stabil bleiben und die gleichen Katalyse-
Fahigkeiten wie Enzyme aufweisen. [Jia2018] Diese Funktion von Ceroxid-

Nanopartikeln soll in dieser Arbeit naher untersucht werden.
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2.4.1 Heterogene Katalyse

Generell wichtig bei Biosensoren ist die katalytische Funktion von Enzymen und
Nanopartikeln. Um den Zusammenhang besser erlautern zu kdnnen, werden in
diesem Abschnitt kurz die heterogene Katalyse und die Funktion von Enzymen

beschrieben.

Ein Katalysator eroffnet einer Reaktion einen alternativen Reaktionsweg bei
geringerer  Aktivierungsenergie.  Dabei  bleibt die  Gleichgewichts-
zusammensetzung des Systems unverandert, allerdings stellt sich das
Gleichgewicht zlgiger ein. So wird die Teilnahme eines Reaktanten durch
Fragmentierung, auf Grund von Ad- und Desorption am Katalysator, an der
Reaktion erleichtert. Bei einer heterogenen Katalyse liegt zwischen dem
Katalysator und dem Reaktionsgemisch eine Phasengrenze vor. Dabei ist der
Katalysator in der Regel ein Feststoff, im Fall dieser Arbeit in Form von
Nanopartikeln, und der Reaktant ist flissig oder gasformig. Der Vorteil der
heterogenen Katalyse ist die einfache Katalysatorabtrennung und die durch den
Mars-van-Krevelen-Mechanismus hervorgerufene Regeneration des
Katalysators. Die Regeneration verlauft dabei durch Chemisorption von
Sauerstoff-lonen an den zuvor durch Desorption freigewordenen Gitterplatzen.
[Atk2006] In Abbildung 9 ist der Mars-van-Krevelen Mechanismus anhand einer

CO2-Katalyse an einer Sauerstoff-Metall-Oberflache schematisch dargestellt.

Sauerstow
Metall CcO
1,0, Mars-

Van Krevelen
Mechanismus

Fehlstelle

A

CO,

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Mars-van-Krevelen-Mechanismus aus [Sch2010].
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Im Rahmen dieser Arbeit besteht der Katalysator aus Enzymen und
Nanopartikeln, deren Wirkungsweisen in den folgenden Abschnitten erlautert
werden. Der Reaktionsverlauf der Katalyse kann durch Photometrie und die
Anderung der Absorptionsintensitat bestimmt werden, wenn einer der beiden

Reaktanten eine charakteristische Absorptionsfrequenz aufweist. [Atk2006]

24.1.1 Enzyme

Enzyme bestehen aus Proteinen mit einem aktiven Zentrum, das die katalytische
Wirkung des Enzyms durch reaktive Gruppen (bspw. Metallionen) bewirkt und
nur auf ein spezifisches Substrat passt. Enzyme koénnen als Biokatalysatoren
chemische Reaktionen beschleunigen, indem sie die Aktivierungsenergie zur
Stoffumsetzung herabsetzen. Es gibt verschiedene Klassen an Enzymen. So
katalysiert eine Oxidoreduktase bspw. Redoxreaktionen sowie Isomerasen die
intramolekularen Umlagerungen. Die Edukte einer enzymatischen Umsetzung
werden Substrate (S) genannt und bilden mit dem Enzym (E) einen Enzym-
Substrat-Komplex ([ES]), indem sie sich an das aktive Zentrum des Enzyms

binden und nach der Umsetzung in das Produkt (P) freigesetzt werden.
E+S—->[ES]-E+P {5}

Durch Wasserstoffbruckenbindungen, hydrophobe, ionische und van-der-Waals-
Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat wird der Ubergangszustand
stabilisiert und das Substrat kann wesentlich schneller in das Produkt umgesetzt
werden. Wie alle Katalysatoren liegt das Enzym nach der Reaktion wieder in der
Ausgangsform vor. Bereits ein kleiner struktureller Unterschied in der
Raumstruktur oder der Ladungsverteilung kann dazu flhren, dass das Substrat
nicht mehr erkannt wird und somit die Reaktion nicht weiter ablaufen kann. Da
nahezu jede biochemische Reaktion von Enzymen kontrolliert oder ermoglicht
wird, kann ein Fehler im Enzym oder das Fehlen des Enzyms zu Auswirkungen

auf den Organismus fuhren. [L6f2008]
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2.4.1.2 Nanozyme

Nanopartikel, welche eine ahnliche Aktivitdt wie Enzyme aufweisen, werden
Nanozyme genannt. Neben der besseren Stabilitdt von Nanopartikeln sind die
Produktionskosten und der Produktionsaufwand von anorganischen Nanozymen
deutlich geringer als die der Produktion von Enzymen. Ein weiterer Vorteil von
Nanozymen ist die Wiederverwendbarkeit und das breite Anwendungsspektrum
der Nanozyme. Enzyme hingegen sind spezifisch fur eine bestimmte Reaktion
und mussen nach einmaliger Anwendung entsorgt werde [Jia2018]. Das
Verwendungsspektrum der anorganischen Nanozyme ist deutlich breiter als das
von Enzymen. Ein Enzym kann, im Gegensatz zu Nanopartikeln, nur ein
Biomolekul nachweisen. Eisenoxid-Nanopartikel hingegen kdnnen z. B. fur den
Nachweis von Glukose, Histamin, dem Ebola Virus und weiteren Biomolekdilen
eingesetzt werden. In der Literatur steht bereits beschrieben, dass sich Glukose
nicht nur mittels Eisenoxid-Nanopartikeln, sondern auch mittels Ceroxid-

Nanopartikeln nachweisen lasst. [Jia2018]

Das breite Anwendungsspektrum von Ceroxid-Nanopartikeln in Biosensoren ist
auf die verschiedenen mimetischen Aktivitdten von Ceroxid-Nanopartikeln
zuruckzufuhren, die in Abbildung 10 dargestellt sind. In dieser Arbeit wird die
Katalase-Aktivitat (unten rechts in der Abbildung) genutzt, um einen Analyten
(hier Wasserstoffperoxid) durch eine elektrochemische Reaktion zu detektieren.
Aulerdem wird ebenfalls die Oxidase-Aktivitat (oben links in der Abbildung) flr

den kolorimetrischen Nachweis von Histamin verwendet.
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Abbildung 10: Verschiedene mimetische Aktivitaten von Ceroxid-Nanopartikeln, als Nanozym fir
die Grundlage von Biosensoren [Sai2021]

Um eine Aussage Uber die katalytische Aktivitat von Nanopartikeln als Nanozyme
zu treffen ist die Michaelis-Menten-Konstante wichtig. Diese wird im folgenden

Abschnitt naher erlautert.

2.41.3 Enzymkinetik

Zur Bestimmung der Enzymaktivitat wird die Michaelis-Menten-Konstante (Kw)
verwendet. Diese dient als Grundlage aller Enzymreaktionen. Der Km-Wert gibt
an, welche Substratkonzentration bendtigt wird, um die halbe maximale Reakti-
onsgeschwindigkeit zu erreichen. Enzyme mit einem niedrigen Km-Wert haben
eine hohere Affinitdt zum Substrat als solche mit einem hoheren Km-Wert
[L6f2008]. Der Km-Wert kann tber die Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung
{6}) bestimmt werden. Diese beschreibt die Geschwindigkeit der Enzymreaktion
in Abhangigkeit von der Substratkonzentration [S].

Umax * [S] {6}

Vo =
T Ky +IS]

Sie besagt, dass die Reaktionsgeschwindigkeit zunachst mit steigender

Substratkonzentration ansteigt und sich dann bei zunehmender Substrat-
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konzentration allmahlich asymptotisch einem maximalen Wert annahert, der als
maximale Reaktionsgeschwindigkeit (vmax) bezeichnet wird. Diese Beziehung
l&sst sich grafisch als Sattigungskurve darstellen und wird als Michaelis-Menten-
Kurve bezeichnet. In Abbildung 11 ist die Michaelis-Menten-Kinetik graphisch
dargestellt. Dabei wird die Reaktionsgeschwindigkeit gegen die
Substratkonzentration aufgetragen und vmax sowie Ku graphisch bestimmt. Die
Michaelis-Menten-Konstante (Km) definiert die Substratkonzentration, bei halber
Maximalgeschwindigkeit vmax. Hohe Kwu-Werte bedeuten, dass die
Bindungsstarke zwischen Substrat und Enzym niedrig sind und die Reaktion
langsam verlauft. [L6f2008]

y jertiting

L E-LY

v""lﬂ l.l'llI2

Realdionsgeschwindigkeit (V) —

Substratkonzentration [S] —

Abbildung 11: Darstellung der Michaelis-Menten-Kinetik aus [Str2014]

2.4.2 Elektrochemische Sensorik

Ein elektrochemischer Biosensor ist ein biotechnologisches Instrument, das zur
Erkennung von biologischen Stoffen, wie beispielsweise Enzymen, Proteinen,
Bakterien oder Viren, eingesetzt wird. Dies geschieht mit Hilfe von
elektrochemischen Messungen, die eine Veranderung des elektrischen
Potentials oder des elektrischen Stroms bei der Wechselwirkung zwischen dem
biologischen Stoff und dem Sensor aufzeichnen. Die Anwendung eines
elektrochemischen Sensors als Basis fur die Detektion von Biomolekulen beruht
auf zwei Reaktionen, zum einen der chemischen Reaktion, welche zwischen dem

Biomolekul und den Nanopartikeln oder Enzymen ablauft, und zum anderen auf
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der elektrochemischen Reaktion, die durch Zugabe eines Potentials in der

Elektrode gemessen werden kann. [Raj2021]

Ein elektrochemischer Biosensor besteht in der Regel aus drei Haupt-

komponenten:

1.) einem biologischen Erkennungselement
2.) einer elektrochemischen Transduktionseinheit

3.) einem Auswertungssystem

Das biologische Erkennungselement, in der Regel ein Enzym, ein Antikorper
oder eine DNA, ist spezifisch fir den zu detektierenden biologischen Stoff. In
dieser Arbeit werden dafur Ceroxid-Nanopartikel eingesetzt. Das biologische
Erkennungselement kann in einem Biosensor auf einer Membran oder auf einer
Elektrode immobilisiert sein. Die elektrochemische Transduktionseinheit wandelt
die biochemischen Reaktionen, die durch die Wechselwirkung zwischen dem
biologischen Stoff und dem Erkennungselement ausgelost werden, in ein
elektrisches Signal um. Hierbei konnen verschiedene Verfahren wie die
potentiometrische, amperometrische oder impedimetrische Messung verwendet
werden. Das Auswertungssystem analysiert das elektrische Signal und
berechnet daraus den Gehalt oder die Konzentration des zu detektierenden
biologischen Stoffs. Dies kann beispielsweise mithilfe von Kalibrierungskurven
erfolgen, die die Beziehung zwischen dem elektrischen Signal und der

Konzentration des biologischen Stoffs darstellen.

Elektrochemische Biosensoren haben zahlreiche Anwendungen in der
medizinischen Diagnostik, der UmweltUberwachung, der Lebensmittel- und
Getrankeindustrie sowie in der pharmazeutischen Forschung und Entwicklung.
Sie mussen schnell, prazise und kosteneffektiv sein und haben das Potenzial,
eine wichtige Rolle bei der schnellen und genauen Detektion von biologischen
Stoffen zu spielen. Ein bekanntes Beispiel ist der amperometrische
Glukosesensor fur Messungen des Blutzuckerspiegels bei Menschen mit
Diabetes. Das Prinzip des amperometischen Glukosesensors funktioniert wie
folgt: Die Glukose im Blut wird durch das Enzym Glukose-Oxidase (GOD) zu
Glukonalacton und Wasserstoffperoxid (H202) oxidiert. Das durch die

Enzymreaktion freigesetzte H202 wird an einer Elektrode oxidiert und erzeugt
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einen Strom, der amperometrisch gemessen und aufgezeichnet wird. Der Strom
ist proportional zur Konzentration von H202, welches wiederum proportional zur
Glukosekonzentration in der Probe ist, sodass diese innerhalb von kurzer Zeit
Uberpruft werden kann. Hieraus folgt, ob Insulin gespritzt werden muss, um die

Glukosekonzentration im Blut des Patienten zu reduzieren. [Amo2017]

2.4.3 Kolorimetrischer Biosensor

Kolorimetrische Biosensoren sind eine Art von Biosensoren, die auf Basis von
Farbanderungen funktionieren, um das Vorhandensein von biologischen
Molekulen oder analytischen Verbindungen zu erkennen. Diese Biosensoren
nutzen in der Regel spezifische Biomoleklle (wie Antikdrper oder Enzyme) um
eine  spezifische Identifikation des Zielmolekils zu gewahrleisten.
Kolorimetrische Biosensoren sind einfach herzustellen, kostenglnstig und
erfordern keine teure Ausstattung. Daher konnen sie in vielen Anwendungen
eingesetzt werden, zum  Beispiel in der Umweltiberwachung,
Lebensmittelsicherheit oder medizinischen Diagnostik. Ein Beispiel fur den
kolorimetrischen Biosensor ist ein lateraler Flusstest (engl.: lateral flow assay,
Abk.: LFA). Der LFA ist eine Artimmunologischer Schnelltest, der zur qualitativen
oder semi-quantitativen Erkennung von bestimmten biologischen Analyten, zum
Beispiel Antigenen, Antikorpern oder Nukleinsauren, verwendet wird. [Won2009]
Der Test ist einfach durchzuflhren, bedarf keiner speziellen Ausristung und wird
deshalb als patientennahes Diagnostikverfahren (engl. point-of-care, POC)
eingesetzt. Auf Grund der einfachen und schnellen Handhabung sind LFA in der
medizinischen Diagnostik etablierte Tests, insbesondere zur schnellen
Diagnostik, z. B. fur Infektionskrankheiten wie COVID-19, oder in Form eines

Schwangerschaftstests. [Lup2008]

Wie in Abbildung 12 schematisch dargestellt, besteht ein lateraler Flusstest aus
einem Teststreifen, aus einem saugfahigen Material wie Papier oder
Nitrozellulose. Die Probe wird am Anfang des Teststreifens aufgetragen und
flie3t mittels Kapillarkraften Uber die verschiedenen Abschnitte des Teststreifens.
Wenn der Analyt vorhanden ist, bindet er an spezifische Reagenzien im

Teststreifen, wodurch eine sichtbare Linie entsteht, die das Vorhandensein des
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Analyten anzeigt [Won2009]. Beim COVID-19-Schnelltest bindet ein Antigen an
einen auf der Testoberflache immobilisierten Antikérper und Gold-Nanopartikel
bilden durch Agglomeration eine sichtbare rote Linie auf der Antigenlinie. Die
zweite rote Linie dient als Kontrolle und enthalt unspezifische Antikoérper, die

anzeigen, ob der Test erfolgreich war. [Koc2016]
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Abbildung 12: Genereller Aufbau eines lateralen Flusstests (oben) und positiver Nachweis bei
bspw. Covid-19.

Im lateralen Flusstest werden zwei verschiedene Verfahren eingesetzt, zum
einen die Chromatographie und zum anderen die Bindung verschiedener
Molekule, z. B. Antikorper an Proteinen oder Antikdrper an Biomolekullen, oder
wie in dieser Arbeit das Histamin. Die Bindung des Biomarkers an die auf dem
Test immobilisierten Moleklle ist spezifisch, sodass falsch positive Ergebnisse
reduziert werden konnen. Das chromatographische Prinzip des lateralen
Flusstest unterstutzt dies, da groRere Moleklle, z. B. Verunreinigungen, die
Testlinie deutlich spater erreichen. Daher ist die Zeitspanne fir ein zuverlassiges
Ergebnis nicht sehr lang. [Koc2016]

Wie bereits von Moyano et al. beschrieben, kann Histamin in Wein durch einen
LFA detektiert werden. [Moy2019] In dieser Arbeit wird das Verfahren mit
Eisenoxid-Nanopartikeln auf Ceroxid-Nanopartikel umgestellt, um diese als
Markierungspartikel an Antikorper zu binden, welche eine Farbreaktion beim
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nachfolgend hinzugefligten Tetramethylbenzidin (TMB) auslésen [Wan2022].

Der genaue Aufbau der Teststreifen wird in Kapitel 3.5.2 beschrieben.

2.5 Verwendete Analyten in den Anwendungsversuchen
2.5.1 Histamin

Histamin ist ein biogenes Amin, welches im menschlichen Korper naturlich
vorkommt und an vielen physiologischen Prozessen beteiligt ist. Histamin wird
vom Korper selbst produziert und kommt in zahlreichen Lebensmitteln vor. Liegt
Histamin allerdings im Uberschuss vor oder wird es vom Koérper nicht richtig
abgebaut, kann es zu allergischen Reaktionen kommen. Fur den Abbau von
Histamin sind die Enzyme Diaminoxidase (kurz DAO) und Histamin-N-
Methyltransferase (kurz HNMT) verantwortlich. In Abbildung 13 ist die jeweilige
Abbaureaktion von Histamin mit den oben genannten Enzymen abgebildet. Fehlt
dem Korper DAO oder wird dieses durch Medikamente blockiert, kommt es zu
einer Histamin-Intoleranz und die Betroffenen leiden unter verschiedenen
allergischen Reaktionen, wie Bauchschmerzen, Atemnot, Juckreiz oder
Herzrasen. Aber auch ein gesunder Korper kann bei UbermaRigem Konsum von
Histamin allergisch reagieren. Dabei ist ein typisches Symptom eine schlechte
Luftzufuhr durch die Nase nach dem Verzehr von Rotwein oder Kase. Da es
keine medikamentose Behandlung einer Histamin-Intoleranz gibt, mussen
Betroffene auf Histaminhaltige Lebensmittel sowie Lebensmittel und
Medikamente, die korpereigenes Histamin freisetzen, verzichten. Um den
Betroffenen das Leben zu erleichtern, soll im Rahmen dieser Arbeit ein
anwendungsfreundlicher Test entwickelt werden, der Histamin in Lebensmittel
nachweisen kann. Eine weitere Anwendung von Histamin-Detektion ist die
Uberpriifung des Gehalts in Lebensmitteln. Fir die Herstellung von Rotwein gibt
es fur Histamin Grenzwerte, flir deren Nachweis die Entwicklung eines
elektrochemischen Sensors geplant ist. Herkdmmliche Laterale Flusstests zum
Nachweis von Histamin basieren auf einer Enzymreaktion, deshalb sind fur die
Lagerung des Testkits niedrige Temperaturen notwendig. Dies soll durch die
Verwendung von Ceroxid-Nanopartikeln anstelle des Enzyms DAO vermieden
werden. [Mai2006]
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Abbildung 13: Histaminabbau mittels Enzymen, links mit Diaminoxidase und rechts mit Histamin-
N-methyltransferase, aus [Mor2021].

Zur Detektion mittels kolorimetrischer und elektrochemischer Analyse wird

Histamin-dihydrochlorid Pulver von Sigma-Aldrich verwendet.

2.5.2 Glukose

Glukose ist eine Zuckerart, die in vielen Lebensmitteln vorkommt und vom Korper
durch Aufspaltung von komplexeren Kohlenhydraten wie Starke und Glykogen
produziert und zur Energiegewinnung benétigt wird. Uberschiissige Glukose wird
in Form von Glykogen in der Leber und in den Muskeln gespeichert oder in Fett
umgewandelt und als Energiereserve genutzt. Glukose spielt auch eine wichtige
Rolle in der Medizin und wird in verschiedenen Tests und Untersuchungen, wie
dem Glukosetoleranztest, zur Diagnose und Uberwachung von Diabetes und
anderen Stoffwechselstorungen eingesetzt. Bei Diabetes kann der Korper
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Glukose nicht effektiv nutzen, da entweder der Koérper kein Insulin produziert
(Typ-1-Diabetes) oder die Insulinproduktion unzureichend ist oder die Zellen des
Korpers nicht auf das vorhandene Insulin reagieren (Typ-2-Diabetes). Insulin ist
ein Hormon, das von der Bauchspeicheldrise produziert wird und die Aufnahme
von Glukose in die Zellen des Korpers reguliert. Wenn der Kérper nicht gentigend
Insulin produziert oder es nicht richtig verwendet, kann Glukose nicht in die Zellen
aufgenommen werden, sondern verbleibt im Blutkreislauf und erhoht den
Blutzuckerspiegel. Glukose wird in dieser Arbeit als Analyt verwendet. Die
Detektion von Glukose mittels Ceroxid-Nanopartikeln erfolgt mit Hilfe des
Enzyms Glukoseoxidase (GOx). Glukose reagiert mit GOx zu Gluconalactone
und  Wasserstoffperoxid, siehe Gleichung {7}. Das produzierte
Wasserstoffperoxid kann in einem elektrochemischen Sensor nachgewiesen
werden, der mit Ceroxid-Nanopartikeln beschichtet ist. [Pat2012, Rah2010]

D-Glukose + O2 + 2 H20 ﬂ D-Gluconsaure + 2 H202 {7}

Fir die elektrochemischen Versuche wird D-(+)-Glukose ACS von Sigma Aldrich

verwendet.

2.5.3 TMB

TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin) ist ein gebrauchliches Substrat in der
Biochemie zur Detektion von Enzymaktivitaten, insbesondere von Peroxidase-
Enzymen. Die Verwendung von TMB als Substrat basiert auf der Reaktion mit
Wasserstoffperoxid. In Gegenwart von Peroxidase-Enzymen oxidiert H202 TMB
zu einer farbigen Verbindung, die bei A = 653 nm mittels Photometer detektiert
werden kann. Die Intensitat des gemessenen Photometer-Signals ist proportional
zur Konzentration des Enzyms oder des Substrates im Assay. Wie in Abbildung
14 dargestellt, ist die blaue Farbe des TMBs nur eine Zwischenstufe der
Oxidation, das Endprodukt des oxidierten TMBs hat eine gelbe Farbe. Dieser
endgultige Oxidationsschritt kann mit einer Saure, z.B. Schwefelsaure

unterbunden werden. [Fu2018, Imm 0.D.]

In dieser Arbeit wird TMB als Substrat und als Farbstoff im kolorimetrischen Sen-

sorsystem, um die Abwesenheit von Histamin in der Probe anzuzeigen.
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Abbildung 14: Oxidation von TMB [Imm 0.D.]
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3 Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die Herstellung der Ceroxid-Nanopartikel und deren

Anwendungen im Detail beschrieben.
3.1 Synthese von Ceroxid-Nanopartikeln

Zur Herstellung von Ceroxid-Nanopartikeln wurde eine Fallungssynthese
verwendet und dabei wurden zwei verschiedene Fallungsmittel miteinander
verglichen. AuRerdem wurde eine Mikroemulsionssynthese durchgefuhrt. Alle
Nanopartikel-Synthesen wurden zunachst im Becherglas durchgefiihrt und die
erfolgversprechendsten  Syntheseparameter  anschlieBend auf eine
kontinuierliche Produktion im MJR Ubertragen. Dieses Material wurde verwendet,
um Analysen (z. B. XRD- und Raman-Spektroskopie) an den Nanopartikeln
durchzufihren und Biosensor-Anwendungen mit den Nanopartikeln zu testen.
Zur Herstellung von Ceroxid-Nanopartikeln mittels Fallungssynthese wurde zu
einer gelosten Cer (lll)-Nitrat-Hexahydrat-Verbindung ein  Fallungsmittel
gegeben, welches eine unldsliche Verbindung mit dem Cer eingeht und ausfallt.
[Zha2009, Li2002, Bab2015] Die Fallungssynthese bedarf nur eines geringen
Aufwandes, da neben einer wassrigen Cer-Lésung nur eine Fallungslésung
bendtigt wird. Beide Ldsungen werden entweder mittels Blretten in ein
Becherglas getropft oder bei der kontinuierlichen Synthese jeweils in einen
Behalter fir den MJR Uberfuhrt und mit gleichem Druck in den Reaktor gepumpt,
wo sie miteinander reagieren. Die Auswahl der Fallungslosung sowie ihrer
Konzentration und die Konzentration der Cer-Losung, die Geschwindigkeit der
Tropfen bzw. des Aufeinanderprallens der Losungen im Reaktor sowie die
Temperatur der Lésungen wirken sich dabei auf die GroRe und GroRenverteilung
der Ceroxid-Nanopartikel aus [Cho2010]. Die Parameter der kontinuierlichen
Synthesen sind in Kapitel 3.2 ausfuhrlich dargestellt. Im Folgenden werden die
drei Syntheserouten, die anschlieffend in den MJR Uberfuhrt wurden, naher
beschrieben. Die  Vorversuche zur Bestimmung der jeweiligen
Konzentrationswerte sind nicht angegeben, da sie den Rahmen des Dokuments

Uberschreiten wiirden.
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3.1.1 Faéllungssynthese mit Ammoniumhydrogencarbonat

Die Ceroxid-Nanopartikel aus der Fallungssynthese mit der Zwischenstufe
Cercarbonat, mit den Ausgangsstoffen Cer(lll)-Nitrat-Hexahydrat und
Ammoniumhydrogencarbonat (NH4HCO3) (abk.: AHC) als alkalisches
Fallungsmittel [Ede2019], wurden durch Kalzinieren des Cercarbonats
hergestellt. Mittels Vorversuchen zur Bestimmung der Konzentrationen in den
Bereichen ccer=0,05 bis 1 M und caqc =0,1 bis 0,35 M wurden folgende

Parameter fur die Losungen festgelegt:

® CCer= 0,5 mM
e caHc=0,2M

Das hergestellte Cercarbonat-Pulver wurde mit Wasser gewaschen und
anschlielend im Trockenschrank getrocknet. Die Kalzinierung erfolgte unter den
folgenden Bedingungen: Haltezeit t kaz = 3 h bei T kaz = 500 ° C, ruhend in einer
Abdampfschale aus Porzellan, um alle Additive und Verunreinigungen zu

entfernen und die Umwandlung zu Ceroxid vollstandig zu erreichen [Jan2017].

Zur Untersuchung des Agglomerationsverhaltens und der Partikelgro3e wurden
Anderungen des Parameters Temperatur vorgenommen. AufRerdem wurden
wahrend der Synthese die Additive CTAB (MNK1.7CTAB) und Dextran
eingesetzt, um die entstehenden Agglomerate zu reduzieren. Das Dextran wurde
einmal nach der Fallung der Produktldsung (MNK1.6Dx) und einmal vor der
Synthese der Cernitrat-Lésung (MNK1.8Dx) zugegeben. Das CTAB wurde
ausschlieBlich der Produkt-Losung hinzugefligt. In Tabelle 1 sind die Synthesen

im MJR mit AHC als Fallungsmittel zusammengefasst dargestellt.
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Tabelle 1: Ubersicht der Synthesen im MJR mit Ammoniumhydrogencarbonat als Fallungsmittel

Name Synthesetemperatur  Fallungsmittel Additiv
MNK1.3 Raumtemperatur AHC -
MNK1.4 70°C AHC -
(Temperatur des Was-
serbades)
MNK1.5 90°C AHC -
(Temperatur des Was-
serbades)
MNK1.6Dx Raumtemperatur AHC Dextran
(Zugabe nach der
Fallung)
MNK1.7CTAB | Raumtemperatur AHC CTAB
(Zugabe nach der
Fallung)
MNK1.8Dx Raumtemperatur AHC Dextran
(Zugabe zur
Cer-Losung)

Um die Verarbeitbarkeit der Ceroxid-Nanopartikel in der Anwendung zu verbes-
sern, wurde eine Salzschmelze mittels eines Precusors eingesetzt (siehe Tabelle
2). Die Proben wurden vor der Kalzinierung mit einem Salzsystem aus Chlorid
oder Hydroxid vermischt und anschlielend wie gewohnt kalziniert [LAN2018,
LAN2017]. Dies wurde mit den gefriergetrockneten Proben der Synthese
MNK1.8Dx durchgeflhrt.

Tabelle 2: Ubersicht der Salzschmelze vor der Kalzinierung der Probe MNK1.8Dx

NAME ZUSAMMENSETZUNG DER
SALZSCHMELZE
MNK1.8Dx_CI mtici = 8,8 @
mkci = 11,2 g

MPrecusor = 2,5 g
MNK1.8Dx_OH MNaoH = 9,5 g
mkoH = 11,8 g
Mprecusor = 2,0 g

3.1.2 Fallungssynthese mit Ammoniumhydroxid

Als weiteres Fallungsmittel wurde Ammoniumhydroxid (NH4OH) eingesetzt, das
als Zwischenprodukt Ceroxid (Ce(OH)s) bildete. Dafur wurden eine
Ccer = 1 molare  Cernitrat-Lésung und V1 =30mL einer 28%igen

Ammoniumhydroxid-Losung gleichmaRig in ein Becherglas getropft. Die nach
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bereits einer Stunde dunkellila gefarbten Nanopartikel wurden mit vz = 4000 rpm
tz = 30 Minuten zentrifugiert, mit Wasser gewaschen und nochmals zentrifugiert,
um die Uberschussigen Reagenzien zu entfernen, abzuflllen und anschlieend
zu trocknen. Anhand von Vorversuchen wurde festgestellt, dass ein Additiv
(bspw. PAA und Dextran) notwendig ist, um Agglomerationen zu reduzieren. In

Tabelle 3 sind die Fallungssynthesen mit Ammoniumhydroxid im MJR aufgeflhrt.

Tabelle 3: Ubersicht der Synthesen im MJR mit Ammoniumhydroxid als Fallungsmittel

Name Additiv
MNA1 PAA
MNA2 ‘ Dextran

3.1.3 Mikroemulsionssynthese

Fir die Anwendung der Nanopartikel in einem lateralen Flusstest ist eine
Dispersion unerlasslich, daher wurde eine weitere Syntheseroute evaluiert. Dazu
wurde die fur Eisenoxid-Nanopartikel etablierte Methode der Mikroemulsion fir

Ceroxid angepasst.

Fiar die Synthese wurde eine Mikroemulsion nach Salvador et al. hergestellt
[Sal2021]. Dazu wurde mctas1 =4,8 g CTAB in msut1 = 3,2 g 1-Butanol und
mrext = 9,0 g 1-Hexanol geldst. Sobald sich keine grolen CTAB-Agglomerate
mehr in der Losung befanden, wurde mcer=3,0 g einer ccer=1 molaren
Cernitrat-Losung hinzugegeben (MNE1). Sowie diese Losung wiederum klar war
und keine CTAB-Agglomerate mehr sichtbar waren, begann die Zugabe des
Ammoniumhydroxides (NH4OH). Das NHsOH wurde tropfchenweise
hinzugegeben, bis die Losung eine lila Farbung annahm. Die Losung wurde zwei
weitere Stunden gerthrt, um das gesamte Cer umzusetzen und eine mdglichst

hohe Ausbeute zu erzielen.

Nach der Synthese wurde die Nanopartikel-Losung zentrifugiert und drei Mal mit
einer 75:25 Ethanol-Wasser-Losung gewaschen, um die organischen Losemittel
und nicht umgesetzten Reagenzien zu entfernen. Die LOsung wurde nach
Zugabe des NH4OH lila, nach dem zweiten Waschschritt wurde die Losung

gelblich, welches die typische Farbe des Cerdioxides darstellt. Die Nanopartikel
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konnten anschlieRend entweder getrocknet oder in Losung aufbewahrt und

verwendet werden.

Um den Einfluss der Ol-Wasserphasen-Zusammensetzung zu analysieren,
wurde eine zweite Synthese (MNE2) durchgeflihrt, bei der mcrtas2 = 3 g CTAB,
meu2 =2 g 1-Butanol und meuex2 = 11,4 g 1-Hexanol verwendet wurden. Die
Losung wurde solange geruhrt bis das CTAB aufgelost war; anschliel3end
wurden mcer = 3,6 g einer ccer = 1 molaren Cernitrat-Losung als Wasserphase
hinzugegeben und so verfahren wie bei der vorherigen Synthese auch. Das
NH4OH wurde tropfchenweise hinzugegeben, bis sich die Farbe der Lésung
andert. Nach der Zugabe des NH4OH wurde die Lésung zwei Stunden geruhrt,
anschlieend zentrifugiert und drei Mal mit einer 75:25 Ethanol-Wasser-Losung

gewaschen.

Bei der kontinuierlichen Synthese im MJR war eine Tropfen-Zugabe der
basischen Losung NH4OH nicht maoglich, weshalb im Vorfeld Versuche mit
verschiedenen Konzentrationen des NHsOH zur Analyse der Ausbeute
durchgefuhrt wurden. Neben der Ausbeute wurde auch das Verhaltnis der Ce-O
Raman-Bande zu den Ubrigen Banden bestimmt, um die Proben auf
Verunreinigungen zu untersuchen. In Tabelle 4  sind die
Mikroemulsionssynthesen, die im MJR durchgefihrt wurden, nach

Zusammensetzung der Mikroemulsion und Fallungsmittel aufgefihrt.

Tabelle 4: Ubersicht der Synthesen im MJR mittels Mikroemulsionssynthese

Name Zusammensetzung Mikroemulsion Fallungsmittel
mctas1 = 4,8 g CTAB
MNE1 meut = 3,2 g 1-Butanol NH4OH

Muex1 = 9,0 g 1-Hexanol
mcer = 3,0 g wassrige Cernitrat-Losung

mctas2 = 3 g CTAB
MNE2 meutz = 2 g 1-Butanol NH4OH

Muex2 = 11,4 g 1-Hexanol
mcer = 3,6 g wassrige Cernitrat-Losung

mcTa1 = 4,8 g CTAB
MINE3 meui = 3,2 g 1-Butanol NH4HCOs

MHext = 9,0 g 1-Hexanol
mcer = 3,0 g wassrige Cernitrat-Losung
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Die Synthese MNE3 wurde anstatt mit NH4OH als Fallungsmittel mit AHC
durchgefuhrt, um einen Unterschied zwischen beiden Fallungsmitteln in der
Mikroemulsion zu veranschaulichen. Die Partikel wurden wie bei der regularen
Fallungssynthese mit AHC bei Tk=500 °C tk = 3 h kalziniert. Diese Synthese
wurde ausschlieBBlich im Becherglas durchgefihrt und mit der Raman-
Spektroskopie analysiert, um den Einfluss der Syntheseart auf die chemische

Zusammensetzung der Partikel beurteilen zu kdnnen.

3.2 Uberfiihrung in eine kontinuierliche Synthese mittels
Mikro-Jet-Reaktor

Der MJR bietet als ein kontinuierliches Verfahren die Mdglichkeit zur Herstellung
grolRerer Mengen Ceroxid-Nanopartikel. Das Hochskalieren der Synthesen
wurde in Kooperation mit dem FGK in Hohr-Grenzhausen durchgeflihrt. Die
angewendeten Synthesen wurden bereits im vorherigen Kapitel aufgefthrt. In
diesem Kapitel soll nochmal die Durchfuhrung der Synthese im MJR naher

beschrieben werden.

Die Synthesen im MJR wurden bei einem Pumpendruck von p = 45-50 bar mit
einer Dusenweite von @ = 300 mm durchgefuhrt. Die Produktlésung wurde nach
der Synthese mittels Zentrifuge und Wasser gewaschen, um mogliche

Verunreinigungen zu entfernen und die Konzentration des Nitrates zu reduzieren.

Die Lésungen wurden bei T = - 18 °C eingefroren, um anschliel3end mittels eines
Gefriertrockners das Nanopartikel-Pulver herzustellen. Die Parameter des

Gefriertrockners der Firma Christ sind wie folgt:

* Trocknungsdauer Haupttrocknung 20 Std.

* Trocknungsdauer Nachtrocknung 4 Std.

* Sollwert Vakuum Haupttrocknung 0,940 mbar
* Sollwert Stellflache Haupttrocknung 20°C

» Temperatur Eiskondensatorraum ca. -70°C

Je nach Synthesemethode wurde das Pulver weiterverarbeitet oder direkt
verwendet. Bei der Verwendung einer Fallungssynthese wurden die Proben im

Anschluss gewaschen und gefriergetrocknet. Bei der Verwendung von AHC als
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Fallungsmittel war im Anschluss, wie oben beschrieben, noch eine Kalzinierung

notwendig.

Das Produkt, welches aus der Mikroemulsionssynthese hergestellt wurde,
musste zur weiteren Verwendung nicht gefriergetrocknet werden, sondern
konnte als kolloidale Ldsung direkt verwendet werden. Aufgrund der
charakteristischen Merkmale der Ceroxid-Nanopartikel (Partikelgrofe,
kolloidales Losungsverhalten) aus verschiedenen Syntheseverfahren wurden die
Nanopartikel aus der MNE1 Synthese flr die Anwendung in den Biosensoren

verwendet.

3.3 Charakterisierungsmethoden

3.3.1 PartikelgroRe und Stabilitat

Bei der Analyse der hergestellten Ceroxid-Nanopartikel, spielt neben der
chemischen und mineralogischen Analyse auch die Grofe der Nanopartikel eine
wichtige Rolle. Zur Grélenanalyse wurden vorwiegend zwei Verfahren
angewandt, neben der bildgebenden Elektronenmikroskopie wurde die
dynamische Lichtstreuung (DLS) eingesetzt. Die DLS ist eine schnelle und
einfache Methode zur PartikelgroRenbestimmung. Dabei wird Uber die Viskositat,
Temperatur und Diffusionskonstante der Lésung der hydrodynamische Radius
bestimmt. Dieser ist meist kleiner als der reale Radius des Teilchens, kann aber
als pragmatische Abschatzung der PartikelgroRe verwendet werden. Fur diese

Methode ist eine disperse Probe erforderlich.

Die elektromikroskopische Analyse wurde an einem FE-SEM JSM-7200F von
JOEL an der Hochschule Koblenz durchgefiihrt. Die Pulverprobe wurde auf ein
Kohlenstoffpad aufgebracht und mit dw =3 nm Wolfram bedampft. Die
Aufnahmen wurden mit einer Spannung von U = 15,0 kV und Vergrolierungen
zwischen 100- und 200 000-fach durchgefihrt.

Zusatzlich wurden an der Universitat Oviedo TEM-Aufnahmen mit einem TEM
JOEL 1011 gemacht, um die Verteilung und GrofRRe der einzelnen Nanopartikel

besser bestimmen zu koénnen, da die FE-SEM-Aufnahmen hauptsachlich



Material und Methoden 47

Agglomerate zeigten. Die Aufnahmen wurden mit 50 000 bis 300 000-facher

Vergrof3erung gemacht.

Zur Bestimmung der Partikelgrof3en wurden je nach Aufnahmequalitat der TEM-
und FE-SEM-Aufnahmen 15 bis 100 Nanopartikel pro Probe mittel der Software

Imaged manuell gemessen und ausgewertet.

Fir die technologische Anwendung der Nanopartikel ist neben der PartikelgroRe
auch die sterische Stabilisierung der Partikel wichtig. Zur Messung des
Stabilisierungsgrades wurde das Zeta-Potential bestimmt. Dieses beschreibt die
Partikelladung und die Wechselwirkungen zwischen den dispergierten Partikeln
und dem Medium. Die Bewegungsgeschwindigkeit der Teilchen hangt von der
Teilchenladung, Viskositat und Dielektrizitatskonstante des Mediums ab. Je
hdher die Stabilitat der Dispersion und somit die Oberflachenladungsdichte,
desto hoher ist das Zeta-Potential. Dieses gibt eine Aussage Uuber die

Partikelladung und die physikalische Stabilitat der Losung.

Die DLS- und Zeta-Potential-Messungen fanden an einem Zetasizer NanoSeries

der Firma Malvern an der Universitat Oviedo statt.

3.3.2 Chemische Analyse

Zur chemischen und mineralogischen Analyse der Ceroxid-Nanopartikel wurde
die Raman-Spektroskopie, die Réntgenphotonenelektronenspektroskopie (XPS)

und die Réntgenbeugungsanalyse (XRD) verwendet.

Culica et al. haben gezeigt, dass die Analyse von Ceroxid mittels Raman-
Messungen besser durchgefuhrt werden kann als mit FTIR-Messungen. Aus
diesem Grund wurde in dieser Arbeit die chemische Analyse mittels Raman-
Spektroskopie durchgefiuihrt anstatt mit FTIR [Cul2020]. Bei der Raman-
Spektroskopie wird die Wechselwirkung eines Materials mit monochromatischem
Licht betrachtet. Das Licht wird an der Probe gestreut. Der grofRte Teil des
gestreuten Lichtes entspricht der Anregungswellenlange und wird als elastische
Streuung oder auch Rayleigh-Streuung bezeichnet. Ein kleiner Teil des
eingestrahlten Lichtes wird inelastisch gestreut, wobei es zu einem
Energietransfer zwischen Photon und Molekil kommt, der zu einer

Frequenzverschiebung des Photons fuhrt. In der Raman-Spektroskopie wird die
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inelastische Streuung untersucht. Die Raman-Spektroskopie wird mit einem
Gerat der Firma Renishaw bei einer Laserwellenlange von A = 785 nm
durchgefuhrt.

In Tabelle 5 sind die Messparameter der Raman-Messungen zusammengefasst.
Vergleichsspektren fur CeOz aus der Literatur sind in Abbildung 2 (Kapitel 2.2.1)

dargestellt.

Tabelle 5: Messparameter und instrumenteller Aufbau der Raman-Messungen

Messgerat Renishaw inVia Raman Microscope
Laser Rot, A =785 nm

Detektor Renishaw CCD Kamera

Optisches Gitter 2400 gr/mm

Objektiv 100-fache VergrofRerung
Expositionszeit 10s

Laserpower 500 mW

Laserintensitat 100 %

Raman-shift 100 bis 4500 cm-!
Auswertungssoftware Wire 5.1

Durch eine Hochtemperaturkammer im Raman-Spektrometer konnten
Messungen bei T = 500 °C aufgenommen werden. Dazu wurde die Pulverprobe
in die Kammer gegeben und mit einem Quarzglas vor dem Ausdampfen
geschutzt (der Aufbau der Hochtemperaturzelle ist im Anhang dargestellt).
AnschlieBend wurde die Temperatur in der Hochtemperaturkammer auf
T =500 °C erhitzt und einige Minuten gehalten, bevor ein Mapping der
Probenoberflache durchgeflhrt wurde. Die Aufheizrate lag bei T =50 °C/min.
Nachdem die Probe wieder auf Raumtemperatur abgekihlt war, wurde ein
weiteres Spektrum aufgenommen, um das Raman-Spektrum der jeweiligen

Probe vor, nach und wahrend der Kalzinierung miteinander zu vergleichen.

Eine weitere Methode zur chemischen Analyse der Oberflache ist die XPS. Diese
wird verwendet, um die Bindungsverhaltnisse, elektronische Struktur und
chemische Zusammensetzung der Probenoberflachen zu detektieren. Dabei

bezieht sich die Analyse auf eine Tiefe von maximal 5 nm. Die nicht destruktive
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Analyse mit hoher Empfindlichkeit ist fur alle Elemente, auller Wasserstoff und

Helium, geeignet. Die XPS-Analysen fanden an der Universitat Oviedo statt.

Fir die XPS-Messung ist ein Ultrahochvakuum notwendig. Die Photonenquelle
besteht aus einer Magnesiumquelle mit einer Energie von Eaq =225 W. Zur
qualitativen Analyse der Oberflachenzusammensetzung wird die Intensitat,

bestimmt durch die Flache, der Photoelektronenlinien betrachtet.

Die Rontgenbeugungsanalyse (XRD) gibt Informationen Uber die mineralogische
Zusammensetzung und Kristallstruktur der hergestellten Partikel. Hierzu werden
Roéntgenstrahlen einer definierten Wellenlange auf die Probe gelenkt und von den
Gitterebenen reflektiert. Uber die Reflexionswinkel kann das Material mit Hilfe
einer Datenbank bestimmt werden. Wahrend der Messung wird der Eintritts-
winkel kontinuierlich verandert, um mdglichst viele Gitterebenen zu erreichen.

Die Analysen fanden am FGK in Hohr-Grenzhausen statt.

3.3.3 Katalytische Aktivitat

Die katalytische Aktivitat von Nanopartikeln, die als Enzymersatz verwendet
werden sollen, sogenannte Nanozymen, kann mit Hilfe von UV-VIS-Messungen
nach Vinothkumar [Vin2019] kolorimetrisch nachgewiesen werden. Dazu wurde
der Ceroxid-Nanopartikel-Suspension zuerst ein Farbstoff (hier TMB) und
anschlieRend Wasserstoffperoxid hinzugegeben. Die Konzentrationen von TMB,
H202 oder Ceroxid-Nanopartikel kdnnen dabei, je nach Versuchsanordnung,
variieren. Die Prozedur ist in Abbildung 15 dargestellt und wurde mit einem UV-
2600 UV-VIS-Spektrometer von Shimadzu durchgefuhrt. Die gemessene
Absorption wird gegen die Konzentration aufgetragen und anschlieRend kann
mittels Michaelis-Menten-Gleichung die katalytische Aktivitdt der Ceroxid-
Nanopartikel bestimmt werden. Die Michaelis-Menten-Konstante gibt dabei die
Reaktionsgeschwindigkeit Uber die Zeit fur verschiedene Konzentrationen des
Substrates (TMB) wieder.
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Abbildung 15: Experimentelle Durchfilhrung zur Uberpriifung der katalytischen Aktivitat (Die Gra-
phik wurde mit BioRender.com erstellt).

Zur Bestimmung der Kkatalytischen Aktivitat der Ceroxid-Nanopartikel als
Nanozyme werden mit Hilfe von Michaelis-Menten die Konstanten Km und vmax
bestimmt (siehe Gleichung {6}, Kapitel 2.4.1.3).

Mittels verschiedener TMB-Konzentrationen und der Anderung der Absorption
Uber die Zeit wird mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes (Gleichung {8}) die
Substratkonzentration bestimmt, die zur Ermittlung der Michaelis-Menten-

Konstante Km und vmax bendtigt wird.

EA:€A°C°d {8}

Tabelle 6: Parameter im Labert-Beerschen Gesetz

Formelzeichen Bedeutung Wert im Versuch
€ Absorptionskoeffizient 39000 /(M*cm)
(fur TMB bei 2 = 652 nm)
d ' Dicke der Kiivette 1cm

Sollte die Sattigung der Geschwindigkeit nicht erreicht werden, kann Gber

Ac 9

UZE

die Geschwindigkeit bestimmt werden. Diese wird verwendet, um mittels der
reziproken Auftragung der Geschwindigkeit Uber die doppeltreziproke
Darstellung der Enzymkinetik im Lineweaver-Burk-Diagramm (Abbildung 16) die

Werte Km und vmax graphisch zu ermitteln.
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Abbildung 16: Lineweaver-Burk-Diagramm aus [Str2014]
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3.4 Anwendung in einem elektrochemischen Sensor

Bei der Anwendung der Ceroxid-Nanopartikel im elektrochemischen Sensor

wurden zwei Messverfahren verwendet.

1.) Die Cyclovoltametrie, eine schnelle und prazise Methode zur
Untersuchung von Redoxreaktionen, um das geeignete Potential zur
Messung des Stroms zu bestimmen.

2.) Die Amperometrie zur quantitativen Messung der elektrochemischen

Reaktion an einer Elektrode.

3.4.1 Herstellung des elektrochemischen Sensors

Fir die elektrochemischen Messungen wurde eine ,siebgedruckte Elektrode
DRP-110 (SPE) von Metrohm DropSens (Oviedo, .
Spanien) verwendet, siehe rechts. Diese besteht g{i

aus einer Arbeits- (mittlerer schwarzer Kreis) und

Abbildung 17: Siebgedruckte Elekt-
rode von DropSens

einer Hilfselektrode (schwarzer Kreis aufden) aus
Kohlenstoff sowie einer Pseudoreferenzelektrode
aus Silber (Teilkreis unten links). Die Arbeitselektrode wurde mit
unterschiedlichen Volumina (V =2 — 10 pL) einer Ceroxid-Nanopartikel-Losung
beschichtet und luftgetrocknet. Die Sensoren mit Ceroxid-Nanopartikeln kénnen
laut Singh et al. mittels Warme bei T =80°C wieder regeneriert werden
[Sin2016]. Im Verlauf der Versuche hat sich gezeigt, dass das Reinigen mittels
MilliQ®-Wassers und das Trocknen bei Raumtemperatur ausreicht, um die
Nanopartikel auf den Elektroden zu regenerieren. Somit wurde bei den
endgultigen Anwendungsversuchen auf den Schritt des Erhitzens verzichtet. Flr
den Nachweis von Glukose wurden die Elektroden zusatzlich mit Glukoseoxidase
(GOx) beschichtet.

Die Herstellung der Ceroxid-Nanopartikel-Losung erfolgte mit getrockneten
Ceroxid-Nanopartikeln. Dazu wurden mnp = 2,0 mg/mL Ceroxid-Nanopartikel in
einer Lésung aus MilliQ®-Wasser und Essigsaure mit einem pH = 3,5 dispergiert.
Zur Sicherstellung einer homogenen Dispersion wurde die Losung nach der
Herstellung und vor jeder Verwendung zweimal flr tgisp. = 15 Minuten in ein

Ultraschallbad gegeben und zwischendurch geschiittelt, um eine gleichmaRige
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Verteilung der Partikel zu erzielen und Agglomerat-Bildung zu verringern. Aus
Vorversuchen hat sich ergeben, dass Vdisp =4 yL der Ceroxid-Nanopartikel-

Losung stabile Messergebnisse liefert.

3.4.2 Durchfiihrung der elektrochemischen Messung

Die elektrochemischen Messungen erfolgten mittels eines Potentiostats von
Metrohm DropSens (Oviedo, Spanien). Es wurde eine Kalibrierung der
beschichteten Elektroden erstellt, indem verschiedene Wasserstoffperoxid-
Lésungen mit einem pH =7 aus einer cess =0,1 M phosphatgepufferten
Salzlésung (PBS) und ceekt. = 0,5 mM Natriumsulfat als Leitsalz hergestellt
wurden. Das Leitsalz wurde bendtigt, um einen konstanten lonenfluss zur
Elektrode zu  gewahrleisten [Kur2020]. Die  Durchfihrung  der
chronoamperometrischen Messungen erfolgte nach einem bereits erprobten
Verfahren: Von der Analyt-Lésung wurde ein Tropfen Vsample = 40 uL Uber die
gesamte Elektrode inklusive Referenz- und Hilfselektrode gegeben, um den
Elektronenfluss Uber die gesamte Elektrode zu gewahrleisten [Bis2011]. Die
Messeinstellungen fir die chronoamperometrische Messung haben sich aus

Vorversuchen mittels Cyclovoltametrie ergeben.
Fir die Cyclovoltametrie wurden folgende Einstellungen verwendet:

e Startpotential Estart =-0,2 V
e Endpotential Eena = 0.9 V
e Scanrate 50 mV/s

e Schrittweite Eschiitt = 2 mV

Daraus ergaben sich folgende Messeinstellungen fir die Amperometrischen

Messungen:

e Potential Emessung = 0,75 V
o Zeit tMessung = 180 s

e Volumen Probe Vsample = 40 uL

Um die Diffusion zu bericksichtigen, wurde Uber einen Zeitraum von tm = 180 s

gemessen. Zur Erstellung des Kalibrierdiagramms wurde der Strom bei
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tm = 120 s abgelesen, da der gemessene Strom zu diesem Zeitpunkt stabil ist,

und Uber die Konzentration aufgetragen.

Mit diesen Ergebnissen wurde ein Kalibrierungsdiagramm erstellt und
anschlieBend eine kommerzielle Wasserstoffperoxid-Losung (5 %) gemessen,
um zu Uberprifen, ob die Kalibrierung der Elektrode auch auf echte Proben
anwendbar ist. Diese wurde mit cees = 0,1 M PBS-Ldsung und ceiekt. = 0,5 mM
Hintergrundelektrolyten verdunnt und wie oben bereits beschrieben gemessen.
Die Herstellung einer Kalibrierung und der Nachweis von Histamin und Glucose

erfolgte mit den gleichen Parametern.

Die Elektroden wurden nach jeder Messung mit Reinstwasser abgesplilt,
anschlieBend getrocknet und wiederverwendet. So lielden sich vergleichbare

Messungen mit derselben Elektrode erzielen.

3.5 Anwendung im Lateralen Flusstest

Der Nachweis von Histamin durch Anwendung der Ceroxid-Nanopartikel im
Lateralen Flusstest (LFA) soll Gber einen kompetitives Testverfahren erfolgen.
Die Intensitat des Testsignals nimmt mit zunehmender Konzentration des
Analyten ab, da es zu einer Bindungskonkurrenz zwischen Analyten und

immobilisierten Reaktanten kommt. [Kle2005]

3.5.1 Funktionalisierung der Ceroxid-Nanopartikel

Fir die Verwendung der Nanopartikel im Lateralen Flusstest werden diese mit
dem Bindungsprotein Protein G konjugiert, welches an die Antikérper bindet und
diese entsprechend markiert. Fur die Konjugation wurden Ve =100 pl von
ce = 1,5 mg/mL Protein G zu Vceo2 = 1,5 mL Ceroxid-Nanopartikel in Suspension
gegeben. Nach t=1h Schitteln wurden V =100 uL Blockierungslésung
bestehend aus cssa = 1 mg/mL Rinderserumalbumin (BSA) in cres = 10 mM PBS
mit pH = 7,4, zugegeben, um die restlichen Oberflachen der Nanopartikel zu
blockieren. Nach t=20 min Blockierungsreaktion wurde das Gemisch fur
t = 20 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das

Pellet in c = 2 mM PB-Pufferlésung mit pH = 7,4, mit einer Lésung aus 1 % BSA
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und 10 % Saccharose in V=200puL PBS und V =800 uL MilliQ®-Wasser
suspendiert. Das Protein-G-Ceroxid-Nanopartikel-Konjugat wurde bis zur
Verwendung bei T = 4 °C gelagert. [Moy2019]

3.5.2 Herstellung eines lateralen Flusstest

Far den Nachweis des Histamins wurden Teststreifen wie folgt hergestellt: Auf
einer 25-mm-Nitrocellulose-Membran mit Plastikricken zur Stabilisierung wurden
mit einem IsoFlow-Reagenzien-Dosiersystem von Imagene Technology
(Hanover, USA) mit einer Dispergierrate von 0,100 yL/mm ein Teststreifen und
ein Kontrollstreifen dispergiert. Die Testlinie bestand aus einem ctest = 1 mg/mL
Histamin-BSA-Komplex und die Kontrolllinie aus einer ckontr. = 1 mg/mL anti-IgG.
Nach dem Druckvorgang wurde die Membran bei Ttrock = 37 ° C fUr ttrock = 20 min
getrocknet. AnschlieRend wurden Konjugations- und Absorptionspad auf die
Membran geklebt und danach mit einer Guillotine Fellowes Gamma (Madrid,
Spanien) in 5 mm breite Teststreifen geschnitten. Zur Quantifizierung der
Nachweislinien wurde ein tragbares ESE Quant LR3 Lateral Flow System
(Qiagen Inc., Hilden, Deutschland) verwendet, dabei wurden mittels

Reflexionsmessungen die Intensitat der Testlinie ermittelt. [Moy2019]

3.5.3 Durchfiihrung eines lateralen Flusstest

Die ersten Versuche mit Ceroxid-Nanopartikel im Teststreifen dienten zur
Ermittlung eines geeigneten Laufmittels. Dabei wurden unterschiedlichen
Konzentrationen und pH-Werte des Laufmittels getestet. Die endgultige

Zusammensetzung lautete wie folgt:

¢ 1 % Rinderserumalbumin (BSA)

e Volumen 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES) Vmes =850 pyL (mit
pH =5)

e Volumen Natriumchlorid Vnaci = 150 pL

e 15 % Tween-20 (15 %)
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3.5.4 Nachweis von Histamin im lateralen Flusstest

Der Nachweis von Histamin mittels eines Lateralen Flusstestes erfolgte in drei
Schritten (siehe Abbildung 18). Zunachst wurde eine Probelosung mit
Antikorpern gemischt, wobei das in der Probeldsung enthaltene Histamin an die
Antikérper band. Die Histamin-Antikdrper-Lésung wurde Uber den Teststreifen
geleitet, und die noch freien Antikdrper banden an das Histamin auf der Testlinie.
Anschlieflend wurde eine Losung mit Ceroxid-Nanopartikeln Gber den Testtreifen
geleitet und die Nanopartikel banden an die Antikérper. Der dritte Schritt wurde
durchgefuhrt, da die Ceroxid-Nanopartikel, anders als bspw. Gold-Nanopartikel,
keine eindeutige Farbgebung aufweisen. Um die Antikorper sichtbar zu machen,
wurde TMB auf den Teststreifen gegeben. Dieses oxidierte mit den an die
Antikdrper gebundenen Ceroxid-Nanopartikeln und zeigte an, ob Ceroxid-

Nanopartikel an den Streifen gebunden waren.

In Abbildung 18 ist die Reaktion des Teststreifens eines lateralen Flusstests mit
Histamin dargestellt. Das blaue Signal entsteht, wenn sich kein oder wenig
Histamin in der Probelésung befindet und der histaminspezifische Antikorper an
das auf dem Streifen gebundene Histamin binden kann. Ahnlich wie bei
Moyano et al. wird eine umgekehrt proportionale Intensitat der Testlinie zur

Histamin-Konzentration in der Probe erwartet [Moy2019].
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Schritt 1: /)k\ Schritt 1: /)k; Jk\
Schritt 2: Schritt 2:
o

Schritt 3: \_‘/* \/‘

#

Schritt 3:

S
=(

W7 . Histamin
. Nanoceroxid
Leg ende: ¥ unspezifischer

m & Antiktrper T™B

5 g |

5 g Histamin oxidiertes TMB
@ = Jk spezifischer * '

2 N Antikérper

Abbildung 18: Schaubild des lateralen Flusstests Histamin mit in der Probenldsung (links) und
ohne Histamin in der Probenlésung (rechts). (Die Graphik wurde mit BioRender.com erstellt.)

Zur Kalibrierung der Streifen mit Histamin wurden verschiedene Konzentrationen
in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) hergestellt. Das Histamin wurde jeweils

mit der Laufmittelldsung auf V = 100 pL aufgefulit.

Anschlieend wurde eine Weinprobe mit bekannter Histamin-Konzentration

verwendet, um das Verfahren zu validieren.

Um zu Uberprifen, an welchen Parametern etwas verandert werden muss,
wurden einige Versuche in Eppendorf-Tubes mit Vtue =2 mL durchgeflhrt.
Dabei wurde festgestellt, dass TMB bereits in Anwesenheit von Ceroxid-
Nanopartikeln und Histamin reagiert. Die daraufhin aufgestellte Hypothese ist in
Kapitel 5 erlautert. Die Durchfihrung ahnelt dem Test zur katalytischen Aktivitat

welcher in 3.3.3 ausfuhrlich beschrieben wird.



Ergebnisse 58

4 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Charakterisierung der Ceroxid-
Nanopartikel und deren Anwendung dargestellt. Zunachst werden die Ceroxid-
Nanopartikel der verschiedenen Syntheseverfahren und Fallungsmittel mit
unterschiedlichen Methoden hinsichtlich ihrer GrélRe und chemischen
Eigenschaften charakterisiert. Die Anwendung der Nanopartikel erfolgte mit den
Ceroxid-Nanopartikeln aus der Mikroemulsionssynthese und wird im zweiten

Abschnitt dieses Kapitels dargestellt.
4.1 Charakterisierung der Nanopartikel

Zur optischen Analyse und Charakterisierung der PartikelgroRen werden FE-
SEM- und TEM-Aufnahmen verwendet. Anhand dieser Aufnahmen und der DLS-

Ergebnisse wird eine Grélienverteilung der Nanopartikel erstellt (Tabelle 7).

Im Folgenden wird anhand der Probe MNE1 die Stabilitatsanalyse der Losung
durch Zeta-Potential-Messungen sowie die Charakterisierung der PartikelgrolRe
mittels DLS-Messungen und elektronenmikroskopischen Aufnahmen beispielhaft
dargestellt. Die TEM-Aufnahmen (Abbildung 19) und die DLS-Messungen ()
belegen, dass im Zuge der Mikroemulsionssynthese monodisperse Nanopartikel
mit einer engen GroRenverteilung in einer stabilen Dispersion hergestellt wurden.
Dies wurde durch das Zeta-Potential (Abbildung 21), welches bei E = 32,3 mV
liegt, bekraftigt. Die Nanopartikel auf dem TEM-Bild (Abbildung 19) haben eine
DurchschnittsgroRe von d =4,1 £ 1,2 nm, in der DLS-Messung () betragt der

Mittelwert des hydrodynamischen Radius aller drei Messungen d = 187,7 nm.
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Abbildung 19: TEM-Aufnahme der Probe MN1 (erGrc’jBenbaIken links

t 50 nm).
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In Tabelle 7 sind die Messwerte der Partikelgrolen aus den Analysen der
elektromikroskopischen Aufnahmen sowie die Ergebnisse der dynamische
Lichtstreuung und des Zeta-Potentials zusammengefasst. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Nanopartikel der Synthesen MNE1 und MNE2 mitd =4 £1 nm
deutlich kleiner sind als die Partikel aus den Fallungssynthesen MNK und MNA,
deren Mittelwerte um d = 20 nm liegen, teilweise mit Standardabweichungen von
0=5-15nm. Das Zeta-Potential der Mikroemulsionssynthesen (MNE1 und
MNE2) liegt fur MNE1 bei 32,0 £ 1,0 mV und fur MNE2 bei 37,4 + 0,6 mV.
Anhand dieser Ergebnisse wurden die Nanopartikel der Synthesen MNE fir die
Anwendungsversuche ausgewahlt. Bei den Fallungssynthesen konnten aufgrund
unldslicher Agglomerate keine stabilen Dispersionen hergestellt werden, sodass
eine Analyse mittels DLS und Zeta-Potenzial zu keinem Ergebnis fuhrte (dies

wird in Tabelle 7 mit n/a gekennzeichnet).

Tabelle 7: Ubersicht (iber die PartikelgroBen und das Zeta-Potential (n/a bedeutet, dass aufgrund
mangelnder Dispergierbarkeit der Nanopartikel keine Messung moglich war).

Probe Mittelwert der Mittelwert der Zeta-Potential
PartikelgroBen aus  PartikelgroRen
TEM/FE-SEM aus DLS
MNA1 25,5+ 11,7 nm 1281 £ 139 nm 20,4 £0,7 mV
MNA2 19,6 £ 7,6 nm 337,9+£79,1 nm 299+04 mV
MNK1.3 24,1 +9,3 nm n/a n/a
MNK1.4 26,8 £+ 15,2 nm n/a n/a
MNK1.5 21,0+ 9,5 nm n/a n/a
MNK1.6Dx 21,7 £ 8,8 nm n/a n/a
MNK1.7CTAB 19,2 +4,8 nm n/a n/a
MNK1.8Dx 19,0 £ 5,6 nm n/a n/a
MNK1.8Dx CI 22,5+ 13,3 nm n/a n/a
MNK2.1 18,3 +4,9 nm 890,2 + 141,1 nm n/a
MNE1 4,1+1,2nm 187,7 £ 25,8 nm 32,0+£1,0mV
MNE2 4,4 +1,4 nm 959,2 £ 138 nm 37,4+0,6 mV
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Wie bereits erwahnt, war es nicht méglich, mit den Proben der Synthesen MNA
und MNK stabile Dispersionen herzustellen. Daher wurden die Proben
elektronenmikroskopisch genauer analysiert, wie in Abbildung 22 bis Abbildung
24 dargestellt. In Abbildung 22 sind die elektronenmikroskopischen Aufnahmen
der Probe MNK1.8Dx abgebildet. Die TEM-Aufnahmen (oben) und FE-SEM-
Aufnahmen (unten) der Probe MNK1.8Dx zeigen, dass die Nanopartikel zu
Platten agglomeriert sind und nur selten monodispers vorliegen. Das TEM-Bild
oben links zeigt, dass die Platte sehr diinn ist und aus maximal zwei Schichten
von Nanopartikeln besteht. Die FE-SEM-Aufnahmen zeigen, dass diese
Plattchen in groReren Agglomeraten vorliegen. Unten rechts und oben links ist

zu erkennen, dass die Platten aus diskreten Nanopartikeln bestehen.

]

0,1 um
e

50 nm

Abbildung 22: TEM- (oben, links 0,1 ym und rechts 50 nm) und FE-SEM-Aufnahmen (unten, links |
1 ym und rechts 100 nm) von MNK1.8Dx-Synthese.
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Um die Agglomerat-Verfestigung wahrend der Kalzinierung zu verhindern,
wurden Teilproben von MNK1.8Dx (Abbildung 22) jeweils mit einer Chlorid- und
einer Hydroxid-Schmelze vermischt. Die genaue Zusammensetzung ist in Kapitel
3.1.1 aufgefiihrt. Die Resultate der verschiedenen Schmelzen sind in Abbildung
23 dargestellt. Die Ergebnisse der Chlorid-Schmelze befinden sich rechts und die
Ergebnisse der Hydroxid-Schmelze links. Nach der Kalzinierung sind deutlich
unterschiedlich gro3e Partikel zu erkennen. Das TEM-Bild der Hydroxid-
Schmelze zeigt eine netzartige Struktur neben Nanopartikeln, die nicht naher
untersucht wurde. Im Vergleich zu den Partikeln ohne Chlorid-Schmelze in

Abbildung 22 liegen die Partikel mit Chlorid-Schmelze einzeln und klar definiert

vor.

100 nm
——

Abbildung 23: TEM-Aufnahme von MNK1.8Dx in Chlorid-Schmelze (links) und Hydroxid- -
Schmelze (rechts) bei Tk = 500 °C, tk = 3 h kalziniert.

Neben der Mikroemulsionssynthese und der Fallungssynthese mit AHC wurden
zusatzlich Synthesen mit Ammoniakwasser durchgefuhrt. Zur Analyse und zum
Vergleich der verschiedenen Synthesen wurde eine Form mit dem gleichem
Hilfsstoff (Dextran) wie bei der Fallungssynthese mit AHC (dargestellt in
Abbildung 22) verwendet. In Abbildung 24 ist die bildgebende Analyse der
Synthese mit Ammoniakwasser als Fallungsmittel und Dextran als Hilfsstoff
dargestellt. In den TEM-Aufnahmen (oben links) sind neben fadenférmigen
Agglomeraten auch einzelne Nanopartikel zu erkennen, welche auch in den FE-

SEM-Aufnahmen (unten rechts) vorliegen. Es ist ersichtlich, dass die
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GroRRenverteilung der Nanopartikel breit ist. Neben sehr kleinen, auf den

Abbildungen nicht messbaren Nanopartikeln sind auch einige ca. d =10 nm

grol3e Nanopartikel im Bild oben rechts zu sehen.

Abbildung 24: TEM—famen (oben)und FE-SEM-Aufnahmen (unten) derProe N. Die 7
GroRenbalken oben links: 0,5 um; oben rechts 50 nm; unten links 10 ym und unten rechts
100 nm.

Die Ergebnisse der bildgebenden Analysen, welche in Tabelle 7 dargestellt sind,
zeigen, dass die Synthesemethoden die PartikelgroRe beeinflussen und das

Agglomerationsverhalten je nach Methode variiert.
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4.1.1 Rontgenbeugungsanalyse

Um zu prufen, ob es mineralogische Unterschiede zwischen den Nanopartikeln
der verschiedenen Synthesemethoden und Fallungsmittel gibt, werden im
folgenden XRD-Daten ausgewertet. Dabei ist es unter anderem wichtig, ob es
Unterschiede zwischen den Herstellungsverfahren im MJR oder im Becherglas
gibt. Abbildung 25 zeigt zwei Diffraktogramme der Fallungssynthese mit AHC
nach der Kalzinierung bei Tk=500°C fur tk=3h, unter gleichen
Synthesebedingungen. Die Ergebnisse in schwarz geben im MJR synthetisierte
Proben und in rot im Becherglas hergestellte Proben wieder. Aus diesen
Diffraktogrammen und der Referenz geht hervor, dass es keinen
mineralogischen Unterschied zwischen der Herstellung im MJR und der
Herstellung im Becherglas gibt, weshalb im Folgenden nur die Diffraktogramme

des im MJR hergestellten Ceroxid-Nanopartikel gezeigt und analysiert werden.

2.2
1/——BNK1.20
2.0 4 ——MNK1.3
1 PDF 00-034-0395
1.8 4
1.6 1
L
1.0 -
0.8 4
0.6 1
0.4 4
0.2 .1 J I
0.0 . - . - . = . 5 . = , -
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Abbildung 25: Vergleich der Synthesen im MJR (schwarz) und Becherglas (rot) anhand einer
Fallungssynthese mit AHC nach Kalzinierung bei Tk = 500 ° C und des Referenzdiffrakto-
gramms PDF 00-034-0395 (grau).
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In Abbildung 26 wird eine Ubersicht aller Probensubstanzen der verschiedenen
Synthesemethoden und der verwendeten Fallungsmittel dargestellt. Die beiden
oberen Diffraktogramme zeigen die Daten der Mikroemulsionssynthese (MNE1
und MNE2), gefolgt von zwei Diffraktogrammen der Fallungssynthese mit
Ammoniakwasser (MNA1 und MNA2) und den drei unteren Diffraktogrammen
der Fallungssynthese mit AHC (MNK1.3) mit verschiedenen Additiven
(MNK1.8CTAB und MNK1.6Dx). Die jeweiligen Kalzinierungsbedingungen fur die
MNK-Synthesen waren Tk =500 ° C fir tk = 3 h. Die Syntheseverfahren und
Additive zeigen, abgesehen von Untergrund und Reflexbreite, keine
Unterschiede in den Reflexen, die dem CeO2 zugeordnet sind. Die Banden der
Diffraktogramme ohne Kalzinierung sind breiter und mit einem hoheren
Untergrund als die der Fallungssynthese mit anschlielender Kalzinierung. Die

Ergebnisse zeigen, dass in allen Fallen CeO:2 hergestellt wurde.

MNE2 28543 [ a7ass) 56353 [ o939
MNE1 — [ som]
MNA2
MNA1 ‘
—— MNK1.8Dx d A
MNK1.8CTAB p—
— MNK1.3
PDF 00-034-0395

| I T T T T T I T

10 20 30 40 50 60 70
Pos. [°2Th.]

Abbildung 26: XRD-Vergleich aller drei Syntheseverfahren. XRD-Diffraktogramme wurden zur
besseren Vergleichbarkeit normiert.
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Um zu prufen, ob die Fallungssynthese mit AHC auch ohne Kalzinierung
auskommen konnte, wurde eine XRD-Analyse des Precusors gemacht, deren
Ergebnisse in Abbildung 27 in blau dargestellt sind. Das Diffraktogramm gibt die
XRD-Ergebnisse vor der Kalzinierung und (in rot) die nach einer durchgefiihrten
Kalzinierung bei Tk=500°C Uber tk=3h wieder. Zudem ist das
Referenzspektrum fur CeO2 PDF 00-034-0395 in schwarz dargestellt. Wie in
Abbildung 27 erkennbar stimmt das Diffraktogramm des Precusors nicht mit dem
Referenzspektrum fur CeOz2 Uberein, sodass bei der Fallungssynthese mit AHC
als Fallungsmittel eine Temperaturbehandlung erfolgen muss, um Cerdioxid zu
erhalten. Die Ergebnisse des Precursors sind mit den Ergebnissen von Ederer
vergleichbar [Ede2019], sodass, wie in Gleichung {3} dargestellt, die

Zwischenstufe als Ce20(COg)2 charakterisiert werden kann.

Precusor MNK1.3
~— MNK1.3 nach Kalzinierung (T=500°C)
|—— PDF 00-034-0395 (CeO,)

Intensitat (Counts)

T y T g T ) T ' T = T

10 20 30 40 50 60 ' 70
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Abbildung 27: XRD-Messung der Zwischenstufe der Synthese mit AHC (blau) im Vergleich mit
Ceroxid-Nanopartikeln nach der Kalzinierung bei Tk = 500 ° C (schwarz). Rot gibt das Literatur-
spektrum (PDF 00-034-0395) zu CeO2 wieder.
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4.1.2 Raman-Spektroskopie

Weitere Untersuchungen zum Nachweis der Notwendigkeit einer Kalzinierung
der MNK-Synthesen wurden mittels der Raman-Spektroskopie durchgefihrt
(Abbildung 28). Der blaue Graph zeigt eine Raman-Messung vor der Kalzinierung
der Probe MNK1.8Dx. Der rote Graph zeigt die Bildung von CeO2 wahrend der
Kalzinierung bei Tk = 500 °C, die durch die Bande bei 1/7t = 465 cm™ identifiziert
werden kann. Das schwarze Spektrum belegt, dass beim Abkuhlen der Probe
neue Banden ab einer Wellenzahl von 1/)\= 1000 cm™" gemessen werden

konnen. Die einzelnen Banden und laut Literatur zugehorigen Gruppen sind in
Tabelle 8 und Abbildung 30 detailliert dargestellt.
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Abbildung 28: Raman-Messungen von MNK1.8Dx vor (blau), wahrend (rot) und nach (schwarz)
der Kalzinierung bei Tm = 500 °C. Messparameter: A = 785 nm, tmessung= 10 s.

Zur Uberprifung, ob bei der Mikroemulsionssynthese ebenfalls eine

Veranderung durch Kalzinierung erfolgt, wurde die Probe MNE1 den gleichen
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Kalzinierungsbedingungen wie MNK1.8Dx unterzogen. Die Farben in Abbildung
29 stellen den gleichen Zeitpunkt der Kalzinierung wie oben dar, blau vor, rot

wahrend und schwarz nach der Kalzinierung bei Tk = 500 °C. In Abbildung 29 ist
zu erkennen, dass die Ce-O Bande bei 1/7\ = 465 cm™ bedingt durch die
Kalzinierung zunimmt, wahrend nach dem Abkuhlen der Probe die Banden der
funktionellen Gruppen Uberwiegen. Die Ce-O Bande bei 1/}\ = 465 cmist vor

der Kalzinierung im Vergleich zu dem Raman-Spektrum nach der Kalzinierung

hoher, sodass eine Kalzinierung kontraproduktiv erscheint.
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Abbildung 29: Raman-Messungen von MNE1 vor (blau), wahrend (rot) und nach (schwarz) der
Kalzinierung bei Tm = 500 °C. Messparameter: A = 785 nm, tmessung= 10 s.

Um die funktionellen Gruppen des Ceroxid-Raman-Spektrums genauer zu
identifizieren, sind diese in Abbildung 30 mit den entsprechenden Wellenzahlen
versehen und werden in Tabelle 8 den funktionellen Gruppen nach

Literaturwerten zugeordnet. In der Literatur wird beschrieben, dass die F2g-

Bande bei 1/;\ = 465 cm™' eine symmetrische Streckung des Ce-O wiedergibt,
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sodass dies die wichtigste Bande im Raman-Spektrum zur chemischen

Identifikation des Ceroxides darstellt.

y ' ' —— Mikroemulsion CeO,

60000 - g | gemessene Raman Peaks
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Abbildung 30: Raman-Spektrum von MNE1 mit Wellenzahlen der Banden. Messparameter:
A =785 nm, tmessung=10 s Messung bei RT.
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Tabelle 8: Zuordnung der gemessenen Raman-Banden zu Literaturwerten (bei den leeren Zeilen
wurden zum Zeitpunkt der Analyse keine passenden Literaturwerte gefunden).

Gemessene Raman-Peaks Zugeordnete Schwingung Literaturstellen
/3 lem]
240
460 Ce-O
588
711
1049 NOs [Lia2021]
1226 C'802 [Win2011]
1346 C'802 [Win2011]
1394 C'802 [Win2011]
1471
1514
1637 OH [Cul2020]
1778
2086
2139 Cco
2257
2378
3207 NH4* [Liu2020]
3336
3451 NHs-NHs oder OH [Liu2020] oder [Lia2021]

Wie bereits mit der XRD nachgewiesen, zeigt auch das Raman-Spektrum in
Abbildung 31, dass es zwischen den Synthesen im Becherglas (BNK1.20,
schwarz) und im MJR (MNK1.3, rot) mit AHC als Fallungsmittel nach einer
Kalzination bei Tk =500 °C tk =3 h keinen signifikanten Unterschied in den
vorhandenen Banden gibt. Es gibt jedoch signifikante Unterschiede in der Hohe
des Untergrundes, wobei der Untergrund der im Becherglas hergestellten

Ceroxid-Nanopartikel hoher ist als der der im MJR hergestellten Nanopartikel.
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Abbildung 31: Raman-Messungen zum Vergleich der Synthese im Becherglas (grau) und MJR
(rot) mit AHC als Fallungsmittel, ohne Hilfsstoff nach der Kalzinierung bei Tk = 500 °C. Messpa-
rameter: A = 785 nm, tmessung = 10 s Messung bei RT.

Abbildung 32 zeigt Raman-Spektren der Proben aller verwendeten Verfahren
und Fallungsmittel. Oben sind die Spektren des Mikroemulsionssynthesen und
unten die der Fallungssynthesen dargestellt. Links werden die Synthesen mit
AHC als Fallungsmittel und anschliel3ender Kalzinierung bei Tk = 500 °C tk =3 h
wiedergegeben und rechts die Nanopartikel, die mit Ammoniumhydroxid als
Fallungsmittel ohne anschlieende Temperaturbehandlung hergestellt wurden.
Dabei ist zu erkennen, dass die Ce-O Schwingung bei den Fallungssynthesen
deutlich starker ist als bei den Ceroxid-Nanopartikeln aus den
Mikroemulsionssynthesen. Wie bereits das Spektrum von MNE1 in Abbildung 29
zeigt, Uberwiegt nach einer Kalzination der Teil des Spektrums mit den
funktionellen Gruppen, wie auch in Abbildung 32 oben links der
Mikroemulsionssynthese mit AHC zu erkennen ist.
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Abbildung 32: Raman-Messungen zum Vergleich der Synthesen MNE3 kalziniert bei Tk = 500 °C
(oben links) MNK1.5 kalziniert bei Tk = 500 °C (unten links), MNE (oben rechts) und MNA1 (unten
rechts), normiert. Messparameter: A = 785 nm, tmessung = 10 s Messung bei RT.
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4.1.3 Rontgenphotoelektronenspektroskopie

Die XPS-Analysen zeigen das Verhaltnis von Cer, Sauerstoff und Kohlenstoff auf
der Oberflache der Nanopartikel. Dies ist in Abbildung 33 anhand der Probe
MNK1.3 dargestellt, wobei sich oben links das gemessene Ubersichtsspektrum
befindet. Oben rechts ist der Bereich der Bindungsenergien flr Ce 3d dargestellt
und ausgewertet, unten links das Spektrum der Bindungsenergien des O 1s und
unten rechts das Spektrum des C 1s.
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Abbildung 33: Ubersichts-XPS-Spektrum der Probe MNK1.3 (oben links), ausgewertet nach Cer
(oben rechts), Sauerstoff (unten links) und Kohlenstoff (unten rechts).

Der Vergleich mit Calvache-Mufioz et al. [Cal2019] zeigt ein leicht verschobenes
Sauerstoffmaximum und ein starker ausgepragtes Maximum des Cers bei
E =890 eV und E =902 eV [Fis2019, Fis2019].

Abbildung 34 gibt die XPS-Spektren des Elementes Cer der Proben MNE1,
MNA1, MNK1.3, MNK1.6Dx und MNK1.8CTAB_CI (absteigend) wieder, die von

275
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E=880-899eV Ceds2 und von E=900-920eV Ceds2 beinhalten
[Muh2014]. Die Bindungsenergien des Sauerstoffes sind in Abbildung 35
dargestellt. Das Maximum von MNK1.3 liegt bei E = 527 eV und bei MNE1 liegt
das Maximum bei E =530eV mit einer Schulter bei E =532 eV. Dieses
Verhaltnis verschiebt sich bei MNA1 hin zu einem Maximum bei E = 532 eV mit
einer Schulter bei E = 530 eV. Die Auswertung der XPS-Spektren zum Element
Kohlenstoff sind in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 34: Auswertung der XPS-Spektren nach Ce 3d der Proben MNE1 und MNA1, MNK1.3,

MNK1.6Dx und MNK1.8CTAB_CI (von oben nach unten).
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Abbildung 35: Auswertung der XPS-Spektren nach Sauerstoff der Proben MNE1 und MNA1,
MNK1.3, MNK1.6Dx und MNK1.8CTAB_CI (von oben nach unten).
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Abbildung 36: Auswertung der XPS-Spektren nach Kohlenstoff der Proben MNE1 und MNA1,
MNK1.3, MNK1.6Dx und MNK1.8CTAB_CI (von oben nach unten).
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Eine Zusammenfassung der XPS-Ergebnisse erfolgt in Tabelle 9. Dort sind die
Analysen nach prozentualer Verteilung der jeweiligen Bindungsenergien fur Cer,
Sauerstoff und Kohlenstoff aufgelistet. Die Analyse der XPS-Spektren wurde nur
nach Cer mit der Oxidationsstufe (IV) durchgeflihrt. Die Zusammenfassung der
Ergebnisse zeigt, dass das Verhaltnis von Ce 3/2 zu Ce 5/2 bei allen Proben
annahernd gleich ist. Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass in allen Proben

CeO2 vorhanden ist.

Tabelle 9: Zusammenfassung der Intensitaten der Bindungsenergien nach Cer, Sauerstoff und
Kohlenstoff nach [Rom1993, Fal1995, Nat2005]

Bindungs- | Peak | Oxidati- MNE | MNA | MNK MNK1.8 | MNK1.8

energie onsstufe |1 1 1.3 Dx Dx_CI

[eV] Cer

880,60 Vo 11

882,60 v v 9,78 121,90 | 12,94 |13,16 13,48

885,45 v 11

888,85 v 1\ 34,69 | 21,88 | 28,32 | 28,43 27,53

898,40 v v 16,14 | 16,86 | 19,12 | 18,80 19,36

898,90 Uo 1]

901,05 u v 6,35 |14,23 | 8,49 8,63 8,85

904,05 u' 1]

907,45 u“ v 22,55 | 14,20 | 18,58 | 18,66 18,07

916,70 u“ Y 10,48 | 10,94 | 12,54 | 12,33 12,70
O1s

521,30 3,31 4,01

529,04 56,99 | 37,26 | 57,73 | 58,04 49,19

531,08 3,29 33,35 |30,68 41,40

532,48 36,41 | 37,20

533,70 21,54 | 8,92 11,28 9,40
C1s

276,92 10,49 | 7,63

284,86 62,62 | 48,25 | 63,14 | 32,18 61,20

287,96 13,44 | 41,17 | 36,86 | 31,20 26,26

290,24 2,95 23,25

292,13 37,37 12,54
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4.1.4 Katalytische Aktivitat

Die katalytische Aktivitat der Ceroxid-Nanopartikel wird mittels UV-VIS bestimmt.

In Abbildung 37 sind die Resultate der UV-VIS-Messungen dargestellt, welche in

eine Kalibriergerade in Abbildung 38 Uberfuhrt wurden. Die Ergebnisse zeigen,

dass die Farbintensitat des oxidierten TMB von der Menge der Ceroxid-

Nanopartikel in der Losung abhangig ist. Mit steigender Menge an Ceroxid-

Nanopartikeln in der Losung steigt die Absorption proportional an.

3400 -
3200 -
3000 -
2800 -
2600 -
2400 -
2200 4
2000 -
1800 -
1600 -

Transmission [Intensitat]

1 kg 1 N 1 N I

——O0mg NP
- - -0.3mg NP
0.5mg NP
- = =1mg NP
2mg NP
—3mg NP
——4mg NP
5mg NP
—— 6mg NP

- -
-
—
-— -
e - -

- . : - - - ; .
550 575 600 625 650 675

Wellenlange [nm]

Abbildung 37: UV-VIS-Messungen von TMB-Lésungen mit verschiedenen Mengen an Ceroxid-

Nanopartikeln in de

r Lésung.
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Abbildung 38: Kalibrierung der TMB-Absorption mit linearer Anpassung abhangig von der Cer-
oxid-Nanopartikel-Konzentration.

Aulerdem ist die Abhangigkeit der Substratkonzentration von Bedeutung, um die
idealen Bedingungen fur die Anwendung im Sensor zu bestimmen. Dazu werden
die Mengen der Ceroxid-Nanopartikel und das Wasserstoffperoxid konstant
gehalten und die Menge des Substrates, in diesem Falle TMB, variiert. Abbildung
39 zeigt die Absorption Uber die Reaktionszeit abhangig von den Substrat-

konzentration. Mit steigender TMB-Menge steigt die Farbintensitat der Losung.
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Abbildung 39: UV-VIS Messungen mit verschiedenen TMB Konzentrationen. Die Menge von
CeO02-NP und H202-Konzentration wurde konstant gehalten.

Die zur Berechnung der Michaelis-Menten-Konstante notwendige Sattigung
wurde in diesem Experiment nicht erreicht, weshalb auf die Bestimmung mittels
Lineweaver-Burk (siehe Kapitel 3.3.3, Abbildung 16) zuruckgegriffen wird. In
Abbildung 40 ist die reziproke Geschwindigkeit Uber die reziproke Substrat-
Konzentration aufgetragen, woraus sich nach einer linearen Anpassung die
Werte flr 1/vmax und 1/Km ergeben, die in Tabelle 10 dargestellt und zur

Vergleichbarkeit mit Literaturwerten umgerechnet werden (hervorgehoben).
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Abbildung 40: Linewear-Burk-Diagramm von Ceroxid-Nanopartikeln mit Wasserstoffperoxid und
variabler Substratkonzentration des TMB fiir die Messung nach t = 300 s.

Tabelle 10: Bestimmung von vmax und Ku mittels Lineweaver-Burk

Wert Berechneter Literaturwert
Wert [Jia2012]
Schnittpunkt mit 0,641 £ 0,769  Vmax = 5,07 + 0,03 [108 M/s]
der y-Achse 1,560 £ 1,3 M/s
Schnittpunkt mit -0,583 £ 0,768 Ku= 646 + 32 [104 M]
der x-Achse 1,717 £1,3 M

Als zweites Substrat wurde in dieser Arbeit Wasserstoffperoxid verwendet. Die
Abhangigkeit der Absorption von der Menge des zugegebenen Substrates bei
gleicher Ceroxid-Nanopartikel- und TMB-Menge ist in Abbildung 41 dargestellt.
Die Abbildung zeigt, dass auch die Menge des Wasserstoffperoxides einen
Einfluss auf die Absorptionsintensitat des TMB hat. Mit steigender H202-

Konzentration steigt die Farbintensitat des TMB an.
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Abbildung 41: UV-VIS Messungen mit verschiedenen H202 Konzentrationen mit Ceroxid-Nano-

partikel und TMB.



Ergebnisse 85

4.2 Anwendung der Ceroxid-Nanopartikel im Biosensor

Anhand der charakteristischen Merkmale der Ceroxid-Nanopartikel aus Kapitel
4.1 aus den verschiedenen Syntheseverfahren wurden die Nanopartikel aus der
MNE1-Synthese fur die Anwendung in den Biosensoren verwendet. Diese lagen
bereits in Losung vor, woraus fur die Anwendungen Aliquote eingesetzt wurden
(siehe Kapitel 3).

4.2.1 Kolorimetrischer Sensor

Der kolorimetrische Sensor wird in Form eines lateralen Flusstests umgesetzt.
Abbildung 42 zeigt den Aufbau des verwendeten Sensorsystems. Der rote Pfeil
zeigt auf die Testlinie und der schwarze auf die Kontrolllinie (siehe auch Kapitel
3.5.2 und Abbildung 12 zur genauen Erklarung). Im Vorfeld der hier dargestellten
Versuche wurden verschiedene Pufferldsungen mit unterschiedlichen pH-Werten
getestet. Die hier gezeigten Ergebnisse wurden unter Verwendung einer MES-
Losung mit dem pH = 5 ermittelt. Laut Theorie musste die Testlinie mit steigender

Histamin-Konzentration schwacher werden [Moy2019].

Dies wurde mit Hilfe eines ,Lateral-Flow-Readers” Uberpruft, in dem die
Reflexionen der Linien gemessen und die Ergebnisse gegen die Histamin-
Konzentration aufgetragen wurden. In Abbildung 44 sind die Mittelwerte der
Testlinie inklusive Standardabweichungen dargestellt. Entgegen der Erwartung
kann bei der Testlinie kein antiproportionaler Verlauf in diesem Aufbau
festgestellt werden. Allerdings zeigen die Ergebnisse der Kontrolllinie in

Abbildung 44 den bei der Testlinie erwarteten antiproportionalen Verlauf.



Ergebnisse 86

Abbildung 42: Lateraler Flusstest mit Histamin 15 Minuten nach Beendigung des Tests.
Steigende Histamin-Konzentration in der Probe von rechts nach links. Ganz links kein Histamin
in der Probe (blank). Der rote Pfeil zeigt auf die Testlinie, der schwarze Pfeil auf die Kontrolllinie.
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Abbildung 43: Ergebnisse der Messungen der verschiedenen Histamin-Konzentrationen im
lateralen Flusstest an der Testlinie mit dem Lateral-Flow-Reader.
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Abbildung 44: Ergebnisse der Messungen der verschiedenen Histamin-Konzentrationen im
lateralen Flusstest an der Kontrolllinie mit dem Lateral-Flow-Reader.

Diese Ergebnisse erlauben daher keine Kalibrierung fir den Histamin-Test

mittels eines lateralen Flusstests.

Um die Ursache fur diese Ergebnisse zu ermitteln, wurde ein photometrischer

Test durchgefihrt, mit dem gezeigt werden konnte, dass Histamin ebenso wie

Wasserstoffperoxid direkt mit TMB reagiert. Die Intensitat des Farbumschlages

in Abhangigkeit von der Histamin-Konzentration ist in Abbildung 45 dargestellt.

Eine Hypothese flur eine mogliche Erklarung wird in Kapitel 5.2 und Abbildung 49

diskutiert.
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Abbildung 45: UV-VIS-Messungen mit Ceroxid-Nanopartikeln, TMB und unterschiedlichen Hista-
min-Konzentrationen.

Da mit Histamin im lateralen Flusstest keine Kalibriergerade erstellt werden kann
und die UV-VIS-Messungen zeigen, dass die Kombination Nanoceria, TMB und
Histamin in Losung zu einem Farbumschlag fuhrt, wurde auf den Nachweis von
Histamin in einer realen Weinprobe verzichtet. Der Grund dafir ist, dass die
Lésung mit Wein als Analyt leicht rotlich gefarbt ist und somit der Farbumschlag

nicht eindeutig nachgewiesen werden kann.
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4.2.2 Elektrochemischer Sensor

Eine weitere Anwendung der Ceroxid-Nanopartikel soll in Form eines
elektrochemischen Sensors stattfinden. Dazu wird eine siebgedruckte Elektrode
(SPE) mit unterschiedlichen Mengen Ceroxid-Nanopartikeln beschichtet.
Vorversuche haben ergeben, dass Vnp-Lsg = 4 pl einer 3,2 - 108 ppb NP-L6sung
aus der MNE1-Synthese das stabilste Ergebnis erzielt, sodass im Folgenden nur
die Auswertung dieser Ceroxid-Nanopartikel auf dem Sensor aufgefuhrt wird. Im
Vorfeld der amperometrischen Messungen wurden Cyclovoltametrie-Messungen
durchgefuhrt, die zeigten, dass im Potentialbereich zwischen E = 0,7 - 0,8 V eine
Oxidation stattfindet, sodass daraus das Messpotential fliir die Amperometrie
bestimmt werden konnte. Um an der Stelle des hochsten Stromwertes messen

zu konnen, hat sich folgende Messeinstellung ergeben:
e Potential EMessung =0,75V

Um die Diffusion zu berucksichtigen, wird Uber einen Zeitraum von tm =180 s
gemessen. Zur Erstellung des Kalibrierdiagramms wird der Strom bei tm =120 s
abgelesen, da der gemessene Strom zu diesem Zeitpunkt stabil ist und Uber die

Konzentration aufgetragen werden kann.

In Abbildung 46 ist die Kalibrierung des Stroms gegen die Wasserstoffperoxid-
Konzentration aufgetragen. Das Signal des Sensors entwickelt sich proportional
zur H202-Konzentration. In Tabelle 11 sind die daraus ermittelten analytischen
Charakteristika sowie die Fehlertoleranz der Messungen aus einer realen Probe
angegeben. Diese ist mit + 6,4 % relativ gering, sodass diese Methode zur
Bestimmung der Wasserstoffperoxid-Konzentration in Losung gute Ergebnisse

erzielt.
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Abbildung 46: Wasserstoffperoxid-Kalibrierung der mit Ceroxid-Nanopartikeln beschichteten
siebgedruckten Kohlenstoffelektrode (mit einem Konfidenzband von 95 %).

Tabelle 11: Analytische Charakteristika der Kalibriergeraden von H202 in Abbildung 46.

Parameter Bestimmt
Kalibriergerade . y=0,053x + 0,217
R? 0,924
Nachweisgrenze . ¢=0,204 mM
Linear Range . ¢=0,2-2mM
Fehler einer realen H202-Probe (c = 0,5mM) | +6,2 %

Um den Histamin-Gehalt einer Probe mittels elektrochemischen Sensors zu
ermitteln, wurden ebenfalls Messungen fir eine Kalibrierung durchgefihrt.
Allerdings liel3 sich keine Kalibrierung erstellen, da die Messergebnisse, wie in
Abbildung 47 dargestellt, keinen Zusammenhang zur Histamin-Konzentration in

der Probe zeigten.
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Abbildung 47: Ergebnisse der Messungen zur Kalibrierung von Histamin im elektrochemischen
Sensor mit den konzentrationsabhangigen Messdaten.

In der Literatur wird beschrieben, dass siebgedruckte Elektroden, welche mit Cer-
oxid-Nanopartikeln beschichtet wurden, Glukose nachweisen konnen. Dies
wurde anhand von zwei verschiedenen Glukose-Konzentrationen Uberprift, um
zu sehen, ob die in dieser Arbeit hergestellten Ceroxid-Nanopartikel die gleichen
Fahigkeiten besitzen, wie in der Literatur beschrieben [Pat2012]. In Abbildung 48
sind Cyclovoltametrie-Messungen von zwei verschiedenen Glukose-
Konzentrationen (lila c1=0,1 mM Glukose und grin c2=0,01 mM Glukose)
sowie des Untergrundes ohne Glukose (schwarz) dargestellt. Wie erkennbar, ist
der aufgenommene Strom abhangig von der Glukose-Konzentration auf der
Elektrode. Dies bestatigt die Fahigkeit der Ceroxid-Nanopartikel, Glukose im
elektrochemischen Sensor zu detektieren.
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Abbildung 48: Glukose im elektrochemischen Sensor, mit ¢ =0,1 mM Glukose (lila) und
¢ = 0,01 mM Glukose (griin), schwarz gibt eine Hintergrund-Messung wieder.



Diskussion 93

5 Diskussion

Im folgenden Kapitel werden die Resultate aus Kapitel 4 diskutiert. Dabei werden
zuerst die Ergebnisse der Nanopartikel-Herstellung mittels MJR behandelt,
indem die verschiedenen Synthesen miteinander und mit der entsprechenden
Literatur verglichen werden. AnschlieRend werden die verschiedenen

Sensortypen und ihre Eignung zum Nachweis von Histamin diskutiert.

5.1 Vergleich verschiedener Ceroxid-Nanopartikel-Synthese-

routen

Die Herstellung von monodispersen Ceroxid-Nanopartikeln ist abhangig vom
verwendeten Fallungsmittel, Hilfsstoff und der Synthese-Methode. Wie in Kapitel
4.1 dargestellt, liegen Ceroxid-Nanopartikel, welche mittels Mikroemulsions-
synthese hergestellt werden, monodispers vor (siehe Abbildung 19). Ceroxid-
Nanopartikel aus einer Fallungssynthese, wie in Abbildung 22 und Abbildung 24
dargestellt, agglomerierten trotz zugegebenem Hilfsstoff wahrend der Synthese.
Grole, unlosbare Agglomerationen (wie in Abbildung 22 abgebildet), z.T. in Form
von Stabchen oder Flakes, werden auch in der Literatur bei Tyrpekl et al.
beschrieben [Tyr2019]. Dieses Phanomen der Flakes bzw. Sternstruktur bei der
Synthese von Ceroxid-Nanopartikeln ist also kein Phanomen der Synthese im
MJR allein, sondern liegt vermutlich an der Auswahl des Fallungsmittels AHC in
Kombination mit der Synthese-Methode im MJR. Dai et al. [Dai2014] beschreibt,
dass eine niedrige Temperatur und hohe Ubersattigung die Bildung von Flakes
begunstigt. Die Konzentration des Fallungsmittels wird wahrend der Reaktion
durch das Aufeinanderprallen der Reaktionsldsungen im MJR stark Ubersattigt.
Auch eine Reduzierung der AHC-Konzentration konnte dieses Problem nicht
|6sen. Bei der Kalzinierung der Synthese MNK1.8CTAB (Abbildung 22) wurde
zur Unterstitzung ein Hilfsstoff hinzugeflgt, um die Agglomerationen, die sich
wahrend der Synthese bilden und durch die Kalzinierung versintern, zu
reduzieren. Die Ergebnisse in Abbildung 23 zeigen, dass diese Nanopartikel im
Vergleich zu den Nanoceria ohne Hilfsstoff wahrend der Kalzinierung

monodispers vorliegen. Die Zugabe von bspw. einer Chlorid-Schmelze hat einen
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positiven Einfluss auf die Versinterung der Nanopartikel bei einer Kalzination.
Wie in Abbildung 23 ebenfalls gut erkennbar, ist die Partikelverteilung breiter als
bspw. bei MNE1. Dies zeigen auch die Standardabweichungen aus Tabelle 7.
Ebenfalls aus Tabelle 7 ist zu entnehmen, dass die Nanopartikel aus den
Mikroemulsionssynthesen deutlich kleiner sind und eine schmalere
GroRenverteilung haben als die Partikel aus den Fallungssynthesen. Als ein
weiteres Fallungsmittel wurde Ammoniakwasser verwendet. In Vorversuchen
wurde die Zwischenstufe getrocknet und anschliel3end ebenfalls kalziniert, wobei
auch in diesem Fall die Bildung unloslicher Aggregate die Folge war. Durch die
Verwendung einer Mikroemulsionssynthese und das Waschen der Partikel mit
Ethanol wurde deutlich, dass eine Kalzinierung nicht notwendig ist, sodass diese
Versuche nochmals ohne Kalzinierung und mit einem Hilfsstoff (siehe Tabelle 3)
durchgefuhrt wurden. Wie die Ergebnisse in Abbildung 22 zeigen, sind trotz der
Zugabe verschiedener Hilfsstoffe bei der Synthese und ohne

Temperaturbehandlung Agglomerationen entstanden.

Im Allgemeinen zeigen die Resultate aus Kapitel 4.1, dass die in dieser Arbeit
verwendeten Syntheseverfahren und Fallungsmittel mit unterschiedlichen
Zwischenstufen zur Herstellung von Ceroxid verwendet werden konnen. Die
XRD-, XPS- und Raman-Messungen bestatigen dieses Ergebnis. Allerdings
zeigen die XRD-Messungen (siehe Abbildung 26) der Ceroxid-Nanopartikel,
welche mittels Mikroemulsionen und Ammoniakwasser hergestellt wurden, dass
deutlich mehr Untergrund und breitere Reflexe auftraten als bei den Ceroxid-
Nanopartikeln, welche mit AHC gefallt wurden. Dies kann zwei Grunde haben.
Zum einen sind die Partikel der Mikroemulsionssynthese deutlich kleiner, sodass
durch die geringere GrofRe der Nanopartikel eine nicht ausreichende Menge an
Gitterebenen vorhanden ist. Zum anderen kénnte ein zu hoher amorpher Anteil
in der Probe dazu fuhren, dass dieser durch die Kalzinierung verringert wird. Die
XRD-Daten der Fallungssynthesen mit AHC in Abbildung 27 zeigen allerdings,
dass die in der Literatur beschriebene Kalzinierung notwendig ist, da die
Diffraktogramme von Precusor und Produkt signifikante Unterschiede aufweisen.
FUr das Spektrum des Precusors konnte in der Literatur kein Referenzspektrum
ermittelt werden. Die Ergebnisse sind zum Teil mit den Ergebnissen von Ederer

vergleichbar [Ede2019], sodass eine Fraktion der Zwischenstufe, wie in
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Gleichung {3} dargestellt, als Ce20(COs3)2 charakterisiert werden kann. Allerdings
zeigen Vergleiche mit Diffraktogrammen verschiedener Cer-Verbindungen, dass
es keine eindeutige Formel fur diese Zwischenstufe gibt, sondern dass die
Zwischenstufe aus verschiedenen Ceroxid- und Hydroxycarbonaten mit geringen
amorphen Anteil ohne eindeutige Formel besteht (vgl. [Ani2011] und [Dai2014]).
Aulerdem zeigen die Daten der AHC-Fallungssynthese, dass die anschlie3ende
Temperaturbehandlung zu schmaleren Reflexen mit wenig Untergrund fuhren.
Daraus ist abzuleiten, dass die Temperaturbehandlung einen Einfluss auf die
Kristallinitdt der Ceroxid-Nanopartikel hat und gleichzeitig madgliche
Verunreinigungen aus der Synthese-Mischung durch Verdampfen besser

entfernt werden konnen als durch mehrmaliges Waschen. Dies bestatigen auch

die Raman-Messungen. Die F2g-Bande bei 1/7\ = 465 cm™ zeigt, dass in allen

Synthesen Ce-O hergestellt wurde. Die weiteren Banden ab 1/7\ = 1100 cm™im

Raman-Spektrum deuten darauf hin, dass auf Grund der sehr gro3en Oberflache
der Nanopartikel weitere funktionelle Gruppen wie Hydroxid- oder
Kohlenstoffoxid-Gruppen aus der Atmosphare an die Oberflache binden (siehe
auch Tabelle 8). Cer ist ein sehr reaktives Element, welches leicht

Sauerstoffatome und Hydroxidmolekile chemisorbiert, deren relevante Banden

sich bei 1/A: 1636 cm™ als intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen

befinden. [Kim2001] Bei Wellenzahlen ab 1/A = 3 000 cm™ liegen unter anderem
O-H- und N-H-Verbindungen vor [Cul2020]. Zwischen den Wellen-zahlen
1/A: 1200 cm™ und 1/A: 1 600 cm™' werden C-O-Verbindungen detektiert

[Win2011]. Calvache-Mufioz beschreibt, dass Ceroxid-Nanopartikel je nach
Herstellungsmedium unterschiedliche Banden aufweisen, da es durch die
verschiedenen Synthese-Umgebungen zu einer ungleichmafigen Ausbildung
von Sauerstoff-Leerstellen und Einbau verschiedener funktioneller Gruppen auf

der Cer-Sauerstoff-Oberflache kommen kann. AuRerdem ordnet er die Bande bei

einer Wellenzahl von 1/)\ = 1 160 cm™! den Sauerstoff-Leerstellen zu. [Cal2019]

Die Raman-Messungen bei Tm =500 °C in Abbildung 28 zeigen, dass bei
Tm =500 °C nur die Ce-O Bande bei 1/}\ = 465 cmidentifizierbar ist. Sobald die

Probe wieder auf Raumtemperatur abgeklhlt ist, sind diverse Banden bei
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Wellenzahlen ab 1/)\ = 1100 cm™" messbar. Da die meisten Raman-Spektren fiir

CeOz in der Literatur nur bis zu einer Wellenzahl von 1/)\ = 1100 cm™" dargestellt

oder die weiteren Banden nicht beschrieben sind, wie bspw. bei Calvache-
Munoz et al. [Cal2019], ist eine sichere Zuordnung zu CeO2-Nanopartikel nicht
gewahrleistet. Anhand von Literaturwerten zu anderen Nanopartikeln und
allgemeiner Literatur zur Raman-Spektroskopie konnte ein Groliteil der

gemessenen Raman-Banden dennoch zugeordnet werden, siehe Tabelle 8.

Die Analysen der XPS zeigen, dass es nicht zwingend notwendig ist, die
Nanopartikel zu kalzinieren, um Ceroxid herzustellen, da auf allen Oberflachen
Ce-O nachgewiesen werden konnte. Allerdings ist die Menge an Kohlenstoff bei
den nicht kalzinierten Proben hoher als bei den Proben, die eine
Temperaturbehandlung erfahren haben. Dies bestatigen auch die Raman-
Messungen, aus denen erkennbar ist, dass auf den Nanopartikeln ohne
Kalzinierung im Vergleich zur Ce-O-Bande deutlich mehr funktionelle Gruppen
gemessen wurden, als auf den Nanopartikeln mit Kalzinierung. Welchen Einfluss
dies auf die enzymatische Aktivitat hat, lasst sich in dieser Arbeit nicht
bestimmen, da durch die Agglomerationen, die durch die Kalzinierung verfestigt
werden, die Menge an Nanopartikeln pro Suspensionsvolumen nicht vergleichbar

ist.

Im Allgemeinen ist das Uberfiihren der Batch-Synthesen zur Herstellung der
Ceroxid-Nanopartikel in eine kontinuierliche Synthese gelungen. Um zunachst
auf Additive zu verzichten, wurde die Synthese mit AHC durchgefuhrt. Allerdings
entstanden hierbei Probleme durch Agglomerationen der Nanopartikel, die durch
die thermische Umsetzung des Zwischenproduktes irreversibel zu Ceroxid
versintert wurden. Aus dieser Erfahrung wurde geschlossen, dass eine Synthese
mit Additiven notwendig ist. Dies wurde zuerst mittels der Fallungssynthese AHC
durchgefuhrt, anschlieRend wurde eine Mikroemulsionssynthese angewendet.
Die Uberfiihrung der Mikroemulsionssynthese in den MJR zeigte, dass positive
Ergebnisse hinsichtlich der GroRe und chemischen Analyse der Nanopartikel
erzielt werden konnen. Allein die Reinigungsarbeiten am MJR waren hier deutlich
zeitaufwandiger als bei der Synthese mit AHC, da die Tenside lange in den
Kanalen des Reaktors verblieben und nach einigen Spulilgangen immer noch
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Schaum produzierten. Aus diesem Grund gab es keine Wiederholung dieser
Syntheseroute. Bei einer kontinuierlichen Synthese, ohne standiges Wechseln
der Reaktanten, ist nach Auswerten aller Ergebnisse und Anwendungen die
Mikroemulsionssynthese von Ceroxid-Nanopartikeln die Syntheseroute der
Wahl, da so monodisperse, direkt in Losung vorliegende Ceroxid-Nanopartikel
hergestellt werden konnen. Die Synthesen mit Ammoniumhydroxid als
Fallungsmittel lassen sich im MJR ebenfalls deutlich schlechter umsetzen, da die
organischen Ldse- und Hilfsmittel mehr Reinigungsaufwand bendtigen. So
reagiert in der Fallungssynthese das PAA (MNA1) bereits im Reaktor zu einem
dickflissigen Gel, welches sogar durch den Reaktor in die Leitungen der Cer-
Ldsung geschossen wird und sich daraus schlecht entfernen lasst. Obwohl, wie
in Kapitel 2.3 beschrieben, Penth [Pen2001] Verstopfungen im MJR ausschlieft,
kommt es bei der Synthese von Ceroxid-Nanopartikeln mit Ammoniumhydroxid
als Fallungsmittel zu Verstopfungen des Austrittkanals. Wie er bereits flr andere
Mikroreaktoren erwahnte, ist die Verstopfung von Kanalen ein 6konomisches
Problem, welches durch die Demontage- und Reinigungsarbeiten der verstopften
Leitungen begrunden lasst. Daher sollte unter Berlcksichtigung der
wissenschaftlichen Erkenntnisse auch fur den Einsatz von Ammoniumhydroxid
und einigen Hilfsstoffen (z. B. CTAB oder PAA) der Reinigungsaufwand des MJR

in Relation zur Ausbeute und damit zu wirtschaftlichen Faktoren gesetzt werden.

Abschliel3end kann jedoch gesagt werden, dass die Synthesen unabhangig von
der Syntheseroute und dem Fallungsmittel von der Batchsynthese in den MJR
uberfuhrt werden konnten und in allen Fallen Ceroxid hergestellt wurde. Somit

konnte dieser Teil der Arbeit erfolgreich abgeschlossen werden.

5.2 Anwendung der Ceroxid-Nanopartikel

Die Herstellung der Ceroxid-Nanopartikel mittels eines Mikro-Jet-Reaktors und
der Nachweis von Wasserstoffperoxid durch Ceroxid-Nanopartikel sind in dieser
Arbeit gelungen. Wie die Ergebnisse in Kapitel 4.1.4 zeigen, kdnnen Ceroxid-
Nanopartikel als Nanozym in Kombination mit TMB und Wasserstoffperoxid als
Substrate verwendet werden. Der Vergleich der in Kapitel 4.1.4 bestimmten
Michaels-Menten-Konstante Km und vmax mit Ergebnissen aus der Literatur
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[Jia2012] zeigt, dass die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten Ceroxid-
Nanopartikel eine deutlich geringere Enzymaktivitat aufweisen. Ein hoher Kwu-
Wert deutet auf eine geringe Affinitdt des Substrats zu seinem Enzym hin,
wahrend ein niedriger Wert eine hohe Affinitdt und damit eine stabile Enzym-
Substrat-Bindung bedeutet. Die in dieser Arbeit hergestellten Ceroxid-
Nanopartikel zeigen im Vergleich zu Literaturwerten (beide Werte in Tabelle 10
dargestellt), dass der Ku-Wert groRRer ist. Dies bedeutet, dass die Bindung
zwischen Enzym und Substrat weniger stabil ist und die Enzymaktivitat verringert

wird.

Der Nachweis von Histamin mittels Ceroxid-Nanopartikeln ist in den verwendeten
Sensorsystemen nicht gelungen, da, wie im Verlauf dieses Kapitels anhand der
jeweiligen Sensortypen im Detail erklart wird, das Histamin mit den Ceroxid-

Nanopartikeln unerwartete Wechselwirkungen zeigt.

Fir die Anwendung in Biosensoren wurden die Ceroxid-Nanopartikel aus der
Mikroemulsionssynthese ausgewahlt, da diese bereits in LOsung vorliegen, keine
irreversiblen Agglomerationen zeigten und somit leichter zu dosieren waren. Die
Detektion von Wasserstoffperoxid mit den hergestellten Ceroxid-Nanopartikeln
verlief erfolgreich. Somit konnte die Anwendung der Ceroxid-Nanopartikel in
einem Biosensor in dieser Arbeit erflullt werden. Die zweistufige Synthese von
Ceroxid-Nanopartikeln mittels AHC hat sich fir die Anwendung in den beiden
biotechnologischen Sensorsystemen als nicht geeignet erwiesen, da die
Nanopartikel zu stark aggregierten und sich nicht homogen dispergieren liel3en.
Die Synthesen uber die Zwischenstufe Cercarbonat zeigten Agglomerationen
(siehe Kapitel 5.1) zu z. T. einlagigen Platten, welche sich fir die Anwendung
nicht gut verwenden lieRen, da die Konzentration der Nanopartikel innerhalb der
Agglomerationen grof3er ist als bei einzelnen Nanopartikeln. Welchen Einfluss
eine mechanische Zerkleinerung die Agglomerate fur die Enzymaktivitat der
Ceroxid-Nanopartikel haben, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Dennoch
sollten diese in Form von Platten agglomerierten Partikel nicht verworfen werden,
denn die Form der Agglomeration lasst sich eventuell fliir andere Anwendungen
einsetzen, bei denen weder eine Dispersion noch die Oberflache der einzelnen

Nanopartikel bendtigt wird, sondern die Menge der Ceroxid-Nanopartikel.
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5.2.1 Elektrochemischer Biosensor

Die Anwendung der Ceroxid-Nanopartikel in einem elektrochemischen Sensor,
wie sie in dieser Arbeit mittels einer siebgedruckten Elektrode erfolgte, wurde mit
verschiedenen Analyten getestet. Dabei wurde Wasserstoffperoxid, Histamin und
Glukose gemessen; die Ergebnisse der einzelnen Messungen sind in Kapitel

4.2.2 dargestellt und werden im Folgenden analysiert und diskutiert.

Mit Wasserstoffperoxid konnte eine Kalibrierung durchgefuhrt und eine reale
Probe gemessen werden. Fir Histamin war die Durchfihrung einer Kalibrierung
nicht moéglich. Vorversuche (ndher beschrieben in Kapitel 3.4.1) haben gezeigt,
dass die Menge der Ceroxid-Nanopartikel auf der Elektrode keinen Einfluss auf
das Ergebnis hat. Zur Uberpriifung potentieller Probleme beim Nachweis von
Histamin in Verbindung mit den Ceroxid-Nanopartikeln wurde Glukose auf einer
Elektrode getestet, welche ebenfalls mit Ceroxid-Nanopartikeln beschichtet war.
Die Ergebnisse aus den Messungen mit einer Glukose-Losung (siehe Abbildung
48) haben gezeigt, dass die kontinuierlich hergestellten Ceroxid-Nanopartikel in
dieser Anwendung nutzbar sind und, wie bereits in der Literatur von Patil et al.
[Pat2012] beschrieben, Glukose mit Hilfe des Enzyms GOx nachgewiesen
werden konnte. Hier zeigte sich, wie beim Wasserstoffperoxid auch, dass die
Hohe des gemessenen Stroms von der Hohe der Analyt-Konzentration abhangt.
Um den gleichen Aufbau wie bei Glukose fur Histamin zu verwenden, wurde das
entsprechende Enzym (DAOQO) auf der Elektrode getrocknet. Auch hier zeigte sich
das gleiche Phanomen wie beim Versuch ohne Enzym und zwar, dass der
gemessene Strom nicht proportional zur Histamin-Konzentration war. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass es eine Wechselwirkung zwischen Histamin
und Ceroxid-Nanopartikel gibt, welche die Detektion von Histamin mit dem

vorgestellten Sensor nicht moglich machen.

Die Detektion von reinem Wasserstoffperoxid hingegen funktionierte gut, der
Fehler der Messungen einer realen Probe liegt bei £ 6,2 %. Diese Streuung der
Werte ist gut, da mit verschiedenen Elektroden gemessen wurde und die
Beschichtung der Elektroden mit Ceroxid-Nanopartikeln, trotz einer annahernd
homogenen Verteilung in der Losung, vermutlich nicht Gberall exakt gleich war
und durch Bildung von Agglomeraten die Verteilung der Nanopartikel auf der

Elektrode nicht gleichmaRig sein wird. Dadurch war die Menge und Verteilung
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der Ceroxid-Nanopartikel auf den Elektroden unterschiedlich. Hieraus ergibt sich,
dass fur eine Quantifizierung der Analyten immer dieselbe Elektrode verwendet
werden sollte. Deswegen ist die Anwendung der SPE nicht fur eine schnelle
Detektion der H202-Konzentration geeignet, da fur jede Elektrode vorab eine
Kalibrierung durchgefihrt werden muss. Dabei muss der langsamste Teilschritt
einer Reaktion, in diesem Fall die Diffusion, berlcksichtigt werden, um eine
stabile Messung durchfuhren zu konnen. Um die Stabilitat der Messung zu
gewahrleisten, wurde jede Elektrode tm=180s bei gleicher Spannung
gemessen, was bei einer Dreifachbestimmung je Probenlésung und Elektrode
pro Elektrode erhebliche Zeit in Anspruch nimmt, da die Elektroden zwischen den
einzelnen Messungen getrocknet werden mussen. Des Weiteren haben
Experimente Uber verschiedene Jahreszeiten hinweg gezeigt, dass die
Umgebungstemperatur Einfluss auf die Warmekapazitat und den lonenfluss hat.
Somit kam es bei verschiedenen Elektroden und an verschiedenen Tagen zu
unterschiedlichen Ergebnissen; auf Grund der ortlichen Gegebenheiten war es
nicht moglich, isotherme Messungen durchzuflhren. Ziel dieser Arbeit war die
Entwicklung eines Messsystems, das jederzeit und an jedem Ort von Anwendern
genutzt werden kann, Temperaturschwankungen sollten daher keinen Einfluss
auf das Ergebnis haben. Des Weiteren lassen die Ergebnisse vermuten, dass die
Menge an Ceroxid-Nanopartikeln auf den Elektroden mit der Zeit abnahm. Nach
jeder Messung wurde die Elektrode mit Wasser gewaschen, um die Probe zu
entfernen. Dabei liegt die Vermutung nahe, dass bei diesem Vorgang auch ein
Teil der Ceroxid-Nanopartikel von der Elektrode gewaschen wurden. Die
Uberpriifung des Waschwassers auf Ceroxid-Nanopartikel wurde allerdings nicht
durchgefuhrt. Dieses Phanomen lasst sich dadurch untermauern, dass der
gemessene Strom mit einem Standard nach der Probenmessung geringer ist als
vor der Probenmessung (siehe Anhang). Somit liel3 sich die Kalibrierung nach
einigen Durchgangen nicht exakt wiederholen. Auf der Suche nach Alternativen
zu den siebgedruckten Elektroden (SPE) von Dropsens ist in Gesprachen mit
anderen Forschenden aus dem Bereich der Elektrochemie bestatigt worden,
dass die Reproduzierbarkeit der Messungen mit den SPE von Dropsens kaum
gewahrleistet ist. Es wurde berichtet, dass die Elektroden aus verschiedenen
Chargen sehr unterschiedlich hohe Signale liefern, die Menge an Versuchen aber
eine Charge Ubersteigt. So kdnnen Versuche nicht mit kommerziell hergestellten
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Elektroden durchgefuhrt werden, da so das Ergebnis verfalscht wird. Hier ware
ein Einbau der Ceroxid-Nanopartikel in die Oberflache der SPE sinnvoller, um
eine gleichmalligere Verteilung zu gewahrleisten. Allerdings musste dafur die
komplette Produktion der Elektrode im eigenen Labor erfolgen, was auf Grund

fehlender Ausstattung im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich war.

5.2.2 Kolorimetrischer Biosensor

Als zweites Sensorsystem wurde in dieser Arbeit der kolorimetrische Sensor mit
Ceroxid-Nanopartikeln in Form eines lateralen Flusstestes verwendet. Die Linien
der lateralen Flusstests werden nach dem Durchlauf der drei Lésungen in einem
Lateral-Flow-Reader gemessen, um die Intensitat der Linien besser vergleichen
zu koénnen. Der Ergebnisse des lateralen Flusstest-Systems musste, ahnlich wie
bei Moyano et al. [Moy2019], einen antiproportionalen Verlauf anzeigen, da durch
die steigende Histamin-Konzentration in der Probe ein Grofteil der Antikorper an
dieses gebunden ist und nicht an das Histamin auf der Testlinie binden konnte.
Dieses wurde anschliefend durch Ceroxid-Nanopartikel und TMB farblich
gekennzeichnet (siehe Abbildung 44). Nach den ersten Versuchen stellte sich
allerdings heraus, dass sich Histamin, wie bei der elektrochemischen Messung,
nicht eindeutig nachweisen lasst und die Erstellung einer Kalibrierkurve nicht
moglich war, da die Testlinie unabhangig von der vorhandenen Histamin-
Konzentration der Probe sichtbar war. Die Erwartungen und Erfahrungen von
Moyano et al. zeigten, dass die Intensitat der Linie mit steigender Analyt-
Konzentration abnimmt. Deshalb wurden weitere Versuche in einem Eppendorf-
Tube unternommen. Dabei wurde festgestellt, dass der Farbumschlag des TMBs
bereits durch die Anwesenheit von Histamin erfolgte. Dies stellt ein Problem im
Versuchsaufbau dar. Das Histamin war bereits auf dem Teststreifen
immobilisiert, somit erfolgte die Reaktion des TMBs unabhangig von den
gebunden Ceroxid-Nanopartikeln am Teststreifen. Die Umsetzung des TMBs am
Teststreifen wird auRerdem durch die geringere Intensitat des Kontrollstreifens
deutlich, hier liegt die Vermutung nahe, dass der Grofdteil des TMBs bereits am
Teststreifen umsetzt wurde und nicht bis zum Kontrollstreifen gelangte. In

Abbildung 49 ist dieses Problem graphisch dargestellt.
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Abbildung 49: Graphische Darstellung des Problems am lateralen Flusstest zum Nachweis von
Histamin in der Probel6sung. (Die Graphik wurde mit BioRender.com erstellt.)

In Abbildung 50 ist eine mogliche Erklarung des Ablaufs am Teststreifen
dargestellt. Durch den Kontakt mit Ceroxid reagiert das Histamin unter anderem
zu Wasserstoffperoxid, was im anderen Sensorsystem gemessen werden sollte.
Das entstandene Wasserstoffperoxid am Teststreifen soll in Folge des
Versuches mit TMB reagieren und einen Farbumschlag, in diesem Fall die
Sichtbarkeit der Linie, erzeugen. Bei der Umsetzung des TMBs wird Sauerstoff
frei, welcher im hier beschriebenen Fall fur eine weitere Umsetzung des
Histamins verantwortlich sein kdnnte, sodass hier eine Kettenreaktion entsteht.
Das Histamin produziert mit Hilfe von Ceroxid Wasserstoffperoxid, welches dann
mittels TMB wieder Sauerstoff produziert, der zur Umsetzung von Histamin
bendtigt wird. FlUr diese Hypothese konnten allerdings in der Literatur keine
Belege gefunden werden. Der Nachweis der Reaktion von Histamin und Ceroxid
lasst sich mit den gegebenen Analysemethoden bislang nicht durchflihren und
so kann nur die Hypothese aufgestellt werden, dass das Ceroxid als Katalysator

zur Umsetzung des Histamins wirkt und Wasserstoffperoxid freigesetzt wird,



Diskussion 103

welches den Farbumschlag des TMBs herbeiflhrt. Der Einfluss der Histamin-

Menge auf die Farbintensitat ist in Abbildung 38 dargestellt.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass Histamin eine unterstutzende Wirkung auf

die oxidaseahnliche Aktivitat der Ceroxid-Nanopartikel hat.

NH, CeO2

HN + Oy + HHO — HN + NH; + H,0,

\%N \,/;N
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3 HyC.

e CH3
N, - ®
: H NH
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H,N
CHs

3,3 5,5’ tetramethylbenzidine

Abbildung 50: Mdgliche Erklarung des Problems mit TMB, durch Histamin und CeOz in der L6-
sung.

Als Fazit aus den Versuchen zur Anwendung von Ceroxid-Nanopartikeln im
kolorimetrischen Sensor lasst sich aul3erdem ziehen, dass neben den Problemen
mit Histamin der Aufwand einer Messung des lateralen Flusstests mit Gold-
Nanopartikeln deutlich geringer ist, da nur ein Durchlauf erfolgen muss und nicht,
wie bei Ceroxid, drei. Allerdings kann das Gold, im Gegensatz zum Ceroxid, nicht
das Enzym ersetzen, sodass eine Kombination aus beiden Verfahren
moglicherweise den Lateralen Flusstest um einen Arbeitsschritt reduzieren und
bestandiger machen konnte. Dies konnte thematisch in weiteren

wissenschaftlichen Arbeiten untersucht werden.

Allerdings zeigen die Ergebnisse aus Abbildung 44, dass eine Kombination aus
Histamin und Ceroxid-Nanopartikeln als Peroxidase fur das TMB eingesetzt
werden kann. Mittels des Histamins und der Ceroxid-Nanopartikel erfolgt ein



Diskussion 104

schnellerer und intensiverer Farbumschlag des TMBs zu blau als mit Ceroxid-
Nanopartikeln alleine. So kann in einem Vergleichstest von Probe und Blank
festgestellt werden, ob Histamin in der Probe vorliegt. Somit ware der
kolorimetrische Nachweis von Histamin zwar nicht in dem vorgesehenen System

eines lateralen Flusstests moglich, kdnnte aber dennoch durchgefiihrt werden.

Die Erwartungen an die ausgewahlten Sensorsysteme zum Nachweis von
Histamin mittels Ceroxid-Nanopartikeln sind nicht erfillt worden. Die im MJR
kontinuierlich hergestellten Ceroxid-Nanopartikel lassen sich dennoch fir den
Nachweis von biochemischen Stoffen, im elektrochemischen Sensor fiur den
Nachweis von Wasserstoffperoxid und Glukose sowie als kolorimetrischer

Nachweis von Histamin mittels TMB einsetzen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Die Uberfihrung einer Ceroxid-Nanopartikel-Synthese in den kontinuierlichen
Herstellungsprozess durch einen Mirko-Jet-Reaktor war erfolgreich. Im Laufe der
Arbeit wurden zwei verschiedene Synthesemethoden (Mikroemulsionssynthese
und Fallungssynthese) durchgefihrt, welche beide Ceroxid-Nanopartikel
hervorbrachten. Dabei wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal eine kontinuierliche

Mikroemulsionssynthese von Ceroxid-Nanopartikeln durchgefuhrt.

Das Ziel dieser Arbeit war es, Nanopartikel aus Ceroxid kontinuierlich in einem
Mikro-Jet-Reaktor herzustellen und mit diesem Material Histamin zu detektieren.
Sowohl die kontinuierliche Herstellung als auch die Anwendung von Ceroxid-
Nanopartikeln ist gelungen. Fur die spatere indikatorische Anwendung der
Ceroxid-Nanopartikel hat sich die Synthesemethode der Mikroemulsion als
geeignet herausgestellt, da diese nach der Herstellung im MJR und einigen
Waschschritten direkt als Dispersion verwendbar ist. Ein zwischengeschalteter
Trocknungs- und Kalzinierungsprozess hingegen fuhrt zu Aggregationen und
damit inhomogenen Dispersionen. Zusammenfassend kann festgestellt werden,
dass AHC kein geeignetes Fallungsmittel fur Ceroxid-Nanopartikel ist. Die
Verwendung von Ammoniumhydroxid hingegen zeigt, dass eine Fallungs- und
Mikroemulsionssynthese fur die Herstellung von Ceroxid-Nanopartikeln deutlich
geeigneter ist. Allerdings werden bei der Fallungssynthese deutlich groliere
Nanopartikel hergestellt als bei der Mikroemulsionssynthese. Die kleineren
Nanopartikel sind flr die Anwendung des Ceroxides in der Biosensorik
geeigneter, da die spezifische Oberflache der Partikel grofRer ist und sie somit

reaktiver sind.

Der Nachweis von Histamin mittels Ceroxid-Nanopartikeln und des Farbstoffes
TMB ist gelungen, da die Oxidation und damit der Farbumschlag des TMBs unter
Zugabe von Histamin und Ceroxid-Nanopartikeln schneller eintritt als ohne
Histamin, woraus sich prinzipiell die Anwesenheit von Histamin in der Probe
bestimmen Iasst. Die Anwendung von Ceroxid-Nanopartikeln in einem
elektrochemischen Sensor war erfolgreich, da mithilfe von mit Ceroxid-
Nanopartikeln beschichteten Elektroden der Nachweis von Wasserstoffperoxid

und Glukose erbracht werden konnte.
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Auf Grund von auf3eren Einflissen, wie Temperatur und Luftdruck, kann sich die
Geschwindigkeit der Elektronenreaktion verandern. Somit haben Messungen im
Sommer bei T=30°C im Labor andere Ergebnisse erzielt als Versuche zu
einem spateren Zeitpunkt bei Aulientemperaturen von T ~ 20 ° C. Die Stabilitat
der Elektroden, Losungen und Messapparaturen muss allerdings fur die
Produktion eines kommerziellen Produktes gewahrleistet sein. Hier bedarf es
noch einiger Forschung. Zur Verbesserung der Verwendung der siebgedruckten
Elektroden ware es ebenfalls denkbar, die Elektroden selbst herzustellen und
dabei die Kohlenstoff-Arbeitselektrode schon wahrend des Druckens mit
Ceroxid-Nanopartikeln zu versehen, um die gleichmafige Verteilung der Partikel
auf der Oberflache der Elektrode zu verbessern. Aulderdem ist es denkbar, die

Anwendung auf weitere Biomolekile auszuweiten.

Ein evidenzbasiertes Arbeiten war auf Grund von pandemischen
Einschrankungen nicht in Ganze moglich. So konnten Effekte zwischen Analyt
und Ceroxid-Nanopartikel nicht wie urspringlich geplant wahrend des
Herstellungsprozesses der Nanopartikel Gberprift werden, sondern wurden erst
gemessen, als der Herstellungsprozess schon abgeschlossen war. Somit
ergaben sich fur diese Promotion zwei Teilprojekte, die Herstellung von Ceroxid-
Nanopartikeln und deren Anwendung in einem elektrochemischen und einem

kolorimetrischen Biosensor.
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8 Anhang
8.1. Aufbau einer Hochtemperaturkammer von Renishaw

Stage Anatomy

Stage Assembly

1. Ceramic Heating Crucible

2. Water Cooling Connector

3. Bypass Water Cooling Connector
4. Gas Connector

5. Temperature sensor cable

6. Stage Cable

Lid Assembly

The lid is removed by unscrewing it from the
stage.

7. Stage Lid
8_Inner Lid
9. Viewing Window (8mm diameter)

Abbildung 51: Aufbau einer Hochtemperaturkammer von Renishaw aus der Beschreibung des
Herstellers.
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8.2. Reproduzierbarkeit des elektrochemischen Sensors
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Abbildung 52: Darstellung einer Cyclovoltametrie-Messung mit derselben Elektrode, die mit Cer-
oxid-Nanopartikeln beschichtet war. Zwischen den beiden Messungen folgte ein Wasch- und
Trocknungsschritt. Die schwarze Kurve zeigt die Messung vor und die blaue nach dem Wasch-
schritt.



