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Kapitel 1

Einleitung

Nahezu iiberall in der Natur sind unterschiedliche Phasen (fest, fliissig, gasformig) in Kontakt
miteinander. An der zwischen ihnen gebildeten Grenzfliche kdnnen in den beiden Phasen
strukturelle Veranderungen erzeugt werden. Beispielsweise unterscheiden sich die Eigenschaf-
ten einer Fliissigkeit in der N3he einer festen Oberflache von denen im Volumen. Die Molekiile
der Fliissigkeit konnen iiber mehrere Lagen hinweg geordnet werden und sich somit in Schich-
ten anordnen. Das kann zum Beispiel zur Anderung der Leitfihigkeit oder des FlieRverhaltens
der Flissigkeit an der Grenzfliche fiihren.

Insbesondere die Grenzflache zwischen wasserabweisenden, als hydrophob bezeichneten Ober-
flichen und Wasser hat in den letzten Jahren die Aufmerksamkeit der Forschung auf sich
gezogen. Hydrophobe Oberflachen sind unpolar und kdnnen nur iiber van-der-Waals-Krafte
mit der Flissigkeit wechselwirken, dadurch ist die in der Fliissigkeit induzierte Ordnung
geringer als an polaren oder geladenen Oberflichen. Die Fliissigkeitsphase ist dann nur in
der ersten Molekiilschicht starker geordnet. Die untersuchten Oberflachen werden meistens
durch Methylgruppen gebildet, diese und die Orientierung der Wassermolekiile erzeugen an
den hydrophoben Oberflachen ein Dichtedefizit mit einer vertikalen Ausdehnung von wenigen
Angstrom (1071%m).

Im Gegensatz zur hydrophoben Festkdrper-Wasser-Grenzflache ist die Grenzflache zwischen
hydrophoben Festkdrpern und anderen Fliissigkeiten wie Losungsmitteln bisher nur selten
untersucht worden. Die wenigen bekannten Messungen zeigen sehr viel groRere Dichtedefizi-
te als in Wasser. Ein Teil der in dieser Arbeit prasentierten Untersuchungen beschéftigt sich
mit der Bestimmung der GroRe des Dichtedefizits an der Grenzflache zwischen Lésungsmit-
teln und hydrophoben Oberflichen um so ein besseres Verstindnis dieser Grenzflichen zu
ermdglichen.

Hydrophobe Oberflachen haben auch auf im Wasser geldste Stoffe groen Einfluss. Wenn die
Stoffe sowohl polare als auch unpolare Bereiche haben, ist die Adsorption an der Grenzflache
oft energetisch giinstig. Die polaren Bereiche des Molekiils sind dann zum Wasser orientiert
und ermdglichen so den Wassermolekiilen die Interaktion mit der Oberflache.

Auch im Wasser geldste komplexe Makromolekiile wie Proteine adsorbieren an Oberflachen.
Hydrophobe Oberflachen fiihren dabei hdufig zum Kollaps des Proteins, da die hydrophoben
Bereiche eines Proteins im nativen Zustand innen liegen und im adsorbierten Zustand mit
der Grenzfliche in Kontakt sind.

Proteinadsorption tritt an fast allen biologisch relevanten Grenzflichen abhdngig von den
Oberflacheneigenschaften auf. Ein Beispiel ist der Cholesterintransport im Korper. Apolipo-
protein A-1 lagert sich hierzu an Membranen an und nimmt Cholesterin und Fettsauren auf.
Die Stoffe kénnen dann zur Leber transportiert und abgebaut werden. Auch wenn Fremdkor-
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per wie Implantate in einen Organismus eingebracht werden, adsorbieren an diesen Proteine.
Abhidngig von den adsorbierten Proteinen binden im ndchsten Schritt unter anderem Blut-
plattchen an die Proteinschicht. Die um das Implantat gebildete Schicht kann so dick werden,
dass sich Bakterien einnisten, es kommt zu einer Entziindung. Solche Entziindungen fiihren
haufig zur AbstoRung des Implantates, daher soll die Bildung der Biofilme an Implantaten
vermieden werden.

Die Adsorption von Proteinen an Implantaten kann aber auch positive Effekte haben. Wird
ein Implantat im Knochen eingebracht, ist die Adsorption des Proteins Osteopontion er-
wiinscht, da es zur Bildung von Knochenstrukturen fiihrt und damit zum Beispiel Zahnim-
plantate mit dem Knochen verbindet.

Um eine Adsorbatschicht oder geldste Proteine zu beeinflussen und so ihr Verhalten zu
studieren, gibt es mehrere Moglichkeiten, zum Beispiel die Anderungen des pH-Werts, der
Salzkonzentration in der Losung, des hydrostatischen Drucks oder der Temperatur. Erhoht
man die Temperatur iiber die Denaturierungstemperatur der Proteine werden sie entfaltet,
dadurch kann ungehemmtes Schichtwachstum hervorgerufen werden.

Durch Variation des hydrostatischen Drucks ist es moglich, die Dichte des Systems bei
konstanter Temperatur zu dndern und das System damit weniger zu stdren als durch Tem-
peraturdnderung. Die Prozesse, die durch dndern des hydrostatischen Drucks in Proteinen
hervorgerufen werden, sind daher bis zu einer gewissen Grenze reversibel. Die Anderung der
Dichte des umgebenden Wasser ermdglicht es zudem, die Eigenschaften des Wassers in der
Adsorbatschicht im Vergleich zum Volumenwasser zu untersuchen. Durch Anderungen an der
Adsorbatschicht kann auch die druckinduzierte Denaturierung der Proteine studiert werden.
Auch iiber die Zugabe von Kosolventien kann die Stabilitdt der Proteine beeinflusst werden.
Diese Stoffe kdnnen durch Adsorption an der Grenzfliche oder an den bereits adsorbierten
Proteinen die Adsorbatschicht verandern und die Adsorption der Proteine unterdriicken oder,
bei destabilisierender Wirkung, verstarken.

In der vorliegenden Arbeit werden zwei unterschiedliche Systeme mit aus Proteinen gebildeten
Adsorbatschichten untersucht.

So wird die Adsorption saurehydrolysierter Proteine an der hydrophoben fest-fliissig-Grenzfla-
che studiert. In vorausgegangenen Experimenten wurde am Lehrstuhl fiir Verfahrenstechni-
sche Transportprozesse der Ruhr-Universitat Bochum festgestellt, dass Sojasauce die Dich-
tigkeit von Fettkapseln, die in der Lebensmittelindustrie eingesetzt werden sollen, erhdht.
Zum weiteren Verstandnis dieser Beobachtung wird in dieser Arbeit die konzentrationsab-
hangige Schichtbildung von Inhaltsstoffen der Sojasauce wie den saurehydrolysierten Soja-
proteinen an der fest-fliissig- und flissig-gas-Grenzflache analysiert.

Zudem wird die Adsorption des Modellproteins Lysozym unter hydrostatischem Druck un-
tersucht. Lysozym ist ein Protein, das schon haufig studiert worden ist. Aus diesen Un-
tersuchungen ist bekannt, dass Lysozym bis 5000 bar druckstabil ist. AuBerdem sind die
Eigenschaften der bei Atmospharendruck gebildeten Adsorbatschichten gut dokumentiert.
Es eignet sich daher, um erste Untersuchungen an Adsorbatschichten unter Druck an der
hydrophoben fest-fliissig-Grenzflache durchzufiihren.

Die beschriebenen Prozesse finden auf sehr kleinen Langenskalen statt und stellen hohe An-
forderungen an die Messmethode. So muss zur Untersuchung der fest-fliissig-Grenzflache
die Volumenfliissigkeit oder der Festkorper an der Grenzflache durchdrungen werden. Zu-
dem muss der Beitrag der Grenzfliche zum Messsignal groll genug sein, um es vom Signal
aus dem Festkdrper und dem Volumenwasser unterscheiden zu kdnnen. Und nicht zuletzt
muss die Auflssung hoch genug sein, um die Anderungen auf den kleinen Lingenskalen an
der Grenzfliche zu beobachten. Eine Methode, die allen drei Anforderungen geniigt, ist die



Réntgenreflektometrie. Bei dieser Methode wird der Rontgenstrahl unter kleinen Einfallswin-
keln an der Grenzfliche gebeugt. Aus der an der Grenzflache reflektierten Rontgenstrahlung
kann dann das vertikale Dichteprofil der Grenzfliche hergeleitet werden.

Die Gliederung der vorliegenden Arbeit wird im Folgenden erlautert.

Am Anfang des Kapitels 2 wird die Messmethode und die zur Auswertung verwendete Vor-
gehensweise erklart. AnschlieRend wird die Struktur von fliissigem Wasser und der Grenzfla-
che zwischen Fliissigkeiten und Festkdrpern beschrieben. Zuletzt wird dann der Aufbau von
Proteinen in Losung und im adsorbierten Zustand an der fest-flissig-Grenzfliche erldutert.
In Kapitel 3 folgt die Beschreibung der verwendeten Beamlines und Messzellen. Dabei wird
hauptsédchlich auf die im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Probenzelle zur Vermessung der
fest-fliissig-Grenzfliche eingegangen.

Kapitel 4 beschaftigt sich mit den untersuchten Probensystemen. Zuerst wird die Pra-
paration der hydrophoben Oberflaichen und ihre Charakterisierung erldutert, anschlieRend
die durch Strahlung an der Probe verursachten Schiaden. Zur Beschreibung der Grenzflache
zwischen Silizium und Siliziumdioxid existieren mehrere Modelle, sie werden im ndchsten Ab-
schnitt beschrieben. AuBerdem musste zur Auswertung der Rontgenreflektivitdtsmessungen
die Dichte der Urea-Ldsungen unter Druck bestimmt werden, die hierzu genutzte Methode
wird im Anschluss vorgestellt.

Die Messergebnisse zu hydrophoben Oberfliche in Kontakt mit unterschiedlichen Lésungs-
mitteln werden in Kapitel 5 prasentiert und mit in der Literatur verfiigbaren experimentellen
Ergebnissen verglichen.

Die Messungen an Proteinadsorbatschichten werden in Kapitel 6 dargestellt. Zuerst werden
die zur Analyse der Adsorbatschichten verwendeten Parameter und ihre Berechnung erldu-
tert. In Kapitel 6.1 wird dann die Adsorption der sdurehydrolysierten Sojaproteine an den
verschiedenen Grenzflachen beschrieben. Das Kapitel 6.2 befasst sich mit den Messungen
an Lysozym unter Druck.

Im Kapitel 7 werden die in der Arbeit erzielten Ergebnisse abschlieRend vorgestellt.
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Kapitel 2

Grundlagen

Zur Untersuchung der Grenzflichen zwischen Festkdrpern und Fliissigkeiten wird im Rahmen
dieser Arbeit die Rontgenreflektometrie genutzt. Mit der Messmethode kénnen Elektronen-
dichteprofile von Grenzflichen mit einer Auflésung im Angstrom-Bereich bestimmt werden.
Die Messmethode und das zur Berechnung der Elektronendichteprofile verwendete Verfahren
werden zu Beginn vorgestellt. AnschlieRend folgt die Beschreibung der Eigenschaften von
fliissigem Wasser. Im nichsten Abschnitt wird die Wechselwirkung zwischen Festkdrpern
und Fliissigkeiten an der fest-fliissig-Grenzflache erldutert. Hierbei wird anhand der aktuell
verfligbaren Literatur hauptsachlich auf die Grenzflache zwischen hydrophoben Oberflichen
und Wasser eingegangen.

Zum Schluss wird der allgemeine Aufbau von Proteinen erldutert. Nach der Diskussion
der Entfaltung von Proteinen werden die Eigenschaften von Proteinadsorbaten an der fest-
flissig-Grenzflache beschrieben.

2.1 Rontgenstrahlung

Als Rontgenstrahlung bezeichnet man hochenergetische elektromagnetische Strahlung mit
einer Photonenenergie E zwischen 1keV und 500 keV. Somit liegt die Wellenlange A der
Rontgenstrahlung im Bereich von ~ 10~ m = 1 A. Diese sehr kleinen Wellenlinge ermdg-
licht es, Strukturen in der GréRenordnung von Molekiilen und Atomen zu untersuchen.

In folgenden Abschnitt wird die Rontgenreflektometrie erklart und erldutert, wie aus den
Messdaten Elektronendichteprofile berechnet werden. Alle Inhalte des Abschnitts orientieren
sich an [Tol99] und [Als11].

2.1.1 Die Streugeometrie

Die bei einem Streuexperiment unter einem Winkel ¢; auf die Oberflache treffende Strahlung
wird durch ihren Wellenvektor ki charakterisiert. Die Strahlung wird an der Oberfliche so-
wohl unter dem Winkel o mit dem Wellenvektor /?f gestreut als auch mit dem Winkel o und
dem Wellenvektor k; transmittiert. Die Streugeometrie mit den entsprechenden Vektoren ist
in Abbildung 2.1 angegeben, in dieser liegt xz-Ebene parallel zum einfallenden Rdntgenstrahl
und senkrecht zur Porbenoberflache. Zusatzlich kann die Strahlung auch in der Oberflache-
nebene unter dem Winkel ¢ gestreut werden. In Abbildung 2.1 entspricht dies der xy-Ebene.
Die Streuintensitdt wird dann als Funktion des Wellenvektoriibertrags G = ki — k¢ gemessen.
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Abbildung 2.1: Die Streugeometrie an einer Grenzfliche in der xz-Ebene des Rontgenstrahls.

Aus der Streugeometrie in Abbildung 2.1 ergibt sich

Gx cos(af) cos(p) — cos(v)
G=| a | =lkl|  coslapsin(y) (2.)
o sin(as) + sin()
mit dem Betrag des Wellenvektors |ki| = k = 2T und der Wellenlinge der einfallenden

Strahlung .

Im Fall eines Rontgenreflektometrie-Experiments wird die reflektierte Intensitat unter den
Winkeln af = «; und ¢ = 0 gemessen. Aus Gleichung (2.1) folgt, dass keine Wellenvek-
toriibertrdge parallel zur Probenoberfliche vorhanden sind (gx = g, = 0) und, dass fiir den
Wellenvektoriibertrag senkrecht zur Probenoberflache

G = 2k sin(a;) = 47” sin(a) (2.2)

gilt. Somit erhalten Reflektivitdtsdaten nur Informationen iiber das lateral gemittelte Elek-
tronendichteprofil einer Grenzflache.

2.1.2 Rontgenreflektometrie

Beim Ubergang zwischen zwei Medien unterschiedlicher Elektronendichte wird der Ront-
genstrahl, wie auch sichtbares Licht, gebeugt. Beschreibt man die Atome im Festkdrper als
Oszillatoren mit einer Anregungsfrequenz wg und geht dann von Strahlung mit der Frequenz
w > wyp aus, gilt fiir den Brechungsindex

n:1—5+i621—)\—2r0p+iiu. (2.3)
27 47

0= %rop wird hier als Dispersion und 5 = ﬁ,u als Absorption bezeichnet. Somit hangt
der Brechungsindex neben dem konstanten Elektronenradius ry von der Wellenldnge A, der
Elektronendichte p sowie dem Absorptionskoeffizienten p ab. Fiir die in dieser Arbeit verwen-
dete Réntgenstrahlung liegt 0 zwischen 1072 und 1078, Aus der Tatsache, dass der Realteil
des Brechungsindexes kleiner 1 ist, folgt, dass fiir kleine Winkel unterhalb des sogenannten
kritischen Winkels ac &~ /20 externe Totalreflexion auftritt.
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Die reflektierte Intensitat fiir einen auf eine glatte Oberflache treffenden Rontgenstrahl kann
iiber die Fresnel'schen Formeln berechnet werden. Da der Brechungsindex nahe 1 ist, muss
im Falle der Réntgenstrahlung nicht zwischen s- und p-polarisierter Strahlung unterschieden
werden. Fiir die Intensitat der reflektierten Strahlung Rr folgt dann unter Annahme einer
glatten Grenzfliche die Fresnelreflektivitat

_(ai=pe)*+ P2
" (it )2t R 24)
mit pi/_ :% (\/(a? — ag)Q +4p32 + (aiz - ag)) . (2.5)

4
Fiir groBe Winkel folgt Re der Abhangigkeit Rr ~ <a° ) , die reflektierte Intensitat fallt bei

20
groBeren Winkeln also stark ab.
In Abbildung 2.2a) ist eine mit dem Programm LSFIT berechnete Fresnelreflektivitit Rr
der Silizium-Vakuum-Grenzfliche in Abhidngigkeit des Wellenvektoriibertrags g, dargestellt
(rote Kurve). In Abbildung 2.2b) ist das entsprechende, aus der Reflektivitat berechnete
Elektronendichteprofil gezeigt. Die Elektronendichte springt an der Grenzfliche (z = 0) von
0,71 e~ /A3(Silizium) direkt auf 0 e~ /A3(Vakuum).

0
a) 10 b) o7
» 0.6
10 T}
m‘ o 0.5
= <
+ —4 ~ 04
‘=10 ¢ [
'% % 0.3
+=
,5 10_6. 0.2
0.1
ot l— 0
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
4z [A_l]

Abbildung 2.2: a) Beispiele des Intensitdtsverlaufs verschiedener Reflektivitditsmessungen in loga-
rithmischer Darstellung, die Intensititsverlaufe wurden aus den Elektronendichteprofilen (b)) be-
rechnet. rot: Fresnelreflektivitdt der Silizium-Luft-Grenzflache; griin: raue Silizium-Luft-Grenzflache;
blau: raue Silizium-Luft-Grenzfliche mit einer 30 A dicken Schicht oberhalb.

Der lateral gemittelte Ubergang an der Grenzfliche ist bei einer realen Probe auf Grund
der Rauigkeit der Oberflichen stetig. Bei der Berechnung der Elektronendichteprofile wird
die Rauigkeit o dadurch beriicksichtigt, dass der unstetige Ubergang mit einer GauRschen

Wabhrscheinlichkeitsdichte P(z) = ﬁ exp (—%) gefaltet wird. Erlauterungen hierzu fin-

den sich in [Tol99].

Die griinen Kurven in Abbildung 2.2 zeigen den Intensitatsverlauf einer realen, rauen Grenz-
fliche mit einer Rauigkeit o = 2 A sowie das entsprechende Elektronendichteprofil. Die In-
tensitat fallt, abhdngig von g, starker ab als die Fresnelreflektivitat. Um auch bei groReren
g, ein Messignal zu erhalten, sind deshalb fiir Reflektivititsexperimente im Angstrémbereich
glatte Probenoberflichen notwendig.
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Reale Systeme bestehen zudem meistens aus mehr als nur einer Grenzflache. Eine Weg
zur Berechnung der Reflektivitdt solcher glatten Mehrschichtsysteme wurde erstmals von
Parratt vorgestellt [Par54]. Bei diesem Algorithmus wird an jeder Grenzflache rekursiv der
transmittierte und der reflektierte Anteil der Strahlung berechnet wird. Der an der obersten
Grenzfliche transmittierte Anteile mit dem Wellenvektor k; ist daher gleichzeitig der einfal-
lende Strahl fiir die nichst tiefere Schicht (wie in Abbildung 2.1 angedeutet). Der an der
untersten Grenzflache transmittierte Anteil l:t’ (in Abbildung 2.1 rot gestrichelt) wird im Sub-
strat, welches als unendlich dick angenommen wird, absorbiert und ist daher im Folgenden
nicht relevant.

Zur Berechnung der Reflektivitdt werden die reflektierten Anteile (in Abbildung 2.1 mit den
Wellenvektoren k?! und /;;c) vom Substrat aus rekursiv berechnet. Durch Interferenz zwischen
den reflektierten Teilstrahlen entstehen charakteristische Oszillationen im Reflektivitatssi-
gnal, so genannte Kissingmuster.

Der Parratt Algorithmus mit modifizierten Fresnelkoeffizienten [Tol99] ermdglicht die Be-
rechnung der Reflektivitdten von rauen Mehrschichtsystemen, wenn die Rauigkeit einer
Schicht deutlich kleiner als deren Dicke ist. Ein Beispiel fiir eine 30 A dicke Schicht auf
einem Siliziumwafer in Luft ist in Abbildung 2.2 in blau angegeben.

Wenn hingegen Rauigkeit und Schichtdicke in der gleichen GroRenordnung liegen, kann
nicht mehr klar zwischen den verschiedenen Brechungsindizes einzelner Schichten unter-
schieden werden. Die durch den Parratt Algorithmus modulierte Elektronendichte ist dann
am Ubergang der Schichten unstetig. Um stetige Elektronendichteprofile zu erhalten, wird
das Effektive Dichtemodell verwendet. Hierzu wird zuerst ein stetiger Verlauf des Elektro-
nendichteprofils erzeugt. Dieses Profil wird dann in diinne glatte Scheiben unterteilt. Hieraus
kann der Intensitdtsverlauf nach Parratt berechnet werden.

Mit der vorgestellten Methode kdnnen nun reale Systeme mit diinnen Schichten beschreiben
werden.

Alternativ kann die reflektierte Intensitdt unter Einbeziehung der kinematische Niherung
berechnet werden. Das fiihrt zu

1 [dp(z) ?

e ] Tdz exp(ipzz)dz . (2.6)

R(qz) = Rr (qz)

Aus der Gleichung wird deutlich, dass R(q,) von der Fresnelreflektivitdt R (q,) sowie der
Fouriertransformierten der Ableitung der Elektronendichte p(z) senkrecht zur Oberfldche
abhdngt. Da die Fouriertransformation nur im, durch die Messung zugédnglichen, begrenz-
ten g,-Bereich durchgefiihrt werden kann, ist das resultierende Elektronendichteprofil nicht
eindeutig. Zudem ist die direkte Riicktransformation durch die Bildung des Betragsquadrats
nicht moglich.

Mittels Rontgenreflektivititsmessungen (im Folgenden XRR vom englischen X-ray reflecitivi-
ty) ist es also méglich, lateral gemittelte Elektronendichteprofile von Grenzflichen mit einer
Auflssung im Angstrombereich zu bestimmen. Zur Berechnung der Elektronendichteprofile
wird in dieser Arbeit das Programm LSFit genutzt, welches auf dem zuvor vorgestellten
Parratt-Algorithmus und dem Effektiven Dichtemodell basiert.
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2.2 Die Struktur von Wasser

In diesem Kapitel werden die Eigenschaften von Wasser im fliissigen Zustand beschrieben
und der Einfluss hoher hydrostatischer Driicke auf die Wasserstruktur erldutert. Die folgende
Beschreibung beruht hauptsachlich auf den Lehrbiichern [Mar07] und [Isr11].

Die speziellen Eigenschaften von Wasser sind fiir fast alle in dieser Arbeit untersuchten Sy-
steme von entscheidender Bedeutung. Ein Wassermolekiil besteht aus einem Sauerstoffatom
(O) und zwei Wasserstoffatomen (H) und besitzt auf Grund einer ungleichen Elektronen-
verteilung starke Partialladungen (negativ geladener Sauerstoff gegeniiber positiv gelade-
nem Wasserstoff), sowie ein ausgeprigtes Dipolmoment. Dies fiihrt dazu, dass zwischen
zwei Wassermolekiilen eine Wasserstoffbriickenbindung (im Folgenden H-Bindung) entste-
hen kann. Hierbei bindet ein zuvor nicht bindendes Elektronenpaar des Sauerstoffatoms an
den Wasserstoff eines Nachbarmolekiils, eine schematische Darstellung mehrerer durch H-
Bindungen verbundener Wassermolekiile ist Abbildung 2.3a) gezeigt.

Die H-Bindung ist eine gerichtete Bindung und kann nicht nur zwischen Wassermolekiilen,
sondern auch zwischen einem gebundenen Wasserstoffatom und anderen elektronegativen
Atomen entstehen (zum Beispiel N, F oder C). Die Bindungsenergie liegt in der GréRenord-
nung von 0,1eV bis 0,7¢€V und ist damit geringer als die von kovalenten Bindungen (einige
eV). Gleichzeitig ist die Bindungsenergie groRer als die Energie thermischer Fluktuationen
(kg T = 0,026 eV bei Raumtemperatur) und Van-der-Waals Wechselwirkungen (= 0,01 eV).
Eine der Besonderheiten des Wassermolekiils ist, dass es bis zu vier H-Bindungen mit seinen
ndchsten Nachbarn eingehen kann (vgl. Abbildung 2.3a)). Dadurch bildet Wasser ein tetra-
edrisches Netzwerk mit groBen Freirdaumen aus. Der durchschnittliche Abstand der so durch
H-Bindungen gebundenen Wassermolekiile betrigt 2,8 A. Die nichsten Nachbarmolekiile
bilden die erste Koordinationschale, die gegen duRere Einfliisse sehr stabil ist.

a) ‘)

10 kbar

Abbildung 2.3: a) Darstellung des Wassermolekiils und der durch H-Bindungen gebundenen ersten
Koordinationsschale. b) Riumliche Aufenthaltswahrscheinlichkeiten der ersten Koordinationsschale
bei 1bar und c) 10kbar. Dunkelgriine Bereiche kennzeichnen durch H-Bindungen gebundene Mole-
kiile, hellgriine nicht gebundene Molekiile. a) verdndert aus [Wik16a]; b) und c) adaptiert aus Quelle
[Imo15] mit Genehmigung der PCCP Eigentiimergesellschaft.

So fanden Soper et al. [Sop00] mit Neutronendiffraktion fiir Driicke bis 4000 bar bei un-
terkithltem Wasser nahezu keine Verdnderung der intermolekularen Abstidnde in der ersten
Koordinationsschale. Die zweite Koordinationsschale hingegen kollabiert bei einem Druck von
2000 bar und wird in die erste Schale gedriickt. Der Kollaps wurde von Imoto et al. [Imo15]
mit Simulationen untersucht. Sie konnten zeigen, dass sich bei 10kbar und 300K in der
ersten Koordination zwei zusatzliche, nicht durch H-Bindungen gebundene Wassermolekiile
befinden.
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In Abbildung 2.3b) ist die raumlichen Verteilungsfunktionen der ersten Koordinationsschale
eines Wassermolekiils bei 1 bar dargestellt. Sie zeigt neben den griinen Bereichen, in denen
die Aufenthaltswahrscheinlichkeit fiir weitere Wassermolekiile groR ist, Bereiche mit geringer
Aufenthaltswahrscheinlichkeit von Wassermolekiilen. Bei 10 kbar sind die Bereiche, wie in
Abbildung 2.3c) zu sehen, mit im Mittel zwei Molekiilen aufgefiillt. Die Molekiile besetzen
dabei die freien Raume in der tetraedrischen Wasserstruktur, sind aber nicht direkt tber
H-Bindungen an das zentrale Molekiil gebunden [Imo15].

Die Affinitdt der Wassermolekiile zueinander hat einen grolen Einfluss auf die Wechselwir-
kung zwischen Wasser und Molekiilen oder Oberflachen, die keine H-Bindungen eingehen
kénnen, dies wird unter dem Oberbegriff ,,hydrophober Effekt” zusammengefasst. Im Gegen-
satz zu groReren Partikeln konnen kleine Molekiile in die Wasserstruktur eingebaut werden
[Cha05]. Dadurch konnen die umgebenden Wassermolekiile weiterhin vier H-Bindungen ein-
gehen und die kleinen, unpolaren Molekiile in Wasser gelost werden. An Oberflichen oder
groBen Molekiilen kdnnen Wassermolekiile nicht mehr vier H-Bindungen eingehen. Dadurch
entsteht zwischen Oberflachen oder groBen Molekiilen bei geringen Abstdnden in Wasser
eine anziehende Kraft, welche als hydrophobe Wechselwirkung bezeichnet wird [Mey06]. Die
anziehende Kraft fiihrt zum Kontakt der Grenzflichen und zur Aggregation der Molekii-
le. Dadurch wird die Anzahl der Wassermolekiile in Kontakt mit der Grenzfliche oder den
Partikeln und damit die Anzahl der offenen H-Bindungen minimiert.

Viele Molekiile wie zum Beispiel Trimethylamin N-oxid (TMAOQO) sind amphiphil, haben
also sowohl hydrophile als auch hydrophobe duBere Bereiche und reagieren somit sehr un-
terschiedlich auf Druck. Der hydrophile Bereich des TMAO-Molekiils besteht aus einem
Sauerstoffatom und hat eine iiber Wasserstoffbriickenbindungen gebundene erste Koordina-
tionsschale. Sie verhdlt sich unter Druck dhnlich wie die des reinen Wassers [Imo15].

Ganz anders beeinflusst Druck hingegen die erste Koordinationsschale des aus drei Methyl-
gruppen bestehenden hydrophoben Teil des TMAO-Molekiils. Bei 1bar ist das umgeben-
de Wasser unstrukturiert. Da die 17 umgebenden Wassermolekiile keine Bindung mit den
Methylgruppen eingehen, ist die erste Koordinationsschale in den rdumlichen Verteilungs-
funktionen nicht stark ausgepragt. Wird der Druck auf 10 kbar erhoht, steigt die Anzahl der
Wassermolekiile in der ersten Koordinationsschale auf 21. Daraus folgt eine hohere Ord-
nung, in den rdumlichen Verteilungsfunktionen ist die erste Koordinationsschale zu erkennen
[Imol5]. Die Ergebnisse lassen sich nicht verallgemeinern, zeigen aber, welch groRen Unter-
schied die Art der Wechselwirkung auf den Einfluss von Druck haben kann.

2.3 Grenzflachen

Grenzflichen bilden den Ubergang zwischen Stoffen mit unter Umstinden véllig anderen Ei-
genschaften beziiglich Struktur, Polarisierbarkeit oder Aggregatzustand. Eine solche Grenz-
flaiche zwischen einer Kristallstruktur und Wasser ist in Abbildung 2.4 schematisch darge-
stellt. Die gednderten physikalischen Eigenschaften haben an den verschiedenen Grenzflachen
unterschiedlich starke Einflisse. An der fliissig-gas-Grenzflache (zum Beispiel Wasser-Luft)
und der fliissig-fliissig-Grenzfliche (zum Beispiel Ol-Wasser) tritt nur eine geringe Struktu-
rierung innerhalb der Medien auf, wie mit Simulationen gezeigt werden konnte [Bre08]. An
der fest-fliissig Grenzfliche hingegen ist es mdglich, dass sich in der fliissigen Phase nahe der
Grenzfliche eine hohere Ordnung herausbildet, eine Ubersicht bietet zum Beispiel [Kap06].
Im folgenden Kapitel werden die beschriebenen Phianomene erldutert. Hierbei wird anhand
aktueller Literatur vor allem auf die in dieser Arbeit fast ausschlieRlich untersuchte hydro-
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung einer Festkdrper-Wasser-Grenzfliche (unten) und das zu-
gehdrige Dichteprofil (oben), adaptiert mit Genehmigung aus [Fen04].

phobe Oberflache eingegangen.

2.3.1 Festkorperoberflichen in Kontakt mit Fliissigkeiten

Wenn eine Flissigkeit in Kontakt mit einer harten Wand ist, ordnen sich die Molekiile par-
allel zur Oberflache in Schichten an. Diese Ordnung nimmt innerhalb weniger Molekiillagen
ab und die Flissigkeit wird zur Volumenfliissigkeit [Isr11], wie im unteren Teil der Abbil-
dung 2.4 dargestellt. In Dichteprofilen der Fliissigkeit senkrecht zur Oberfliche fiihrt dies zu
einer geddmpften Oszillation, wie im oberen Bereich in Abbildung 2.4 gezeigt. Die hdhere
Ordnung an der Grenzflache dndert die Eigenschaften der Flissigkeit in der Ndhe der Grenz-
flache. So kdnnen sich zum Beispiel die Viskositat, die Polaritdt und der Brechungsindex an
der Oberflache von der Volumenflissigkeit unterscheiden [Hen49; Kap06]. Daher wird bei
Flissigkeiten in direktem Kontakt mit der Grenzfliche von Grenzflachenflissigkeiten und,
im Fall von Wasser, von Grenzflichenwasser gesprochen.

Die Anordnung der Fliissigkeitsmolekiile an der Grenzfliche wurde experimentell zuerst nach-
gewiesen, indem eine wenige Nanometer dicke Wasserschicht zwischen zwei glatten Ober-
flachen platziert wurde. Die Kraft, die notwendig ist, um die Platten anzundhern, oszilliert
in Abhdngigkeit der Entfernung zwischen den Platten auf Grund der Anordnung der Mole-
kiile. Die Oszillationsperiode entspricht dabei der MolekiilgroRe [Pas84]. Die Ordnung in der
flissigen Phase nahe der Grenzflache konnte spater auch mit XRR fiir verschiedene Syste-
me nachgewiesen werden. Hier wurden vor allem fliissige Metalle wie Gallium auf Diamant
[Hui97] oder Aluminium auf Saphir [Oh05] untersucht und eine hohe Ordnung in den ersten
Atomlagen der fliissigen Metalle gefunden.

An der Grenzflache zwischen Siliziumdioxid und verschiedenen Fliissigkeiten konnte ebenfalls
eine strukturierte Anordnung der Molekiile nachgewiesen werden, sowohl fiir kaum wech-
selwirkende, spharische Molekiile wie Oktamethylcyclotetrasiloxan (CgH2404Sis) [YuOl1b],
als auch fiir die unpolare Fliissigkeiten n-Hexan, n-Decan, Perfluorhexan und Cyclohexan
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[Doe98; Doe00]. Die Anordnung in der Flissigkeit fiihrt auch zur Beobachtung eine Dichte-
defizits zwischen Volumenfliissigkeit und Festkdrperoberfliche. Dieses wird fiir die unpolaren
Flissigkeiten damit begriindet, dass die Molekiile an der Oberflache nicht dicht gepackt wer-
den kénnen [Doe00].

Komplizierter wird die Beschreibung der Strukturierung an einer Grenzflache, wenn zwischen
der Festkorperoberflache und der Fliissigkeit Krafte mit groRerer Reichweite wirken. So kdn-
nen polare Molekiile wie Wasser an einer polaren Oberfliche orientiert werden. Dadurch
wird Ordnung im oberflichennahen Wasser erzeugt. Die Ordnung konnte in Experimenten
[Kagl2] und in Simulationen [Jan07] nachgewiesen werden.

Die Starke der Wechselwirkung zwischen Fliissigkeit und Oberflache kann durch Untersu-
chung der Benetzung der Festkdrperoberfliche mit einer Fliissigkeit bestimmt werden. Eine
Charakterisierung der Benetzungseigenschaften ist anhand des makroskopisch beobachtba-
ren Kontaktwinkels # mdoglich. Damit wird der Winkel zwischen einem Fliissigkeitstropfen
und einer Oberflache beschrieben. Der Kontaktwinkel wird von den Oberflichenenergien der
festen Oberflache, der Flissigkeit und den Eigenschaften der Gasphase bestimmt. Ist der
Kontaktwinkel der festen Oberfliche mit Wasser in Luft gréRer als 90°, wird sie als hydro-
phob bezeichnet. Ist 6 kleiner als 90°, wird die Oberfliche hydrophil genannt. Als Beispiel
sind in Abbildung 2.5 zwei Fotos fiir die in dieser Arbeit untersuchte hydrophobe Oktade-
cyltrichlorosilan (OTS) Oberfliche in Kontakt mit Wasser und (unpolarem) Diiodmethan
dargestellt.

Abbildung 2.5: Fotos von Wasser (a) und Diiodmethan (b) auf OTS.

Der Zusammenhang zwischen dem Kontaktwinkel # und den Oberflichenflachenenergien
wird mit der Young'schen Gleichung

Y0G = YOF + YFG cos ¢ (2.7)

beschrieben. Die Indizes stehen dabei fiir die beteiligten Komponenten (O fiir Oberflache, F
fur Flissigkeit, G fiir Gasphase). Bei Kontaktwinkelmessungen ist zu beachten, dass der ge-
messene Winkel einer Hysterese unterliegt. So ist der Kontaktwinkel zumeist gréBer, wenn die
Oberflache zuvor nicht benetzt war. Verringert man hingegen den benetzten Bereich, ist auch
der gemessene Winkel kleiner. Da der Kontaktwinkel einer zuvor unbenetzten Oberflache re-
produzierbarer messbar ist [Dav14], werden in dieser Arbeit nur solche Winkel angegeben.
Geht man davon aus, dass der polare und der nicht polare Anteil unabhéngig voneinander
sind, folgt die Owens-, Wendt-, Rabel- und Kabel- (OWRK)-Gleichung [Owe69; Kae70]

1 + cosf)vg vR~P
( he _\J3o% 4 o (28)
F

28

Die GroBe 73 bzw. 7@ beschreiben dann die polaren (Index p) bzw. nicht polaren (Index n)
Anteile der Oberflichenenergie. Nach [Owe69; Kae70] zdhlen zu den polaren Anteilen die
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Dipol-Dipol- und Debye-Wechselwirkungen sowie die H-Bindungen zwischen Fliissigkeit und
Oberfliche. Die nicht polaren Anteile werden durch London’sche Krifte erzeugt.

Typische Werte fiir verschiedene Oberflichen sind in Tabelle 2.1 angegeben. Durch Bestim-
mung von g und @ kénnen die Eigenschaften einer Oberfliche und ihre Wechselwirkung
mit Fliissigkeiten genauer beschrieben werden.

| 0[] |y [mN/m] | 48 [mN/m] | 7§ [mN/m]
OTS | 98,2 / 112 [Mez10] | 23,50 +-0,05 | 543 +0,01 | 18,07 +0,05
SiO; | <10 | 77,36 0,02 | 68,13+0,01 | 9,23+0,02

Tabelle 2.1: Werte fiir den Kontaktwinkel ¢, die Oberflachenenergie ~ und die polaren 4§ bzw. nicht
polaren Anteile 7§, wenn nicht anders angegeben entnommen aus [Jan06].

2.3.2 Hydrophobe Grenzflachen in Kontakt mit Wasser

Ein interessantes Problem stellt die Grenzfliche zwischen hydrophoben Medien und Wasser
da [Cha05]. An einer hydrophoben Grenzflache kann Wasser keine H-Bindungen mit der
Grenzflache ausbilden und ist somit nicht so stark orientiert wie an hydrophilen Oberflichen
[Jan07; Kagl2]. Aus diesem Grund wurde die Grenzflache haufig untersucht, die Ergebnisse
werden im folgenden Abschnitt vorgestellt.

Erste MD-Simulationen zu der Frage, wie Wasser sich an hydrophoben Oberflachen verhilt,
wurden in den 90er Jahren des 20sten Jahrhunderts durchgefiihrt [Gri96; Lum99; MamO04].
Die Studien fithrten zu Reflektivitaitsmessungen mit Neutronen [Ste03] und Rontgenstrah-
lung [Jen03] an mit einer Monolage OTS beschichteten Siliziumwafern. Alle Experimente,
wie auch die Simulationen, zeigten eine so genannte Verarmungsschicht an hydrophoben
Oberflichen, konnten deren strukturellen Eigenschaften aber nur grob abschitzen.

Durch diese Studien sind mit OTS beschichtete

Oberflachen das Standardsystem zur Untersuchung

hydrophober Oberflachen. OTS Molekiile bestehen

aus einer Kopfgruppe (SiCl3) und einer Schwanz-

gruppe ((CH2)17CH3) wie in Abbildung 2.6 dar-

gestellt. Die OTS-Molekiile konnen iiber kovalente Apbildung 2.6: Schematische Darstel-
Bindungen der Kopf-Gruppe an die Siliziumdioxid- lung eines Oktadecyltrichlorosilan-(OTS)-
Oberfliche gebunden werden. Dabei gibt das OTS Molekiils, die Atome sind farblich gekenn-
die Cl-Atome ab und bindet kovalent an die Ober- Zzeichnet (griin: Cl, grau: Si, schwarz: C,
fliche. Ein zuvor am Sauerstoff an der Oberfliche Wei: H). aus [Wik16b] entnommen.
gebundenes H-Atom bildet mit dem Chlor HCI. Die

Schwanzgruppen der OTS-Molekiile bilden so eine homogene, ungeladene Oberflache. Eine
genaue Beschreibung der Oberflache folgt in Kapitel 4.1.

Nachfolgende Messungen mit hoherer Aufldsung konnten die Existenz der Verarmungsschicht
an hydrophoben Oberflichen in Wasser bestitigen und ihre Dicke auf 1-6 A eingrenzen
[Mez06; Poy06; Mez10; Uys13]. Ein Elektronendichteprofil zwischen OTS und Wasser, das
im Rahmen dieser Arbeit aus einer Messung berechnet wurde, ist in Abbildung 2.7a) dar-
gestellt. Zwischen der Wasserphase und der OTS-Schwanzgruppe ist das Dichtedefizit ge-
kennzeichnet, der Einschub zeigt die Messwerte und die aus dem Elektronendichteprofil
berechnete Anpassung.

Die starke Variation der experimentell bestimmten Schichtdicke riihrt daher, dass bei der
Berechnung des Elektronendichteprofils die Schichtdicke, die Rauigkeit und die Elektronen-
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Abbildung 2.7: a) Elektronendichteprofil eines mit OTS beschichteten Silizium-Wafers. Der Einschub
zeigt die Messdaten und die aus dem Elektronendichteprofile berechnete Anpassung an die Daten.
Die verschiedenen Bestandteile des Elektronendichteprofils sind im unteren Bereich skizziert. b)-e)
Verschiedene Mdoglichkeiten, die Verarmungsschicht auf hydrophoben OTS-Oberflichen zu erkl3-
ren, weitere Erlduterungen im Text; b)-e) mit Modifikation nachgedruckt aus [Mez10], (©)(2010),
American Chemical Society.

dichte der Verarmungsschicht miteinander gekoppelt sind. So haben Mezger et al. beobach-
tet [Mez06], dass die Qualitdt des angepassten Intensitatsverlaufs gleich bleibt, wenn die
Schichtdicke der Verarmungsschicht zwischen 1A und 6 A zusammen mit der Elektronen-
dichte variiert wird. Daher haben sie die Eigenschaften der Verarmungsschicht als Produkt
aus Schichtdicke und Elektronendichtedifferenz zwischen dem Minimum der Verarmungs-
schicht und Wasser definiert. Mamatkulov et al. [Mam04] haben das Dichtedefizit aus ihren
Simulationen iiber eine Integration der Elektronendichteprofile im Bereich der Verarmungs-
schicht bestimmt. Dabei konnten sie die in Simulationen einzeln zuganglichen Dichteprofile
der Oberflache und der Fliissigkeiten verwenden, was in experimentell ermittelten Elektronen-
dichteprofilen nicht mdglich ist. Eine allgemeine genutzte Definition zur Charakterisierung
des Dichtedefizits existiert aber nicht, daher ist der Vergleich der verschiedenen Studien
schwierig.

Der Ursprung der Verarmungsschicht wurde wegen der geringen Ausdehnung und der da-
mit einhergehenden schweren Zuordnung kontrovers diskutiert. Die einzige Messmethode,
die die notige Aufldsung zur Messung der Schicht besitzt, ist XRR. Mit XRR kann aber
nur die Anderung der Elektronendichte bestimmt werden, eine Zuordnung des Defizits zur
Oberflache oder Fliissigkeit ist nur mit XRR daher nicht méglich.
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In der Literatur werden verschiedene mogliche Griinde fiir die Verarmungsschicht diskutiert.
Sie sind in Abbildung 2.7b)-e) zusammengefasst. So kann sowohl die Art und Weise, wie
die Wassermolekiile an der Oberflache gepackt werden (2.7 b)) als auch die Orientierung
der Wassermolekiile (2.7 c)) eine Rolle spielen. Des Weiteren enden die meisten untersuch-
ten hydrophoben Oberflichen mit einer Methylgruppe, die, im Gegensatz zum Rest der
Schwanzgruppe, ein Wasserstoffatom anstatt eines Kohlenstoffatoms enthilt (2.7 d)). Da
Wasserstoff sieben Elektronen weniger als Kohlenstoff besitzt, wird die gemessenen mittleren
Dichte am Ende der Schwanzgruppe herabgesenkt. Zusitzlich kann auch die Topographie
der Oberflache einen Einfluss auf die Anordnung der Wassermolekiile haben (2.7 €)).

Nach aktuellem Stand der Forschung fiihrt eine Kombination aus mehreren Effekten zur
Verarmungsschicht. So konnten Mezger et al. durch Kombination von XRR-Messungen und
MD-Simulationen zeigen, dass die Wassermolekiile bevorzugt mit einem Wasserstoffatom
zur Oberflache orientiert sind und sich die Sauerstoffatome in der Mitte der ersten Wasser-
schicht befinden [Mez10]. Dadurch verschiebt sich der Schwerpunkt der Elektronen der ersten
Wasserschicht von der Oberfliche zur Wasserphase. Das auch die Methylgruppe einen Bei-
trag zur verringerten Elektronendichte hat, wurde von Ocko et al. [Ock08] diskutiert. Nach
Mezger et al. [Mez10] betragt dieser 31 % einer Wassermonolage.

Des Weiteren konnten sowohl Mezger et al. [Mez10] als auch Uysal et al. [Uys13] zeigen, dass
auf hydrophoben Monolagen aus Fluoralkylsilan-Molekiilen unterschiedlicher Kettenlange
eine Verarmungsschicht existiert.

Eine solche Verarmungsschicht wurde mittels Neutronenreflektivitats-Messungen zudem zwi-
schen Materialien unterschiedlicher Polaritdt und Losungsmitteln gemessen [Mac07; Gutll].
Die Verarmungsschicht ist allerdings selbst fiir die OTS-Wasser-Grenzflache deutlich groRer
als in XRR-Experimenten. So haben Maccerini et al. eine Schichtdicke von 16 + 5 A fiir die
Verarmungsschichten zwischen hydrophob beschichteten Oberflichen und Fliissigkeiten wie
teilweise deuteriertem Dodecanthiol oder Wasser gefunden [Mac07]. Da fiir die Experimente
Molekiile mit einer Linge von 16 A bei einer Oberflichenrauigkeit von 14—16 A genutzt wur-
den, und Neutronenreflektivitdts-Messungen gleichzeitig einen geringere Auflésung haben,
sind die Ergebnisse nur bedingt aussagekraftig.

Auch zwischen unpolarem Cyclohexan bzw. Oktan und einer hydrophoben Oberflache konn-
te eine Verarmungsschicht nachgewiesen werden. Gutfreund et al. haben die Grenzflache
zwischen OTS und Cyclohexan mit einen deutlich groReren Messbereich untersucht und ei-
ne Verarmungsschicht mit einer Dicke von 14 A und einem Dichtedefizit von 30% in der
Fliissigkeitsphase bestimmt [Gut11]. Zwischen Siliziumdioxid und den gleichen Flissigkeiten
betrug die Dicke des Defizits ungefihr 30 A

2.4 Proteine

Im folgenden Abschnitt wird die Struktur von Proteinen in Losung und als Adsorbat an
der fest-fliissig-Grenzfliche beschrieben. Die Proteinstruktur kann unter anderem durch die
Zugabe von Kosolventien [Tim03], den Kontakt mit einer Grenzflichen [Roa05; Raf10] oder
Anderung der thermodynamischen Umgebungsvariablen (p, T,...) [Her98; Gro94; Kieldb]
gedndert oder zerstort werden. Der Prozess wird als Entfaltung bezeichnet, die zu Grunde
liegenden Mechanismen werden nachfolgend erldutert. Die Beschreibung der Proteine beruht
auf den Quellen [Bra99] und [Les10].
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2.4.1 Proteine in Losung

Der hydrophobe Effekt ist entscheidend fiir die Struktur von biologischer Materie wie Li-
pidmembranen/-mizellen und Proteinen. Die dreidimensonale Struktur von Proteinen wird
von ihrer Aminosdurensequenz bestimmt. Die Aminosduren kdnnen auf verschiedene Arten
wechselwirken, hierzu gehoéren ionische, hydrophobe und van-der-Waals Wechselwirkungen.
AuBerdem konnen sie Disulfid- und H-Bindungen eingehen. In Abbildung 2.8 sind die chemi-
schen Strukturen der 20 verschiedenen proteinogenen Aminosduren dargestellt und anhand
der Eigenschaften ihrer Seitenketten (unpolar,polar, basisch, sauer) sortiert.

unpolar/hydrophob o basisch

CH; O (o]
H,C H,N
OH H,C OH OH
NH, NH, NH,
Alanin Valin Lysin
(o] o CH, O NH (e]
s H,C HC A~ )]\
~ \/ﬁ)’LOH 3 W/Y\kOH 3 OH HZN H/\/Y\kc)H
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N
OH | OH OH </ | OH
NH N NH, NH, N NH,
Prolin H Tryptophan Phenylalanin H Histidin
polar/neutral o) sauer 0 0
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Abbildung 2.8: Chemische Strukturen der Aminosduren eingeteilt nach den Eigenschaften ihrer Sei-
tenketten, entnommen aus [Wik16c].

Aminosauren sind in Proteinen in Ketten mit kurzen Seitenketten angeordnet. Die Kette wird
als Primérstruktur bezeichnet und ist dadurch gekennzeichnet, dass jede Aminosduren nur
mit ihren direkten Nachbarn iiber Peptidbindungen verbunden ist. Durch die verschiedenen
Wechselwirkungsarten der Aminosduren bilden Proteine in wassrigen Lésungen dreidimen-
sionale Strukturen aus, die sogenannte Tertidrstruktur des Proteins. Der Prozess der Struk-
turbildung wird als Faltung bezeichnet. Die hydrophoben Bereiche der Kette ordnen sich
auf Grund des hydrophoben Effektes im Inneren des Proteins an. Gleichermalen orientieren
sich die meisten hydrophilen Bereich zum Wasser und bilden eine hydrophile Hiille, die mit
dem Wasser interagiert. Aulerdem konnen die Aminosauren auch im Protein H-Bindungen
sowohl mit Wasser als auch untereinander eingehen.

In dieser Arbeit wird das Protein Lysozym untersucht, dessen Form sich mit einer Ellipse mit
zwei kurzen Achsen mit 30 A Linge und einer langen Achse mit 45 A Linge annihern lisst.
In wassrigen Losungen mit dem hier genutzten pH-Wert von 7,1 ist es positiv geladen. Der
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isoelektrischen Punkt liegt bei 11. In Abbildung 2.9 ist die Struktur von gefaltetem Lyso-
zym zu sehen. Innerhalb der Tertidrstruktur bilden die Aminosduren eines Proteins weitere
charakteristische Strukturen wie Helizes, Faltblatter oder Schleifen (Sekundarstruktur) aus.
Sie werden durch die Wechselwirkung der Aminosduren untereinander erzeugt und treten
in den meisten Proteinen auf. Die Bereiche sind fiir Lysozym in Abbildung 2.9a) farblich
gekennzeichnet. Abbildung 2.9b) zeigt die hydrophoben und hydrophilen Bereiche und die
Hiille des Proteins als grauen Schatten.

Helix Schleifen Hydrophobizitit

Faltblatt Bl undefiniert i stark _ schwach

Abbildung 2.9: Darstellungen der gefalteten Aminosiurekette des Proteins Lysozym. Abbildung a)
zeigt die unterschiedlichen Elemente der Sekundarstruktur, in Abbildung b) ist die Oberfliche des
Proteins dargestellt, aulerdem ist die Hydrophobizitét der einzelnen Proteinbereiche zu erkennen. Die
Abbildung wurde erstellt mit dem Proteindatabaseeintrag 2Lyz und dem Programm RCSP Protein
Workshop auf Basis von [Mor05; Xu09].

Auf Grund der komplexen Wechselwirkungen zwischen den Aminosauren, die die Struk-
tur des Proteins bestimmen, reagieren Proteine auf Anderungen der Umgebungsvariablen
(p,T,...) oder das Hinzufiigen von Salzen oder Molekiilen. Die native Form des Proteins
kann dadurch kollabieren, der Prozess wird als Entfaltung bezeichnet. Fiir die Anderung der
freien Gibbschen Energie eines Proteins vom gefalteten in den entfalteten Zustand gilt dann
[Mee06]

AGeys = —ASAT + AVdp (2.9)

mit der Entropiednderung AS, der Temperatur T, der Volumendnderung AV und dem
Druck p. Erhdht man somit den Druck bei konstanter Temperatur, verringert sich das Vo-
lumen des Proteins und es kann entfaltet werden. Der Einfluss von Druck auf die Protein-
struktur ist in [Gro94; Boo02; Roy02; Mee06] ausfiihrlich beschrieben. MaRgeblich ist hierbei,
dass durch die Anderung des Volumens Packungsdefekte im Protein reduziert werden kon-
nen [Gek79] und zudem zuvor innen liegende Bereiche mit dem Ldsungsmittel in Kontakt
kommen. Auch Anderungen der Ladungsverteilung und daraus folgende Umorientierung der
Wassermolekiile konnen die Folge einer Druckerhdhung sein.

Die durch Druck hervorgerufenen Modifikationen sind in vielen Proteinen bis zum hier ver-
wendeten Druck von 5000 bar zerstdrungsfrei. So sind die Anderungen an der Struktur von
Lysozym in Wasser bis 5000 bar vollstandig reversibel [Her98] und die Sekundarstruktur
bleibt erhalten [Sch11].

Die Entfaltung eines Proteins kann auch durch Zugabe verschiedener Stoffe erfolgen, sie
werden als Chaotropen oder Denaturanten bezeichnet. Sie kdnnen in das Protein eindringen
und dadurch die Bindungen im Protein beeinflussen, dabei wechselwirken sie sowohl mit den

17


http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2LYZ

Kapitel 2. Grundlagen

Aminosauren als auch mit dem Wasser innerhalb des Proteins. Chaotrope Stoffe werden
zudem oft im Zusammenspiel mit Anderungen der Temperatur [Tim03] oder des Drucks

genutzt [Sas99].

Ein haufig eingesetzter Chaotrop ist das auch in dieser
Arbeit verwendete Urea (CH4N,0O). Es kann sowohl hy-
drophob wechselwirken als auch H-Bindungen eingehen.
In Abbildung 2.10 ist die chemische Struktur dargestellt.
Ob Urea die Entfaltung indirekt (iiber eine Anderung
der H-Bindungen im Wasser) oder direkt (iiber hydro-
phobe Wechselwirkung) beeinflusst, wurde in der Litera-
tur kontrovers diskutiert [Ros08; Zho11]. Aktuelle Studien
stiitzen die These der direkten Wechselwirkung [Hua08;
Zan09; Canll; Sonl4]. So konnten Hua et al. [Hua08]
zum Beispiel zeigen, dass Urea das Wasser aus dem Pro-
tein verdrangt und das Protein so entfaltet. AnschlieBend
binden an die entfalteten Seitenketten weitere Ureamole-

J J

Abbildung 2.10: Darstellung des
Denaturants Urea, die Atome
sind  farblich  gekennzeichnet
(weil:H; rot: O; grau: C; blau:
N), die Abbildung wurde mit Jmol

kiile. Die Simulationsergebnisse werden von experimentel- (http://www.jmol org/) erstellt.

len Resultaten unterstiitzt [Jha09; Sonl4].

2.4.2 Proteinadsorbate an der fest-fliissig-Grenzflache

Grenzflichen dndern nicht nur die Struktur der Fliissigkeit, auch in ihr geloste Molekiile
werden von der Grenzfliche beeinflusst. Eine Vielzahl von Mechanismen konnen zur Ad-
sorption von Molekiilen wie zum Beispiel Proteinen an Oberflichen fiihren. Unterschiedliche
Ladungen im Protein und an der Oberfliche tragen zur Bildung von Adsorbatschichten bei,
an hydrophoben Oberflichen spielt der hydrophobe Effekt eine wichtige Rolle. So kénnen
amphiphile Molekiile durch die Bindung an eine hydrophobe Oberfliche den Kontakt ihrer
hydrophoben Oberflichenanteile mit Wasser minimieren. Ein Beispiel ist die Adsorption von
Urea an hydrophoben Oberflachen, welche sowohl in Simulationen [Zan09] als auch experi-
mentell [Wirl5] beobachtet wurde. Abhangig von der Art und Starke der Wechselwirkung
zwischen den Molekiilen und der Oberflache kénnen die Molekiile wieder von der Oberflache
desorbieren, bis sich nach einiger Zeit an der Oberfliche ein Gleichgewicht einstellt. Der
Bedeckungsgrad der Oberfliche mit den Molekiilen ist somit auch ein Mal fiir die Starke
der Wechselwirkung.

Proteine stellen einen Sonderfall bei der Betrachtung von Adsorptionsprozessen dar, da sie
ihre Form &ndern und dadurch auf verschiedenen Oberflichen auf unterschiedliche Arten
adsorbieren kdnnen. Die Adsorption hingt daher stark von der Natur der Oberflache und
der des Proteins ab. Auf hydrophilen Oberflichen kann das Protein im nativen Zustand
adsorbieren. Da die hydrophile Hiille des Proteins in Kontakt mit der hydrophilen Oberflache
ist, werden viele Proteine nicht entfaltet und erhalten ihre natiirlichen Form [Ric13; Kiel4b;
Goh15].

Auf hydrophoben Oberflichen hingegen entfalten Proteine meist. Der hydrophobe Effekt
fiihrt dazu, dass es fiir Proteine energetisch giinstiger ist, ihre innen liegenden, hydrophoben
Bereiche an die hydrophobe Oberflache zu bringen [Cha04]. Die hydrophilen Bereiche des
Proteins orientieren sich hierbei mehrheitlich zum Wasser hin und sorgen so dafiir, dass die
Eigenschaften der Oberflache stark verandert werden und sie ihren hydrophoben Charakter
verliert [Gol12]. Wegen der starken Wechselwirkung tritt Proteinadsorption auf nahezu allen
hydrophoben Oberflichen, die in Kontakt mit Proteinlésungen sind, auf [Rabll] und ist
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Abbildung 2.11: Verschiedene Zustdnde adsorbierten Lysozyms auf zwei Lagen Graphen (rote Linien).
a) zeigt die giinstigste Adsorbtionsgeometrie am Anfang der Simulation, noch vorhandene Sekundar-
strukturen sind rot («-Helizes) bzw. gelb ((-Faltblatter) gekennzeichnet. In b) ist ein metastabiler
finaler Zustand ohne Sekundéarstruktur dargestellt, in c) der stabilsten beobachtete Endzustand.
Abbildungen mit Modifikation nachgedruckt aus [Raf10], (©)(2010), American Chemical Society.

meist irreversibel.

Beispiele fiir denaturierte adsorbierte Proteine auf einer hydrophoben Oberfliche sind in
Abbildung 2.11 dargestellt. Die Abbildung zeigt verschiedene Stadien der Absorption eines
Lysozym-Molekiils auf Graphen und wurde aus Schnappschiissen wihrend einer MD-Simu-
lation erstellt [Raf10]. In Abbildungsteil 2.11a) ist die giinstigste Geometrie zu Beginn des
Adsorptionsprozesses zu sehen. Das Lysozymmolekiil ist mit der langen Achse parallel zur
Oberflache adsorbiert und ein Teil der Sekundarstruktur bleibt erhalten. Der Zustand zerfallt
innerhalb der Simulationszeit (200 ps) in verschiedene Endzustdnde. In 2.11b) ist das Protein
in einem metastabilen Endzustand, in c) im stabilsten Endzustand. In beiden Zustdnden ist
keine Sekundarstruktur mehr vorhanden und Teile des Proteins sind in die Fliissigphase
gerichtet.

Das Beispiel illustriert, wie stark der Einfluss der Oberfliche auf die Proteinstruktur ist. Da
Simulationen an Proteinsystemen sehr komplex sind und langreichweitige Wechselwirkungen
haufig vernachlassigt werden, sind die Erkenntnisse nur im Vergleich mit experimentellen Un-
tersuchungen an Proteinadsorbaten nutzbar. Die in situ-Untersuchungen der Proteinschich-
ten ist auf Grund der schlechten Zuganglichkeit der Grenzfliche nicht mit vielen Methoden
moglich. Eine Zusammenfassung der Methoden findet sich zum Beispiel in [Zael2].

Auch mit XRR wurden Untersuchungen zur Struktur von Proteinadsobatschichten an hydro-
philen und hydrophoben Oberflachen durchgefiihrt (unter anderem in [Lu98; H3h12; Ricl3;
Kieldb]). Sie ergeben detaillierte Elektronendichteprofile der Proteinadsorbatschichten in
wassrigen Losungen. Die fiir diese Arbeit relevanten Studien werden in Kapitel 6 diskutiert
und mit den Ergebnissen dieser Arbeit verglichen.

Der Einfluss von Druck auf Adsorbatschichten aus Proteinen und die Adsorption von Pro-
teinen ist bisher sehr selten erforscht worden. Wie zuvor beschrieben, werden Proteine ab
einem kritischen Druck denaturiert. Gleichzeitig kann Druck die Wechselwirkung zwischen
der Oberfliche und dem Protein beeinflussen. Die Adsorption von Proteinen auf hydrophilen
und hydrophoben Oberflichen unter Druck ist bisher nur in einer Studie analysiert worden
[Kool13]. Es konnte ein leichtes Schichtwachstum mit steigendem Druck beobachtet wer-
den, das mit einer Abschwichung der Entfaltungsenergie gemiR Gl. (2.9) auf Grund des
Druckanstiegs assoziiert wurde. Die Studie zu der in dieser Arbeit genutzten Hochdruckzelle
beinhaltet die Untersuchung der Denaturierung von Lysozym durch Druck unter Einfluss der
Kosolvens Guandiniumchlorid [Wirl4]. Hier wurde bei erhdhter Temperatur von 40°C ein
Anstieg der Schichtdicke unter Druck festgestellt. Weitere Studien iiber den Einfluss von
Druck auf die Struktur adsorbierter Proteine sind nicht bekannt, obwohl! viele Studien zum
Einfluss von Druck auf Proteine in Losung durchgefiihrt wurden. Der Grund ist vermutlich
der schwierige experimentelle Zugang zu Oberflachen in Fliissigkeiten unter Druck.
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Kapitel 3

Messapparaturen an
Synchrotronstrahlungsquellen

Im nachfolgenden Kapitel werden die zur Durchfiihrung der Reflektivititsmessungen genutz-
ten Messzellen und Strahllinien (engl. Beamlines) an verschiedenen Synchrotronstrahlungs-
quellen vorgestellt.

3.1 Messzellen

Zur Durchfiihrung der Messungen wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei verschiedene Zellen
genutzt.

Die Hochdruckexperimente wurden mit der in Abbildung 3.1a) dargestellten Hochdruckzelle
durchgefiihrt. Die Zelle wurde von F. Wirkert im Rahmen seiner Dissertation [Wirl5] kon-
struiert und ist in dieser und in [Wir14] detailliert beschrieben. Sie besteht aus einem duReren
druckresistenten Zellkdrper und einer Innenzelle mit separatem Volumen.

Die dulere Zelle wird an den Ein- bzw. Austrittséffnungen mit zwei Diamantfenstern ver-
schlossen. Sie sind fiir den Rontgenstrahl transparent und haben zugleich den Vorteil, dass
sie dem Druckunterschied von mehreren 1000 bar standhalten konnen. Der Strahlengang
durch die Diamanten ist in Abbildung 3.1b) zu sehen.

Der Druck wird iiber eine Handspindelpumpe erzeugt und an der Hochdruckzelle und der
Pumpe gemessen. Die Innenzelle kann Siliziumwafer der GroRe 7,6 x 7,6 mm? aufnehmen
und ist in Abbildung 3.1c) dargestellt. Durch die etwas kleineren Wafer im Vergleich zur
ProbenzellengroRe ist sichergestellt, dass die Proben nicht verspannen. In dem Bereich,
in dem der Rontgenstrahl auf die Probe treffen soll, wird die Innenzelle mit Kaptonfolie
beklebt. Sie ist transparent fiir den Réntgenstrahl und chemisch inert. Da die Folie aber
nicht flexibel ist und durch die Volumenanderung in der Innenzelle unter Druck reifen wiirde,
wird die Innenzelle zusatzlich mit einer flexiblen Membran geschlossen. Wie in Abbildung
3.1c) zu sehen ist, hat die Schraube, die die Innenzelle verschlielt, eine Bohrung. Sie wird
mit der Membran beklebt und sorgt somit fiir den Druckausgleich zwischen den 400 pl
Probenvolumen und dem Druck iibertragenden Wasser aus der Pumpe.

Die meisten Experimente unter Normaldruck wurden mit der im Rahmen dieser Arbeit kon-
struierten Zelle durchgefiihrt. Die Zelle ist in Abbildung 3.2 dargestellt und bietet mehrere
Vorteile gegeniiber bereits vorhandenen Zellen zur Vermessung der fest-fliissig-Grenzflache.
So ist die Fliissigkeit leicht zugdnglich und kann einfach getauscht oder verandert werden.
AuBerdem ist es mit der neuen Zelle wegen der hohen Dichtigkeit méglich, schnell verdamp-
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b) Druck libertragendes Wasser
1 mm Diamant

* Probenfliissigkeit

= -y
8 mm

Kapion

Abbildung 3.1: a) Konstruktionszeichnung und b) Skizze mit Strahlengang der XRR-Hochdruckzelle.
¢) Konstruktionszeichnung und Fotos der Innenzelle. Abbildungen entnommen aus [Wirl4], Nach-
gedruckt mit Erlaubnis der International Union of Crystallography.

fende Stoffe wie Chloroform oder Ether und deren Gemische als Fliissigkeitsphase zu nutzen.
Zudem kann die Temperatur der Probe schnell und kontrolliert gedndert werden.

Die Zelle wurde in Zusammenarbeit mit dem Konstruktionsbiiro der Fakultdt Physik unter
Leitung von Herrn Rudloff konstruiert. Ein Teil der Konstruktionszeichnungen ist in Ab-
bildung 3.2a) dargestellt, das Design ist dhnlich der in [Kielda] vorgestellten Zelle. Die
vollstindigen Konstruktionszeichnungen befinden sich im Anhang ab Seite 111.

Die Zelle besteht aus einem Zellkérper mit drei Offnungen von jeweils 20 x 20 mm?. Sie
werden mit zwei abnehmbaren Fenstern und einem Deckel verschlossen und mit O-Ringen
(27,5 x 1,5mm?) abgedichtet. Die Fenster werden mit Kaptonfolie beklebt. Die Zelle ist so
konstruiert, dass die Fliissigkeit in der Zelle nur mit dem Kapton und dem abdichtenden O-
Ring in Kontakt ist, nicht aber mit dem Kleber. Somit kénnen auch Fliissigkeiten untersucht
werden, die den verwendeten Kleber |6sen konnen.

Unterhalb des Zellkdrpers wird ein Heizboden angebracht, iber den die Zelle mit einem Fliis-
sigkeitskreislauf gekiihlt oder beheizt werden kann. AuRerdem ist es méglich, einen Delrinbo-
den zu befestigen, der die Zelle thermisch von der Befestigung an der Beamline entkoppelt.
Der Siliziumwafer wird in einem Probenhalter befestigt, der Proben mit einer Flache von
10 x 18 mm? aufnehmen kann und durch die obere Offnung des Zellkdrpers getauscht wird.
Im Boden des Zellkdrpers befinden sich zwei Stifte, die den Probenhalter fixieren. Fotos der
Zelle sowie aller Einzelteile sind in Abbildung 3.2b) zu sehen.

Die Zelle kann mit eingebautem Probenhalter ein Flissigkeitsvolumen von maximal 10 ml
aufnehmen. Bereits 4 ml Fliissigkeit reichen zur Durchfiihrung einer Messung aus. Die MalRe
der Zelle wurden so gewihlt, dass relativ grole Siliziumwafer vermessen werden kdnnen, die
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Abbildung 3.2: Konstruktionszeichnung (a)) und Fotos der im Rahmen dieser Arbeit konstruierten
XRR-Zelle (b)). Von links nach rechts: Die zusammengebaute Zelle; der innere Zellkérper; der
Probenhalter fiir Siliziumwafer.

Transmission durch die Fliissigkeit aber gleichzeitig groR genug ist, um eine schnelle Messung
zu ermdglichen.

3.2 Beamlines

Zur Durchfiihrung der Experimente ist hochenergetische, intensive Rontgenstrahlung not-
wendig. Sie wird von Elektronenspeicherringen, sogenannten Synchrotronstrahlungsquellen,
bereitgestellt. Die Strahlung an allen fiir diese Arbeit genutzten Messplatzen wird von einem
sinsertion device” (ID) erzeugt, damit werden im Englischen Wiggler oder Undulatoren be-
zeichnet. Weitere Details hierzu und allgemein zu Synchrotronstrahlungsquellen finden sich
zum Beispiel in [Als11] oder in [Wil96].

Zwischen dem insertion device und dem Messplatz wird der Strahl durch optische Elemente
fokussiert und monochromatisiert. Durch Absorber ist es moglich die auf die Probe treffende
Strahlung abzuschwichen und somit Strahlenschdden zu verhindern. AuBerdem kann iiber
Blendensysteme vor der Probe die StrahlgroRe festgelegt werden, Blendensysteme hinter der
Probe schirmen Streustrahlung ab.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Experimente an verschiedenen europdischen Synchrotron-
strahlungsquellen durchgefiihrt. Neben der Beamline 9 des DELTA in Dortmund ([Pau08;
DEL16]) wurde an der 107 der Diamond Light Source in England ([Arn12; Dial6]) und an
den ESRF Beamlines ID15A [Rei03b] und ID31 ([ESR16]) in Frankreich gemessen. Zu Be-
achten ist hierbei, dass die beiden ESRF-Beamlines nahezu identisch sind. Die ID15A wurde
abgebaut und als ID31 an anderer Stelle neu errichtet. Abhangig vom Messplatz variiert
die Photonenenergie und Flussdichte. Diese und weitere charakteristische Eigenschaften der
jeweiligen Beamlines sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

In Abbildung 3.3 sind die beiden fiir diese Arbeit genutzten Zellen an der Beamline ID31
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Beamline BI9 107 ID15A | ID31
Synchrotronstrahlungsquelle DELTA Diamond | ESRF | ESRF
genutzte Energie [keV] 27 30 70 70
StrahlgréRe (v x h) [um?] 100/200 x 1000 | 100x300 | 4-6x25 | 4-6x40
Detektor 1D /2D 2D 1D 2D
Photonen [s~!] 7x108 10%* 2 | 2x101° [ 10%?
Messzeit [min] 45/30 20 35 5

Tabelle 3.1: Eigenschaften der verschiedenen Beamlines an europdischen Synchrotronstrahlungs-
quellen, als Messzeit ist die durchschnittliche Dauer einer kompletten Messung an der OTS-Wasser-
Grenzflache bei Atmosphirendruck angegeben. ? bei einer Energie von 10keV, bei der genutzten
Energie von 30keV ist der Fluss geringer

der ESRF gezeigt. Die meisten der vorgestellten Messungen wurden an dieser Beamline
durchgefiihrt. Der Strahl tritt hier nach einem Blendensystem aus einer Kreisblende am
Ende des Austrittsrohres aus, hierdurch soll Streustrahlung reduziert werden. Vor der Blende
befindet sich eine Diode zur Messung der einfallenden Intensitdt. Sie kann zur Bestimmung
der Strahlungsdosis genutzt werden. Nach der Probenzelle folgen zwei Blendensysteme, eine
Diode und der Maxipix-Detektor.

Abbildung 3.3: Die fiir diese Arbeit genutzten Zellen an der Beamline ID31 der ESRF mit Kenn-
zeichnung der verschiedenen Elemente der Beamline. In a) ist die neu designte Zelle zu sehen, in
Abbildungsteil b) die Hochdruckzelle.
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Probenpraparation und
-charakterisierung

Um XRR-Messungen an Oberflachen durchfiihren zu kénnen, miissen sie, iiber den Bereich
der StrahlgroBe sehr glatt, flach und homogen sein. Um die Eigenschaften fiir die in dieser
Arbeit fast ausschlieRlich genutzte Oktadecyltrichlorosilan (OTS)-Oberflache gewahrleisten
zu konnen, muss nach der Herstellung eine ausfiihrliche Charakterisierung erfolgen, welche in
diesem Kapitel beschrieben wird. Zur Charakterisierung wurden die Proben mittels Raster-
kraftmikroskopie (engl. atomic force microscope, AFM), XRR und Kontaktwinkelmessungen
untersucht.

Zuvor wird beschrieben, wie die OTS-Monolagen an die Oberfliche des Siliziumwafers binden
und die fiir diese Arbeit genutzte Praparationsmethode vorgestellt.

Die OTS-Proben sind im trockenen Zustand resistent gegen Strahlenschaden. Bei Messung
in Flissigkeiten erzeugt der Rontgenstrahl jedoch freie Radikale in der fliissigen Phase, die
die Oberfliche angreifen. Die dadurch ausgelosten Prozesse werden im darauf folgenden
Abschnitt beschrieben.

Des Weiteren ist zur Auswertung der Reflektivitdtsmessungen die Kenntnis des Substrats und
der Dichte der untersuchten Materialien notwendig. Alle vorgestellten Messungen wurden auf
Siliziumwafern mit einer Siliziumdioxidschicht durchgefiihrt. Die Eigenschaften der diinnen
Siliziumdioxidschicht sind nicht vollstandig geklart und werden in der Literatur diskutiert.
Daher werden im anschlieBenden Abschnitt die verwendeten Modelle vorgestellt.

Die Dichte der verwendeten Fliissigkeiten kann bei Raumtemperatur und Atmospharendruck
fir alle verwendeten Materialien und Fliissigkeiten berechnet oder mittels eines Dichteschwin-
gers gemessen werden. Die Druckabhangigkeit der Dichte der unter Hochdruck studierten
Urea-Losungen ist aber nicht bekannt. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit Absorptions-
messungen mit Rontgenstrahlung zur Bestimmung der Dichte durchgefiihrt. Die Ergebnisse
der Messungen werden mit verfiigbaren Literaturwerten fiir Wasser und Kontrollmessungen
in kommerziellen Dichteschwingern bei niedrigen Driicken verglichen.

4.1 Praparation der OTS-Proben

Die Praparation der OTS-Schichten erfolgt mit einigen Modifizierungen nach der von Mezger
et al. [Mez06] vorgestellten Methode. Ein Uberblick iiber die verschiedenen Préparationsme-
thoden ist in [Onc05] zu finden.

Zu Beginn werden die bereits geschnittenen Siliziumwaferstiicke nacheinander fiir 15 Mi-
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nuten in Isopropanol (Sigma Aldrich!), Aceton (Sigma Aldrich) und Chloroform (Sigma
Aldrich) im Ultraschallbad gereinigt. Hierdurch sollen organische Verschmutzungen beseitigt
werden. Durch die Reibung der Wafer aneinander werden zudem die Kanten geglattet, an-
sonsten kann es beim Einbau der Proben zu Problemen kommen. AnschlieRend werden die
Wafer fiir 30 bis 45 Minuten in ein Bad aus Piranhalosung gegeben. Die Lésung besteht
aus Wasserstoffperoxid (35 %, J. T. Baker) und Schwefelsdure (95 %, CHEMSOLUTE) und
beseitigt ebenfalls organische Riickstande an den Oberflachen. Durch die Piranhalésung wird
die Oberflache angedtzt und es entstehen Silanolgruppen (Si-O-H). Um die Piranhaldsung
von der Oberflache zu entfernen, werden die Wafer nacheinander in mindestens drei Was-
serbader gegeben. Hierbei muss die Probenoberfliche immer von einem Wasserfilm bedeckt
sein, um die Silanolgruppen zu erhalten. Die so praparierten Wafer haben eine sehr hydrophile
Oberflache mit einem Kontaktwinkel < 10° und wurden fiir alle Messungen an Siliziumdi-
oxidoberflachen genutzt. Bis zur Durchfiihrung der Messung wurden die hydrophilen Wafer
in MilliQ-Wasser (spezifischer Widerstand > 18 MQcm) gelagert.

Zur weiteren Praparation werden die Wafer in einem GlasgefaR unter einem Argonstrom
getrocknet. Es ist entscheidend, dass die Wafer nicht mit Sauerstoff in Kontakt kommen und
die Silanolgruppen an der Oberfliche intakt bleiben [Wan03]. Nachdem die Wafer vollstandig
getrocknet sind, wird eine 1 mM OTS-Mischung aus einem drittel Chloroform (wasserfrei,
Sigma Aldrich) und zwei drittel Hexan (wasserfrei, Sigma Aldrich) iiber die Wafer gegossen.
Die Kopfgruppen der OTS-Molekiile (SiCl3) kdnnen dann, solange kein Wasser vorhanden
ist, nur Bindungen mit den Silanolgruppen der Oberfliche eingehen. Dabei bildet sich aus
dem Wasserstoff der Silanolgruppe und einem Chloratom der Kopfgruppe Chlorwasserstoff
(HCI) und das Siliziumatom bindet kovalent an die Oberflache.

Bei einem zu hohen Wassergehalt in der Losung bilden die OTS-Molekiile Aggregate [Wan03],
welche, wenn sie in Kontakt mit der Oberfliche kommen, dort binden. Nach langerer Zeit
kommt es zur Bildung mehrerer Schichten iibereinander [Wan03]. Bei der hier verwende-
ten wasserfreien Praparationsmethode binden die Einzelmolekiile an die Oberflache und es
entsteht eine Monolage mit zur Fliissigkeit orientierten, nicht polaren Schwanzgruppen der
OTS-Molekiile. Die auf diese Weise praparierten Monolagen haben eine hydrophobe und
homogene Oberfliche (vgl. Abbildung 2.5 bzw. Tabelle 2.1).

Nachdem die Wafer mindestens 12 Stunden in der Fliissigkeit gelegen haben, werden sie
entnommen und in ein Hexanbad gegeben. Um OTS-Riickstdnde aus verklumpten, aber
nicht kovalent gebundenen OTS-Molekiilen zu entfernen, werden die Wafer anschlielend fiir
10 bis 30 Sekunden in Toluol (Sigma Aldrich) im Ultraschallbad gesdubert. Zuletzt werden
die Wafer nochmal in Hexan- und Toluolbddern gereinigt. GroRere Fehlstellen in den OTS-
Schichten kdnnen bei der Reinigung sehr gut erkannt werden, da hier Fliissigkeitsreste auf der
Probe verbleiben. Die Proben werden aussortiert. Die mit OTS beschichteten Proben sind
sehr robust gegen duBere Beanspruchung und konnen bis zur Verwendung an Luft gelagert
werden.

4.2 Charakterisierung der Schichten

Zur Charakterisierung der OTS-Proben wurde der Kontaktwinkel zu verschiedenen Fliissig-
keiten bestimmt und eine Ausgleichsrechnung nach der OWRK-Methode [Owe69; Kae70]
durchgefiihrt (siehe Gleichung 2.8 auf Seite 12). Hieraus ergibt sich die Oberflachenenergie

!Alle von Sigma Aldrich bezogenen Stoffe stammen von Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland), im
Folgenden nur Sigma Aldrich
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Abbildung 4.1: Elektronendichteprofil und XRR-Daten (im Einschub) eines mit OTS beschichteten
Siliziumwafers in Luft. Die schwarze Linie zeigt den aus dem Elektronendichteprofil berechneten
Intensitatverlauf.

YoTs = 23,94 + 0,87 mN/m mit einem polaren Anteil von 7§15 = 0,07 & 0,04 mN/m und
einem nicht polaren Anteil von 715 = 23,86 & 0,87 mN/m. Die Ausgleichsgerade und die
Messwerte sind in Abbildung 6.9 auf Seite 70 zusammen mit den Daten weiterer hydrophiler
Proben dargestellt.

Im Vergleich mit den Literaturwerten (y = 23,5 & 0,06mN/m; 7§ = 5,43 & 0,01mN/m;
75 = 18,07 £ 0,05 mN/m [Jan06]) zeigt sich, dass die OTS Proben die gleiche Oberfla-
chenenergie haben, dabei aber deutlich unpolarer sind. Auch der Kontaktwinkel zu Wasser
(107,040,7°) ist groRer als in der entsprechenden Quelle [Jan06] (98,2°) angegeben. In der
Literatur zu Rontgenreflektivititsmessungen wird meistens nur der Kontaktwinkel zu Wasser
angegeben, er bewegt sich zwischen 107° und 112° [Mez10; H3h12; Ricl3]. Die fiir diese
Arbeit verwendeten Proben sind somit vergleichbar mit in der XXR-Literatur verwendeten
Proben. Dafiir spricht auch der nicht vorhandene Anteil der polaren Oberflachenenergie.
Wahrend eines Praparationvorganges kdnnen maximal 40 Wafer gleichzeitig beschichtet wer-
den. Es hat sich gezeigt, dass zeitgleich priparierte Proben von gleicher Qualitdt sind, da
sie von einem moglichen Fehler wahrend der Préaparation alle gleichermalen betroffen sind.
Daher wurde mindestens eine Probe jedes Praparationvorganges mittels XRR im D8-Labor-
diffraktometer untersucht. Eine solche Messung inklusive Elektronendichteprofil ist in Abbil-
dung 4.1 gezeigt. Die OTS-Schwanzgruppe hat eine Linge von 18,67 A, ist also kiirzer als
die in der Literatur angegebenen 21,7 A. Die Rauigkeit betrigt 3,94 A, das sind 1,3A mehr
als bei den Proben von Mezger et al. [Mez06; Stel4]. Die verringerte Lange kann durch nicht
senkrecht aufgestellte Schwanzgruppen erzeugt werden, wohingegen die erhdhte Rauigkeit
auf einige Fehlstellen und dadurch hervorgerufene Unordnung hinweist.

Solange nur wenige der Fehlstellen vorhanden sind, ist XRR darauf nicht sensitiv, da die
Fehlstellen die mittlere Elektronendichte der Schwanzgruppe im Elektronendichteprofil nur
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wenig absenken. Der Effekt ist bei einer geringen Anzahl der Fehlstellen nicht feststellbar,

da das Messsignal immer gemittelt ist.

Daher wurden zur Untersuchung auf Fehlstellen zusatzlich zu den XRR-Messungen stichpro-
benartig AFM-Messungen an den Proben durchgefiihrt. Mittels AFM kdnnen Oberflachen
mit einer Auflésung bis in den Nanometer-Bereich vermessen werden, niheres hierzu findet

sich zum Beispiel in [Voil5].

Die Fliche, die ein OTS-Molekiil im Film einnimmt, wird von Mezger et al. [Mez10] mit
23 A? angegeben, das entspricht einem Quadrat mit 4,8 A Seitenlinge. Bei den hier gezeigten
Proben mit einer Fliche von 1pm? betrigt der Abstand zwischen zwei Messpunkten 10 A,
daher konnen einzelne, fehlende Molekiile nicht identifiziert werden.

Im Gegensatz dazu sind aber schon Fehlstellen von der GroRe mehrerer Molekiile im AFM-
Signal sichtbar, somit kann die Probenqualitdt hinsichtlich der Fehlstellen mit den AFM-
Messungen besser beurteilt werden als mit XRR.
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Abbildung 4.2: AFM-Bilder verschiedener Oberflichen, in Abbildung a) ist eine Siliziumdioxidober-
fliche zu sehen, in b) eine glatte OTS-Oberflache, in c) eine nicht geschlossene OTS-Oberfliche.
In Abbildungsteil d) sind die Hohenprofile entlang der in a)-c) dargestellten Linien gezeigt.

In Abbildung 4.2a) ist eine AFM-Messung eines Siliziumdioxidwafers kurz nach dem Bad in
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Piranha-Losung gezeigt, ein Hohenprofil entlang der in der AFM-Aufnahme gezeigten roten
Linie ist in Abbildung 4.2d) ebenfalls in rot zu sehen.

Die Oberflache ist bis auf einige Fremdpartikel glatt. Die gemessene Hohe schwankt um
+2 A In Abbildung 4.2b) ist die Messung eines mit OTS beschichteten Wafers dargestellt,
die Farbskala der Messung entspricht der in 4.2a). Die im Hohenprofil gemessenen Un-
terschiede betragen maximal £6 A, im Mittel ungefshr £3A. Es wird deutlich, dass im
OTS-Film einige kleine Lécher (schwarze Stellen) vorhanden sind. AuBerdem sind auf dem
Film weie Punkte zu erkennen, die vermutlich zusatzlich adsorbierten OTS-Molekiile oder
andere Verunreinigungen aus den genutzten Losungsmitteln entsprechen. Der Vergleich mit
in der Literatur [Wan03] verfiigbaren AFM-Messungen zeigt eine leicht hohere Rauigkeit, al-
lerdings ist die Auflésung der dort gezeigten Aufnahmen nicht so hoch wie bei der Aufnahme
in Abbildung 4.2b). Die wichtigste Erkenntnis der AFM-Messungen ist, dass die Oberflache
kaum Fehlstellen aufweist.

Auf die in Abbildung 4.2c) gezeigte Messung trifft das nicht zu. Obwohl die Farbskala einen
groBeren Bereich abdeckt, wird deutlich, dass die OTS-Oberflache inhomogen ist. Auch das
Linienprofil in 4.2d) zeigt deutlich die Hohenunterschiede. Der maximale Hohenunterschied
betragt 23 A und entspricht ungefihr der Linge eines OTS-Molekiils.

Die inhomogene Oberflachenstruktur trat bei allen Proben auf, die zusammen mir der in
Abbildung 4.2c) gezeigten prapariert wurden. Der Fehler in der Praparation, der zu den
inhomogenen Schichten gefiihrt hat, ist nicht bekannt. Keine der Proben wurden fiir eine
Messung verwendet.

4.3 Strahlenschiaden am Probensystem

Ein wichtiger Punkt bei Untersuchungen mit Rontgenstrahlung ist die mdogliche Zerstérung
der Probe durch die intensive Strahlung.

Nach [Far87] erzeugt Rontgenstrahlung in Wasser verschiedenste Reaktionsprodukte. Ent-
weder wird das Wassermolekiil angeregt und zerfillt anschlieBend in H™ und OH™ bzw. H,
und O oder es gibt ein Elektron ab. Das verbleibende, positiv geladene Wassermolekiil kann
mit einem weiteren Wassermolekiil zu OH und H3O™ reagieren. Vor allem das freigesetzte
Elektron, zum Beispiel ein 500 eV Auger-Elektron, beeinflusst die Wassermolekiile in seiner
Umgebung. So kann es ungefdhr 20 weitere Wassermolekiile [Tim04] in einem Radius von
100 A ionisieren. Die lonisierungsrate unterscheidet sich nicht stark von der in anderen Stof-
fen wie zum Beispiel Diamant [Tim04]. Wegen der geringeren Dichte des Wassers und der
daraus resultierenden gréReren freien Weglange des Elektrons, verteilen sich die entstehenden
Radikale aber in einem groReren Umkreis [Tim04]. Die Strahlenschaden entstehen sehr lokal
in dem Bereich, in dem die Rontgenstrahlung mit dem Wasser wechselwirkt. Bei Reflekti-
vitdtsmessungen ist das auf Grund der kleinen Winkel immer in der Nihe der Oberflache.
Die freien Radikale diffundieren zur Oberfliche und schidigen dort die oberste Schicht an
der Grenzfliche. In dieser Arbeit betrifft dieser Effekt entweder die OTS-Molekiile oder die
Adsorbatschicht aus Proteinen.

Strahlenschdden an der OTS-Wasser-Grenzflache wurde von M. Mezger detailliert unter-
sucht [Mez06; Mez08b; Mez08a]. Hier konnte gezeigt werden, dass die Strahlenschiden
nur sehr lokal im Bereich der Strahlenbreite auftreten [Mez08b]. AuRerdem wurde festge-
stellt, dass bei Messungen an OTS in Luft oder in verschiedenen Gasatmospharen kaum
Strahlenschidden auftreten. Proben in Wasser hingegen wurden schon nach 50s im vollen
Réntgenstrahl so stark beschadigt, dass das Messergebnis beeinflusst wurde [Mez08b]. Das
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zeigt eindeutig, dass die Strahlenschdden mit der Flissigphase zusammenhangen. Ab einer
gewissen Defektdichte erhdht sich die Rauigkeit der Oberfliche signifikant und verdndert
das Messsignal. Die Lange der Schwanzgruppen wird im Folgenden reduziert, was zu einer
Verschiebung der Minima in der Reflektivitdtsmessung fiihrt. Nach 1000s dndert sich das
Messsignal nicht mehr und es verbleibt eine sehr raue SiO-Schicht mit OTS-Resten auf der
Oberflache.

Bei XRR-Messungen treten Strahlenschdden zumeist bei gréReren Eintrittswinkeln bzw. g,-
Werten auf. Da die reflektierte Intensitat stark abféllt, muss dort eine starkere einfallende
Intensitat gewahlt werden und die Wahrscheinlichkeit fiir Strahlenschdden nimmt zu.

4.4 Die Struktur der Silizium-Siliziumdioxid-Grenzflache

Die genaue Kenntnis des Substrates ist zur Auswertung der Messungen unerldsslich. Die
bisherige Beschreibung des Substrates bezieht sich auf die an die Oberfliche gebundenen
OTS-Molekiile. Um die Elektronendichteprofile der Proben bestimmen zu kdnnen, muss
aber auch die Struktur des Siliziumfestkorpers und seiner Oberflache bekannt sein. Durch
den Kontakt mit Luft bildet sich auf Silizium eine Siliziumdioxidschicht. Sie wird, wie zu-
vor beschrieben, genutzt, um die OTS-Molekiile an die Oberfliche zu binden. Die genaue
Struktur des Ubergangs vom Siliziumfestkdrper zur Oxidschicht ist bisher nicht vollstindig
geklart und wird in der Literatur diskutiert.

Die Siliziumdioxidschicht der Proben, die in XRR-Messungen iiblicherweise verwendeten wer-
den, ist amorph und hat eine geringere Elektronendichte als der Siliziumfestkorper. Die ge-
ringere Elektronendichte wird auch in Reflektivitaitsmessungen beobachtet, wenn die Dicke
der Siliziumdioxidschicht kiinstlich erhoht wird [Hah12; Uys13]. Fiir native Schichten bis
~ 15A Dicke wird hiufig das von Tidswell et al. [Tid90] entwickelte Modell genutzt. Es
nimmt eine Schicht mit einer homogenen Elektronendichte von 0,66 e~ /A3 an. Mit den nach
diesem Modell bestimmten Elektronendichteprofilen und den daraus berechneten Intensitits-
verlaufen kdnnen Messungen in einem kleinen g,-Bereich gut reproduziert werden.

Auf Grund der hohen Intensititen moderner Synchrotronstrahlungsquellen kann mittlerwei-
le ein deutlich groRerer g,-Bereich vermessen werden, weswegen die Messungen nicht mit
dem von Tideswell et al. entwickelten Modell angepasst werden kénnen. Das Problem wurde
von Steinriick et al. [Stel4] dadurch geldst, dass zwischen Silizium und Siliziumdioxid eine
diinne Schicht verringerter Elektronendichte eingefiigt wird. Diese Schicht wird damit be-
griindet, dass die unterschiedlichen EinheitszellengréBen und damit die Bindungen der beiden
Schichten nicht zueinander passen. Hierdurch fehlt in der Siliziumdioxid-Einheitszelle an der
Grenzfliche zum Silizium ein Sauerstoffatom und dessen freie Bindungen werden wasser-
stoffpassiviert. Somit ergibt sich, dass nach [Ste14] pro 5,43 x 5,43 A% groRer Einheitszelle
sechs bis acht Elektronen fehlen.

Ein Vergleich der beiden Modelle ist in Abbildung 4.3 dargestellt. An die im Einschub gezeigte
Messung wurde zuerst ein Elektronendichteprofil nach dem Modell von Steinriick angepasst
(rote Linien). Die Liicke zwischen Silizium und Siliziumdioxid entspricht hier ungefdhr 5,2
Elektronen pro Einheitszelle und ist somit im Einklang mit dem Modell von Steinriick [Stel4].
Zum Vergleich wurde das Modell von Tidswell ebenfalls in einem Elektronendichteprofil ver-
wendet (griine Linien) und an die Messdaten bis g, = 0,4 A~1 (angedeutet durch die griine
gestrichelte Linie) angepasst. Die Messwerte konnen bis g, = 0,4A~1 sehr gut reprodu-
ziert werden. Oberhalb des Wertes entspricht die angepasste Kurve jedoch nicht mehr den
Messwerten. Werden alle Messwerte bei der Anpassung beriicksichtigt, ist es durch starke
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Abbildung 4.3: Verschiedene Elektronendichteprofile zu einer Messung eines OTS-Wafers in Wasser
an der Beamline ID31, ESRF. Die aus den Profilen berechneten Intensititsverldufe sind zusammen
mit den Messdaten im Einschub dargestellt. Die rote Kurve wurde mit dem Modell nach Steinriick
et al. [Stel4] erstellt, fiir die blaue und griine Kurve wurde das Modell nach Tidswell et al. [Tid90]
verwendet.

Variation der Parameter moglich, die Messwerte zu reproduzieren (blaue Kurve). Die Uber-
einstimmung ist trotzdem schlechter als die nach dem Modell von Steinriick. AuRerdem
ist die Grenzflache zwischen Siliziumdioxid und OTS bei den Elektronendichteprofilen nach
Tideswell unphysikalisch glatt.

Da das Modell nach Steinriick mehr Freiheitsgrade beim Anpassen des Elektronendichtepro-
fils bietet, ist eine eindeutige Bestimmung der Substratstruktur bei Messung mit kleinem
q,-Bereich nicht immer mdglich. Daher wird bei den im Rahmen dieser Arbeit durchge-
fihrten Messungen mit einem kleinem g,-Bereich das Modell nach Tidswell verwendet. Bei
grolerem g,-Bereich hingegen wird das Modell nach Steinriick verwendet, da nur so eine
Anpassung an die Messwerte moglich ist.

4.5 Bestimmung der Dichte wassriger Urea-L6sungen unter
Druck

Zur Berechnung der Elektronendichteprofile wird die Elektronendichte der Probenfliissigkeit
pri als Referenz bendtigt. Sie kann aus der Dichte pp der Flissigkeiten berechnet wer-
den. Diese Werte sind bei Atmospharendruck und verschiedenen Temperaturen bekannt. Die
Dichten wissriger Urea-Lésungen unter Druck sind dagegen nicht verfiigbar und miissen
zur Auswertung der XRR-Messungen ermittelt werden. Kommerziell verfiigbare Messgerdte
wie das als Referenz genutzte Anton Paar 4200M erreichen nur Driicke bis 500 bar. Um
im gesamten Druckbereich bis 5000 bar die Dichte der wissrigen Urea-Ldsungen zu bestim-
men, wurde die druckabhingige Absorption von Réntgenstrahlung gemessen. Anschlielend
kann die relative Dichtednderung der Losungen bestimmt werden. Das hierzu verwendete
Verfahren wird im Folgenden vorgestellt.

Die Wechselwirkung mit Materie fiihrt zur Absorption der Rontgenstrahlung. So gilt bei
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einfallender Intensitat ly mit einer Probendicke d fiir die Intensitit des Rontgenstrahls hinter
der Probe

h(d,p,E) = lye H(PE)d (4.1)

mit dem Absorptionskoeffizienten u(p,E) = M]\;\%(E)_ Hierbei ist o,(E) der energie-
abhangige Absorptionsquerschnitt, Na die Avogadrozahl, pp(p) die druckabhangige Dichte
und M die molare Masse des Mediums im Réntgenstrahl. Somit ergibt sich die Dichte eines
Mediums zu

I M
o) =1 (165) di®) (#2)

pp kann also, bis auf einen konstanten Faktor, tiber In(;—‘l’) aus der Intensitédt vor und hinter
der Probe bestimmt werden.

Die Absorptionsspektren wurden im Energiebereich von 16,86 keV bis 16,91 keV an der Be-
amline 8 am Speicherring DELTA [Liit09] aufgenommen. Die Intensitdten /p und /; wurden
mit 15cm langen lonisationskammern gemessen. Die Kammer vor der Probe wurde mit N,
gespiilt, die Kammer hinter der Probe mit Xe befiillt. Fiir die Messungen wurde die in Kapi-
tel 3.1 vorgestellte Hochdruckzelle genutzt, die Innenzellen wurden ohne den Probenhalter
fir Siliziumwafer verwendet. Das Probenvolumen betrug somit 0,75 ml. Durch das Design
der Zelle betragt der Abstand zwischen der Innenzelle und den Diamantfenstern ungefahr
0,1 mm pro Seite. In diesem Bereich befindet sich wahrend der Experimente Wasser aus
dem Druckkreislauf. Da das Wasser starker komprimiert wird als die Urea-Losungen, ist
Adsorption mit einem systematischen Fehler behaftet. Die Probe hat im Strahlengang eine
Lange von 10 mm und dominiert das Messsignal, daher ist der Fehler klein. Fiir die Rechnung
wird der Unterschied der Absorptionskoeffizienten vernachlassigt (u(p) =~ un20) und fiir die
Gesamtprobendicke 10,2 mm angenommen.

In Abbildung 4.4a) ist der Logarithmus des Koeffizienten aus einfallender und gemessener

Intensitat (In (;—‘1’)) abhéngig von der Photonenenergie E dargestellt. Der Druck wurde von

50 bar (magenta) bis 5000 bar (cyan) in 250 bar Schritten erhéht. Um Luft im Probensystem
zu komprimieren, wurde als Startwert 50 bar gewahlt. In den Adsorptionsspektren sind durch
die Diamantfenster erzeugte Streureflexe zu erkennen [Kry08]. Sie variieren abhangig vom
Druck und verringern die hinter der Probe gemessene Intensitdt /; wie in Abbildung 4.4a)
unterhalb von 16,87 keV zu sehen. Um die mittlere Absorption zu bestimmen, wurde an den
linearen Bereich der Spektren zwischen 16,872 keV bis 16,910 keV eine Gerade angepasst
(in Abbildung 4.4a) schwarz gestrichelt) und so die Position hyw(p) der Gerade auf der y-
Achse bestimmt. Iy (p) ist proportional zur Dichtednderung der Flissigkeiten und zeigt eine
deutliche Druckabhangigkeit, die in Abbildung 4.4b) fiir Wasser (schwarz) sowie wassrige
Losungen mit 1M (blau), 4 M (griin) und 8 M (rot) Urea dargestellt ist. Unterschiedliche
Symbole gleicher Farbe kennzeichnen voneinander unabhéngige Proben.

Die Absolutwerte fiir Iyw(p) sind nicht von der Dichte der Lésung abhangig. So absorbiert
zum Beispiel eine der 4 M Urea-Ldsungen weniger stark als alle anderen untersuchten Proben.
Ein méglicher Grund ist, dass die MaRe des Rontgenstrahls mit 1,3 x 0,6 mm? (Breite x
Hohe) bei einem Fensterdurchmesser von 1,8 mm zu groR gewahlt wurde. Dadurch kénnen
Schwankungen der Strahllage wahrend des Neubefiillens des Speicherrings das Messergebnis
beeinflussen.

Diese Unsicherheit und die nicht bekannten GroBen in Gleichung (4.2) fiihren dazu, dass mit
der vorgestellten Methode nur die druckabhingige relative Anderung der Dichte gemessen

32



4.5. Bestimmung der Dichte waéssriger Urea-Lésungen unter Druck

13 k b) o o g
1.25
o
125} Ll fo) Sgggggx
:T\ P a— . (o] ossgxxxx
= E 115 8 8 x
S = o ) ) x X
= oee v x
11 F oee % x
14 0¥, x
1.05E9 % X
105} x
1686 T687 1688 16.89 169 1691 o 1000 2000 3000 4000 5000
E [keV] p [bar]
13}C) 66666 1A2_d> +  pu Wasser
S 6 6 6 o) Ptheo Wasser
E 125 8 & QGOOOQ _ rc(p)++1
™ 15} m—— PtheoTH
E 1.2 666 000689098 g 115
g 115 ®9% ® 9% ® ® 3 =4l
< ® % ® 8 80
< o® ® 3 Q
- ® 8
= ® ® 1.05
& 105 ®
g8 i -
1 - 1 L n 1 L 1 T 1 1 1 L 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
p [bar] p [bar]
T T T T T T T T T T
e)
x
x X
1251 x ¥ o 0 9
x X o ©
x o
X [e) (o)
A 12f 5 6 © X O
X
z 5 8 5 & ©
3 5 o) s o
= 5 5 O
20 F) o] ®
115 ® s o e 8 x 9
=]
e o A% s O o © & x
< (o) @ x
L » @ ®
N o) ("] x
a 1.1 [e) ® ® . 9 -
£ s ° e & x—®
KA ® e ., °
@ & Wasser NIST
1.05F ® x O A x Wasser 7
A® O OAx §M Urea
v O A% 4 M Urea
&AM OAx 1M Urea
1 w 8 M Urea ohne Korrektur-
| | | | | Il | | | |
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
p [bar]

Abbildung 4.4: a) Absorptionsmessungen in 250 bar Schritten von 50 bar (magenta) bis 5000 bar
(cyan). b) Anderung der Absorption Iyw/(p) abhingig vom Druck. Verschiedene Symbole gleicher
Farbe entsprechen verschiedenen Messserien unterschiedlicher Urea-Konzentrationen (schwarz: Was-
ser; blau: 1 M Urea; griin: 4M Urea; rot: 8 M Urea). c) Iy normiert auf die bei Atmospharendruck
gemessene Dichten im Vergleich mit der Theoriekurve (orange). d) Verlauf der gemessenen py und
der theoretischen Dichte piheo von Wasser sowie die an die Differenz angepasste Gerade (p). e)
Mittels Réntgenabsorption gemessene Dichten pey,(p) im Vergleich mit Messwerten eines Dich-
teschwingers (Dreiecke). Da die Wassermessungen zur Berechnung des Korrekturfaktors genutzt
wurde, entsprechen die Werte der Theoriemessung.
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werden kann. Daher wird als Referenz die Dichte patm der Lésungen bei Atmospharendruck
bestimmt.
Mit dem Abstand entlang der y-Achse lyw(p) o In (;—‘1’) folgt aus Gleichung (4.2)

Ihaw (p)

pm(p) = WPATM ' (4.3)
da alle anderen Faktoren konstant sind. Fiir die Bestimmung der Dichte wird der Dichte-
schwinger Anton Paar DSA5000M des Lehrstuhls Physikalische Chemie Il verwendet.
Die so bestimmten Dichte py(p) sind fiir alle Lésungen in Abbildung 4.4c) dargestellt. Wie zu
erkennen ist, unterscheidet sich die errechnete Dichte py(p) fiir Wasser (schwarze Symbole)
von der aus Quelle [NIS16] entnommenen Dichte pipeo(p) (orangene Linie). Die Abweichung
zwischen piheo(p) und pm(p) wird durch die Ausdehnung der duReren Probenzelle unter
Druck erzeugt. In den Bereich zwischen der Innenzelle und den Diamantfenstern dringt
Wasser aus dem Druckkreislauf ein. Hierdurch steigt die Wassermenge im Rdntgenstrahl
und die Absorption nimmt zu.
Folglich gilt fiir die zusatzliche druckabhdngige Absorption nach Gleichung (4.1)

I = lye~ (1P d+hn20(P)o2(P)) (4.4)
hierbei wird mit pp2o(p) der Absorptionskoeffizient von Wasser bezeichnet und mit dx(p)

die zusdtzliche Dicke der Wasserschicht zwischen Innenzelle und Diamanten. Somit ergibt
sich

In (j“) — 1(p)d + 120 (p)da(p) (4.5)

und mit dem Abstand entlang der y-Achse Iuw(p) o In (;—‘1’) und der Normierung auf 50 bar
gilt

Imw (p) _ p(p)d + pr20(p)da2(p) (4.6)

haw(50)  (50)d + 11120(50)d2(50) -
Mit d»(50) = 0 folgt dann

w(p) _ w(p) +MH20(P)d2(P) (4.7)

Ihaw (50)  14(50) 1(50)d

und unter der Annahme, dass auBer der Dichte alle Beitrage zum Absorptionskoeffizienten
konstant sind, ist

hw(p) _ po(P) | pom20(P)da(p) _ po(p) | K(P) (4.8)
hw(50)  pp(50) po(50)d po(50)  pp(50) '
mit dem durch die Ausdehnung der Zelle erzeugten Korrekturterm
d
#(p) = pp,H20(P) 2((jp) : (4.9)

Die gemessene Dichte py aller Urea-Lésungen weicht somit um (p) von der tatsachlichen
Dichte pp(p) = pexp(p) ab. Nach Gleichung (4.3) und Gleichung (4.8) und mit p(50) =
paTM kann sie iiber

pexp(P) = pm(p) — K(p) (4.10)
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berechnet werden.

Der Korrekturterm x(p) ist bei den hier vorgestellten Experimenten linear im Druck und kann
an pm — Prheo Mit einer Geraden der Form k(p) = mp + b angepasst werden. In Abbildung
4.4d) ist die Gerade x(p) + 1 als graue Linie dargestellt, ebenso wie pihe, (orange) und
pm (schwarze Kreuze). Die Summe aus k(p) und piheo (schwarze Linie) stimmt mit der
gemessenen Dichte iiberein.

Da der y-Achsenabschnitt der Gerade b = 2,74-10~% g/cm3 betrigt und damit vernachlassigt
werden kann, folgt mit der Steigung der Geraden von m = 0,0131g/cm3/kbar und aus
Gleichung (4.9) dann

dp

p) = m o)

(4.11)
Die Anderung der Dicke ist nicht linear und betrigt insgesamt d»(5000) = 5,8 mm. Die
mittlere Ausdehnung ist somit d» = 0,116 mm /kbar.

Die Zunahme des Abstandes zwischen Innenzelle und Diamanten ist durch die Konstruk-
tion der Zelle bedingt. So werden an der Zelle Diamantfenster des Poultertyps verwendet
[Kry08]. Die Fenster dichten bis 40 kbar dadurch ab, dass sie bei Erhdhung des Drucks in
den Stahl gepresst werden. Die beobachtete Zunahme der Wassermenge im Strahlengang
kdonnte, zumindest teilweise, hierdurch verursacht werden. Des Weiteren sind die Schrauben
zur Befestigung der Fenster aus weicherem Stahl als der Rest der Zelle und werden star-
ker komprimiert. Im Vergleich zur Gesamtzellenlange in Strahlrichtung von 98 mm betragt
die Langenanderung 0,15 %/kbar. Aus der Ausdehnung kann der Kompressionsmodul K be-
rechnet werden. Auf die Gesamtlinge und die mittlere Ausdehnung d» bezogen ergibt sich
der mittlere Kompressionsmodul Kzee = 8,4 - 10'° Pa. Dieser Wert ist groRer als der eines
weichen Metalls wie Kupfer (Kyypfer = 1,3 - 1019 Pa [St507]), aber kleiner als der von Stahl
(Kstaht = 16,5-101° Pa [Vit03]). Die Ausdehnung der Zelle unter Druck ist also im Rahmen
der fiir das Material und die genutzten Poulterfenster erwarteten GroRenordnung.

In Abbildung 4.4e) sind die nach Gleichung (4.10) bestimmten Dichten fiir Wasser, 1M
Urea, 4 M Urea und 8 M Urea in Wasser bis 5000 bar gezeigt. Die verschiedenen Symbole
entsprechen jeweils unabhdngigen Messreihen und weichen bei hoheren Konzentrationen und
Driicken voneinander ab. Die Werte fiir Wasser wurden zur Berechnung des Korrekturfaktors
k(p) genutzt und entsprechen daher der Theorie.

Der Unterschied der gemessenen Dichten identischer Ldsungen nimmt mit steigendem Druck
zu. Das liegt daran, dass alle Messungen einer Ureakonzentration auf den gleichen Referenz-
wert patm bei 50 bar normiert sind und Abweichungen erst bei hdheren Driicken auftreten
konnen. Die Normierung hat auRerdem zur Folge, das Fehler bei der Praparation der Proben
nicht festgestellt werden konnen. Eine zu geringe Ureakonzentration in der Probe oder ei-
ne undichte Probenzelle kdnnen mit der vorgestellten Methode bei niedrigen Driicken nicht
erkannt werden. Da eindringendes Wasser die Dichte der Probe herabsenkt, wurden fiir die
Auswertung die Messwerte der dichteren Probe verwendet.

Am Lehrstuhl fir Thermodynamik der Fakultat fir Bio- und Chemieingenieurwesen wurden
Vergleichsmessungen mit einem Dichteschwinger (AntonPaar 4200M) durchgefiihrt. Der
Dichteschwinger kann die Dichte von Fliissigkeiten bis 500 bar bestimmen. Die Ergebnisse
der Messungen sind als Dreiecke in Abbildung 4.4e) dargestellt und entsprechen den Ergeb-
nissen der Rdntgenabsorptionsmessungen. Einzig die Werte der 8 M Urea-Mischung (graue
Dreiecke) liegen um 0,016 g/cm?® niedriger. Aus den Mischungsanteile von Urea und Wasser
in der Lésung kann, da zuvor das Volumen der Ldsungen bestimmt wurde, ebenfalls die
Dichte bei Atmosphirendruck bestimmt werden. Sie entspricht dem Wert, der mit dem zur
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Normierung der Absorptionspektren genutzten Dichteschwingers ermittelten wurde. Somit
muss in der Messung des druckabhdngigen Dichteschwingers ein Messfehler vorliegen. Re-
skaliert auf die gemessene Dichte der 8 M Mischung (rote Dreiecke) entsprechen die Werte
dem Verlauf der Absorptionsmessungen.

Eine ErhShung der Anzahl der Messungen wiirde die Unsicherheiten bei hohen Driicken
veringern, konnte aber im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden. Die gemessenen
Dichten sind im Anhang auf Seite 101 angegeben, die Dichten weiterer Ureakonzentrationen
wurden aus den gemessenen Dichten extrapoliert.
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Kapitel 5

Losungsmittel auf OTS

Die Grenzfliche zwischen Fliissigkeiten und Oberflachen ist seit langer Zeit ein Gegenstand
der Forschung [Hen49; YuOla; Fen04; Kap06; Kapl3]. Dabei wurde auch der ordnende
Einfluss der festen Oberfliche auf die Fliissigphase untersucht.

An kristallinen Oberflachen kann die Flissigkeit an der Grenzflache sowohl senkrecht als auch
parallel zur Oberfliche geordnet werden.! Auch an amorphen, hydrophilen Siliziumdioxd-
Oberflachen tritt Ordnung in der Fliissigkeit senkrecht zur Oberfliche auf. So konnten mit
XRR Packungseffekte in 80 A diinnen Schichten unpolarer Fliissigkeiten wie n-Hexan an
der Siliziumdioxid-Oberfliche nachgewiesen werden [Doe98; Doe00]. Die Dicke der Schicht
verringerter Elektronendichte senkrecht zur Oberfliche betrug dabei fiir n-Hexan etwa 25 A.
Durch Simulationen [Jan07] und AFM-Messungen [Kagl2] gelang es, auch in Wasser an der
Siliziumdioxid-Oberfliche Ordnung iiber einige Molekiillagen zu beobachten.

Bei Oberflachen, die nur tiber van-der-Waals-Krafte wechselwirken kdnnen, ist die in der Flis-
sigkeit induzierte Ordnung geringer [Jan07; Kagl2]. Mit Neutronenreflektivitdtsmessungen
wurden Defizite zwischen solchen Oberflichen und verschiedenen Fliissigkeiten wie deute-
riertem Hexadekan, Oktan oder Dodecanthiol gefunden. Fiir Dichtedefizite wurde dabei eine
vertikale Ausdehnung von 15 A bis 23 A gemessen [Mac07; Gut11].

Fiir Wasser wird an solchen Oberflichen ein Dichtedefizit beobachtet, das zum Teil durch
eine Verschiebung des Schwerpunkts der Elektronen der Wassermolekiile in der ersten Was-
serlage erzeugt wird (vgl. Kapitel 2.3.2 oder [Mez06; Mez10]). Die am haufigsten studierte
Oberflache dieser Art sind mit einer Monolage OTS beschichtete Siliziumwafer. Die Oberfla-
che wird aus den Methylgruppen am Ende der OTS-Schwanzgruppen gebildet. Im Vergleich
zum Rest der Schwanzgruppe haben die Methylgruppen eine niedrigere Elektronendichte
und senken die Elektronendichte an der Grenzfliche dadurch herab [Ock08]. Dieser Beitrag
wird von Mezger et al. [Mez10] mit 31% einer Wassermonolage angegeben.

Um den Einfluss der Methylgruppe auf die Messung einzugrenzen, kann die Elektronendichte
der Methylgruppe abgeschitzt werden. Ausgehend von einer Fliche von 23A2 pro OTS-
Molekiil auf der Oberfliche [Mez10] und einer Linge von 1,5A [Mez06] der Methylgruppe
liegt die mittlere Elektronendichte bei ppethyi = 0,26 £ 0,3 e~ /A3. Zur Abschitzung des
Fehlers von +0,3 e~ /A3 wurde die Linge der Schwanzgruppe um +0,2 A variiert.

Ziel der in diesem Kapitel vorgestellten Experimente ist es, dass Defizit an der OTS-
Losungsmittel-Grenzflache mit hoher Genauigkeit zu untersuchen. Bisherige XRR-Messungen
beschaftigen sich hauptsachlich mit der OTS-Wasser-Grenzflache und variieren die Fliissig-

!Mehrere Beispiele fiir Simulationen und experimentelle Ergebnisse fiir fliissige Metalle im Kontakt mit
Kristallen sind in [Kap06] zu finden.
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keitseigenschaften nicht. Wasser hat dabei zwei besondere Eigenschaften, die die GroRe
des (gemessenen) Defizits beeinflussen. So ist die Elektronendichte von Volumenwasser nur
~ 0,03 e~ /A3 groRer als die der Schwanzgruppe des OTS (0,31 e~ /A3 [Stel5]). XRR ist auf
den Elektronendichtekontrast der Grenzflache sensitiv. Wegen der dhnlichen Elektronendich-
te des Wassers und der Schwanzgruppe ist der Elektronendichtekontrast an der Grenzflache
ohne Dichtedefizit gering. Durch das Dichtedefizit steigt der Elektronendichtekontrast an und
andert das Messsignal deutlich. Zudem ist Wasser die polarste aller Fliissigkeiten [Rei03a].

Durch die Variation der Elektronendichte und der Polaritdt der Fliissigkeit wird der Ein-
fluss der beiden Eigenschaften des Wassers auf das Defizit untersucht. Fiir ersteres wer-
den Mischungen unpolarer Lésungsmittel unterschiedlicher Dichte (tert butyl methyl ether
(TBME)/Chloroform und p-Xylol/Trichlorobenzol) genutzt. Durch die Verwendung unpo-
larer Losungsmittel fiir die Mischungen wird verhindert, dass die Polaritdt der Mischung
abhingig vom Anteil der Lésungsmittel ist.

Um den Einfluss der Polaritdt und anderer Eigenschaften der Fliissigkeit zu bestimmen,
wurden zusdtzliche Messungen an unterschiedlich polaren, ungemischten Ldsungsmitteln
durchgefihrt.

Zu Beginn des Kapitels werden die verwendeten Ldsungsmittel vorgestellt und anschlieBend
die Ergebnisse diskutiert. Der Einfluss der durch Rontgenstrahlung verursachten Schaden an
der Probenoberflache wird an verschiedenen Fliissigkeiten untersucht. Zum Schluss wird aus
den Elektronendichteprofilen ein MaR zum Vergleich des Dichtedefizits an den verschiedenen
Grenzflichen berechnet und mit den Eigenschaften der Losungsmittel in Beziehung gesetzt.

5.1 Charakterisierung der verwendeten Losungsmittel

Die Fahigkeit eines Lésungsmittels, polare oder unpolare Stoffe zu l6sen, wird iiber die Po-
laritat definiert [Rei03a]. Auch die Wechselwirkung zwischen unterschiedlich polaren Ober-
flichen und Lésungsmitteln hingt von der Polaritdt ab. Dies zeigt sich zum Beispiel in der
Abhangigkeit des Kontaktwinkels von den polaren und nicht polaren Anteilen der Oberfl3-
chenenergie des Lésungsmittels und der Oberfliche. Die Bestimmung der Polaritat ist auf
Grund der vielen méglichen Wechselwirkungen komplex. So hangt sie von vielen Faktoren wie
der Polarisierbarkeit, dem Dipolmoment des Einzelmole-

kiils, den induzierten Dipolmomenten oder den Coulomb-

Wechselwirkungen ab. Auch die Mdglichkeit H-Bindungen O
einzugehen, dndert die Polaritdt eines Losungsmittels. Al- O

le diese Wechselwirkungen kdnnen nicht von einer einzi- o
gen physikalischen GroRe beschrieben werden. Die haufig als O

MaR genutzte relative Permittivitdt e, ist, wenn alle Wech- |
selwirkungen beriicksichtigt werden, stark frequenzabhan- =

gig und nicht zur allgemeinen Definition geeignet. Daher O O
wird in dieser Arbeit ein bekanntes empirisches Mak fiir die

Polaritdt eines Losungsmittels, der E{V—Index, genutzt. Die Abbildung 5.1: Struktur des
folgende Beschreibung beruht auf dem Lehrbuch [Rei03a] Farbstoffs Betain 30 [Wik16d].
und dem aktuellen Ubersichtsartikel [Mac14].

Zur Bestimmung des E-{-V—Wertes wird das Absorptionsspektrum fiir ein Gemisch aus einem
Lésungsmittel mit dem negativ solvatochromischen Farbstoff (Betain 30) gemessen, dieser
ist in Abbildung 5.1 dargestellt.

Abhangig von der Polaritdt des Losungsmittels verschiebt sich die Elektronenverteilung im
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Farbmolekiil. In polaren Losungsmitteln verlagern sich die Elektronen vom Sauerstoff zum
Stickstoff in der Mitte des Molekiils. Dadurch dndert sich Ubergangsenergie zwischen dem
Grundzustand und dem ersten angeregten Zustand des Molekiils. Da sie bei Betain 30 unge-
fahr im Bereich sichtbaren Lichts liegt, andert sich die Farbe des Lésungsmittels abhdngig von
der Polaritdt und kann iiber Absorptionsmessungen bestimmt werden [Rei03a; Macl4]. Aus
der Wellenlange Apax, bei der die maximale Absorption auftritt, wird der E-l’-V-Index bestimmt.
Per Definition gilt £= 1 fiir die kleinste gemessene Wellenlinge (Wasser, Ay,0 = 454 nm)
und EN= 0 fiir die groRte Wellenlinge (Tretamethylsilan, Atms = 931nm). In Tabelle
5.1 sind die physikalischen Eigenschaften der in diesem Kapitel studierten Lésungsmittel
angegeben, die Strukturen sind in Abbildung 5.2 dargestellt.

Losungsmittel Formel D P rcy ~ €y E{V
[g/cm?] | [e/A%] | [A] | [mN/m]

Wasser H,O 1,00 | 0,332 | 0,62¢| 72,00 | 78,4P]1,00°
Ethylenglycol | CoHgOo | 1,11 | 0,366 | 2,56 | 48,0° | 37,72 [ 0,79P
Methanol CH40 0,74 | 0,250 | 1,55 | 22,15 | 32,72 | 0,76P
Aceton C3HeO 0,79 | 0,262 | 2,75 | 23,5° | 20,6 | 0,36P
Chloroform CHCl3 1,50 | 0,433 | 3,29¢| 37,65 | 4,9° | 0,26°
Trichlorobenzol | CgH3Cls | 1,45 | 0,436 | 4,83 | 19,5¢ - 0,17P
TBME CsH1,0 | 0,75 0,252 | 3,18 | 17,79 | 455° [ 0,12P
p-Xylol CgH1o 086 | 0,283 |3,83¢| 28,0° | 2,32 [0,07°
n-Hexan CeHia 0,66 | 0,231 [3,77¢| 17,9° | 1,9 [ 0,01P

Tabelle 5.1: Eigenschaften einiger Lésungsmittel. Fiir das Feld mit '-' konnte keine zitierfahige Quelle
gefunden werden. ? [Rei03a]  [Lid03] € [Yaw08] 9[Wan06]

Wie anhand der Tabelle 5.1 ersichtlich, bedeuten groBere E{V—Werte auch eine groBere re-
lative Permittivitat ¢,, das Verhiltnis der beiden Parameter zueinander unterscheidet sich
aber deutlich.

Die Losungsmittel wurden so gewahlt, dass verschiedene Losungsmitteleigenschaften wie
Polaritaten, Oberflachenenergien, MolekiilgroBen und Dichten abgedeckt werden. So wurden
unpolare (n-Hexan) und polare (Ethylenglycol, Methanol, Wasser) Lésungsmittel verwendet,
zudem mit Aceton ein Lésungsmittel mittlerer Polaritdt. p-Xylol, TBME, Trichlorobenzol und
Chloroform sind ebenfalls unpolar.

Trichlorobenzol Ethyleneglycol
C

Abbildung 5.2: Strukturen der verwendeten Losungsmittel, die Atomsorten sind farblich gekenn-
zeichnet: weill: H (le™); grau: C(6e™); rot: O(8e™); griin: Cl (17e~). Die GroRe der abge-
bildeten Molekiile entspricht den tatsdchlichen Verhiltnissen. Die Abbildung wurde mit Jmol
(http://www.jmol.org/) erstellt.
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In Tabelle 5.1 ist der Gyrationsradius rg, angegeben, dieser ist ein MaR fiir die Ausdehnung
der Masse um den Schwerpunkt des Molekiils. Er wird hier verwendet, um die GroRe des durch
die Molekiilbewegung eingenommenen Volumens abzuschatzen. Die exakten Packungseffek-
te kdnnen damit aber nicht beschrieben werden, hierzu sind Simulationen notwendig, die die
genauen Molekiilradien und weitere Eigenschaften der Molekiile wie Asymmetrien beriick-
sichtigen und im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden konnten.

Um den Einfluss des Kontrastes zwischen Substrat und Fliissigkeit zu studieren, wurden au-
Rerdem Mischungen aus unpolaren, verschieden dichten Lésungsmitteln verwendet. Hierzu
wurden Chloroform und TBME sowie Trichlorobenzol und p-Xylol genutzt. Die Strukturen
der beiden letztgenannten Ldsungsmittel bestehen aus einem Benzol-Ring mit zwei Me-
thylgruppen bzw. drei Chlor-Atomen. Die Molekiile bendtigen somit in der Volumenfliissig-
keit einen dhnlichen Raum pro Molekiil. Daher sind auch die molaren Volumina Vp_xyio =
0,1231/mol und Vryichiorobenzol = 0,124 1/mol fast identisch. Wegen der Chlor-Atome ist
der Gyrationsradius des Trichlorobenzol um 1A groRer als der des p-Xylol. Im Gegensatz
dazu haben die Losungsmittel des anderen Gemisches aus Chloroform und TBME verschie-
dene Strukturen und somit unterschiedliche molare Volumen (Vrgme = 0,1201/mol und
Vehioroform = 0,081 1/mol). Der dulere Bereich des TBME-Molekiils wird dabei von leichten
Wasserstoffatomen eingenommen und die Gyrationsradien unterscheiden sich daher nur um
0,11 A.

Die beiden dichtesten untersuchten Lésungsmittel (Chloroform und Trichlorobenzol) unter-
scheiden sich in beiden GroéRen. Sowohl der Gyrationsradius als auch das molare Volumen
des Chloroform sind kleiner als die des Trichlorobenzol. Es ist also durch Verwendung der
beiden Lésungsmittel méglich, den Einfluss der MolekiilgroRe an der Grenzflache fiir Stoffe
mit hoher Elektronendichte abzuschitzen. Die Dichten der Mischungen wurden mit dem
Dichteschwinger Anton Paar DSA5000M des Lehrstuhls Physikalische Chemie Il bestimmt
und sind in Tabelle A.2 im Anhang angegeben.

Die in diesem Kapitel vorgestellten Daten wurden, bis auf die gekennzeichnete Ausnahme,
an der Beamline ID31 der ESRF gemessen. Auf Grund des groRen g,-Bereiches wird fiir
die Silizium-Siliziumdioxid-Grenzflache das Modell nach Steinriick et al. genutzt. Die an der
Diamond Light Source durchgefiihrten Messungen haben einen kleineren g,-Bereich. Das
Modell nach Steinriick et al. bot dabei so viele Freiheitsgerade, dass eine eindeutige Cha-
rakterisierung des Substrates nicht mdglich war. Daher wird fiir die Elektronendichteprofile
das Modell nach Tidswell et al. verwendet.

Die OTS-Proben, die an der ESRF genutzt wurden, sind zusammen mit den in Kapitel 4.2
vorgestellten Proben prapariert worden. Auch eine der Proben, die an der Diamond Light
Source vermessen wurden, ist zuvor am Labordiffraktometer D8 des Lehrstuhls Experimen-
telle Physik 1a untersucht worden. Die so bestimmten Eigenschaften der trockenen OTS-
Schicht werden in diesem Kapitel als Referenz genutzt. In allen Elektronendichteprofilen wird
die Skizze eines OTS-Molekiils als Referenz angegeben. Die Skizze entspricht entlang der
z-Achse der Lange der aus der Referenzmessung bekannten OTS-Schicht.

Die Schichtdicke und die Rauigkeit der Kopfgruppe unterscheiden sich auf der gleichen
Probe leicht und wurden bei der Anpassung der Intensitatsverldufe in einer GroRenordnung
unterhalb von 1 A variiert. Die Parameter der Silizium- und der Siliziumdioxidschicht wurden,
wenn moglich, fiir eine Probe konstant gehalten. Alle Messungen wurden auf einer neuen
Position auf der Probe durchgefiihrt. Die Temperatur der Probenzelle betrug 25 °C.
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5.2. Ergebnisse fiir ungemischte Lésungsmittel

5.2 Ergebnisse fiir ungemischte Losungsmittel

Die Elektronendichteprofile an der Grenzflache zwischen OTS und ungemischten Fliissig-
keiten sind in Abbildung 5.3 dargestellt. Im Einschub sind die Messdaten und die errech-
neten Anpassungen gezeigt. Es werden die Ergebnisse von Messungen an Wasser, Metha-
nol, Aceton, n-Hexan und Ethylenglycol in Kontakt mit OTS vorgestellt. Bei der Bestim-
mung des Elektronendichteprofils fiir die Messung ,Wasser P2 wurden die Messwerte mit
g, > 0,55A~1 wegen einer zu hohen Strahlungsdosis wihrend der Messung nicht beriick-
sichtigt. Diese Problematik wird in Abschnitt 5.4 erldutert.

Abhingig von der Polaritdt und der Elektronendichte der Ldsungsmittel ist oberhalb der
OTS-Schwanzgruppe ein Dichtedefizit zu sehen. Die Lange des OTS-Molekiils der Referenz-
messung ist zusdtzlich durch die graue Linie gekennzeichnet.

Fiir die beiden Messungen in Wasser betrdgt der Abstand zwischen den Wendepunkten des
Defizits und damit die Schichtdicke d = 3A. Das Minimum der Elektronendichte des Defi-
zits liegt bei pyin = 0,265 e~ /A3 und der Unterschied zur Elektronendichte des Wassers ist
damit Apn,0 = 0,065 e~ /A3. Die aus dem Elektronendichteprofil von Mezger et al. [Mez06]
entnommenen Werte sind d = 3,8 A und pwin = 0,27 e /A3, somit folgt fiir den Elektro-
nendichteunterschied App,o0 = 0,06 e~ /A3. Das Dichtedefizit ist in der Studie von Mezger
et al. iiber das Produkt D = Apd definiert und betrigt §D = 0,23 e~ /A2. Fiir die Was-
serproben in Abbildung 5.3 ergibt es sich zu D = 0,20e~ /A2, es ist also in der gleichen
GroRenordnung wie das aus der Literatur bekannte Defizit.

In den Elektronendichteprofilen an der Grenzflache zwischen OTS und dem ebenfalls polaren
Methanol ist ein ausgeprdgtes Minimum zu sehen. Der Abstand zwischen den Wendepunkten
betrigt d ~ 8,2A. Das Minimum liegt oberhalb der OTS-Schicht und ist hauptsachlich der
Fliissigkeitsphase zuzuordnen. Die Elektronendichte liegt mit p = 0,231 e~ /A3 am unteren
Ende méglichen Elektronendichte der Methylgruppen ppethy = 0,26 £ 0,3 e /A3

Im Gegensatz zu den Messungen an Wasser (Rauigkeit 0 = 1 A) ist der Ubergang zwischen
der OTS-Schwanzgruppe und dem Dichtedefizit rauer (o = 4,1 A). Die Rauigkeit entspricht
der Referenzmessung am trockenen OTS (o = 3,9A). Der Grund fiir die geringere Rauigkeit
der Wassermessung ist unklar.

Zwischen OTS und Aceton ist im Vergleich zum Methanol ein weniger ausgepragtes Mini-
mum vorhanden. Der Wendepunkteabstand ist mit d ~ 6,7 A etwas geringer, das Minimum
liegt ebenfalls oberhalb der OTS-Schicht. Eine mdgliche Ursache fiir das weniger ausgepragte
Minimum ist die geringere Polaritdt des Acetons im Vergleich zu Methanol und Wasser.
n-Hexan hat die geringste Elektronendichte (o Hexan = 0,231 e‘/A3) der verwendeten L&-
sungsmittel und zeigt kein Minimum an der Oberfliche. p,.Hexan entspricht dem abgeschitz-
ten Minimalwert der Elektronendichte der Methylgruppe. Dadurch dndern die Methylgruppen
den Verlauf der Elektronendichte an der Oberflache, kdnnen aber kein Minimum mehr erzeu-
gen. Die Elektronendichte fillt an der Grenzflache daher monoton vom Wert der Schwanz-
gruppe auf den Wert des fliissigen n-Hexans ab, dhnlich wie in der Messung der trockenen
Referenzprobe (Abbildung 4.1, Seite 27) auf die Elektronendichte der Luft (p ~ 0e~/A3).
Dass sich auch in der fliissigen Phase an der Grenzflache kein Minimum und damit kein
Dichtedefizit ausbildet, liegt vermutlich daran, dass n-Hexan das unpolarste untersuchte
Losungsmittel ist und die induzierte Ordnung daher geringer ist.

Ethylenglycol hat unter den in diesem Abschnitt vorgestellten Lsungsmitteln eine Sonderrol-
le, da es mit einer Elektronendichte von pg; = 0,366 e_/A3 deutlich dichter ist. An die in Ab-
bildung 5.3 gezeigte Messung konnten zwei verschiedene Elektronendichteprofile angepasst
werden. Sie unterscheiden sich im Bereich der Grenzflache zwischen OTS-Schwanzgruppe
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Abbildung 5.3: Elektronendichteprofile fiir Messungen an Wasser, n-Hexan, Aceton und Methanol in
Kontakt mit OTS, im Einschub sind die Messwerte und die errechneten Intensitatsverldufe gezeigt.
Fiir die Anpassung der Probe Wasser P2 wurden die Messwerte ab g, > 0,55 A= nicht beriicksich-
tigt. Fir Ethylenglycol wurden zwei angepasste Intensititsverldufe berechnet, die entsprechenden
Elektronendichteprofile sind ebenfalls angegeben.

und Ethylenglycol. Das eine Elektronendichteprofil hat hier eine Elektronendichte, die nied-
riger ist als die der OTS-Schwanzgruppe (A1, rot). Im anderen Elektronendichteprofil steigt
die Elektronendichte monoton auf den Wert des Ethylenglycols an, es ist kein Minimum
im Bereich der Grenzfliche erkennbar (A2, braun). Die errechneten Intensitdtsverldufe sind
nahezu identisch. Wegen der hohen Rauigkeit der Probe und des groRen Elektronendichte-
unterschiedes zwischen OTS-Schwanzgruppe und Ethylenglycol kann die Region nicht mehr
aufgeldst werden.

Die senkrechte, grau gestrichelte Linie gibt den Wendepunkt der trocken gemessenen Refe-
renzprobe an. Die Wendepunkte an der Ethylenglycol-OTS-Grenzflache sind in beiden Elek-
tronendichteprofilen bei 27,2 A und damit um 3,4A weiter von Siliziumdioxid-Oberfliche
entfernt als bei der Referenzprobe. Dies entspricht der Schichtdicke des Defizits in den Mes-
sungen an Wasser. Das Dichtedefizit ist also in beiden Elektronendichteprofilen der OTS-
Ethylenglycol-Grenzfliche vorhanden, auf Grund des gréBeren Elektronendichtekontrastes ist
das Minimums im Verlauf der Elektronendichte aber nicht mehr eindeutig.

Die weitere Diskussion des Dichtedefizites erfolgt im Abschnitt 5.5, zuerst werden die Er-
gebnisse fiir die Losungsmittelgemische beschrieben.
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5.3 Ergebnisse fiir Losungsmittelgemische

Bereits die Messung an Ethylenglycol zeigt, dass das mit XRR bestimmte Defizit von der
Elektronendichte der Flissigkeit pp abhangt. So ist das Defizit bei steigender Elektronen-
dichte der Volumenfliissigkeit nicht mehr in Form eines Minimums in der Elektronendichte
sichtbar. Durch Variation der Fliissigkeitsdichte soll dieser Effekt weiter untersucht werden.
Fiir die Mischungen wurden Fliissigkeiten geringer Polaritit gewshlt. Die Anderung der Po-
laritdt der Mischungen ist also gering und wird im Folgenden vernachldssigt.

Um einen moglichst groBen Bereich der Fliissigkeitselektronendichte untersuchen zu kénnen,
wurde jeweils ein sehr dichtes Losungsmittel (Trichlorobenzol/Chloroform) mit einem L&-
sungsmittel mit geringer Elektronendichte (p-Xylol/TBME) gemischt. Fiir die Messungen
wurde die Probenzelle zuerst mit 4 ml reinen Ldsungsmittels befiillt und die Grenzfliche
vermessen. AnschlieBend wurde sukzessive 1 ml des zweiten Lésungsmittels hinzugefiigt, bis
ein Mischungsverhiltnis von 4:5 erreicht war. Am Beispiel der TBME-Chloroform Gemisches
bedeutet dies, dass zuerst mit reinem TBME begonnen wird und dann bis zum Mischungs-
verhaltnis von 4:5 Chloroform hinzugefiigt wird. In umgekehrter Reihenfolge wird fiir die
Messung mit Chloroform verfahren. Alle Mischungen konnten zwei Mal vermessen werden.
Die Elektronendichteprofile der Mischungen aus Chloroform und TBME in Kontakt mit OTS
sind in den Abbildungen 5.4 und 5.5 gezeigt. Um die Entwicklung des Ubergangs zwischen
OTS-Schwanzgruppe und Fliissigkeit iiber den gesamten Bereich der Fliissigkeitselektronen-
dichte darzustellen, sind jeweils die Ergebnisse einer Probe bei der mit Chloroform und einer
bei der mit TBME gestartet wurde, in einer Abbildung angegeben. Die gestrichelte Linien
zeigen die Proben, bei denen zuerst Chloroform eingefiillt wurde, die durchgezogenen Linien
die Messungen, die mit reinem TBME begonnen wurden.

Nach demselben Schema sind Messungen an Mischungen aus Trichlorobenzol und p-Xylol
durchgefiihrt worden. In Abbildung 5.6 und 5.7 sind die Elektronendichteprofile sowie, im
Einschub, die Messdaten dargestellt.

Trichlorobenzol und p-Xylol wurde zudem an der 107 der Diamond Light Source mit ei-
ner Photonenenergie von 30 keV untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.8 gezeigt
und stammen alle von der gleichen Probe. Auf Grund der Photonenenergie und der damit
einhergehenden hoheren Absorption ist nur ein kleinerer g,-Bereich zuganglich. Die grole
Absorption fiihrte aulerdem dazu, dass am reinen Trichlorobenzol keine Messung durchge-
fiihrt werden konnte.

Zwischen den Messungen an Chloroform/TBME und Trichlorobenzol/p-Xylol ist in den
Elektronendichteprofilen kein deutlicher Unterschied zu erkennen. Die Rauigkeit der OTS-
Schwanzgruppen entspricht, wie bei den zuvor gezeigten reinen Ldsungsmitteln, der Rau-
igkeit der Referenzmessung (o = 3,9A). In allen Elektronendichteprofilen mit einer Fliis-
sigkeitselektronendichte pf < 0,33 e‘/A3 ist ein Minimum in der Elektronendichte an der
Grenzfliche vorhanden. Fiir pg; > 0,33 e*/A3 ist nicht mehr eindeutig, ob ein Minimum
vorhanden ist.?

Wie fiir die OTS-Ethylenglycol-Grenzflache diskutiert, ist der Bereich der OTS-Schwanzgruppe
auch in den Elektronendichteprofilen mit pg > 0,33 e~ /A3 ungefihr 3 A linger als aus der
trockenen Referenzmessung bekannt. Das ist auch fiir die Proben zu beobachten, bei de-
nen mit den weniger Dichte Lésungsmitteln p-Xylol und TBME begonnen wurde. Unterhalb
von pp = 0,33~ /A3 entspricht die durch den Wendepunkt am Ubergang zur Grenzfla-
che definierte Schichtdicke der aus der Referenzmessung bekannten Schichtdicke. Steigt die

?Die einzige Ausnahme stellt das Elektronendichteprofil der Messung an 5 ml Chloroform und 4 ml TBME
in Abbildung 5.5 dar.
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Elektronendichte in diesen Mischungen iiber pg; = 0,33 e_/A3, ist das Minimum nicht mehr
vorhanden und der Bereich mit der Elektronendichte der Schwanzgruppe ist langer als in der
Referenzmessung. Dieser Unterschied entspricht, wie auch bei den Elektronendichteprofilen
des Ethylenglycol, dem Dichtedefizit.

Der kontinuierliche Ubergang von Elektronendichteprofilen mit Minimum zu solchen ohne
mit steigender Elektronendichte zeigt, dass die Fliissigkeiten an der Grenzflache nicht ent-
mischen.
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Abbildung 5.4: Elektronendichteprofile der ersten Messreihen an Chloroform und TBME sowie Mi-
schungen der beiden Losungsmittel in Kontakt mit OTS. Der Einschub zeigt die Messwerte und die
aus den Elektronendichteprofilen berechneten Reflektivitadtskurven (schwarze Linien). Die Messwerte
und die Reflektivitatskurven wurden auf der y-Achse verschoben. Die gestrichelten und durchgezo-
genen Linien wurden auf zwei voneinander unabhingigen Proben gemessen. Die Messwerte der
verschiedenen Proben sind im Einschub durch unterschiedliche Symbole gekennzeichnet.
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Abbildung 5.5: Elektronendichteprofile zu der zweiten Messreihe an Chloroform und TBME sowie
Mischungen der beiden Losungsmittel in Kontakt mit OTS. Der Einschub zeigt die Messwerte
und die aus den Elektronendichteprofilen berechneten Reflektivitdtskurven (schwarze Linien). Die
Messwerte und die Reflektivitatskurven wurden auf der y-Achse verschoben. Die gestrichelten und
durchgezogenen Linien wurden auf zwei voneinander unabhdngigen Proben gemessen. Die Messwerte
der verschiedenen Proben sind im Einschub durch unterschiedliche Symbole gekennzeichnet.
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Abbildung 5.6: Elektronendichteprofile der ersten Messreihen an Trichlorobenzol und p-Xylol sowie
Mischungen der beiden Losungsmittel in Kontakt mit OTS. Der Einschub zeigt die Messwerte
und die aus den Elektronendichteprofilen berechneten Reflektivitatskurven (schwarze Linien). Die
Messwerte und die Reflektivitatskurven wurden auf der y-Achse verschoben. Die gestrichelten und
durchgezogenen Linien wurden auf zwei voneinander unabhingigen Proben gemessen. Die Messwerte
der verschiedenen Proben sind im Einschub durch unterschiedliche Symbole gekennzeichnet.
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Abbildung 5.7: Elektronendichteprofile der zweiten Messreihe an Trichlorobenzol und p-Xylol sowie
Mischungen der beiden Losungsmittel in Kontakt mit OTS. Der Einschub zeigt die Messwerte
und die aus den Elektronendichteprofilen berechneten Reflektivitdtskurven (schwarze Linien). Die
Messwerte und die Reflektivitatskurven wurden auf der y-Achse verschoben. Die gestrichelten und
durchgezogenen Linien wurden auf zwei voneinander unabhdngigen Proben gemessen. Die Messwerte
der verschiedenen Proben sind im Einschub durch unterschiedliche Symbole gekennzeichnet.
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Abbildung 5.8: Elektronendichteprofile fiir Messungen an p-Xylol und Mischungen mit Trichloroben-
zol in Kontakt mit OTS. Die Messungen wurden an der Beamline 107 der Diamond Light Source
durchgefiihrt. Der Einschub zeigt die auf der y-Achse verschobenen Messwerte.
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5.4 Untersuchung der Strahlenschaden

Bei den Messungen an Ldsungsmitteln und Wasser in Kontakt mit OTS ist der schadi-
gende Einfluss der Réntgenstrahlung von groBer Bedeutung. Aus diesem Grund wurden an
mehreren Proben Messungen zur Anderung der Oberflicheneigenschaften durch die Rdnt-
genstrahlung an der Beamline ID31 durchgefiihrt. Elektronendichteprofile der Grenzflachen
zwischen Wasser, n-Hexan und Chloroform in Kontakt mit OTS sind in Abbildung 5.9a) und
b) dargestellt.

Zur Bestimmung des Einflusses der Réntgenstrahlung wird die Strahlendosis am Ort der
Probe bendtigt. Sie kann aus dem Messdaten einer Silizium-Diode direkt vor der Probenzelle
bestimmt werden. Die Diode misst wahrend der Datenaufnahme die Eingangsintensitat. Aus
diesen Werten kann die Anzahl der einfallenden Photonen pro Sekunde und, bei bekannter
Photonenenergie von 70 keV, die einfallende Energie in mJ berechnet werden. Drei Beispiele
fir die Energie, die im Verlauf einer Messung auf die Probe einfillt, sind in Abbildung 5.9¢)
gegen g, aufgetragen. Die Daten wurden wihrend der in Abbildung 5.9a) bzw. b) in gleicher
Farbe dargestellten Messungen aufgezeichnet. Da die Diode nicht genau kalibriert ist, kdnnen
die so erhaltenen Werte Fehler von bis zu 20 % beinhalten.

Die einfallende Energie der Probe mit der geringsten genutzten Dosis (Ho,O P1, rot) betragt
insgesamt 5,3 mJ. Wie im Elektronendichteprofil in Abbildung 5.9a) zu sehen, ist an der
Grenzfliche das bereits diskutierte Dichtedefizit vorhanden. Fiir Messungen in Wasser ist
die Strahlendosis, ab der die Schadigung des OTS an der Oberflachen durch im Wasser
gebildete, freie Radikale beginnt, bekannt (vgl. Kapitel 4.3). Aus den Angaben in den Quellen
[Mez06; Mez08b] wurde so als Schwellwert fiir einsetzende Schadigung die aufsummierte
Photonenenergie von 2,7 mJ berechnet. Dieser Wert ist in Abbildung 5.9¢) als schwarze Linie
eingezeichnet. Die aufsummierte Energie der Probe H>O P1 iiberschreitet den Schwellwert
bei g, = 0,6 A~1. Da ein ausgeprigtes, mit der Literatur vergleichbares Defizit vorhanden
ist, sind die durch die Strahlung verursachten Schiden bei dieser Probe vernachldssigbar.
Die Probe H>O P1 war die erste Probe, die wahrend der Messzeit vermessen wurde. Die
Strahlendosis aller anderen Proben ist hoher, da die Messzeit erhoht und zudem im letzten
Messbereich der Absorber herabgesetzt wurde. Die einfallende Intensitdt in diesem Bereich
ist dadurch um einen Faktor 10 groRer.

Fiir eine Wasserprobe mit hdherer aufsummierter Energie (46,0 mJ, HoO P2 #1) ist das
Minimum weniger ausgepragt (griine Kurve HyO P2 #1-1 in Abbildung 5.9a)). Fiir die-
se Messung ist es nicht mdglich, die Messdaten mit dem aus dem Elektronendichteprofil
berechneten angepassten Intensitatsverlauf nachzuvollziehen. Das erste Minimum, welches
auf Grund der geringeren Strahlendosis das aussagekriftigste ist, wird von der Anpassung
nicht reproduziert. Wenn hingegen die Messwerte oberhalb des Schwellwertes von 2,7 mJ
(ab g, > 0,55 A~1) bei der Berechnung nicht beachtet werden, entspricht das Elektronen-
dichteprofil HyO P2 #1-2 (braun) dem Verlauf der weniger belasteten Probe. Auch das erste
Minimum wird jetzt vom angepassten Intensitdtsverlauf nachvollzogen.

Um zu iberpriifen, ob eine Schiadigung der Probe schon am Beginn der Messung oder bei
der Justierung auftritt, wurden Messungen des Minimums an zuvor unbestrahlten Proben-
positionen durchgefiihrt, diese sind im Einschub ii) in Abbildung 5.9a) in tiirkis und schwarz
zu sehen. Sie zeigen, dass die Form des Minimums dem der Messung H,O P2-#1 entspricht
und somit an dieser Position noch keine Schidigung der Probenoberfliche aufgetreten ist.
Zum Vergleich wurde an der geschadigten Probenposition eine zweite Messung durchgefiihrt.
Das Messsignal (orangene Kurve in 5.9a), Einschub i)) zeigt eine Abnahme der Oszillati-
onsamplitude im ganzen Messbereich. Das entsprechende Elektronendichteprofil HoO P2#2
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Abbildung 5.9: a) Elektronendichteprofile zweier Proben (P1, P2) mit OTS in Kontakt mit Wasser,
die Profile H,O P2#1-1 und H,O P2#1-2 wurden zum gleichen Intensitdtsverlauf angepasst. Fiir
H,O P2#1-2 wurden die Werte oberhalb g, = 0,55 A~ nicht beriicksichtigt. Das Elektronendich-
teprofil H,O P2 #2 wurde an eine danach auf der gleichen Probenposition durchgefiihrte Messung
angepasst. Einschub i) zeigt die Messwerte und die aus den Elektronendichteprofilen berechneten
Intensitatsverliufe. In Einschub ii) ist das mehrfach vermessene erste Minimum gezeigt, Referenz 1
und 2 wurden auf zuvor unbestrahlten Probenpositionen gemessen. Die Linien dienen hier nur als
Hilfslinien um den Kurvenverlauf nachvollziehen zu kénnen. b) Elektronendichteprofile mit n-Hexan
und Chloroform als fliissige Phase, die Proben wurden zuvor mit unterschiedlich vielen Photonen
bestrahlt. c) Strahlendosen zu den in a) und b) dargestellten Messungen gleicher Farbe. Die schwar-
ze gestrichelte Linie entspricht der von Mezger et al. [Mez06; Mez08b] beobachteten summierte
Energie, ab der Schidigung am OTS auftritt.
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zeigt ein weniger ausgepragtes Minimum und einen (unphysikalisch) spitzen Verlauf an der
Grenzflache zwischen Schwanzgruppe und Wasser.

Fiir Messungen in anderen Fliissigkeiten existieren keine Beispiele fiir durch Strahlung ver-
ursachte Schaden an Grenzflichen. Um den Einfluss der Strahlung zu untersuchen, wurden
Messungen an Chloroform, einem der dichtesten verwendeten Lésungsmittel, und n-Hexan,
dem Losungsmittel mit der geringsten Dichte, durchgefiihrt. Die Absorption der Strahlung
ist nach Gleichung (4.1) (Seite 32) iiber den Absorptionskoeffizienten i von der Dichte der
Fliissigkeit abhingig.

Die in grau gezeigte Messung an der OTS-Chloroform-Grenzflache wurde an einer belasteten
Probenposition durchgefiihrt. Das Elektronendichteprofil (grau) zeigt eine sehr raue Pro-
benoberfliche mit verkiirztem OTS-Schwanz. Im Gegensatz dazu entspricht die Messung an
einer unbelasteten Postion (dunkel-griin) dem erwarteten Verlauf fiir eine OTS-Oberflache in
Kontakt mit unpolaren Lésungsmitteln, da die Rauigkeit nicht groRer ist als bei der trockenen
Probe.

Die Messung an n-Hexan zeigt hingegen, dass OTS in weniger dichten Lésungsmitteln auch
weniger anfdllig fiir Strahlenschidden ist. Die in blau dargestellte Messung wurde mit der
hochsten einfallenden Intensitat aller Proben gemessen und zeigt trotzdem keinen erkennba-
ren Strahlenschaden, da alle Minima vom angepassten Intensitdtsverlauf reproduziert werden
konnen. Die zusidtzliche Bestrahlung der Probe fiir 15 Sekunden durch den um einen Faktor
100 abgeschwichten Rontgenstrahl® und erneutes Messen dndern den Intensitatsverlauf der
Messung nicht (nicht gezeigt). Erst durch 60 Sekunden Bestrahlung mit der vollen Inten-
sitat des Rontgenstrahls konnte die Probe geschiadigt werden (magenta). Wie bei der an
der OTS-Chloroform-Grenzfliche beobachteten Schidigung wird die OTS-Schwanzgruppe
kiirzer und rauer.

Die vorgestellten Beispiele zeigen, dass die Dichte und Struktur der verwendeten Fliissig-
keit einen groRen Einfluss auf die durch Strahlung verursachten Schaden an der Oberflache
hat. Die dichten Losungsmittel sind anfilliger fiir Strahlenschaden als die weniger dichten
Losungsmittel, da sie mehr Energie aus der Rontgenstrahlung aufnehmen und stirker ge-
schidigt werden.

5.5 Analyse der Resultate und Diskussion

Zur Charakterisierung des Dichtedefizits zwischen einer hydrophoben Oberflache und Was-
ser sind in der Literatur verschiedene Parameter vorgeschlagen worden [Mam04; Mez06].
Die beiden am haufigsten genutzten Methoden sind bei den zuvor gezeigten Ergebnissen
nicht verwendbar. So nutzen Mezger et al. das Produkt aus der Schichtdicke der Verar-
mungsschicht und die Elektronendichtedifferenz zwischen Wasser und dem Minimum des
Dichtedefizits [Mez06]. Ein solches Minimum ist in den Elektronendichteprofilen an Pro-
ben mit einer Fliissigkeitselektronendichte pg > 0,336_//&3 nicht sicher bestimmbar und
fiir groBere pg nicht mehr vorhanden. Daher kann keine Schichtdicke mehr bestimmt wer-
den. Mamatkulov et al. beschreiben die Dichtedifferenz, indem sie iiber normierte Integrale
unabhingig die Beitrage der festen und der fliissigen Phase berechnen. Diese sind nur in
Simulationen zuganglich.

Um das Dichtedefizit an den verschiedenen OTS-fliissig-Grenzflachen zu bestimmen, wird
stattdessen das Elektronendichteprofil der idealen Grenzflache ohne Dichtedefizit p¢(z) be-
rechnet. Hierzu werden die aus der Messung des trockenen OTS-Wafers bekannten Parame-

3Das entspricht der einfallenden Intensitit bei groBen g, in Abbildung 5.9¢)
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Abbildung 5.10: Experimentell ermitteltes Elektronendichteprofil der OTS-Chloroform-Grenzflache

Pexp (rot) und das ideale Elektronendichteprofil der gleichen Grenzfliche p, (schwarz), erstellt aus
den Parametern der Referenzmessung.

ter fiir die Schichtdicke und die Rauigkeit der OTS-Schwanzgruppen verwendet. Aus diesem
und dem experimentellen Elektronendichteprofil peyp(z) wird die Summe der Abstandsqua-
drate nach

=) (n(2) = pexpl(2)) (5.1)

z

berechnet. Das entspricht dem grauen Bereich in Abbildung 5.10 zwischen p¢(z) (schwarz)
und pexp(z) (rot). Bei dieser Methode wird die Abweichung vom idealen Verlauf berechnet,
ohne das Vermutungen dariiber gemacht werden miissen, welchem Bereich der Grenzflache
das Defizit zuzurechnen ist. Da nur an einer Probe die Eigenschaften der trockenen OTS-
Monolage bestimmt wurden, ist die Methode mit einem systematischen Fehler behaftet. Es
hat sich aber herausgestellt, dass der Unterschied zwischen gleichzeitig praparierten Proben
sehr gering ist. So stimmt auch die Dicke der OTS-Schicht in den Elektronendichteprofilen
mit pp < 0,33 e‘/A3 mit der Referenzprobe iiberein und zeigt, dass alle Proben die gleichen
Eigenschaften haben (vgl. Abbildung 5.3).

In Abbildung 5.11 sind die so bestimmten y2-Werte gegen die Elektronendichte der Fliis-
sigkeit pr| aufgetragen. Die Messwerte sind ohne Fehlerbalken angegeben, da maximal zwei
unabhingige Messungen an der gleichen Grenzflache durchgefiihrt wurden und daher kein
Fehler ermittelt werden kann. Als Anhaltspunkt fiir die GroRe des Fehlers kann die Streu-
ung der y>-Werte an der gleichen Grenzfliche genutzt werden, zum Beispiel die Proben
mit reinem p-Xylol oder Chloroform. Die x?-Werte fiir die Gemische der Lésungsmittel
streuen bis zur Elektronendichte von pg ~ 0,345~ /A3 um einen konstanten Wert. pg
ist fast gleich zu dem Wert, ab dem in den Elektronendichteprofilen auf Grund des groRe-
ren Elektronendichtekontrastes nicht mehr unterschieden werden konnte, ob ein Minimum
vorliegt (pp ~ 0,33 e~ /A3). Oberhalb von pg steigt x? an. Die wachsende Differenz zwi-
schen der Elektronendichte der OTS-Schwanzgruppe und der Fliissigphase erhoht bei einer
konstanten Abweichung von pexp(2) entlang z den y2-Wert. Es sollten daher im Bereich
prl > 0,345 e~ /A3 nur Fliissigkeiten mit gleicher Elektronendichte miteinander verglichen
werden, um Effekte der Lésungsmitteleigenschaften wie Polaritdt oder MolekiilgréRe zu dis-
kutieren. Dies trifft unter den hier verwendeten Losungsmitteln auf Chloroform und Trichloro-
benzol zu. Die y2-Werte steigen fiir Mischungen mit Trichlorobenzol (rgy = 4,83 R) starker
als bei Chloroform (rgy = 3,23A), da die Packungsdichte der groReren Trichlorobenzol-
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Abbildung 5.11: Verlauf der y?>-Werte in Abhingigkeit der Elektronendichte der Lésungsmittel pg
und deren Mischungen.

Molekiile an der rauen Oberflache geringer ist als die der kleineren Chloroform-Molekiile.
Moglich ist auch ein Einfluss der unterschiedlichen Symmetrie der Molekiile (vgl. Abbildung
5.2, Seite 39), dieser kann ohne zusatzliche Simulationen aber nicht bestimmt werden.

Um einen Uberblick iiber mogliche Ursachen fiir das Dichtedefizit zu erhalten, sind in Abbil-
dung 5.12 die x?-Werte gegen verschiedene Eigenschaften der reinen Lésungsmittel aufge-
tragen. Es werden nur die Losungsmittel diskutiert, bei denen ein Minimum in den Elektro-
nendichteprofilen an der Grenzfliche festgestellt werden konnte oder die Elektronendichte
der Fliissigkeit pr unterhalb von pg liegt. Die x2-Werte fiir Chloroform und Trichlorobenzol
werden daher in der Diskussion nicht berlicksichtigt. Der grolle Elektronendichteunterschied
an der Grenzfliche erhSht den x2-Wert und macht sie dadurch nicht mehr mit den Werten
der anderen Losungsmitteln vergleichbar. Da fiir Ethylenglycol auch ein Elektronendichte-
profil mit Minimum angepasst werden konnte, wird dieses bei der folgenden Betrachtung mit
einbezogen, obwohl die Elektronendichte des Ethylenglycol (p = 0,366 e~ /A3) etwas gréRer
ist als pg = 0,345 e /A3,

In Abbildung 5.12a) sind die y2>-Werte anhand der Polaritit der Fliissigkeiten, bestimmt
durch die EN-Werte, aufgetragen (vgl. Tabelle 5.1). Die Werte fiir 2 folgen einem linearen
Verlauf in Abhdngigkeit der Polaritat der Lésungsmittel E{V, wie durch die angepasste Gerade
angedeutet.

In Abbildung 5.12b) sind die y2-Werte gegen die Oberflichenenergie v dargestellt. Ein li-
nearer Zusammenhang zwischen beiden GroRen ist fiir fast alle Messwerte gegeben, einzig
Methanol liegt auRerhalb dieses Verlaufs. Der Grund dafiir ist unbekannt. Zur Visualisierung
des linearen Verlaufs wurde auch hier eine Gerade angepasst.

In Abbildungsteil 5.12c) ist die Abhingigkeit der y2-Werte vom Gyrationsradius rg, an-
gegeben. Auch hier ist ein linearer Zusammenhang vorhanden und durch eine angepasste
Gerade angedeutet, nur der x2-Wert fiir Ethylenglycol weicht etwas ab. Bemerkenswert ist,
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5.5. Analyse der Resultate und Diskussion
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Abbildung 5.12: Abweichung von der idealen Oberfliche x? gegen a) EV, b) v und c) rg,. Alle
Parameter zeigen eine lineare Abhingigkeit zwischen den Eigenschaften und der Abweichung 2,
dies ist jeweils durch eine angepasste Gerade angedeutet.

dass die kleineren Molekiile groBere x2-Werte haben. Das kann damit zusammenhingen,
dass die kleine Molekiile gleichzeitig die drei polarsten Molekiile sind. Dies widerspricht der
Beobachtung bei den dichten Losungsmitteln Chloroform und Trichlorobenzol. Hier ist der
Effekt umgekehrt, dass groBere Trichlorobenzol hat auch ein groBeres Defizit. Diese Beob-
achtung kann auch durch unterschiedliche Orientierungen an der Oberflache erzeugt werden,
da Trichlorobenzol eine komplexere Struktur als das eher kugelférmige Chloroform hat.

Die geringste Abweichung vom linearen Verlauf besteht zwischen x? und dem Polarititsindex
E{V, aber auch die anderen Grolen folgen, bis auf jeweils eine Ausnahme, einem linearen
Verlauf. Gerade fiir den Gyrationsradius hdngt dies moglicherweise damit zusammen, dass
der Gyrationsradius rgy, der verwendeten Losungsmittel umgekehrt proportional zur Polaritat
ENist.

Im Vergleich mit in der Literatur verfiigbaren Messungen an der fest-fliissig-Grenzflache ist
die Reichweite der Ordnung in der Fliissigkeit geringer. Das beobachtete Defizit ist klei-
ner als das zuvor an der gleichen [Gutl1] und dhnlichen [Mac07] Festkdrper-Losungsmittel-
Grenzfliche mit Neutronenreflektivititen bestimmte Defizit. Die Lange der in beiden Studien
gemessenen Defizite betrug zwischen 15 A und 23 A und ist damit mehr als doppelt so groR
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wie das groRte hier gemessene Defizit (Methanol, d = 8A). Der Unterschied kann nicht
erklart werden, Dichtedefizite dieser GroRenordnung ergeben stark gednderte Reflektivitats-
messungen und kdnnen bei den hier gezeigten Messungen ausgeschlossen werden. In beiden
Studien werden Neutronenreflektivitdts-Messungen zur Bestimmung des Defizits genutzt,
dies scheint das Messergebnis zu beeinflussen. Zumindest in der Studie von [Mac07] kann
auch die erhohte Rauigkeit (15A) das gemessene Defizit beeinflussen.

Die beobachteten Dichtedefizite sind auch kleiner als die zuvor an Siliziumdioxid beobachte-
ten Defizite der unpolaren Fliissigkeiten n-Hexan, n-Decan, Perfluorhexan und Cyclohexan
[Doe98; Doe00]. Die Schichtdicke des Defizits an der n-Hexan-Siliziumdioxid-Grenzflache
betragt in den Studien ungefihr 25A und ist damit um 17 A dicker als das groRte in dieser
Arbeit fiir Methanol im Kontakt mit OTS gemessen Defizit (8 A). Auch der Unterschied in
der Elektronendichte ist groBer. Méglicherweise beeinflusst die geringe Dicke des Fliissig-
keitsfilms von 80 A in den Studien von Doerr et al. die GréRe des Dichtedefizits.

Dass bei den hier vorgestellten Messungen keine Ordnung innerhalb der Fliissigkeiten nach-
gewiesen werden konnte, hdngt mit mehreren Faktoren zusammen. Da die Oberflache nur
iber Van-der-Waals Krafte wechselwirkt, ist der Einfluss auf die Fliissigkeitsphase gerin-
ger als an anderen Oberflichen. Auch die etwas erhdhte Rauigkeit gegeniiber den aus der
Literatur bekannten OTS-Oberflachen beeinflusst das Messergebnis [Mez06; Mez08b]. Die
Proben sind zudem rauer als die haufig untersuchten Siliziumdioxid-Oberflachen. Eine er-
hohte Rauigkeit kann die Ordnung an einer Grenzflache stéren [Isr11] und das Dichtedefizit
so herabsenken [Yu01b]. Durch erhéhte Ordnung hervorgerufene und in der Literatur be-
obachtete Dichtedefizite mit Schichtdicken von 15A und mehr wiren in den vorgestellten
Ergebnissen aber sichtbar und kénnen fiir die Proben ausgeschlossen werden.
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Kapitel 6

Proteine an Grenzflachen

Die in diesem Kapitel vorgestellten Experimente beschaftigen sich mit Proteinadsorbaten an
der hydrophoben OTS-Wasser-Grenzflache.

Die Proteinadsorption auf Oberflichen betrifft viele verschiedene Bereiche, zum Beispiel die
Biologie, die industrielle Nahrungsmittelerzeugung oder die Medizin [Nak01; Hor03; Weil4].
So ist fiir die Akzeptanz von Implantaten im menschlichen Korper die Proteinadsorption
von groBer Bedeutung, da diese die Grundlage fiir die Bildung Infektionen am Implantat
sein kann [Kas02]. Die Anlagerung der im Blut enthaltenen Proteine an solchen Oberflachen
erfolgt abhdngig von der GroRe der Proteine. Schon in einer der ersten Studien hierzu nutze
Vroman verschieden hydrophobe Oberflachen und bestimmte die Adsorption der Proteine
durch die gednderte Benetzung mit Wasser [Vro62]. Spater konnte gezeigt werden, dass
die Adsorption von biologischen Filmen auf Implantaten von den Oberflacheneigenschaften
und dem Denaturierungsgrad der Proteine abhingt. Beispielsweise adsorbiert das Protein
Fibronection starker auf hydrophobem Polystyrol und fiihrt so zu vermehrter Zelladsorption.
Auf hydrophilisiertem Polystyrol hingegen adsorbieren weniger Proteine, dadurch sinkt auch
die Zelladsorption [Hor94; Hor03]. Die Bildung der Filme auf Implantaten hangt zudem
von der Zusammensetzung des Serums am Implantat ab. Wenn zum Beispiel das Protein
Fibrinogen aus dem Blutplasma entfernt wird, sinkt die Adsorption der Blutpldttchen und
die Filmbildung wird reduziert [Tsa02].

Des Weiteren hat die Proteinadsorption groBen Einfluss in vielen technischen Bereichen. Vie-
le Filtermembranen bestehen aus Kunststoffen wie Polypropylen und haben eine hydrophobe
Oberfliche. An den Oberflachen adsorbieren Proteine und initileren damit wie an Implan-
taten das Wachstum biologischer Schichten (engl. Biofouling). Letztendlich fiihrt dies zum
Verstopfen der Filter. Werden stattdessen modifizierte Kunststoffe mit einer hydrophilen
Oberfliche genutzt, reduziert sich die Adsorption stark [Chu97]. Ahnliches wurde auch fiir
Fleece-Fasern festgestellt, hier konnten sowohl Bakterien- als auch Proteinadsorption durch
Hydrophilisierung stark reduziert werden [Wan11].

Das Adsorptionsverhalten von Proteinen hangt neben den Eigenschaften der Oberfliche
auch von den Umgebungsvariablen wie der Temperatur [Jac02; Kiel4b] oder dem pH-Wert
[H5698; G&h15] ab. Hierbei ist auch die Anderung des Zustandes der Proteine in der Lo-
sung von Bedeutung, da sie als Reservoir fiir weitere Adsorption dienen. So konnten Kiesel
et al. zeigen, dass die Schichtdicke stark zunimmt, wenn die Temperatur iiber die Denatu-
rierungstemperatur der Proteine erhdht wird und sich die Probe in wissriger Proteinldsung
befindet [Kiel4b]. Wird statt der Proteinldsung reines Wasser ohne geldste Proteine an einer
Probe mit Proteinschicht genutzt, sinkt die Schichtdicke bei steigender Temperatur leicht.
Die Stabilitit der Proteine kann auch durch Anderung des hydrostatischen Druck unter-
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sucht werden. Gegeniiber der Variation der Temperatur hat die Anderung des Drucks den
Vorteil, dass sich bei konstanter Temperatur nur die Dichte des Systems dndert. In Pro-
teinen werden durch Erhohung des hydrostatischen Drucks hauptsachlich Packungsdefekte
reduziert [Gek79], wahrend die Sekundérstruktur erhalten bleibt [Sch11]. Erst oberhalb ei-
nes proteinabhangigen Grenzdrucks werden die Proteine entfaltet. Auf Grund der komplexen
experimentellen Implementation gibt es bisher kaum Daten zum Einfluss von Druck auf an
Oberflachen adsorbierte Proteinschichten. Die einzige bekannte Studie zeigt die Zunahme
der Dicke einer Lysozymschicht um ungefihr 7 A auf hydrophobem Polystyrol und 10 A auf
Siliziumdioxid [Koo13].

Das folgende Kapitel befasst sich mit den Eigenschaften solcher durch Proteine gebildeten
Adsorbatschichten. So wurde das Verhalten von durch Sadurehydrolyse zerstorten Proteinen
an der fest-fliissig-Grenzfliche untersucht. Durch die Saurehydrolyse sind die Proteine de-
naturiert und teilweise in ihre einzelnen Aminosaurenbestandteile zerlegt [Fou98]. Sie adsor-
bieren in diinnen Schichten auf hydrophoben Oberflachen und dndern die Eigenschaften der
Oberflache erheblich. Die Schichten wurden sowohl in situ als auch ex situ charakterisiert.
Die Beschreibung der Analyse befindet sich im ersten Teil des Kapitels.

Im zweiten Abschnitt des Kapitels wird der Einfluss von hohen hydrostatischen Driicken
auf adsorbierte Schichten des Modellproteins Lysozym an der hydrophoben fest-fliissig-
Grenzflache diskutiert. Die in der Literatur beschriebene druckinduzierte Adsorption konnte
an der OTS-Wasser-Grenzflache nicht bestdtigt werden. Des Weiteren wird durch das Hin-
zufligen von Urea die Adsorption an der Grenzflache erheblich reduziert. Durch die Erhéhung
des hydrostatischen Drucks ist es moglich, dies mit der Anlagerung von Urea in der Schicht
in Verbindung zu setzen.

Eine haufig genutzte GroRe zur Beschreibung der Eigenschaften einer Proteinschicht ist die
adsorbierte Menge eines Proteins [ [Hdh12; Kiel4b]. Hierzu wird aus dem Elektronendich-
teprofil pprotein(z) das Volumenbruchprofil

@Lit(z) _ pProteiS(Z) - pSL:)bstrat(z) (6.1)
Pbrotein — szo

berechnet. psupstrat(z) bezeichnet das Elektronendichteprofil des sauberen Substrats in Was-
ser, und pgrotein bzw. pono den theoretischen Wert der Elektronendichte des Proteins bzw.
der wassrigen Ldsung.

Die Berechnung nach dieser Methode ist fiir die in dieser Arbeit genutzten hydrophoben
OTS-Oberflichen auf Grund von Anderungen im Bereich der Verarmungsschicht nicht ge-
eignet. In Abbildung 6.1 ist diese Region oberhalb der OTS-Schwanzgruppe mit einer Ad-
sorbatschicht aus Lysozym dargestellt. Wie zu sehen ist, existiert auch zwischen OTS und
Adsorbatschicht eine Verarmungsschicht. Ist eine OTS-Probe nur in Kontakt mit Wasser,
wird ein Teil der Verarmungsschicht, wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, durch eine Orien-
tierung der Wassermolekiile erzeugt. Das auf diese Weise erzeugte Defizit ist im Elektro-
nendichteprofil psupstrat(z) enthalten. Da die Proteine auf hydrophoben Oberflichen stark
denaturiert werden, kann davon ausgegangen werden, dass um das Protein keine intakte
Hydratationsschale mehr existiert und die hydrophoben Bereiche in direktem Kontakt mit
der Oberflache sind. Wenn die Elektronendichte dieser hydrophoben Bereiche kleiner ist als
die des Wassers, wird das beobachtete Defizit sogar vergroRert und ist anderen Ursprungs als
an der OTS-Wasser-Grenzflache. Daher verandert sich auch das Elektronendichteprofil des
Substrates psypstrat(z) in wassriger Proteinlosung gegeniiber dem in Wasser und ist nicht
mehr bekannt. Eine Berechnung nach Gleichung (6.1) ist damit nicht moglich.
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Abbildung 6.1: Beispiel zur Analyse einer auf OTS adsorbierten Schicht aus Lysozym, weitere Infor-
mationen zu den angegebenen Parametern im Text.

Stattdessen kann nach Definition eines Punktes X, ab dem die Elektronendichte der Prote-
inschicht groRer als die des Wassers pono ist, das Volumenbruchprofil mit

_ pX‘OO(Z) - pono

O(z) =

(6.2)
IO(F)’rotein - P|9|20
berechnet werden. px_.(z) bezeichnet dann den Bereich des Elektronendichteprofils zwi-
schen dem Punkt X und dem Volumenwasser. Der Term px_oo(2) — p&zo entspricht dann
dem grau eingefarbten Bereich in Abbildung 6.1. Aus den Volumenbruchprofilen kann dann
iber

r= V/@(z) dz (6.3)

die adsorbierte Menge in mg/m? bestimmt werden, mit der molaren Masse m und dem
molaren Volumen V des Proteins.
Analog zur Berechnung der adsorbierten Menge kann die maximale Belegung

PMax_PHZO (64)

r|\/|aX = 0 —
PProtein PH20

berechnet werden. Hierbei ist pmax die maximale Elektronendichte der Proteinschicht. yax
ist somit ein MaQR fiir die Belegung am dichtesten Punkt der Proteinschicht.

Bei der Berechnung der Elektronendichte wird fiir die einzelnen Schichten eine Dicke und
eine Rauigkeit angenommen, die Schichtdicke entspricht dann dem Wendepunkt im Elek-
tronendichteprofil. Auf Grund der komplexen Substruktur der Proteinschichten muss die
Adsorbatschicht bei der Berechnung der Elektronendichteprofilen haufig durch mehrere diin-
ne Schichten groRer Rauigkeit modelliert. Diese iiberlagern sich bei der Berechnung nach
dem Effektiven Dichtemodell und die Unterscheidung zwischen den einzelnen Schichtdicken
und Rauigkeiten ist nicht mehr mdglich. Fiir die Proteinschichten wird aber ein einheitli-
ches MaR zur Bestimmung der Schichtdicke benétigt, welches nicht von der Substruktur bei
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der Berechnung des Elektronendichteprofils abhdngt und auch die zum Wasser orientierten
Seitenketten beriicksichtigt.

In dieser Arbeit wird dazu die Entfernung zwischen dem Punkt X und dem Wert, bei dem
die Elektronendichte auf 1,03 - pr; ~ 0,34 e~ /A3 abfillt (Punkt Y in Abbildung 6.1) ver-
wendet. Nach Gleichung (6.4) entspricht das ungeféhr einer Lysozymbelegung von 5 %. Die
Berechnungsmethode wurde von Richter et al. vorgeschlagen [Ric13].

Die Eigenschaften von Proteinadsorbaten wurden zuvor von vielen Gruppen mittels XRR
und Neutronenreflektivitdten untersucht. Die Ergebnisse an der hydrophoben OTS-Wasser-
Grenzfliche werden im folgenden Abschnitt vorgestellt. In Tabelle 6.1 sind aus der Literatur
bekannte Werte fiir die Schichtdicke d und adsorbierte Menge I fiir verschiedene Proteine
auf OTS angegeben.

Allgemein zeigt sich, dass die Schichtdicke der Proteinadsorbate auf OTS kleiner ist als die
Dimensionen der nativen Proteine.! So haben Hihl et al. die Adsorption unterschiedlicher
Proteine (Lysozym, Rinderalbumin (bovine serum albumin, BSA), a-Amylase) auf OTS stu-
diert [Hah12]. Die Schichtdicke aller in der Studie untersuchten Proteine auf OTS betrug
~ 20A. Die gleichen Schichtdicken wurden von Richter et al. fiir Lysozym und BSA ge-
messen [Ric13]. Die Schichten sind auBerdem dichter als Adsorbate aus nativen Proteinen,
welche in den gleichen Studien auf Siliziumdioxid beobachtet werden. Wegen dieser diin-
nen und dichten Schichten kann davon ausgegangen werden, dass die an den hydrophoben
Oberflachen adsorbierten Proteine denaturiert sind.

Lu et al. [Lu98] haben Lysozymadsorbate auf OTS mit Neutronenreflektivitdten unter-
sucht. Sie konnten oberhalb der zuvor beschriebenen dichten und denaturierten Schicht
(d = 1042 A) mittels Kontrastinderung eine zweite Lysozymschicht (40420 A) geringerer
Dichte nachweisen. Diese zweite Schicht kann entweder aus Seitenketten der denaturierten
ersten Schicht bestehen oder, da die Schichtdicke ungefdhr den Ausmallen nativen Lyso-
zyms entspricht, als Adsorption intakter Proteine an der denaturierten Schicht interpretiert
werden. Ebenfalls mit Neutronenreflektivitdtten wurde von Koo et al. [Koo13] eine dhnliche
Gesamtschichtdicke (d = 56,3 A) fiir die Adsorption von Lysozym auf hydrophobem Poly-
styrol bestimmt. In der Studie wird nicht von zwei getrennten Lysozymschichten berichtet.
Die an der hydrophoben fest-fliissig-Grenzfliche adsorbierten Schichten werden in allen Stu-
dien als statisch beschrieben. Die Adsorption der Proteine ist nach wenigen Minuten im
Gleichgewicht und dndert sich im Zeitraum der Messung nicht mehr. Einzig Richter et
al. haben an einer Probe die zeitliche bedingte Zunahme der Schichtdicke um 7 A innerhalb
von 258 Minuten [Ricl3] .

Quelle System d[A] I [mg/m?]

Lu et al. [Lu98] Lysozym; PP (10+2)+(40+20) | 1,65+£0,2
Hahl et al. [H3h12] Lysozym; PP ~ 18 ~ 1,25
Hahl et al. [H3h12] a-Amylase; PP ~ 20 ~ 0,9
Hahl et al. [H3h12] BSA; PP ~ 20 ~ 1,1
Richter et al. [Ric13] Lysozym; PBS; nach 5 min 20+0,4 -
Richter et al. [Ric13] | Lysozym; PBS; nach 258 min 27,4+ 0.4 1,36
Richter et al. [Ric13] BSA PBS; 21,3+ 04 1,2+ 0,05

Tabelle 6.1: Werte fiir Schichtdicke und adsorbierte Menge verschiedener Proteine auf OTS.
Die Werte von Lu et al. wurden mit Neutronenreflektivititsmessungen bestimmt, alle ande-
ren Werte mit XRR. Werte mit ~ wurden aus Abbildungen abgelesen. PP=Phostphatpuffer;
PBS=phosphatgepufferte Salzlésung.

Fiir Lysozym zum Beispiel 45 x 30 x 30 A3,
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6.1. Sojasauce und sdurehydrolysierte Sojaproteine

6.1 Sojasauce und sdurehydrolysierte Sojaproteine

Kleine, mit Flissigkeit gefiillte Fettkapseln
sind ein System mit grolkem Potential in der
Lebensmittelindustrie. Eine Mikroskopieauf-
nahme einer solchen Kapsel ist in Abbil-
dung 6.2 zu sehen. Diese Kapseln sollen in
Zukunft dafiir genutzt werden, Aromastof-
fe oder Gewiirze zu verkapseln und so iiber
einen langen Zeitraum zu konservieren. Sie
kénnen dann zum Beispiel in Mikrowellen-
gerichten eingesetzt werden und zum Zeit-
punkt des Erhitzens den Inhaltsstoff freige-
ben, ohne dass er Alterungs- oder Oxidati-
onseffekte zeigt. Um die Kapseln wie gewollt
einsetzen zu konnen, ist es essentiell, dass Abbildung 6.2: Mikroskopieaufnahme einer Fett-

der verkapselte Stoff fiir lange Zeit luftdicht kapsel, weitere Details im Text. Das Bild wurde
zur Verfiigung gestellt von Rebecca Scholz, Lehr-

Dies k i fillte K n b stuhl fiir Verfahrenstechnische Transportprozesse,
les konnte Tur wassergefulite Kapsein bis- g, yniversitst Bochum [Sch17].

her nicht erreicht werden. Das verkapselte

Wasser verfliichtigt sich innerhalb mehrerer

Stunden. Hierfiir kann es mehrere Ursachen geben. Im Fall vollstindig geschlossener Kap-
seln kann der Flissigkeitsverlust mit der Diffusion des Wassers durch das Fett begriindet
werden. Eine andere Mdglichkeit ist, dass die Wande der Kapseln nicht vollstandig intakt
sind und Wasser durch Kanile im Fett verdunstet. Bei Versuchen am Lehrstuhl fiir Ver-
fahrenstechnische Transportprozesse der Ruhr Universitdt Bochum wurde festgestellt, dass
die Kapseln dann {iber einen Zeitraum von Wochen stabil sind, wenn sich Sojasauce in der
Losung befindet.

Eine mogliche Ursache fiir die hohere Stabilitat ist die Adsorption von in Sojasauce enthal-
tenen Stoffen an der Fett-Wasser- oder Wasser-Luft-Grenzflache. In Sojasauce sind unter
anderem viele Fragmente von Pflanzenproteinen enthalten, welche die Eigenschaften fester
Oberflachen stark verdndern konnen [Gol12]. Goli et al. konnten zeigen, dass die Adsorption
von denaturierten Proteinen auf OTS den Kontaktwinkel zu Wasser deutlich senkt. Fiir die-
se Untersuchungen wurden verschiedene Proteine wie Lysozym oder Soja-Globulinproteine
thermisch denaturiert und die hydrophoben Proben in die erhitzte Proteinlosung gegeben
[Gol12].

Weitere Untersuchungen an den Sojaproteinen 7S und 11S beschéaftigen sich vor allem
mit dem Einfluss verschiedener Hydrolysegrade auf die rheologischen Eigenschaften an der
Wasser-Luft-Grenzflache [Nir94; Con05a; Mar09]. Hierbei wurde beobachtet, dass die Ober-
flaichenaktivitat der Proteine durch Hydrolyse erhéht und durch héhere Hydrolysegrade wie-
der verringert wird [Mar09]. Bisher sind keine Informationen iiber Schichtdicken oder adsor-
bierte Mengen an der Wasser-Luft-Grenzflache verfiigbar.

umschlossen wird.

Ziel der hier vorgestellten Studie ist ein besseres Verstandnis der hdheren Stabilitat der mit
Sojasauce gefiillten Kapseln. Hierzu wurden mit einem Spin Coater Schichten aus Fetten und
Wachsen, die zur Kapselherstellung verwendet werden, prapariert. Die Oberflichen wurden
mit dem AFM und XRR-Messungen untersucht, sind allerdings zu inhomogen fiir Reflekti-
vitdtsmessungen zur Proteinadsorption. Alle Oberflachen zeigten Risse und Inselbildung der
Fette. Einzig aus Bienenwachs konnten Schichten prapariert werden, die den Anforderungen
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geniigen. Der Kontaktwinkel zu Wasser betrug 104 °. Das Bienenwachs 16st sich wahrend
der XRR-Messung in Wasser vom Siliziumwafer und ist schon iiber den Zeitraum zweier
aufeinander folgender Messungen nicht stabil. Daher kénnen die Fette und Wachse nicht als
Probenoberflache verwendet werden. Als Substrat wurde stattdessen die dhnlich hydrophobe
OTS-Oberflache als zeitlich stabile Modelloberflache genutzt (Kontaktwinkel 107 ©).

Im Folgenden werden die Eigenschaften der Sojasauce und der sdurehydrolysierten Proteine
diskutiert und anschlieBend die Resultate an der fest-fliissig-Grenzflache prasentiert. Zudem
werden die an der Wasser-Luft-Grenzflache erzielten Ergebnisse vorgestellt. Zum Abschluss
werden die ex situ Eigenschaften der Schichten durch AFM-, XRR- und Kontaktwinkelmes-
sungen untersucht und alle Resultate im Bezug zur Anfangs beschriebenen Fragestellung
analysiert.

Die Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Victoria Jakobi aus der Gruppe Bioin-
terfaces vom Lehrstuhl fiir Analytische Chemie der Ruhr Universitit Bochum durchgefiihrt.?
Ein Teil der ex situ Resultate ist bereits in Quelle [Jak17] verdffentlicht. Die Messungen an
der Wasser-Luft-Grenzflaiche wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von L. Heuchel [Heu15]
durchgefiihrt.

6.1.1 Eigenschaften der Sojasauce und der sdurehydrolysierten Proteine

Fiir die hier vorgestellten Untersuchungen wurde ,natiirlich gebraute Sojasauce” von Kik-
komann genutzt. Laut Hersteller [Kik16a] wird die Sauce nach traditionellen Verfahren aus
Wasser, Soja, Weizen und Speisesalz gebraut. Zur Produktion werden Sojabohnen einge-
weicht und dann gerdstet, der Weizen wird ebenfalls gerdstet und gemahlen. AnschlieBend
werden beide Produkte mit Hilfe eines Pilzes fermentiert, mit Salzwasser gemischt und weiter
durch verschiedene Prozesse fermentiert [Kik16b]. Zum Schluss wird die Fliissigkeit gefiltert,
um die Sojasauce zu erhalten. Durch das Résten und die verschiedenen Fermentationsschritte
sind die in Soja und Weizen enthaltenen Proteine in der Sojasauce nur noch in denaturierter
Form enthalten. Nach Herstellerangabe sind in 100 ml Sojasauce 16,9 g Salz, 10g Eiweil
(Proteine) und 3,2 g Kohlenhydrate.

Aminosdure | total [mg/g] frei [mg/g] Aminosdure total [mg/g] frei [mg/g]

Alanin(h) 61 47 Leucin(h) 65 36
Arginin 61 64 Lysin 48 36
Asparaginsiure - 68 Methionin(h) 11 -
Asparagin* 82 - Phenylalanin(h) 41 22
Cystein 4 - Prolin(h) 53 41
Glutamins&ure - 90 Serin 14 7
Glutamin* 151 - Threonin 17 10
Glycin 34 26 Tyrosin 27 5
Histidin 16 5 Valin(h) 38 18
Isoleucin(h) 37 15

Tabelle 6.2: Aminosduren in siurehydrolysiertem Sojaprotein, nach Herstellerangaben. * oder ent-
sprechende -saure; (h) hydrophobe Aminosduren (vgl. Abbildug 2.8).

Eine alternative Methode, um Proteine auf dhnliche Art zu denaturieren und in ihre ein-
zelnen Bestandteile zu zerlegen, ist die Saurehydrolyse [Fou98]. Sie wird auch bei der Pro-
duktion vieler Sojasaucen verwendet, da hierdurch der zeitliche Aufwand zur Herstellung

2Die Kooperation fand im Rahmen des Exzellenzclusters RESOLV (Ruhr Explores SOLVvation) statt.
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reduziert werden kann. Bei der Sdurehydrolyse werden durch Zugabe von Sduren die Pep-
tidbindungen zwischen den Aminosduren aufgebrochen und das Protein dadurch zerstort.
Solche sdurehydrolysierten Sojaproteine sind in reiner Form erhiltlich. Sie bestehen nur aus
Proteinfragmenten sowie den einzelnen Aminosduren, nicht aber aus zusdtzlichen Stoffen
wie Salzen.

Die sdurehydrolysierten Sojaproteine wurden von Sigma Aldrich bezogen, in Tabelle 6.2 ist
die vom Hersteller angegebenen Aminosdurenzusammensetzung gezeigt. Nahezu alle Amino-
sauren kommen in freier und gebundener Form vor. Die Zahl an freien Aminosauren (64,5 %)
deutet auf einen im Vergleich zur zuvor beschriebenen Literatur (2% bis 46,3 % [Con05a;
Mar09]) hohen Hydrolysegrad hin.

6.1.2 Ergebnisse

Die in diesem Kapitel vorgestellten Messungen wurden an der Beamline BI9 am Speicherring
DELTA durchgefiihrt. Da an dieser Beamline nur Messungen bis zu ¢, = 0,5A~1 mog-
lich waren, wird fiir alle Elektronendichteprofile fiir den Ubergang zwischen Silizium und
Siliziumdioxid das Modell nach Tidswell [Tid90] genutzt (weitere Erlduterungen in Kapitel
4.4).

Die Messungen wurden vor Fertigstellung der in Kapitel 3.1 beschriebenen Probenzelle durch-
gefiihrt, es wurde die in [Kielda] beschriebene Zelle dhnlicher Bauart genutzt. Alle Messun-
gen wurde mit einem 0,01 M Phosphatpuffer durchgefiihrt. Die Temperatur der Probenzelle
betrug 25°C. Fiir jede Messung wurde ein neuer, mit OTS beschichteter Siliziumwafer ver-
wendet.

Die Grenzfliche zwischen wassrigen Lésungen mit Sojasauce und hydrophoben Oberflichen
wurde mit der in Abbildung 6.3 gezeigten Messreihe untersucht. Hierzu wurden unterschied-
liche Mengen Sojasauce in Puffer gegeben. Weitere Elektronendichteprofile sind im An-
hang in Abbildung A.1 dargestellt. Aus den Herstellerangaben (10g Eiwei/100 ml) kann
die Sojasaucenkonzentration in die Proteinkonzentration in der Losung umgerechnet werden
(9% = 9mg/ml; 20 % = 20 mg/ml; 33% = 33 mg/ml).

Oberhalb des mit OTS beschichteten Substrates sind adsorbierte Schichten aus den Inhalts-
stoffen der Sojasauce zu erkennen. Das Dichtedefizit am Ende der OTS-Schwanzgruppe
bleibt erhalten. Die Dicke der Schichten liegt zwischen 16 A und 25 A und ist nicht von der in
Prozent angegebenen Konzentration der Sojasauce im Puffer abhingig. Die maximale Elek-
tronendichte ist bei allen Konzentrationen ahnlich und betrigt zwischen 0,377 e~ /A3 und
0,393 e~ /A3,

Da die Sojasauce aus Proteinfragmenten, Salzen und eventuellen Verunreinigungen besteht,
unterliegen die Adsorbatschichten komplexen Wechselwirkungen und es sind keine systemati-
schen Zusammenhinge zwischen der Konzentration und den Adsorbatschichten zu erkennen.
Um das System zu vereinfachen, werden im folgenden Untersuchungen an den in der Sauce
enthaltenen Proteinfragmenten durchgefiihrt.

In Abbildung 6.4 sind die Elektronendichteprofile von wissriger Losung mit sdurehydrolysier-
tem Sojaprotein in Kontakt mit OTS dargestellt.

Die adsorbierten Schichten aus sdurehydrolysiertem Sojaprotein sind abhdngig von der Pro-
teinkonzentration in der Lésung. Bei der geringsten Konzentration (0,1 mg/ml, rot) bildet
sich ein Doppelschichtsystem aus. Es besteht aus einer 5A dicken Schicht an der OTS-
Schwanzgruppe mit einer Elektronendichte von p = 0,394 e~ /A3 und einer 12 A dicken
Schicht mit p = 0,363 e~ /A3 am Ubergang zum Wasser. Wird die Konzentration auf
1 mg/ml erhdht (orange), ist kein Doppelschichtsystem mehr vorhanden. Die Schichtdicke
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Abbildung 6.3: Elektronendichteprofile fiir verschiedenen Sojasaucenkonzentrationen in Phosphat-
puffer. Der Einschub zeigt die Messungen und die aus den Elektronendichteprofilen berechneten
Anpassungen. Sie wurden entlang der y-Achse verschoben.
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Abbildung 6.4: Elektronendichteprofile fiir verschiedenen Konzentrationen sdurehydrolysierten Soja-

proteins in Puffer. Der Einschub zeigt die Messungen und die angepassten Intensititsverldufe. Sie
wurden entlang der y-Achse verschoben.
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der gesamten Schicht bleibt mit 20 A fast konstant, wihrend die Elektronendichte iiber den
ganzen Bereich auf p = 0,405 e~ /A3 ansteigt. Die weiteren Erhdhungen der Konzentration
auf 10 mg/ml und 25 mg/ml fiihren zu einer Erhéhung der Schichtdicke auf 22 A und 28 A bei
konstanter Elektronendichte. Die Schwanzgruppe im Elektronendichteprofil der Probe mit
der hochsten Konzentration ist langer als bei den anderen Proben, der Grund ist unbekannt.
Alle Schichten aus sdurehydrolysiertem Protein sind dicker und dichter als die Schichten
aus den Inhaltsstoffen der Sojasauce in Abbildung 6.3. Im Bereich des Dichtedefizits sind
die Rauigkeiten geringer und die Elektronendichte ist niedriger als in den Messungen mit
Sojasauce in der Losung.

Da die sdurehydrolysierten Proteine an der hydrophoben OTS-Oberfliche ausgepragte und
homogene Schichten bilden, wurde fiir die weiteren Untersuchungen die Wasser-Luft-Grenz-
fliche gewahlt. Diese Grenzflache ist sehr hydrophob, da die Luft an der Grenzfliche voll-
standig unpolar ist. Weitere Informationen zu Messungen an der Wasser-Luft-Grenzflache
finden sich zum Beispiel in [Mur15]. Die Messungen wurde im Rahmen der Bachelorarbeit
von L. Heuchel [Heul5] am Rontgendiffraktometer D8 des Lehrstuhls Experimentelle Physik
la durchgefiihrt und im Rahmen dieser Arbeit betreut. In Abbildung 6.5 sind die Messdaten
und die Elektronendichteprofile dargestellt.

e (), 1 g /01
L 1mg/ml
0.1 10 mg/ml

e 25 101 /1]

O L
-120 -100 -80

Abbildung 6.5: a) zeigt die Messung zur Adsorption sdurehydrolysierten Sojaproteins an der Wasser-
Luft-Grenzfliche und die aus den in b) dargestellten Elektronendichteprofilen berechneten angepas-
sten Intensitdtsverldufe. Die in a) angegebenen Kurven wurden auf der y-Achse verschoben. Die Mes-
sungen wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von L. Heuchel an der Fliissigkeits-Gas-Grenzflache
durchgefiihrt [Heul5].

Die Adsorbate unterscheiden sich deutlich von den Schichten an der OTS-Wasser-Grenzflache.
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Sie bestehen aus zwei Bereichen, einer sehr dicken, rauen Schicht im Wasser (Schicht 1 in
Abbildung 6.5b)) und einer diinnen Schicht an der Wasseroberflache (Schicht 2). Die Elektro-
nendichte der zweiten Schicht nimmt mit steigender Konzentration des sdurehydrolysierten
Proteins im Wasser von 0,427e~ /A3 (0,1 mg/ml) auf 0,482e~ /A3 (25 mg/ml) zu, wihrend
sich die Schichtdicke von 16,7 A (0,1 mg/ml) auf 27 A (25 mg/ml) erhoht. Die erste Schicht
ist bei der niedrigsten Konzentration (0,1 mg/ml) kaum vorhanden, bei steigender Konzen-
tration erhoht sich aber sowohl die Elektronendichte als auch die Schichtdicke. Die Dicke der
Gesamtschicht ist groRer (bis zu 100A) als die Adsorbatschichten der siurehydrolysierten
Proteine an der fest-fliissig-Grenzflache. Ebenso ist die Elektronendichte der zweiten Schicht
groRer als die an der fest-flissig-Grenzfliche. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die
Starke der Absorption mit der Hydrophobizitdt der Grenzfliche zusammenhingt.

b) o7 —\ i

0.65F = b
::? 0.6 b
0.55 i
~
| 0.5F i
L,
Q 045F Wasser i
04} 1 mg/ml saurehydrolysiertes Sojaprotein
Wasser

0.35 w20 % Sojasauce

-20 -15 -10 -5 0 5 10

Abbildung 6.6: a) Messungen an der Siliziumdioxid-Wasser-Grenzfliche und angepasste Intensitits-
verliufe, sie wurden entlang der y-Achse verschoben. b) Elektronendichteprofile der Siliziumdiox-
id-Wasser-Grenzflache. Jede Oberfliche wurde jeweils mit und ohne Sojasauce/sdurehydrolysiertem
Sojaprotein in der Losung untersucht.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden ergdnzende Messungen an der hydrophilen Si-
liziumdioxid-Wasser-Grenzflache durchgefiihrt. In Abbildung 6.6 sind die Elektronendich-
teprofile wassriger Losungen in Kontakt mit Siliziumdioxid gezeigt, jeweils mit und ohne
Sojasauce/sdurehydrolysiertem Sojaprotein. In beiden Fallen ist keine Adsorption an der
Grenzflache zu erkennen. Die Siliziumwafer sind nicht gleichzeitig prapariert worden, damit
kann der Unterschied in der Rauigkeit der Siliziumdioxidschicht erklart werden.

Bei der Untersuchung der Adsorbatschichten wurde festgestellt, dass die diinnen Schichten
die Oberflacheneigenschaften der mit OTS beschichteten Siliziumwafer stark verandern, dies
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Abbildung 6.7: In Abbildungsteil a) und b) sind Hohenmessungen zu sehen, in ¢) und d) Messungen
der Tapping-Phase. Die linken Abbildungen zeigen OTS-Wafer nach einem Bad in Sojasauce, die

rechten nach einem Bad aus 10 mg/ml sdurehydrolysiertem Sojaprotein in Puffer. In Abbildung e)
und f) sind die Linienprofile zu sehen, sie entsprechen jeweils den Linien in den AFM-Messungen.
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wurde auch in der Studie von Jakobi et al. fiir diese und die ebenfalls hydrophobe mit 1-
Dodecanthiol beschichtete Gold-Oberflache gezeigt [Jak17]. Zur ex situ Untersuchung der
Oberflacheneigenschaften wurden die OTS-Wafer nach der in [Jak17] beschriebenen Metho-
de préapariert. Dazu wurden sie in ein Bad aus Sojasauce (entspricht 100 mg/ml hydrolysierter
Proteine) oder einer Losung aus 10 mg/ml sdurehydrolysiertem Sojaprotein in Puffer gege-
ben. Nach 20 Minuten wurden die Lésung iiber den Proben durch Spiilen mit milliQ-Wasser
ersetzt. AnschlieBend wurden die Proben aus dem Wasser entnommen. Das Ersetzen der
Losung ist notwendig, damit sich auf den Oberflachen der Proben beim Durchtritt durch die
Wasseroberflache keine Schichten aus an der Wasser-Luft-Grenzflache adsorbierten Protei-
nen ausbilden.

In Abbildung 6.7a) und 6.7b) sind AFM-H&henmessungen der beiden so préaparierten Ober-
flichen gezeigt. Anhand dieser und den in Abbildung 6.7¢) angegebenen Héhenprofilen ist
ersichtlich, dass die Schicht aus Inhaltsstoffen der Sojasauce im trockenen Zustand sehr
inhomogen sind. Die AFM-Messungen wurden im Tappingmodus durchgefiihrt, hier wurde
auch die Oberflicheneigenschaften-spezifische Tapping Phase aufgezeichnet. Dieses Messsi-
gnal ist sensitiv auf die chemischen Eigenschaften der Oberfliache [Voil5] und erméglicht es,
verschiedene Elemente an der Grenzfliche zu unterscheiden [Mag97; Voil0].

Die in 6.7¢) dargestellte AFM-Messung der Tapping Phase zeigt, dass die Oberfliche der
Probe mit Sojasauce aus zwei verschiedenen Materialien besteht, OTS und Ablagerungen der
Sojasauce. Im Gegensatz dazu sind in den Messungen des Hohensignales (Abbildung 6.7b))
und der Tapping Phase (Abbildung 6.7d)) fiir sdurehydrolysiertes Sojaprotein homogenere
Schichten mit wenigen Rissen zu sehen.

In Abbildung 6.7¢) und 6.7f) sind Linienprofile der Hohenmessungen und der Messung der
Tapping Phase dargestellt. Der Vergleich der Linienprofile zeigt ebenfalls, dass die Oberfla-
che nach dem Bad in siurehydrolysiertem Sojaprotein homogener ist als nach dem Bad in
Sojasauce.

Die getrockneten Schichten wurden auch mittels XRR untersucht, die Elektronendichtepro-
file sind in Abbildung 6.8 zu sehen. Angegeben ist das Elektronendichteprofil der sauberen
OTS-Probe (rot). Die auf diese Probe aufgebrachte Schicht aus Inhaltsstoffen der Sojasau-
ce ist, wie in der AFM-Messungen, inhomogen und weist keine konstante Elektronendichte
auf. Die Schichtdicke betrigt vom Minimum bis zum Wendepunkt d ~ 25A. Die Messung
an saurehydrolysiertem Sojaprotein (blau) zeigt eine dickere Schicht homogener Elektronen-
dichte. Die Schicht ist mit d ~ 35A vom Minimum bis zum Wendepunkt dicker als die in
situ gemessenen Schichten. Das Minimum in der Elektronendichte zwischen OTS und Pro-
teinschicht bleibt auch hier bestehen. Es wird durch die Methylgruppen und weniger dichte
hydrophobe Proteinbereiche verursacht.

Das Ergebnis der AFM- und XRR-Messungen spiegelt sich im Kontaktwinkel der Proben zu
Wasser wieder. So sinkt der Kontaktwinkel der Schichten aus Inhaltsstoffen der Sojasauce zu
Wasser von 107 40,7 ° auf 86,9+ 3,3°, der Kontaktwinkel zwischen den Schichten aus saure-
hydrolysiertem Sojaprotein und Wasser verringert sich auf 54,6 & 10,8°. Der groRe Fehler
des Kontaktwinkels zwischen Wasser und sdurehydrolysiertem Sojaprotein entsteht dadurch,
dass die Oberflache sehr stark benetzt wird und sich kein homogener, runder Tropfen mehr
ausbildet. Die TropfengrdBe und der Kontaktwinkel hdangen hierdurch sehr viel stirker von
der Wassermenge ab als bei den groReren Kontaktwinkeln. Es war nicht méglich, den Feh-
ler durch wiederholte Messungen zu verringern. Aus der Literatur bekannte Messungen zu
denaturierten Proteinen ergeben dhnliche Kontaktwinkel von ungefdhr 60 ° [Gol12].

Durch weitere Messungen mit Diiodmethan und Bromonaphthalene kdnnen aus den Kon-
taktwinkeln die polaren 'yg und nicht polaren 73 Anteile nach der OWRK-Methode bestimmt
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Abbildung 6.8: Elektronendichteprofile verschiedener OTS-Proben. Der Einschub zeigt die Messdaten
und die angepassten Intensitatsverlaufe, sie wurden entlang der y-Achse verschoben. Die Ergebnisse
fir die saubere OTS-Oberfliche und die Adsorbatschicht aus Inhaltsstoffen der Sojasauce wurden
bereits in [Jak17] gezeigt und werden mit Genehmigung des Elsevier Verlags nachgedruckt.

0 zu Wasser [°] ~[mN/m] 7§ [MN/m] | ~5 [mN/m]
OTS 107,0 £ 0,7 23,94 +£0,87 | 0,07 £0,04 | 23,86 + 0,87
Sojasauce 86,9 £33 35,64 +£4,32 | 0,98+ 0,61 | 34,66+ 4,27
sdurehydrolysiertes Sojaprotein 546+ 10,8 4191+6,71 | 7,39+1,72 | 3453 +503

Tabelle 6.3: Werte fiir den Kontaktwinkel 8, die Oberflichenenergie v und die polare vg und 3
nicht polaren Anteile, die Messwerte und die Ausgleichsgerade sind in Abbildung 6.9 angegeben.

werden [Owe69; Kae70], diese sind fiir alle drei Oberflachen in Tabelle 6.3 angegeben, in
Abbildung 6.9 sind die entsprechenden Ausgleichsgeraden und die Messwerte angegeben. Die
fiir OTS gezeigten Messwerte wurden zudem fiir die Charakterisierung des OTS in Kapitel
4.2 genutzt.

Das Quadrat der Steigung der in der Abbildung 6.9 angegebenen Geraden entspricht dem
polaren Anteil fy(p) der Oberflichenenergie, das Quadrat des y-Achsenabschnitts dem nicht
polaren Anteil 7§ der Oberflachenenergie. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Ober-
flichen sind deutlich und zeigen, wie stark das sdurehydrolysierte Sojaprotein die Ober-
flicheneigenschaften andert. Der groRere Kontaktwinkel und geringere polare Anteil 7§ der
Schichten aus Inhaltsstoffen der Sojasauce kann mit der in den AFM-Messungen zu sehenden
Inselbildung begriindet werden. Dadurch ist das Wasser auch mit dem OTS in Kontakt. Der
Kontaktwinkel zu Wasser ist daher gréBer wahrend der polare Anteil der Oberflachenenergie
'yg kleiner wird.

69



Kapitel 6. Proteine an Grenzflichen

14F 5
O Saurehydrolisiertes Sojaprotein
1ol O Sojasauce
. O OoTS
&
10

(14-cosf)yr /(2

6
re —
—e—
st @ ‘ ‘ ‘ ‘ f
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Abbildung 6.9: Messwerte und Ausgleichsgerade zur Bestimmung der Oberflichenenergie
v =70 +78

6.1.3 Analyse der Resultate und Diskussion

Zur genaueren Analyse der Abhdngigkeit der Adsorbatschichten von den Eigenschaften der
Grenzfliche wurde die integrierte Elektronendichte

Fis = [ pr(2) = o 42 (6.5)

berechnet. Die adsorbierte Menge ' kann nicht ermittelt werden, da einige Parameter
(PR,o1ein:m, V) der Proteine bzw. Sojasauce nicht bekannt sind. Die integrierte Elektronen-
dichte I, ist aber proportional zu . In Abbildung 6.10 sind T, und die Schichtdicke d in
Abhangigkeit der Konzentrationen von Sojasauce und saurehydrolysiertem Sojaprotein in der
Losung aufgetragen. Aus der Sojasaucenkonzentration wurde zum Vergleich der Ergebnisse
der Proteingehalt in der Losung ermittelt.

Fiir Sojasauce in der Losung variieren die beiden GroRen unabhédngig von der Sojasaucenmen-
ge. d und [y sind bei allen Konzentrationen niedriger als fiir die reinen sdurehydrolysierten
Sojaproteine an der OTS-Wasser-Grenzflachen. Das kann daran liegen, dass in der Lésung
weitere Inhaltsstoffe der Sojasauce vorhanden sind. Beispielsweise kann die grole Menge
Salz in der Sojasauce (169 mg/ml) die elektrostatische Wechselwirkung an der Grenzflache
abschwachen und dadurch die Proteinabsorption reduzieren [Goh15].

Dagegen steigen sowohl d als auch I, bei hoherer Konzentration der reinen sdurehydroly-
sierten Sojaproteins an. Die integrierte Elektronendichte an der Wasser-Luft-Grenzflache ist
allerdings ungefihr drei Mal so groRR wie an der OTS-Wasser-Grenzflache, auch die Schicht-
dicke ist deutlich groRer. Der Grund hierfiir liegt in der stdrkeren hydrophoben Wechsel-
wirkung an der Wasser-Luft-Grenzflache. Zwischen der Konzentration siurehydrolysierten
Sojaproteins (1 mg/ml, 10 mg/ml und 25 mg/ml) und den GroRen [, und d besteht ein
linearer Zusammenhang. Dieser ist in Abbildung 6.10 durch die angepassten Geraden ange-
deutet. Bei 0,1 mg/ml bildet sich, wie in den Elektronendichteprofilen zu erkennen, an den
Grenzflachen noch keine homogene und dichte Schicht. I,; und d entsprechen bei daher fiir
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Abbildung 6.10: Vergleich der adsorbierten Menge I, und der Schichtdicke d fiir Sojasauce und
saurehydrolysiertes Protein an verschiedenen Grenzflachen. Die Proteinmenge in der Sojasauce wurde
aus den Herstellerangaben berechnet [Kik16a].

0,1 mg/ml nicht dem linearen Verlauf. Eine ebenfalls lineare Abhéngigkeit der Schichtdicke
von der Konzentration wurde ex-situ fiir thermisch denaturierte Sojaproteine mittels Ellip-
sometrie festgestellt [Gol12]. Die Schichtdicken auf OTS steigen dabei von d ~ 14A bei
0,01 mg/ml auf d ~ 35A bei 1 mg/ml.3 Die Schichtdicke bei 1 mg/ml entspricht damit der
in dieser Arbeit ex situ gemessenen Schichtdicke von d ~ 35 A bei einer Proteinkonzentration
von 10 mg/ml (vgl. Abbildung 6.8).

Im Gegensatz zur Literatur [Con05b; Mar09] konnte auch bei einem hohen Hydrolysegrad
eine hohe Oberflichenaktivitat und Schichtdicke an der Wasser-Luft-Grenzfliche gemessen
werden. Die beobachteten Schichten sind dicker als die Schichten nativer Proteine wie RNase
an derselben Grenzflache [Hiis10]. In einer Studie zur Adsorption von Lysozym an der Wasser-
Luft-Grenzflache wurden Schichten dhnlicher Dicke und Form beobachtet. Sie wurden mit
Mehrfachschichten aus denaturierten Lysozymmolekiilen assoziiert [YanQ9].

Auf Grund der Resultate zur Adsorption der Proteine sind unterschiedliche Hypothesen zur
Erklarung der hoheren Dichtigkeit der Fettkapseln mit Sojasauce. Dabei muss beachtet wer-
den, dass die genauen Eigenschaften der Kapselwiande unbekannt sind. Wenn die Kapselwan-
de Risse aufweisen, konnen die adsorbierten Proteinfragmente Risse in den Kapselwanden
auffiillen und dadurch die Kapsel abdichten. Solche Risse wurden bei Messungen an diinnen
Schichten der zur Kapselherstellung verwendeten Fette und Wachse mit dem AFM beob-
achtet. Risse, die groler als ein paar Nanometer sind, kdnnen von den Proteinfragemente
nicht mehr geschlossen werden, da die Fragmente hierfiir zu klein sind. Bei groBeren Rissen
im Fett kdnnte die Adsorption an der Wasser-Luft-Grenzflache die Verdunstung des Wassers
durch die dichten und dicken Proteinschichten verringern.

3Die Schichtdicke wurden aus den in [Gol12] angegebenen Werten fiir die , fractional coverage" berechnet.
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Sind die Wande der Kapseln hingegen intakt, kann der Flissigkeitsverlust nur durch Diffu-
sion entstehen. Dabei muss in Betracht gezogen werden, dass die Proteine die Oberflache
hydrophilisieren. Solche hydrophilen Oberflichen interagieren starker mit der Wasserphase
und erhdhen die Ordnung im grenzflichennahen Wasser (vgl. Kapitel 2.3.1). Die erste Was-
serschicht ist an solchen Grenzflichen weniger mobil, dadurch wird die Diffusion durch das
Fett verringert.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen somit, dass die in der Sauce enthaltenen Proteinfragmen-
te die Dichtigkeit der Kapseln erhdhen, da diese in situ bei allen Konzentrationen Schichten
an den hydrophoben Oberflachen bilden. Der zu Grunde liegende Prozess kann mit den
vorgestellten Untersuchungen aber nicht bestimmt werden.
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6.2 Lysozymadsorbate an der fest-fliissig-Grenzflache unter
Druck

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse zum Einfluss hoher hydrostatischer Driicke auf
die Adsorbatschichten aus Lysozym an der fest-fliissig-Grenzflache vorgestellt.

Das Verhalten von Proteinen unter hohen hydrostatischen Driicken in Lésung ist ein aktuelles
Forschungsgebiet. Solche Untersuchungen ermdglichen es zum Beispiel, das Phasenverhalten
von dichten Proteinldsungen zu verstehen [M6l14]. Aus den Studien sind viele Eigenschaften
des auch in dieser Arbeit verwendeten Lysozyms in Ldsung bis zum Druck von 5000 bar
bekannt. So bleibt die Sekundarstruktur bestehen [Sch11] und die Anderungen an der Pro-
teinstruktur sind vollstandig reversibel [Her98]. Durch die Volumenreduzierung werden bis
5000 bar hauptsachlich Packungsdefekte in der Proteinstruktur reduziert (vgl. Kapitel 2.4).
Wie in der Einleitung dieses Kapitels beschrieben, wurden Adsorbatschichten aus Lysozym
an der OTS-Wasser-Grenzflache bisher hdufig bei Atmospharendruck studiert. Der Einfluss
hydrostatischen Drucks auf Adsorbatschichten aus Proteinen wurde in zwei Studien beschrie-
ben. Koo et al. haben Lysozym bis 2000 bar auf Siliziumdioxid und Polystyrol analysiert
[Koo13]. Die Dicke der Lysozymschicht nahm auf Siliziumdioxid von 40,1 A bei 1bar auf
51,2 A bei 2000 bar zu, auf hydrophobem Polystyrol konnte ein Anstieg der Schichtdicke von
56,3 A auf 63,7 A festgestellt werden. Das Schichtwachstum wurde mit einer weiteren Dena-
turierung der Molekiile auf Grund der Anderungen der Gibbschen Energie (Gleichung (2.9),
Seite 17) begriindet. In der Studie, in der die auch in dieser Arbeit genutzte Hochdruckzelle
vorgestellt wurde, wird der Einfluss des Denaturants Guandiniumchlorid untersucht und eine
druckinduzierte Anderung der adsorbierten Schicht gemessen [Wirl4]. Durch Guandinium-
chlorid wurde die adsorbierte Menge schon bei 1 bar im Vergleich zur Literatur reduziert.
Hohe hydrostatische Driicke sind zudem biologisch relevant. So betragt der Druck am tiefsten
Punkt des Meeres iiber 1000 bar. Tiefseefische, die in Umgebungen mit hohen hydrostati-
schen Driicken leben, zeigen erhohte Konzentrationen von TMAO und Urea [Lin94; Yan05].
TMAO stabilisiert die Wasserstruktur und erhdht damit die Proteinstabilitat. Urea hingegen
wirkt denaturierend. Um die Proteine, zusatzlich zur in der Literatur beschriebenen denatu-
rierenden Wirkung des hydrostatischen Drucks [Koo13], weiter zu destabilisieren, ist Urea als
Kosolvent ausgewahlt worden. Bisher sind keine Studien zum Einfluss von Urea auf Protein-
adsorbatschichten an der fest-fliissig-Grenzfliche bekannt. An der Wasser-Luft-Grenzflache
wurde eine Reduktion der Adsorption nativer Proteine durch steigende Urea-Konzentrationen
gemessen [Hiis10].

Im Folgenden werden zuerst die Adsorbatschichten an der Grenzfliche zwischen OTS und
Losungen mit Lysozym und Lysozym/Urea beschrieben. Daran schlieft die Untersuchung
moglicher Strahlenschdden an den Beamlines der ESRF an. Zum Abschluss werden aus den
Elektronendichteprofilen die Schichtdicke d, die maximale Belegung INyax und die adsorbierte
Menge I berechnet und mit der Literatur verglichen. Anhand dieser GroRen ist die Analyse
der druckabhdngigen Veranderung der Adsorbatschichten mdglich.

Ein Teil der Datenaufnahme fiir die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse erfolgte im
Rahmen der Dissertation von F. Wirkert [Wirl5]. Die resultierenden Elektronendichteprofile
sind gekennzeichnet.

Alle in diesem Kapitel vorgestellten Messungen wurden unter Verwendung von 20 mM BisTris-
Puffer mit einem pH-Wert von 7,1 und mit einer Probentemperatur von T = 25°C durch-
gefiihrt. Die Proteinkonzentration betrug 0,1 mg/ml. Der BisTris-Puffer und das Lysozym
aus HihnereiweiR (Nr: 10837059001 Roche) wurden von Sigma Aldrich bezogen, das Urea
stammt von VWR (Langenfeld, Deutschland).

73



Kapitel 6. Proteine an Grenzflichen

Um die Luftblasen in der Probenzelle zu komprimieren, wurden alle Messreihen bei einem
Anfangsdruck von 50 bar begonnen. Der Wert ist nah am Atmospharendruck von 1 bar und
verandert die Adsorbatschichten und die Proteine im Wasser nicht. Die Werte der einzel-
nen Messreihen bei 50 bar werden im Folgenden daher mit den Literaturwerten bei 1bar
verglichen.

6.2.1 Lysozym und Lysozym-Urea-Mischungen auf OTS

Adsorbatschichten aus Lysozym auf OTS wurden an drei verschiedenen Beamlines unter-
sucht, den beiden ESRF Beamlines ID15A und ID31 mit einer Photonenenergie von 70 keV
und der Beamline BI9 am Speicherring DELTA mit einer Photonenenergie von 27 keV. Die
Ergebnisse unterscheiden sich abhdngig von der verwendeten Photonenenergie und werden
daher separat diskutiert. Eine Analyse anhand der aus den Elektronendichteprofilen berechne-
ten Parameter wie der absorbierten Menge I erfolgt in Kapitel 6.2.2 fiir alle Lysozymproben
an der OTS-Wasser-Grenzflache.

Messungen an reinen Lysozym-Ldsungen in Kontakt mit OTS bei einer Photonen-
energie von 27 keV
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Abbildung 6.11: Elektronendichteprofile einer Lysozym-Losung in Kontakt mit OTS, der Einschub
zeigt die Messdaten und die angepassten Intensitdtsverldufe, sie wurden entlang der y-Achse ver-
schoben. Die bei der Absenkung des Drucks gemessenen Werte sind durch ,z" in der Legende
gekennzeichnet. Die Messungen wurden an der Beamline BI9 des Speicherrings DELTA durchge-
fiihrt.

In Abbildung 6.11 sind die Ergebnisse der Messungen an der Beamline BI9 des Speicherrings
DELTA dargestellt. Die auf dem OTS adsorbierte Lysozymschicht bei 50 bar (rot) besitzt eine
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Schichtdicke von d = 25,9 A. Dies ist 6 A dicker als aus der Literatur bekannt (siehe Tabelle
6.1, Seite 60). Die Belegung und die Form entsprechen den beschriebenen Schichten aus
Untersuchungen mit XRR [H3h12; Ric13]. Die Messungen von Hahl et al. wurden ebenfalls
an der Beamline BI9 des Speicherrings DELTA durchgefiihrt, die Messungen von Richter et
al. bei Photonenenergien von 22,8 keV und 24 keV.

Wie auch bei den Messungen an Adsorbatschichten aus sdurehydrolysiertem Sojaprotein
bleibt das Dichtedefizit zwischen OTS-Schwanzgruppe und Adsorbatschicht erhalten. Durch
die Erhohung des hydrostatischen Drucks auf bis zu 5000 bar verringert sich die GroRe des
Dichtedefizits. Die Dicke der Proteinschicht dndert sich unter Druck dagegen nicht. Die
Elektronendichte der Schicht steigt an. Die anschlieBende Messung mit wieder abgesenk-
tem Druck (blau) entspricht der ersten Messung bei 50 bar. Die Form und die Dicke der
Proteinschicht variieren mit steigendem Druck kaum, beides wire aber zu erwarten, wenn
zusdtzliche Proteine adsorbieren. Die Zunahme der Elektronendichte der Adsorbatschicht
wird somit durch den Anstieg der Dichte des in der Proteinschicht enthaltenen Wassers
verursacht. Die weitere Diskussion der Druckabhangigkeit der Adsorbatschichten erfolgt am
Ende dieses Kapitels.

In der Literatur wurde fiir eine Erhdhung des Drucks von 1bar auf 2000 bar ein Anstieg
der Dicke der Proteinschicht auf hydrophobem Polystyrol um 7,4 A beschrieben [Koo13]. Im
Rahmen dieser Arbeit sind dhnliche Effekte auf OTS bis 5000 bar nicht beobachtet worden.
Die Anderung der Gibbschen Energie nach Gleichung (2.9) ist fiir die auf OTS adsorbierten
Proteine also zu gering und die Proteine werden nicht weiter entfaltet.

Messungen an reinen Lysozym-Ldsungen in Kontakt mit OTS bei einer Photonen-
energie von 70 keV

Ein Beispiel fiir eine Druckserie, die mit einer Photonenenergie von 70keV an der Beamline
ID15A an der ESRF aufgenommene wurde, ist in Abbildung 6.12 gezeigt. Elektronendichte-
profile und Messungen zweier weiterer Proben sind im Anhang in den Abbildungen A.4 und
A.5 ab Seite 106 dargestellt.

Die in den Elektronendichteprofilen in Abbildung 6.12 gezeigte Proteinschicht ist bei 50 bar
(rot) 44 A dick, das sind 18,1 A mehr als die an Beamline BI9 gemessene Schichtdicke. Das
Dichtedefizit zwischen OTS und Adsorbatschicht ist ausgeprdgter als bei den an Beamli-
ne BI9 erzielten Ergebnissen. Auch die Form der Proteinschicht unterscheidet sich, da die
Lysozymschicht aus zwei unterschiedlichen Bereichen besteht. So ist oberhalb des dichten
Bereiches (d = 13A) eine zweite Schicht geringerer Dichte vorhanden, sie ist ungefihr
31 A dick. Die gleichen Schichten wurden von Lu et al. mit Neutronenreflektivititen und
unterschiedlichen Deuterierungsgraden der Probenflissigkeit auf OTS beschrieben [Lu98].
Die Dichte der Schichten nimmt bei Erhéhung des Drucks zu. Bei 3000 bar (hellgriin) steigt
sie starker an als zuvor von 50 bar auf 1000 bar, bleibt bei der weiteren Erhéhung des Drucks
auf 5000 bar (orange) konstant. Der Bereich des Dichtedefizits an der Grenzfliche zwischen
OTS und Lysozymschicht wird mit steigendem Druck kleiner, zusatzlich nimmt auch die
Rauigkeit an der Grenzflache ab. Bei der Reduzierung des Druckes sind die Elektronendich-
teprofile nahezu identisch zu den Messungen bei Erhohung des Drucks. Die Schicht der
50 bar Messung (blau) ist durch geringe Mengen zusitzlich adsorbierter Proteine 8 A dicker.

Messungen an wdssrigen Losungen mit Lysozym und Urea in Kontakt mit OTS

Der Einfluss des Denaturants Urea auf die Proteinschichten wurde ebenfalls an der Beamline
ID31 und zusatzlich an der Beamline MS04 der Swiss Light Source studiert. Messreihen mit
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Abbildung 6.12: Elektronendichteprofile einer Lysozym-L&sung in Kontakt mit OTS, der Einschub
zeigt die Messdaten und die angepassten Intensitdtsverldufe, sie wurden entlang der y-Achse ver-
schoben. Die bei der Absenkung des Drucks gemessenen Werte sind durch ,z" in der Legende
gekennzeichnet. Die Messungen wurden an der Beamline ID15A an der ESRF durchgefiihrt.

1M Urea sind in Abbildung 6.13 und im Anhang in Abbildung A.6 (Seite 108) dargestellt.
Zudem wurde eine Probe mit 5 M Urea untersucht, die Ergebnisse sind in Abbildung A.7 auf
Seite 109 gezeigt.

Die druckabhingige Anlagerung von Urea auf OTS wurde in [Wirl5] studiert. Es konnte
gezeigt werden, dass Urea ungefihr 12 A dicke Schichten an der OTS-Wasser-Grenzfliche
ausbildet. Diese Schichten haben eine konstante Elektronendichte. Wird der Druck erhdht,
steigt die Elektronendichte der Schicht gleichmiRig an. Die Schichten sind dicker (d ~ 11 A)
als fiir Monolagen aus einem kleinen Molekiil wie Urea (r = 2,33 A [Aut08]) erwartet und
etwa doppelt so dick wie an hydrophoben Graphen-Oberflachen in 8 M Urea Ldsungen in
Molekulardynamik-Simulationen beobachtet [Zan09].

Ebenso wie die in Abbildung 6.13 dargestellten Elektronendichteprofil zeigen alle Messungen
mit Urea und Lysozym Adsorbatschichten mit einer Dicke von ungefihr 20 A. Die Schichten
sind also deutlich diinner als die ebenfalls an der Beamline ID31 bestimmten Schichten
aus reinem Lysozym (d =~ 44 A). Die Schichtdicke der Adsorbate mit Urea und Lysozym
in der Losung entspricht damit den aus der Literatur mit XRR bestimmten Werten fiir
reines Lysozym auf OTS. Die Erhdhung des Drucks fiihrt zu einer schwachen Zunahme der
Elektronendichte, wahrend die Schichtdicke etwas abnimmt. Diese Abnahme kann durch den
Verlust des Elektronendichtekontrastes mit steigendem Druck hervorgerufen werden. Nimmt
die Elektronendichte des Wassers stirker zu als die der Proteinschicht, ist die Unterscheidung
zwischen den weniger dichten Bereichen der Proteinschicht und dem Wasser an der Protein-
Wasser-Grenzfliche nicht mehr méglich.
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Abbildung 6.13: Elektronendichteprofile einer Losung mit Lysozym und 1M Urea in Kontakt mit
OTS, der Einschub zeigt die Messdaten und die angepassten Intensitdtsverl3ufe, sie wurden entlang
der y-Achse verschoben. Die bei der Absenkung des Drucks gemessenen Werte sind durch ,z* in der
Legende gekennzeichnet. Die Messungen wurden an der Beamline ID31 der ESRF durchgefiihrt.

Die Form der Adsorbatschicht im Elektronendichteprofil bleibt nach dem Absenken des
Drucks auf 1000bar (hellblau in Abbildung 6.13) erhalten. Wird der Druck weiter auf
50 bar verringert (blau), nimmt die Elektronendichte der Schicht im Bereich der Protein-
Wasser-Grenzflache deutlich zu wahrend die Schichtdicke konstant bleibt. Beim Absenken
des Druckes kommt es also zur Adsorption von Lysozym oder Urea.

Untersuchungen zum schadigenden Einfluss der Réntgenstrahlung bei einer Photo-
nenenergie von 70 keV

Da durch Rontgenstrahlung verursachten Schaden die Adsorption der Proteine beeinflussen
konnen, wurden verschiedene Messungen hierzu durchgefiihrt. Das ist insbesondere deshalb
notwendig, weil die mit einer Photonenenergie von 70 keV durchgefiihrten Messungen sich
von den Messungen mit einer Photonenenergie von 27 keV und der XRR-Literatur unter-
scheiden.

Um den schadigenden Einfluss der Strahlung zu untersuchen, wurden mehrfach hintereinan-
der bei 50 bar Messungen auf der gleichen Probenstelle durchgefiihrt. Die aufgenommenen
Intensitatsverldufe sind in Abbildung 6.14 dargestellt. Die Messwerte der drei aufeinander
folgenden Messungen sind im Rahmen der Messgenauigkeit identisch und kdnnen mit der
angepasste Intensitdt (schwarze Linie) reproduziert werden. Eine Zunahme der Dicke der
Lysozymschicht durch die wiederholte Bestrahlung kann fiir diese Messreihe ausgeschlossen
werden.

Das Resultat unterscheidet sich von den Untersuchungen des schadigenden Einflusses der
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R/Rr

Abbildung 6.14: Drei nacheinander auf einer Probenposition durchgefiihrte Messungen bei 50 bar.
Der angepasste Intensitatsverlauf (schwarze Linie) reproduziert alle drei Messungen.

Rontgenstrahlung an OTS in Kontakt mit Wasser (vgl. Kapitel 5.4). Die Erhdhung der
Strahlintensitat fiihrte ohne Proteinschicht zu Veranderungen in der gemessenen Intensitat.
Méglicherweise wurden die Proteine in der Lésung oder an der Oberflache schon am Anfang
der Messungen so stark geschadigt, dass im Vergleich zur Literatur zusitzliche Proteine ad-
sorbieren. Die so entstandene Schicht ist nicht mehr sensitiv auf weitere durch die Strahlung
verursachte Schaden.

Die Intensitat der Strahlung an der Beamline ID15A kann nicht mit der an der Beamline
ID31 verglichen werden*, da eine andere Diode zur Bestimmung der einfallenden Intensitit
verwendet wurde (vgl. Kapitel 5.4). Die Spezifikationen der Diode sind nicht genau be-
kannt, daher kann die Photonenanzahl nicht berechnet werden. Jedoch ist es moglich, die
Strahlungsintensitat unterschiedlicher Messreihen an einer Beamline durch den Vergleich der
Messdaten der Diode zu bestimmen.

In Abbildung 6.15 sind Messungen an Lysozym-Losung in Kontakt mit OTS gezeigt. Die
Daten wurden mit einer im Vergleich zu den in Abbildung 6.12 dargestellten Messungen
50 % hoheren Strahlungsintensitat aufgenommen. Die Adsorbatschicht hat zu Beginn der
Messreihe bei 50 bar (rot) die gleiche Form wie in dem zuvor in Abbildung 6.12 gezeigten
Elektronendichteprofil. Erst mit steigendem Druck unterscheiden sich die Elektronendichte-
profile der beiden Messreihen. So steigt Dicke der zweiten Lysozymschicht in Abbildung 6.15
von 3000 bar (orange) auf 5000 bar (griin) um 10 A und auch die Elektronendichte nimmt zu.
Beim Absenken des Drucks erhdht sich die Dichte der Proteinschicht am Wasser weiter. Das
kann nur durch die Adsorption weiterer Proteine erklart werden. Die Menge der adsorbierten
Proteine steigt mit jeder Messung, dies erfolgt gleichmaBig auf der ganzen Probe. Es ist also
nicht moglich, durch den Wechsel der Probenposition eine von der Strahlung unbeeinflusste
Proteinschicht zu untersuchen. Die Schadigung, die zur Adsorption fiihrt, muss also an den
Molekiilen in der Losung auftreten. Der Mechanismus ist somit ein anderer als der an OTS
in Kontakt mit reinem Wasser beobachtete (vgl. Kapitel 5.4 oder [Mez06; Mez08b]). Auch

“Im Allgemeinen ist die Intensitit an der Beamline ID31 um den Faktor 100 hdher als an der Beamline
ID15A. Da der Rontgenstrahl an der Beamline ID31 in allen Messungen abgeschwicht wurde und die Zeit
der Bestrahlung an der Beamline ID15A ldnger war, kann die Strahlintensitat nicht pauschal abgeschatzt
werden.
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Abbildung 6.15: Elektronendichteprofile von Lysozym auf OTS, der Einschub zeigt die Messdaten
und die angepassten Intensitatsverldufe, sie wurden entlang der y-Achse verschoben. Die bei der
Absenkung des Drucks gemessenen Werte sind durch ,z" in der Legende gekennzeichnet. Diese
Datenaufnahme wurde an der Beamline ID15A im Rahmen der Dissertation von F. Wirkert [Wir15]
durchgefiihrt. Die einfallende Intensitdt war um einen 50 % hdoher als bei den in Abbildung 6.12
gezeigten Messungen.

die Interpretation der Ergebnisse ist bei diesem System und der hohen Photonenenergie von
70keV weniger eindeutig, da es keine von der Strahlung unbeeinflussten Probenpositionen
gibt.

In den zuvor in Abbildung 6.12 gezeigten Elektronendichteprofilen ist kein solches Schicht-
wachstum zu erkennen. Die druckabhingige Veranderung ist auch fiir hohere Photonen-
energien gleich der an Beamline BI9 beobachteten. Die wahrscheinlichste Ursache fiir die
dickeren Schichten ist, dass die Rontgenstrahlung mit hoherer Flussdichte und einer Photo-
nenenergie von 70 keV das System destabilisiert und zur Adsorption weiterer Proteine fiihrt.
Die Schadigung an den Proteinen muss sehr schnell geschehen, da es nicht mdglich war,
an den ESRF Beamlines diinne Schichten zu vermessen. So lange die Strahlungsintensitat
niedrig gehalten wird, sind die so entstandenen Schichten gegen weitere strahlungsinduzier-
te Schidden resistent. Das dhnliche Schichten auch mit Neutronenreflektivitdten beobachtet
wurden [Lu98], macht deutlich, dass es auch andere Ursachen als Strahlenschiden geben
kann. Die durch Urea hervorgerufenen Anderungen zeigen auRerdem, dass die Adsorbate
trotz vermutlich strahlungsinduzierter Adsorption weiterer Proteine auf Anderungen am Sy-
stem sensitiv sind. Durch den Vergleich der Messreihe an Lysozym und 1 M Urea bei einer
Photonenenergie von 25 keV (Abbildung A.6, Seite 108 im Anhang) mit der Messreihe bei
einer Photonenenergie von 70 keV (Abbildung 6.13) wird deutlich, dass die Ergebnisse mit
Urea in der Losung nicht von der Strahlung beeinflusst werden, da das Urea die weitere
Adsorption des Lysozym unterdriickt.
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Da die Untersuchungen bei einer Photonenenergie von 70keV reproduzierbare Schichten
mit gleicher druckabhidngigkeit wie die Messungen mit einer Photonenenergie von 27 keV
ergeben, werden sie in die folgende Diskussion mit einbezogen.

6.2.2 Analyse der Resultate und Diskussion

Zum Vergleich der Adsorbatschichten kdnnen aus den Elektronendichteprofilen die Schicht-
dicke d, die maximale Belegung I'yax und die adsorbierte Menge ' berechnet werden. Hierfiir
wird die Elektronendichte des Lysozym p2 ..., das molare Volumen V und die molare Masse
m bendtigt. Fiir p2,..ein und V sind in der Literatur zwei verschiedene Angaben verfiigbar.
Kiesel et al. [Kiel4b] geben pPqiein kiesel = 0:49 €™ /A3 und Viiesel = 9348.cm3/mol an
wahrend Evers et al. [Eve08] p2 icin gvers = 0:455€™ /A3 und Veyers = 10057 cm®/mol
nutzen. Zur Berechnung werden zwei nahezu identische Proteindatenbankeintrige genutzt,
daher ist es nicht moglich, einen der beiden Werte auszuschlieRen. Im Folgenden wird mit
den Mittelwerten p8 .. = 0,4725e~ /A3 und V = 9703 cm3/mol gerechnet. Die molare
Masse betragt m = 14300 g/mol.

Fiir Lésungen, die Urea enthalten, kénnen IMyax und I nur abgeschatzt werden. Die genaue
Zusammensetzung der Schicht aus Lysozym und Urea ist nicht bekannt, daher kann die
Elektronendichte pgchicht nicht bestimmt werden. Als N3herung wird somit auch fiir Ldsungen
mit Urea p@, . .in = 0,4725 e~ /A3 genutazt.

Die Werte fiir d, M'yax und T sind fiir alle Adsorbatschichten in Abbildung 6.16 angegeben.
Sie werden anhand der Messplatze unterschieden. Schwarze Symbole kennzeichnen die Mes-
sungen an reinem Lysozym an den Beamlines mit einer Photonenenergie von 70keV, rote
Symbole die Messungen an Urea und Lysozym und blaue Kreise die Resultate, die bei einer
Photonenenergie von 27 keV ermittelt wurden.

Fiir jedes System wurde eine Gerade der Form f(x) = ax+ b angepasst, alle Parameter sind
in Tabelle 6.4 angegeben. Die Fehler der Anpassung an den Hochenergiebeamlines (ID15A
und 1D31) sind in Abbildung 6.16 als gestrichelte Linien gezeigt. Fiir die Gerade, die an die
Werte der Beamline BI9 angepasst wurde, kann kein Fehler angegeben werden, da nur eine
Messreihe existiert.

Die Resultate der Lysozym-Urea-Mischungen sind fiir die beiden studierten Konzentrationen
sehr dhnlich. Die Werte der hoheren Konzentration (5M Urea) sind fiir I'yax und T etwas
groler, der druckabhdngige Verlauf entspricht aber den Ergebnissen der Proben mit 1 M Urea.
Daher kann iiber alle Proben durch Anpassung einer Gerade gemittelt werden. Die Steigung
der Geraden spiegelt dann die Druckabhangigkeit aller Urea-Konzentrationen wieder, der
y-Achsenabschnitt kann nicht interpretiert werden.

Parameter | Lysozym (27 keV) | Lysozym (70keV) | Lysozym & Urea
aq [A/kbar] -0,3 —0,9+0,7 —1,7+0,6
by [A] 24.5 46,3+23 223+17
ar max [%/ kbar] —0,2 04+15 20+1,1
br max [%] 50,1 72,0+ 4,8 69,6 + 3,2
ar [mg/m? /kbar] 0,0 0,14+0,1 —0,1 40,04
br [mg/m?] 1,3 2,74+0,2 1,3+0,1

Tabelle 6.4: Anpassungsparameter der in Abbildung 6.16 abgebildeten Geraden der Form f(x) =

ax + b.

Die aus den Anpassungen berechneten y-Abschnitte fiir reines Lysozym entsprechen den
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Abbildung 6.16: Vergleich der Proben mit Protein an der OTS-Wasser-Grenzfliche. a) zeigt die
maximale Belegungsdichte Myayx, b) die Dicke d der adsorbierten Schicht und c¢) die adsorbierte
Menge I'. Die Geraden wurden an die Messwerte angepasst.

Werten bei Atmosphirendruck und ermdglichen den Vergleich der Mittelwerte der unter-
schiedlichen Systeme mit der Literatur, wie zuvor die aus den Messungen bei 50 bar er-
mittelten Parameter der einzelnen Messreihen. Aus der Literatur sind keine Messungen zu
Lysozym-Urea-Gemischen an der fest-fliissig-Grenzflache bekannt. Im Folgenden werden zu-
erst [ und d mit der Literatur verglichen, anschlieBend erfolgt die Analyse der Druckabhan-
gigkeit und die Diskussion der durch Urea verursachten Anderungen im System.

Die Adsorbatschichten aus reinem Lysozym auf OTS entsprechen fiir die Resultate der Be-
amline BI9 den in der Literatur beschrieben Schichten. Die Schichtdicke von d = 24,5 A ist
4,5 A groRer als die in der Literatur durchschnittlich beschriebenen 18 —22 A [H3h12; Ric13].
Die Schichtdicke ist deutlich geringer als die Ausdehnung nativen Lysozyms (45x30x 30 A3).
Die adsorbierte Menge betrigt I = 1,3 mg/m? und entspricht den Literaturwerten. Die ho-
here Schichtdicke kann durch den in Hochdruckmessungen notwendigen BisTris-Puffer ver-
ursacht werden. Die zitierten Studien haben entweder Phosphatpuffer [Hdh12; Lu98] oder
phosphatgepufferte Salzlésung [Ric13] verwendet. Das die Wahl des Puffers die Adsorption
von Proteinen variieren kann, wurde fiir Germanium-Wasser-Grenzflache und verschiedene
Proteine bereits untersucht [Wei09].

Die Schichtdicke der an den Beamlines ID15A und ID31 untersuchten Lysozymadsorbate
betrigt d = 46,3 & 2,3A , die adsorbierte Menge I = 2,7 mg/mm?. Beide Werte sind
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damit etwa doppelt so grol wie die in der Literatur mittels XRR bestimmten Werte. Mit
Neutronenreflektivitditen wurde durch Kontrastinderung ein sehr dhnliches System aus zwei
Schichten mit jeweils 10 +£2 A und 40 + 20 A dicken Schichten gefunden [Lu98]. Die von Lu
et al. bestimmte adsorbierte Menge ist mit I = 1,65 + 0,2 mg/m? geringer [Lu98]. Obwohl
die Schichtdicke der langen Achse nativer Lysozymmolekiile entspricht, muss auf Grund der
inhomogene Dichteverteilung der Schichten und der stark denaturierenden Wirkung der hy-
drophoben Oberfliche davon ausgegangen werden, dass die adsorbierten Proteine denaturiert
sind.

Die adsorbierte Menge I" und die Schichtdicke d der Messungen an wassrigen Ldsungen mit
Urea und Lysozym in Kontakt mit OTS sind bei 50 bar (rote Symbole in Abbildung 6.16)
vergleichbar mit den Werten der Probe mit reiner Lysozym-L&sung, die bei einer Photo-
nenenergie von 27 keV bestimmt wurden (blaue Kreise). Die maximalen Belegungen IMyax
hingegen sind zwischen 10% und 29 % hdoher. Das ist ein Indiz dafiir, dass Urea in die
Lysozymschicht eindringt und die (Elektronen-)Dichte erhdht. Die zusitzliche Adsorption
weiterer Lysozymmolekiile kann ausgeschlossen werden. Wie in den Messungen zum Strah-
lungsinduzierten Schichtwachstum (Abbildung 6.15) zu erkennen ist, steigen dadurch auch
die adsorbierte Menge I und die Schichtdicke.

Bei der Analyse des Druckverhaltens der Adsorbatschichten muss beachtet werden, dass d,
I und yax von der steigenden Dichte des Wassers abhidngen. So dndert sich der Kontrast
im System und damit der Anteil der Proteinbereiche, die noch von der Wasserphase un-
terschieden werden kdnnen. Dadurch kann die gemessene Schichtdicke variieren.® Auch bei
der Berechnung von I' und lyax flieRt die Elektronendichte der Wasserphase ein (vgl. die
Gleichungen (6.3) und (6.4) auf Seite 59 ). Steigt die Elektronendichte der Wasserphase
starker als die der Schicht, sinken d, I und IMya. Fallende Werte mit steigendem Druck sind
somit nicht gleichbedeutend mit Desorption von der Oberflache.

Wie aus den in Tabelle 6.4 angegebenen Steigungen und aus Abbildung 6.16 hervorgeht,
sind [yax und I fiir die reinen Lysozymproben im Rahmen des Fehlers mit steigendem Druck
konstant. Die Dichte der Schicht dndert sich somit wie die Dichte des Volumenwassers. Das
bedeutet entweder, dass die Dichte des in der Schicht enthaltenen Wassers etwas starker
zu nimmt als die des Volumenwassers, oder dass mit steigendem Druck zusdtzliche Protei-
ne in die Schicht eindringen. Zwischen diesem Effekt kann in den Elektronendichteprofilen
nicht unterschieden werden. Auf Grund der Reversibilitdt und der Unterschiede zum durch
Strahlenschaden verursachten Schichtwachstum (vgl. Abbildung 6.15) kann aber davon aus-
gegangen werden, dass es nicht zur Adsorption weiterer Lysozymmolekiile kommt. Die Dicke
der Lysozymschichten sinkt mit steigendem Druck im Rahmen des Fehlers leicht.

Um die druckabhdngige Verdanderung des in der Adsorbatschicht enthaltenen Wassers zu be-
stimmen, kdnnen Schichten aus nativen Proteinen an der Siliziumdioxid-Wasser-Grenzflache
untersucht werden. Erste Messungen konnten im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt werden.
Die Resultate werden im Anhang in Kapitel A.3.1 diskutiert.

Die von Koo et al. [Koo13] auf Polystyrol bis 2000 bar gemessene druckinduzierte Erhéhung
der Schichtdicke um 7,4 A und der adsorbierten Menge um 0,6 mg/m? kann fiir OTS und
Lysozym nicht bestdtigt werden.

Mit Urea in der Losung sinken d, [pax und I mit steigendem Druck. Das unterschiedliche
Verhalten der beiden Ldsungen mit und ohne Urea kann mit der Verdringung von Was-
ser durch Urea in der Proteinschicht begriindet werden. Dadurch wird die Adsorbatschicht
dichter gepackt und bei steigendem Druck dringt weniger Wasser in die Schicht ein. Die

5Die Schichtdicke d der Proteinschichten wird am Ubergang zur Fliissigkeit bis zu einer Elektronendichte
von 1,03 - pr gemessen (vgl. Seite 60).

82



6.2. Lysozymadsorbate an der fest-fliissig-Grenzfliche unter Druck

Elektronendichte und damit die maximale Belegung der Schicht nimmt weniger stark zu.
Fiir diese Hypothese finden sich Belege in der Literatur. So wurde die Bindung von Urea
an Lysozym auch in Molekulardynamik-Simulationen untersucht [Hua08]. Dabei wurde die
Entfaltung einer mutierten Lysozymart in 8 M Urea Losung studiert. Das mutierte Lyso-
zym wurde gewdhlt, da natives Lysozym in Losung selbst bei der hochstmdglichen Urea-
Konzentration von 9,3 M nicht entfaltet [Tim03; Sonl4]. Die von Hua et al. beobachtete
Entfaltung findet in zwei Schritten statt [Hua08]. Zuerst bindet Urea an die hydrophoben
Bereiche im Protein. Das Protein wird entfaltet und Urea kann an die zuvor unzuganglichen
Bereiche und Seitenketten binden.

Auch experimentell wurde beobachtet, dass Urea wihrend der Entfaltung Wasser in den
Proteinen verdriangt [Sonl4]. Als Beispiel fiir ein Protein, das in Urea-Ldsung im nativen
Zustand erhalten bleibt, wurde Lysozym von Son et al. [Son14] ebenfalls untersucht.

Die vorgestellten Beispiele zeigen, dass Lysozym in Lésung nicht von Urea entfaltet wird und
die Urea-Molekiile nicht in das Protein eindringen. Erst durch die Adsorption auf dem OTS
und die damit einhergehende Entfaltung kann Urea, auch in niedrigen Konzentrationen, an
die Proteine binden und Wasser aus der Schicht verdrangen. Da Urea mit einem Radius von
2,33 A [Aut08] im Vergleich zur Schichtdicke klein ist, duRert sich die Adsorption nicht in
einer Zunahme der Schichtdicke.

Dass die Zugabe von Urea zur Reduktion der Adsorption von Proteinen fiihren kann, wurde
bereits an der Wasser-Luft-Grenzflache festgestellt. So sinkt die adsorbierte Menge des Pro-
teins Ribonuclease A durch Zugabe von Urea [Hiis10]. An der fest-fliissig-Grenzflache sind
keine Untersuchungen bekannt.

Die in diesem Kapitel vorgestellten Resultate zeigen, dass an hydrophoben Grenzflichen ad-
sorbiertes Lysozym durch die Erhhung des hydrostatischen Drucks nicht destabilisiert wird.
Der Unterschied der Ergebnisse von den Beamlines ID31 und ID15A zu den Studien von
Hahl et al. [Hdh12] und Richter et al. [Ric13] sowie den an der Beamline BI9 ermittelten
Resultate ist eindeutig. Vermutlich fiihrt die hohere Photonenenergie zu den dickeren und
dichteren Adsorbatschichten. Durch die Zugabe von Urea kann die zusatzliche Adsorpti-
on unterdriickt werden. Durch die Nutzung des hydrostatischen Drucks konnte auRerdem
nachgewiesen werden, dass Urea das Wasser aus der Adsorbatschicht verdrangt.

83



Kapitel 6. Proteine an Grenzflichen

84



Kapitel 7

Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die Grenzflichen zwischen einem hydrophoben Sub-
strat und verschiedenen Fliissigkeiten untersucht. Die hydrophoben Oberflacheneigenschaf-
ten wurden durch Beschichtung von Siliziumwafern mit Oktadecyltrichlorosilan (OTS) er-
zeugt. Zwischen dieser Oberflaiche und Wasser existiert eine Verarmungsschicht, die haupt-
sachlich durch die Methylgruppen des OTS an der Oberfliche und die Ausrichtung der
Molekiile der ersten Wasserschicht erzeugt wird. Da bisher vor allem wissrige Losungen als
fliissige Phase an solchen Oberflachen untersucht wurden, stellt sich die Frage, in wieweit die
Polaritat und andere Eigenschaften der Fliissigkeitsphase die Bildung der Verarmungsschicht
beeinflussen.

Der erste Abschnitt der vorgestellten Untersuchungen beschaftigt sich daher mit der Grenz-
fliche zwischen der OTS-Oberflache und Losungsmitteln. Bisherige Studien an der Grenzfla-
che zwischen hydrophoben Oberflachen und Lésungsmitteln konnten die vertikale Ausdeh-
nung der Verarmungsschicht mittels Neutronenreflektometrie auf 15 A bis 23 A eingrenzen
[Mac07; Gutll]. Die geringe Auflésung von Neutronenreflektivitdtsexperimenten sowie der
Vergleich mit den Ergebnissen fiir Wasser [Mez06; Mez10] zeigt, dass diese Werte nur eine
obere Abschitzung darstellen.

Als MaB fiir GroRe des Dichtedefizits zwischen der hydrophoben Oberfliche und den Fliissig-
keiten wurde in dieser Arbeit die quadratische Abweichung x? zwischen den experimentel-
len Elektronendichteprofilen und dem aus den Parametern einer trockenen Probe bestimm-
ten Elektronendichteprofil der Grenzflache ermittelt. Das Dichtedefizit an der OTS-Wasser-
Grenzflache, welches zum Vergleich mit der Literatur auch nach der Methode von Mezger
et al. [Mez06] berechnet wurde, entspricht fiir die verwendeten Proben dem von Mezger et
al. ermittelten.

Die vertikale Ausdehnung des Dichtedefizits zwischen hydrophoben Oberflachen und unter-
schiedliche Losungsmitteln (n-Hexan, p-Xylol, tert butyl methyl ether (TBME), Trichloroben-
zol, Aceton, Ethylenglycol, Methanol, Wasser) konnte in dieser Arbeit eingegrenzt werden.
So betrdgt die vertikale Ausdehnung fiir das groRte beobachtete Dichtedefizit (Methanol)
8 A wihrend zwischen n-Hexan und OTS kein Dichtedefizit festgestellt werden konnte. Es
wurde gezeigt, dass die iiber x? bestimmte GroBe des Defizits mit den Molekiileigenschaften
der Losungsmittel korreliert ist. Polare Lésungsmittel wie Methanol haben ein gréReres Dich-
tedefizit an der Oberflache als unpolare wie p-Xylol oder n-Hexan. Dieser Zusammenhang
ist fiir die hier untersuchten Lésungsmittel linear.

AuBerdem konnte durch Mischung der unterschiedlich dichten und unpolaren Lésungsmittel
TBME und Chloroform sowie p-Xylol und Trichlorobenzol der Einfluss des Elektronendich-
tekontrastes zwischen der OTS-Schwanzgruppe und der Flissigkeit bestimmt werden. Un-
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terhalb einer kritischen Dichte pg ~ 0,345 e~ /A3 ist das Defizit von den Eigenschaften der
Losungsmittel abhdngig und es bildet sich ein Minimum im Elektronendichteprofil aus. Fiir
Flissigkeitselektronendichten oberhalb von pg ist kein Minimum an der Grenzflache vorhan-
den, es tritt ein monotoner Ubergang auf, der jedoch im Vergleich zu Referenzmessung in
seiner Lange verschoben ist. Aus diesem Resultat folgt, dass oberhalb der Fliissigkeitselek-
tronendichte pg das iiber x> bestimmte Dichtedefizit durch den Elektronendichtekontrast
bestimmt wird. Ein Vergleich ist somit nur fiir Flissigkeiten dhnlicher Dichte moglich. Bei
den in dieser Arbeit untersuchten Ldsungsmitteln trifft dies auf Chloroform und Trichloro-
benzol zu. Es zeigt sich, dass Chloroform auf Grund seiner geringeren GroRe und anderen
Form gegeniiber Trichlorobenzol ein kleineres Dichtedefizit hat.

Zur weiteren Untersuchung der beobachteten Zusammenhéange sind mehrere Vorgehenswei-
sen moglich. Aus Molekulardynamik-Simulationen kdnnen die Zusammenhidnge auf moleku-
larer Ebene anaylsiert werden. Hierdurch kénnen auch Eigenschaften der Losungsmittel wie
die Symmetrie der Molekiile oder die Topographie der Oberflache beriicksichtigt werden.
Auch durch Messungen an weiteren Losungsmitteln ist es moglich, die Abhangigkeit des
Defizits von den Losungsmitteleigenschaften zu bestimmen. Hier sind insbesondere kleine,
unpolare Lésungsmittel wie zum Beispiel Kohlenstoffdisulfid (CS», rgy = 1,56 A, E-f-V: 0,065)
oder groBe, polare Lésungsmittel wie Triethylenglycol (CeH140s, rgy = 4,71 A, E{V: 0,682)
interessant. Ebenso sind Messungen an anderen Oberflachen wie Siliziumdioxid moglich, um
den Einfluss der Oberflichenpolaritit zu studieren.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden an zwei unterschiedlichen Systemen Adsorbatschichten
aus Proteinen studiert. Eines dieser Systeme wurde durch den Einfluss von Proteinen auf die
Dichtigkeit von Fettkapseln motiviert. Die Dichtigkeit solcher mit Wasser gefiillter Fettkap-
seln, die in Zukunft in der Nahrungsmittelindustrie genutzt werden sollen, erhdht sich, wenn
sich Sojasauce im Wasser befindet. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit Untersuchungen
an wassrigen Losungen mit Sojasauce und an in der Sauce enthaltenen sdurehydrolysierten
Proteinen durchgefiihrt.

Aus den Inhaltsstoffen der Sojasauce werden an der Grenzflache zwischen Ldsungen mit
Sojasauce und OTS Adsorbatschichten mit einer Dicke von d ~ 20 A gebildet. Durch die
Verwendung sdurehydrolysierten Sojaproteine konnte nachgewiesen werden, dass die Prote-
infragmente in der Sauce fiir die Bildung der Schichten verantwortlich sind. Die saurehydroly-
sierten Sojaproteine bilden an der OTS-Wasser- und der Wasser-Luft-Grenzfliche Schichten,
deren Dicke mit der Konzentration steigt. Die Schichten an der Wasser-Luft-Grenzflache sind
dicker (dmax=~100A) und dichter (pmax=0,482 e~ /A3) als an der OTS-Wasser-Grenzfliche
(dvax=28 A, pmax=0,405 e‘/A3). An der Siliziumdioxid-Wasser-Grenzflache ist keine Ad-
sorption sichtbar. Die Schichtdicke und die integrierte Elektronendichte der Schichten aus
saurehydrolysierten Proteinen steigen also mit der Hydrophobizitdt der Grenzflache und sind,
fiir hydrophobe Grenzflachen, zudem Konzentrationsabhangig.

Die Schichten wurden auch im getrockneten Zustand mit XRR, Rasterkraftmikroskopie und
Kontaktwinkelmessungen untersucht. Ahnlich wie aus der Literatur bekannt [Gol12], zeigt
sich, dass die denaturierten Proteine die Oberflicheneigenschaften des Substrates dndern
und der polare Anteil der Oberflachenenergie durch die Proteinschicht steigt. Die Schich-
ten aus sdurehydrolysierten Proteinen sind dabei geschlossener und polarer als die aus den
Inhaltsstoffen der Sojasauce gebildeten Schichten.

Aus diesen Resultaten folgt, dass die beobachtete Steigerung der Dichtigkeit der Fettkapseln
durch die nur 20 A bis 100 A dicken Proteinschichten hervorgerufen werden muss. Méglich
Prozesse sind die Adsorption der Proteinfragmente in Rissen der Fettschicht, eine deutlich
geringere Verdampfung des Wassers durch die Schichten an der Wasser-Luft-Grenzflache
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oder die Immobilisierung der Wassermolekiile an der hydrophilen Grenzflache.

Neben diesen Experimenten wurden auch die aus Lysozym gebildeten Schichten auf OTS
unter hohen hydrostatischen Driicken untersucht. Das Verhalten von Proteinen in Ldsung
unter Druck ist ein viel studiertes Forschungsgebiet, iiber die Druckabhingigkeit von Prote-
inadsorbatschichten ist dagegen noch nicht viel bekannt. Dabei bietet Druck die Moglichkeit,
das System zu beeinflussen ohne gleichzeitig die Temperatur und die Dichte zu variieren und
das System so nur gering zu storen. Dadurch kdnnen zum Beispiel die Eigenschaften des in
der Schicht enthaltenen Wassers studiert werden.

Fiir die Untersuchungen an Lysozymadsorbatschichten wurden verschiedene Photonenener-
gien eingesetzt. Die aus den Messungen mit einer Photonenenergie von 27 keV an der Be-
amline BI9 am Elektronenspeicherring DELTA ermittelten Elektronendichteprofile zeigen bei
50 bar Adsorbatschichten mit den gleichen Eigenschaften (d = 24,5A, I = 1,3mg/m?
nach Tabelle 6.4) wie die vergleichbare Literatur bei Atmospharendruck [Hah12; Ric13]. An
den Beamlines ID15A und ID31 der ESRF wurden bei einer Photonenenergie von 70 keV
und hoherer Flussdichte dickere Adsorbatschichten aus Lysozym gemessen (d = 46,3 A,
[ = 2,7mg/m?). Der Unterschied wird wahrscheinlich bereits zu Beginn der Experimente
durch die strahlungsinduzierte Denaturierung der Proteine verursacht. Die so entstandenen
Schichten sind gegen weitere Strahlenschdden resistent und haben reproduzierbare Eigen-
schaften. Die durch die Erhhung des hydrostatischen Drucks hervorgerufenen Effekte sind
fiir beide Photonenenergien gleich und fiihrt nicht zur Ad- oder Desorption von Proteinen.
Das in der Literatur von Koo et al. beschriebene Schichtwachstum wird nicht beobachtet
[Kool13]. Eine mdgliche Ursache ist, dass in dieser Arbeit OTS als Substrat genutzt wird
statt wie von Koo et al. Polystyrol und die adsorbierten Proteine dadurch in einem anderen
Zustand sind.

Durch die Hinzugabe unterschiedlicher Mengen Urea konnte die Dicke der Schicht auf
d ~ 22 A reduziert werden. Die Schichten an der Grenzfliche zwischen OTS und Lésungen
mit Urea und Lysozym reagieren auf die Erhéhung des hydrostatischen Drucks anders als
die Schichten aus reinem Lysozym. So sind die Schichtdicke d, die adsorbierte Menge I und
die maximale Belegung max fiir Schichten aus reinem Lysozym unter steigendem Druck
konstant wahrend sie mit Urea in der Lésung verringert werden. Urea verdrangt das Wasser
in der Schicht, dadurch nimmt die Dichte der Schicht, im Vergleich zum Volumenwasser,
bei steigendem Druck weniger stark zu. Die Bindung von Urea an entfaltete Proteine wur-
de in der Literatur fiir Proteine in Losung bereits beschrieben [Hua08; Son14], nicht aber
an Grenzflachen. An der Wasser-Luft-Grenzflache wurde die Reduktion der Adsorption von
RNase durch Urea festgestellt, aber mit einem anderen Mechanismus in Verbindung gebracht
[Hiis10]. Die bisher noch nicht beobachtete Verringerung der Dicke der Adsorbatschicht an
der fest-fliissig-Grenzflache kann iiber die Verwendung hoher hydrostatischer Driicke eindeu-
tig mit der Anlagerung von Urea in der Schicht in Verbindung gebracht werden.

Um das Druckverhalten der Proteine weiter zu untersuchen, sind Simulationen oder weitere
Messungen an Adsorbatschichten aus nativen Proteinen notwendig. Aus diesen Untersuchun-
gen kann die druckabhingige Anderung des Wassers in der Proteinschicht bestimmt werden.
Erste Messungen dazu konnten im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt werden. Sie zeigen
eine Umorientierung der Proteine. Die Ergebnisse werden im Anhang in Kapitel A.3.1 dis-
kutiert. Um die Druckabhangigkeit des in der Schicht enthaltenen Wassers zu bestimmen,
miissen Messungen an Adsorbatschichten in wéassriger Losung ohne Proteine durchgefiihrt
werden. Dadurch wird die Belegung konstant gehalten [Kiel4b] und die Anderung des in der
Schicht enthaltenen Wassers kann auch bei Umorientierung der Molekiile bestimmt werden.
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Anhang A

Zusatzliche Messwerte und
Elektronendichteprofile

A.1 Ergebnisse der Dichtemessungen

p[bar] | 1Mol | 1Mol | 4 Mol | 4 Mol | 8 Mol | 8 Mol

50 1,012 | 1,012 | 1,058 | 1,058 | 1,117 | 1,117
250 1,024 | 1,024 | 1,070 | 1,071 | 1,127 | 1,127
500 1,035 | 1,035 | 1,080 | 1,082 | 1,137 | 1,138
750 1,045 | 1,044 | 1,089 | 1,091 | 1,145 | 1,147
1000 | 1,054 | 1,053 | 1,097 | 1,100 | 1,154 | 1,157
1250 | 1,063 | 1,062 | 1,106 | 1,109 | 1,162 | 1,167
1500 | 1,072 | 1,071 | 1,113 | 1,117 | 1,169 | 1,175
1750 | 1,080 | 1,079 | 1,121 | 1,125 | 1,177 | 1,183
2000 | 1,088 | 1,086 | 1,128 | 1,132 | 1,184 | 1,191
2250 | 1,095 | 1,094 | 1,135 | 1,140 | 1,191 | 1,198
2500 | 1,102 | 1,101 | 1,142 | 1,146 | 1,197 | 1,205
2750 | 1,109 | 1,108 | 1,149 | 1,154 | 1,204 | 1,212
3000 | 1,115 | 1,114 | 1,155 | 1,160 | 1,210 | 1,219
3250 | 1,122 | 1,121 | 1,161 | 1,166 | 1,215 | 1,226
3500 | 1,128 | 1,127 | 1,167 | 1,172 | 1,221 | 1,232
3750 | 1,133 | 1,132 | 1,173 | 1,178 | 1,227 | 1,238
4000 | 1,139 | 1,138 | 1,178 | 1,184 | 1,232 | 1,245
4250 | 1,144 | 1,144 | 1,183 | 1,189 | 1,237 | 1,251
4500 | 1,149 | 1,149 | 1,256 | 1,197 | 1,242 | 1,256
4750 | 1,155 | 1,154 | 1,262 | 1,203 | 1,247 | 1,262
5000 | 1,159 | 1,159 | 1,268 | 1,209 | 1,252 | 1,268

Tabelle A.1: Gemessene Dichten fiir wissrige Lésungen mit Urea, die angegebenen Konzentrationen
beziehen sich auf die verwendete Ureakonzentration. Fiir die Auswertung wurden jeweils die Werte
mit der hoheren Dichte bei 5000 bar genutzt.
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Anhang A. Zusatzliche Messwerte und Elektronendichteprofile

Chloroform TBME Anteil Chloroform pp [g/cm3] | ple= /A3
4 0 1,00 1,50 0,433
4 1 0,80 1,35 0,397
4 2 0,67 1,25 0,373
4 3 0,57 1,17 0,355
5 4 0,56 1,16 0,352
4 4 0,50 1,12 0,342
4 5 0,44 1,08 0,332
3 4 0,43 1,07 0,329
2 4 0,33 1,00 0,312
1 4 0,20 0,90 0,288
0 4 0,00 0,75 0,252

Trichlorobenzol | p-Xylol | Anteil Trichlorobenzol | pp [g/cm®] | p[e=/A3]
4 0 1,00 1,45 0,436
4 1 0,80 1,34 0,406
4 2 0,67 1,26 0,385
4 3 0,57 1,20 0,371
5 4 0,56 1,19 0,368
4 4 0,50 1,16 0,360
4 5 0,44 1,13 0,351
3 4 0,43 1,12 0,349
2 4 0,33 1,06 0,334
1 4 0,20 0,98 0,314
0 4 0,00 0,86 0,283

Tabelle A.2: Dichte pp und Elektronendichte p der verwendeten Losungsmittelgemische. Die Dichte
der Gemische wurde mit dem Dichteschwinger der Physikalischen Chemie Il bestimmt. Der Zu-
sammenhang zwischen Mischungsverhiltnis und Dichte ist hier linear. Daher wurde zur Fehlermini-
mierung die gemessenen Dichte durch eine Gerade f(x) = mx + b angepasst, die Werte sind hier

angegeben.
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A.2 Messungen zur Adsorption von Inhaltsstoffen der So-
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Abbildung A.1: Elektronendichteprofile fiir weitere Messungen an wassrigen Losungen mit Sojasauce
in Phosphatpuffer. Der Einschub zeigt die Messungen und die aus den Elektronendichteprofilen
berechneten Anpassungen. Sie wurden entlang der y-Achse verschoben.

A.3 Lysozym an Grenzflachen unter Druck

A.3.1 Lysozym auf Siliziumdioxid

Um die Druckabhangigkeit des in den Lysozymschichten enthaltenen Wassers zu untersu-
chen, kdnnen Messungen an nativem Lysozym auf Siliziumdioxid durchgefiihrt werden. Im
Rahmen dieser Arbeit konnten erste Untersuchungen hierzu durchgefiihrt werden, die Elek-
tronendichteprofile sind in Abbildung A.2 und A.3 dargestellt.

Da bei den Messungen keine Referenz an der Siliziumdioxid-Wasser-Grenzflache ohne Protein
in Losung gemessen wurde, ist die genaue Struktur des Substrates unbekannt und muss aus
den Messungen mit Lysozymschicht bestimmt werden. Die Anzahl der fehlenden Elektronen
pro Silizium-Einheitszelle liegt mit 4,7 in der gleichen GréRenordnung wie die der anderen in
dieser Arbeit untersuchten Proben.

Die Messung bei 50 bar (rot) in Abbildung A.2 zeigt eine etwa 30 A dicke Schicht aus Lysozym
auf der Oberflache. Diese Schichtdicke entspricht ungefahr den Ausmalen nativen Lysozyms.
Zwischen den Proteinen und der Siliziumdioxidoberfliche befindet sich, wegen der elliptischen
Form der nativen Proteine, Wasser. In den Elektronendichteprofilen entsteht dadurch ein
Bereich niedriger Elektronendichte welcher zeigt, dass die Proteine ihre native Form erhalten.
Auf Grund dieses Minimums wird die Schichtdicke des Proteins bei diesem System nicht vom
Substrat bis 1,03 - pFjgssigkeir ~ 0,34 e‘/A3gemessen, sondern vom Minimum aus.
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Abbildung A.2: Elektronendichteprofile von Lysozym auf Siliziumdioxid, der Einschub zeigt die
Messwerte und die angepassten Intensitdtsverlaufe, sie wurden entlang der y-Achse verschoben.
Die bei der Absenkung des Drucks gemessenen Werte sind durch ,,z" in der Legende gekennzeichnet.
Die Messungen wurden an der Beamline ID15A durchgefiihrt.

Die Messung bei 1000 bar (braun, Abbildung A.2) zeigt die gleiche Schichtdicke und Elek-
tronendichte. Die Rauigkeit an der Grenzflache zwischen Wasser und Protein nimmt ab.
Steigt der Druck auf 3000 bar (orange), dndert sich die Form der Lysozymschicht. Die
Schichtdicke wichst um 20A und auch die Rauigkeit der Schicht zum Substrat und zum
Wasser steigt. Diese Form bleibt bei der Erhéhung des Drucks auf 5000 bar (hellgriin) und
auch beim Absenken des Drucks erhalten.

Die Anderung der Schichtdicke um 20 A entspricht einer Umorientierung der adsorbierten
Lysozym-Molekiile. Natives Lysozym hat, bei Annahme einer elliptischen Form, zwei kurze
Achsen von 30A und eine lange Achse von 45A. Eine solche Umorientierung auf Grund
der Anderung der Umgebungsvariablen wurde in der Literatur beispielsweise fiir die Ande-
rung des pH-Werts beschrieben [Goh15]. Mit der Umorientierung geht auch eine Anderung
der Belegung der Oberflache einher, daher kann aus den vorliegenden Messungen nicht die
Druckabhangigkeit des in der Schicht enthaltenen Wassers bestimmt werden. Um andere
Effekte wir Strahlenschaden ausschlieBen zu kdnnen, sind aber weitere Messungen bei ge-
ringeren Photonenenergien und Flussdichten notwendig, diese konnten im Rahmen dieser
Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.
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Abbildung A.3: Elektronendichteprofile von Lysozym auf Siliziumdioxid, der Einschub zeigt die
Messwerte und die angepassten Intensititsverldufe, sie wurden entlang der y-Achse verschoben.
Die bei der Absenkung des Drucks gemessenen Werte sind durch ,,z" in der Legende gekennzeichnet.
Die Messungen wurden an der Beamline ID15A durchgefiihrt.
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A.3.2 Lysozym und Lysozym-Urea-Mischungen auf OTS
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Abbildung A.4: Elektronendichteprofile einer Lysozym-Lésung in Kontakt mit OTS, der Einschub
zeigt die Messwerte und die angepassten Intensitatsverldufe, sie wurden entlang der y-Achse ver-
schoben. Die bei der Absenkung des Drucks gemessenen Werte sind durch ,z" in der Legende
gekennzeichnet. Die Messung wurde an der Beamline ID31 durchgefiihrt.
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Abbildung A.5: Elektronendichteprofile einer Lysozym-Ldsung in Kontakt mit OTS, der Einschub
zeigt die Messwerte und die angepassten Intensitatsverldufe, sie wurden entlang der y-Achse ver-
schoben. Die bei der Absenkung des Drucks gemessenen Werte sind durch ,z" in der Legende
gekennzeichnet. Die Messung wurde an der Beamline ID15A durchgefiihrt.
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Abbildung A.6: Elektronendichteprofile einer Lésung mit Lysozym und 1M Urea in Kontakt mit
OTS, der Einschub zeigt die Messwerte und die angepassten Intensitatsverldufe, sie wurden entlang
der y-Achse verschoben. Die Datenaufnahme erfolgte an der Beamline MS04 der Swiss Light Source
mit einer Photonenenergie von 25 keV im Rahmen der Dissertation von F. Wirkert [Wirl5].
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Abbildung A.7: Elektronendichteprofile einer Lésung mit Lysozym und 5M Urea in Kontakt mit
OTS, der Einschub zeigt die Messwerte und die angepassten Intensitdtsverlaufe, sie wurden entlang
der y-Achse verschoben. Die bei der Absenkung des Drucks gemessenen Werte sind durch ,z* in der
Legende gekennzeichnet. Die Messungen wurden an der Beamline ID31 durchgefiihrt.
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Abbildung 8.1: Eine durch Spin Coating erzeugte Schicht aus Bienenwachs auf Siliziumdioxid, die
Schichtdicke betragt ungefdhr 7,5 nm. Das Bienenwachs wurde zuvor in Chloroform geldst.
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