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Einleitung

Gold-Nanopartikel (AuNP) sind  durch ihre
Biokompatibilitat, Stabilitat, vielseitige Oberflachen-
chemie, sowie ihr hohes Verhaltnis von Oberflache
zu Volumen flr viele biomedizinische Anwendungen
attraktiv [1]. Ein aktuelles Beispiel dafir ist ihr
Einsatz als optische Marker in Covid-19 Antikdrper-
Schnelltests [2]. Negativ geladene Citrat-stabilisierte
AuNP auf der Oberflache von kapazitiven Feldeffekt-
Strukturen wurden u.a. bereits fur die markierungs-
freie Detektion von positiv geladenen Makro-
molekulen, als Nanotrager fur Desoxyribo-
nukleinsdure (DNA), die schichtweise Abscheidung
von Polymeren und die Immobilisierung von
Enzymen verwendet [3].

In dieser Arbeit wird die Immobilisierung von positiv
geladenen  Aminooctanthiol-stabilisierten  Gold-
Nanopartikeln (AuAOT) auf der Oberflache von
kapazitiven Feldeffekt-Sensoren vorgestellt [4]. Die
terminale Aminogruppe der eingesetzten Partikel ist
sehr gut fur die spatere Funktionalisierung mit
Biomolekiilen geeignet. Die Anbindung der positiv
geladenen AuAOTs auf der Sensoroberflache
konnte durch eine signifikante Verschiebung des
Sensorsignals nachgewiesen werden. Bei einer
héheren Partikeldichte auf der Sensoroberflache war
die gemessene Signalanderung entsprechend
ausgepragter. Zusatzlich konnte die elektrostatische
Anbindung des Polyanions Polystyrolsulfonat an der
AuAOT-modifizierten Sensoroberflache gemessen
werden.

Methoden und Materialien
Materialien
Tetrachlorogold(lll)-sdure-Trihydrat (HAuCls-3H20,

Thermo Fisher), Trinatriumcitrat-Dihydrat
(CeHsNaszO7:2H20, Merck), Salzsaure (HCI, 37%,

Merck), Natriumchlorid (NaCl, Merck), Di-Na-
triumhydrogenphosphat-Dihydrat  (NazHPO4-2H20,
Merck), Natriumhydroxid (NaOH, Merck),

Kaliumchlorid  (KCI, Merck), Kaliumdihydrogen-
phosphat (KH2POs, Merck), 8-Amino-1-octanthiol-
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hydrochlorid (CsH19NS-HCI, AOT, Merck), Salpeter-
saure (HNOs, 68%, Carl Roth), reines Ethanol
(99,8%, Carl Roth) und 4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonsaure (CsH1sN204S, HEPES,
Carl Roth) und Fluorwasserstoffsaure (HF, 5%,
AppliChem, Poly(natrium-4-styrolsulfonat) (PSS,
Sigma Aldrich) wurden, wie geliefert, verwendet. Alle
Glasgerate wurden vor der Verwendung mit
Konigswasser gereinigt und mit reichlich Wasser
gespult. Ultrareines Wasser (UPW) mit einem
spezifischen Widerstand von 14 MQ-cm wurde fir
alle Experimente verwendet. Siliziumwafer (p-Si,
380 pm Dicke, 100 mm Durchmesser, <100>
Orientierung) mit einer 30 nm dicken Silizium-
dioxidschicht (SiOz, trockene thermische Oxidation)
wurden von Siegert Wafer gekauft.

Synthese der AuNPs

Citrat-stabilisierte Gold-Nanopartikel (AuCts) mit
einem durchschnittlichen Durchmesser von 25 nm
wurden mit der Turkevich-Methode synthetisiert [4—
6]. AuAOTs wurden aus AuCts durch den
Ligandenaustausch von Citrat zu Aminooctanthiol
hergestellt [4, 7]. Nach mindestens 12 Stunden
wurde die AuAOT-Losung in 1 mL-Eppendorf-
Roéhrchen aufgeteilt und durch 15-minitiges Zentri-
fugieren bei 5000g gereinigt, um Uberschissiges
AOT in der Lésung zu entfernen. Wahrend der
Uberstand entfernt wurde, blieb das Pellet ungestort
und die AuAOTs wurden bei 4 °C gelagert. Fir die
Immobilisierungsexperimente wurden die AuAOT-
Pellets mit 250 yL eines 20 mM HEPES-Puffers mit
20mM NaCl bei pH 3,0 (im Folgenden als
Immobilisierungspuffer bezeichnet) redispergiert, um
AuAOT-Losungen mit einer Konzentration von
c=0,8 nM zu erhalten. Die Partikelkonzentration
wurde anhand optischer Extinktionsspektroskopie
ermittelt (Jasco-Spektrophotometer V-550, Jasco
Labor- und Datentechnik).

Herstellung der kapazitiven Feldeffekt-Strukturen

Die Sensorchips wurden aus handelsiblichen p-Si-
Wafern hergestellt, die mit einer 30 nm dicken
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thermisch gewachsenen  SiO2-Schicht bedeckt
waren. Auf der mit Flusssaure geatzten Rickseite
des p-Si/SiO2-Wafers wurde durch Elektronen-
strahlverdampfung eine  Aluminiumschicht (Al
300 nm) abgeschieden. Fur eine bessere Haftung
zwischen Al und p-Si wurde der Wafer fir 10 min
unter Stickstoffatmosphéare bei 400 °C getempert.
Die Al/p-Si/SiO2-Wafer wurden in 10 mm x 10 mm
groRe Chips vereinzelt und anschliefend in einem
Ultraschallbad mit Aceton, Isopropanol, Ethanol und
deionisiertem Wasser jeweils fur 3 min gereinigt und
danach mit N2-Gas bei Raumtemperatur getrocknet.

Die Sensorchips wurden in eine selbstgebaute
Messzelle eingebaut, die 1 mL Elektrolytldsung fasst
und eine 0,5 cm? groRe Kontaktflache des Sensor-
chips mit der Lésung bietet.

Immobilisierung von AuCt- und AuAOT-
Nanopartikeln auf der Sensoroberflache

Zur Immobilisierung der AuCt-Partikel wurden 40 uL
AuCt-Losung auf die SiO2-Oberflache der gereinig-
ten Sensorchips getropft und bei Raumtemperatur
getrocknet. Hinweis: Die AuCt-Nanopartikel wurden
nur zur physikalischen Charakterisierung auf den
Chipoberflachen immobilisiert.

Die AuAOT-Nanopartikel wurden auf bereits in der
Messzelle installierten Sensorchips immobilisiert.
Dazu wurden jeweils 40 pL der AuUAOT-LAsung auf
die Sensorchips getropft.

Nach der Immobilisierung von AuCt- oder AuAOT-
Nanopartikeln wurden die Chips mit UPW gesplilt, in
einem sanften N2-Strom getrocknet und mittels
Rasterelektronenmikroskopie (REM) untersucht.
Jedes Immobilisierungsexperiment wurde mit drei
Sensorchips wiederholt.

REM-Bilder der AuNP-modifizierten Sensor-
oberflache wurden mit dem JSM-7800F, Jeol,
aufgenommen. Der durchschnittliche Partikel-
durchmesser wurde an Stellen auf den Chips
bestimmt, die eine hohe Anzahl an einzelnen AuNPs
aufwiesen. Um die Belegungsdichte der immobili-
sierten Partikel zu bestimmen wurden 15 Bilder
(50.000-fache Vergrolierung) pro modifiziertem Chip
aufgenommen. Ein ImageJ-Makro (Version 1.53a,
siehe auch [8]) ermdglichte die Analyse der Anzahl
und GroRe aller Nanopartikel auf jedem REM-Bild.

Elektrochemische Charakterisierung von
unmodifizierten und AUAOT-modifizierten
Sensorchips

Abbildung 1 zeigt den schematischen Messaufbau
eines AuNP-modifizierten kapazitiven Feldeffekt-
Sensors [4]. Fur die elektrochemische Charakteri-
sierung wurde der Aluminium-Ruckseitenkontakt des
Sensorchips und eine in die Elektrolytldsung
eingetauchte Referenzelektrode (Ag/AgCl, 3 M KCI-

15. Dresdner Sensor-Symposium 2021

DOI 10.5162/15dss2021/P3.10

Innenelektrolyt; Metrohm) mit einem Impedanz-

analysator (Zahner Zennium, Zahner Elektrik)
verbunden, um den elektrischen Stromkreis zu
schliel3en.
Referenzelektrode
Elektrolyt
TTT

Impedanz _
Analysator Si0,

p-Si Sensor

Al

|

Abb. 1: Schematischer Aufbau eines AuNP-modifizierten
kapazitiven Feldeffekt-Sensors. Die Referenzelektrode
und der Aluminium-Riickseitenkontakt sind elektrisch mit
einem Impedanzanalysator verbunden. (Adaptiert von [4])

Eine ausfihrliche Erlauterung des Funktions-
prinzips des kapazitiven Feldeffekt-Sensors ist an
anderer Stelle zu finden [3]. Vereinfacht lasst sich
der Sensor als eine Reihenschaltung aus einer
konstanten Kapazitat (Isolator-SiO2-Schicht) und
einer variablen Kapazitat der Raumladungszone an
der Halbleiter/Isolator-Grenzflache darstellen. Im
Falle einer Al/p-Si/SiO2-Struktur vergrofRert sich
durch die Immobilisierung der positiv geladenen
Nanopartikel die Breite der Raumladungszone, so
dass die Gesamtkapazitat des Sensors abnimmt. Im
ConCap-Modus wird die Kapazitat am Arbeitspunkt

durch  Anlegen einer Regel-Spannung, mit
entgegengesetzter Polaritat zur  Oberflachen-
potenzialverschiebung, konstant gehalten. Dies

ermoglicht die kontinuierliche Uberwachung des
Sensorsignals, um Anderungen des Oberflachen-
potenzials nachzuweisen. Der Arbeitspunkt wird
normalerweise bei etwa 60% der maximalen
Sensorkapazitat in der Kapazitats-Spannungs- (C-V)
Kurve ermittelt.

Fir die Aufnahme der C-V-Kurve wurde die
Kapazitat des Sensors in einem Spannungsbereich
von -2 V bis 2 V in 100 mV-Schritten gemessen.
Eine kleine Wechselspannung (Amplitude 20 mV,
Frequenz 120 Hz) wurde fir die C-V- und ConCap-
Messungen Uberlagert [3]. Alle elektrochemischen

Charakterisierungen wurden in einem
Faraday‘schen Kafig bei Raumtemperatur
durchgefihrt.
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Ergebnisse

Die kapazitiven Feldeffekt-Sensoren wurden vor
und nach der Immobilisierung der AuAOT-Nano-
partikel fur 0,5, 1 und 2 Stunden elektrochemisch
charakterisiert. Um Storeinflisse durch Gegenionen
zu reduzieren und somit das Sensorsignal zu
verstarken, wurden die ConCap-Messungen in einer
Pufferlésung mit geringer lonenstarke durchgefihrt
(0,33 mM PBS (phosphatgepufferte Salzldésung),
pH 4, lonenstarke: 5 mM) [9-12]. Der pH-Wert 4 des
Messpuffers wurde gewahlt, um sicherzustellen,
dass die terminalen Aminogruppen der AuAOT-
Nanopartikel vollstandig protoniert sind [7]. Vor der
elektrochemischen Charakterisierung wurden die
Feldeffekt-Sensoren mindestens 12 Stunden lang in
dem Messpuffer konditioniert.

Abbildung 2 zeigt normalisierte ConCap-Mess-
ungen von einem unbehandelten Sensor (schwarz),
einem AuAOT-modifizierten Sensor (blau) und
einem AuAOT-PSS-modifizierten Sensor (rot). In
diesem Experiment wurde zunachst die ConCap-
Antwort des unbehandelten Sensors als Referenz-
messung aufgezeichnet. Dann wurden die AuAOT-
Nanopartikel aus einer 0,8 nM AuAOT-Lésung flr
0,5 Stunden immobilisiert, gefolgt von einem
Spllschritt mit dem Messpuffer, einer Trocknung
unter N2-Atmosphare und einer erneuten elektro-
chemischen  Charakterisierung des  AuAOT-
modifizierten Sensors. Dieses Vorgehen wurde fir
weitere 0,5 h (Gesamtimmobilisierungszeit: 1 h) und
1 h (Gesamtimmobilisierungszeit: 2 h) wiederholt,
um die Auswirkungen der Immobilisierungszeit auf
das Sensorsignal zu untersuchen.

Wie aus Abbildung 2 ersichtlich ist, fihrt die
Immobilisierung von positiv geladenen AuAOTs auf
der Sensoroberflache zu einer Verschiebung des
normalisierten  ConCap-Signals  entlang  der
Spannungsachse in Richtung negativerer Potenzial-
werte. Die Richtung der beobachteten Spannungs-
verschiebungen entspricht einer starker positiv
geladenen Sensoroberflache [3, 10, 12]. Die
Amplitude der Signalverschiebungen nimmt mit
zunehmender AuAOT-Immobilisierungszeit zu und
erreicht einen Wert von ca. -40 mV bei 2 h
Immobilisierungszeit. Diese Signalentwicklung lasst
sich durch die Zunahme der Oberflachendichte von
AuAOT-Nanopartikeln  bei  langerer  Immobili-
sierungszeit erklaren, welche in Tabelle 1 der
mittleren Signalanderung gegenubergestellt wird.

Um die Korrelation zwischen den Sensorsignalen
und der AUAOT-Oberflachendichte zu quantifizieren,
wurden in separaten Experimenten drei mit AuAOTs
bedeckte Sensorchips fir die REM-Charakter-
isierung vorbereitet. Dabei wurden die gleichen
Immobilisierungsverfahren wie bei den Feldeffekt-
Charakterisierungen verwendet.

Die Modifizierung von Feldeffekt-Sensoren mit
AuNPs stellt eine vielversprechende Plattform fir die
markierungsfreie Detektion von Biomolekulen dar.
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Abb. 2: Die ConCap-Kurve (oben) zeigt die
Spannungsénderung aufgrund der Immobilisierung von
Aminooctanthiol-stabilisierten (AuAOT) Nanopartikeln

auf der Sensoroberflache nach verschiedenen

Immobilisierungszeiten (0,5 h, 1 h, 2 h) in Blau. Die
Signaldnderung der modifizierten Sensoroberflache mit
Polystyrenesulfonat nach einer zweistiindigen AuAOT-
Immobilisierung ist im Vergleich dazu in Rot dargestellt.
Exemplarische REM-Bilder nach 0,5h,  hund 2 h
AuAOT-Immobilisierung zeigen die steigende Dichte von
AuAOTs mit zunechmender Immobilisierungszeit.
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Tab. 1: Mittlere Signaldnderung (AV) mit
Standardabweichung (n = 3) der Feldeffekt-Sensoren und
Belegungsdichte (I') nach den unterschiedlichen
Immobilisierungszeiten von AuAOTs.

Zeit AV (mV) I' (1/um?)
0,5h -20,3+0,6 167 £25
1h 287+1.2 272 +£34
2h -39,7+1.6 540 + 86

In friheren Experimenten wurden beispielsweise
mit negativ geladenen AuCts modifizierte Feldeffekt-
Sensoren fur den markierungsfreien elektro-
statischen Nachweis von positiv geladenen
Proteinen und Polyelektrolyt-Makromolekilen ein-
gesetzt [13]. Um die Fahigkeit von AuAOT-
modifizierten Feldeffekt-Sensoren zur markierungs-
freien elektrostatischen Detektion negativ geladener
Molekule zu demonstrieren, haben wir das starke
Polyanion Polystyrolsulfonat (PSS) als Modell-
system ausgewahlt, da PSS in einem breiten pH-
Bereich negativ geladen vorliegt [14].

Abbildung 2 (oben) zeigt auch ein Beispiel fur eine

ConCap-Messung zum elektrostatischem Nachweis
der Kopplung negativ geladener PSS-Molekile an
die Sensoroberflache, die mit positiv geladenen
AuAOT-Nanopartikeln modifiziert wurde. In diesem
Experiment wurden die AuAOT-Nanopartikel aus
einer 0,8 nM AuAOT-LAsung flr 2 h immobilisiert,
gefolgt von einem Spilschritt und der anschliel3-
enden Adsorption von PSS-Molekulen. Fur die PSS-
Adsorption wurden 100 pL einer 50 uM PSS-Lésung
(pH 5,4, mit 100 mM NaCl) auf die AuAOT-
modifizierte Sensoroberflache getropft und 10
Minuten lang inkubiert. Das ConCap-Signal wurde
vor und nach jedem Oberflachen-Modifizierungs-
schritt im Messpuffer aufgezeichnet.
Die Adsorption negativ geladener PSS-Makro-
moleklle resultiert in einer Verschiebung des
ConCap-Signals um ca. 70 mV in positive
Spannungsrichtung, was die erfolgreiche Kopplung
der PSS-Makromolekile an die AuUAOT-modifizierte
Sensoroberflache bestatigt.

Diskussion

Es wurde die schrittweise Immobilisierung von
positiv.  geladenen  AuAOT-Nanopartikeln  auf
kapazitiven Feldeffekt-Sensoren im ConCap-Modus
mit  variablen  Immobilisierungszeiten  elektro-
chemisch untersucht. Zwischen der Oberflachen-
dichte der AUAOTs (bestimmt durch REM) und der
gemessenen Potenzialverschiebung der Feldeffekt-
Sensoren konnte eine Korrelation ermittelt werden.
Je mehr AuAOTs auf der Oberflache des Sensors
immobilisiert wurden, desto deutlicher stieg das
Ausgangssignal bei variabler Immobilisierungsdauer
an. Die zerstoérungsfreie elektrochemische
Charakterisierung des AuAOT-Immobilisierungs-
verfahrens auf Feldeffekt-Sensoren kann als
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Prozesskontrolle  vor  weiteren  Oberflachen-
modifikationen mit Biomolekilen eingesetzt werden.
Die Fahigkeit der mit AuAOT modifizierten
Feldeffekt-Sensoren, die  Anbindung  negativ
geladener Makromolekiile zu erkennen, wurde durch
eine zusatzliche Modifikation mit dem Polyanion
PSS als Modellsystem flr Makromolekule/Bio-
molekule untersucht. Der vorgestellte Ansatz kann
fur die Funktionalisierung mit Biomolekilen wie z.B.
Antikérpern fur den Nachweis von Antigenen
erweitert werden.
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