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1. Einleitung und theoretische Grundlagen

1.1 Einleitung

Die Diagnostik von Krankheiten, Pathogenen, Lebensmittelverunreinigungen und der Uberwa-
chung von Umweltparametern!*-”! benétigen in den meisten Fallen aufwandige Laboruntersu-
chungen. Zudem muss neben dem apparativen Aufwand speziell geschultes Personal fiir die
Untersuchungen eingesetzt werden, und die Analytik erfolgt zentralisiert.®*! Fiir viele Krank-
heitserreger und Analyten, existieren heutzutage Schnelltests fiir den Heimgebrauch, dies wird
als patientennahe Sofortdiagnostik (Point-of-Care-Test, POCT) bezeichnet. Die Durchfiihrung
dieser Tests variiert je nach diagnostischer Fragestellung, ebenso die Testfliissigkeiten, die
Durchfithrungsvorschriften und der apparative Aufwand. Fiir die POCT konnen kleine elektro-
nische Gerdte zum Einsatz kommen. Das prominenteste Beispiel dafiir ist die Blutzuckerselbst-
kontrolle aus Kapillarblut bei Diabetes Mellitus.['-!3] Diese Tests werden unter zu Hilfenahme
von tragbaren Auswertegerédten durchgefiihrt. Neben der gerétegestiitzen POCT existieren pa-
pier- und membranbasierte Testmethoden, welche ohne zusétzliche Hilfsmittel zu einem diag-
nostischen Ergebnis fiihren.

Papierbasierte POCT sind seit iiber einem Jahrhundert bekannt. Zur Untersuchung des Glucose-
und Proteingehalts in Urin, wurden in den 1880er Jahren Prototypen von papierbasierte Dips-
tick-Assays eingesetzt, welche in den 1950er Jahren zur Marktreife gefiihrt wurden."* Durch
Eintauchen der Tests in eine Priiffliissigkeit (z.B. Urin) wird nach einer definierten Einwirkzeit
der Farbumschlag von einem oder mehrerer Testfelder mit einer Vergleichsskala verglichen. !>
171 Dadurch lassen sich heutzutage bis zu zehn Biomarker semiquantitativ mit einem einzigen
Test nachweisen.*8! Neben den Dipstick-Assays kam es parallel zur Entwicklung von so genann-
ten Lateral-Flow-Assays/Tests (LFA/LFT). Diese wurden in den 1980er Jahren eingefiihrt, seit-
dem wurden tiber 500 Patente fiir diese Technik angemeldet."*!?! Der mit Abstand in der brei-
ten Gesellschaft bekannteste LFT war bis zum Frithjahr 2020 der hCG-Assay (humanes Chori-
ongonadotropin, Schwangerschaftstest). Der Wunsch zur Feststellung einer Schwangerschaft
wurde bereits in altagyptischen Dokumenten festgehalten. Dort wurde ein Test beschrieben, bei
dem eine potenziell schwangere Frau {iber mehrere Tage hinweg auf Weizen- und Gerstensa-
men urinieren sollte. Die Ergebnisse: "Wenn Gerste wachst, bedeutet das ein ménnliches Kind.
Wenn Weizen wachst, bedeutet das ein weibliches Kind. Wenn beides nicht wachst, wird sie
iberhaupt nicht gebaren".[?°-22] Noch in den 1960er-Jahren wurde zur Fritherkennung einer
Schwangerschaft einem Krallenfrosch Urin oder Blutserum einer Testperson in den dorsalen
Lymphsack injiziert. Wenn die weiblichen Frosche nach 12 — 24 h Laich absetzten oder die
maéannlichen Frosche einen Samenfluss aufwiesen, dann galt die getestete Frau als Schwan-
ger.[23-251 S0 spannend und abenteuerlich diese Testmethoden auch klingen, sind diese heutzu-
tage ethisch nicht mehr konform und werden den derzeitigen Standards nicht mehr gerecht.
Mit der Entwicklung von LFTs zur Schwangerschaftsdiagnostik wurden die Froschtests durch
die neuen Verfahren abgelost. 2527) LFTs bestehen in der Regel aus mehreren Bestandteilen,
welche zusammengesetzt den eigentlichen Assay bilden. Diese sind ein Sample-Pad auf dem die
Probe aufgebracht wird, ein Conjugate-Pad auf dem die Probe mit Antikorper-Konjugaten inter-
agiert, dem Membranmaterial mit Test- und Kontrolllinie, sowie dem Wicking-Pad welches
tiberfliissige Priiffliissigkeit aufnimmt.??! die einzelnen Bestandteile und der Aufbau von diag-
nostischen LFTs werden in Abschnitt 1.2 ndher beschrieben. Im Gegensatz zu Dipstick-Assays
wird bei LFTs eine Priiffliissigkeit {iber die verschiedenen Bestandteile durch ein Membranma-
terial transportiert, auf dem der enthaltene Analyt gezielt mit Antikdrpern detektiert werden
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kann. Diese Art der LFTs wird auch als Immunoassay bezeichnet.?>28] Das Herzstiick dieser
Assays ist das Membranmaterial, dieses besteht in den meisten Fallen aus Nitrocellulose
(NC).! Die Entwicklung von NC-Membranen geht bis in die 1910er Jahre zuriick und miindete
in den 1980er Jahren in den heute bekannten Membranmaterialien.!®® Die Herstellung der
Membranen erfolgt in der Regel durch Beschichtung von Tragerfolien aus Polyethylentereph-
thalat (PET) mit komplexen Gemischen aus NC, Losemitteln, Nicht-Losemitteln und Additi-
ven.?”) Die Zusammensetzung der NC-Losungen und die Herstellungsparamter werden von den
Membranherstellern streng geschiitzt und bei der Herstellung der Membranen penibel tiber-
priift.[2%]

Neben den Membranmaterialien werden kontinuierlich alle Bestandteile solcher LFTs weiter-
entwickelt, um neuen Herausforderungen der Diagnostik gerecht zu werden. So z.B. auch wéh-
rend der SARS-CoV-2-Pandemie. Wéhrend dieser kam es zur ziigigen Entwicklung von Schnell-
tests zur Fritherkennung von SARS-CoV-2-Infektionen, sodass bereits im Februar 2020 mehr als
100 Hersteller COVID-19 LFTs auf den Markt gebracht hatten.*! Die Weiterentwicklung von
LFTs geht rapide voran und es wird stetig versucht diese sensitiver, performanter, selektiver,
kostengtinstiger und/oder anwenderfreundlicher zu gestalten.!** Zudem wird héufig versucht,
dass mehrere Analyte in einem Test gemeinsam detektiert werden konnen.®2! Um dies zu er-
fiillen wird sich in der Regel stets an Richtlinien der WHO orientiert, welche fordern, dass LFTs
erschwinglich, sensitiv, spezifisch, benutzerfreundlich, schnell durchzufiihren, robust und ohne
Gerate durchzufiihren sind (ASSURED) .33 Selbstverstandlich dienen diese Entwicklungen stets
einer verbesserten Sicherstellung von diagnostischen Moglichkeiten fernab von Laboren, aller-
dings wird bei der Entwicklung in den seltensten Féllen das Augenmerkt auf die Nachhaltigkeit
der Neuentwicklungen gelegt. Fast alle der auf dem Markt befindlichen Schnelltests bestehen
zu grolden Teilen aus Kunststoffen, welche nach der Verwendung der Assays héufig entsorgt
werden, ohne diesen in die Wertstoffketten zuriickzufiihren. Eine geringe Anzahl an wissen-
schaftlichen Arbeiten existieren zum Thema papierbasierte LFT Materialien®*3%, aber Markt-
reife Membranmaterialien und Schnelltests auf Papierbasis sind schwer zu finden. Am Beispiel
des Schwangerschaftstests existierte ein Hersteller (Lia), der mit einem Test aus 100% Papier
wirbt, welcher kompostierbar ist und sich in Wasser vollstandig auflost.[** Das Hauptargument
dieses Tests ist die Diskretion, da der Test in der Toilette entsorgt werden kann, als weiteres
Argument wurde die Nachhaltigkeit der Losung beworben. Nach aktuellen Recherchen wurde
die Produktion von Lia eingestellt.'®”! Das Konzept des diskreten, papierbasierten und nachhal-
tigen Schwangerschaftstest wird seit 2021 vom Start-Up Hoopsy weitergefiihrt und ist derzeit
auf dem Markt verfiigbar.'*®

Die Entwicklung fiir nachhaltige Membranmaterialien fiir diagnostische Assays spielt bis dato
eine untergeordnete Rolle. Im {ibertragenen Sinne lasst sich das Zitat von zero-waste-Kochin
Anne Marie Bonneau auf die nachhaltige Entwicklung bei Membranen {iibertragen: ,,Wir brau-
chen nicht eine Handvoll Menschen, die Zero-Waste perfekt umsetzen. Wir brauchen Millionen
von Menschen, die es unvollkommen tun".[*”! Dies bedeutet, dass jegliche Reduktion von Kunst-
stoff in Membranmaterialien ein richtiger Schritt zur Nachhaltigkeit der Assays fithrt, auch wenn
es nicht zu 100% aus nachhaltigen Materialien besteht. Mittels gezielten Anpassungen und
Strategien (Abschnitt 2.2) bei der Herstellung alternativer Membranmaterialien konnte der
Kunststoffanteil in diagnostischen Assays und Membranen drastisch reduziert werden. Dabei ist
die Entwicklung von neuen LFTs ist ein komplexes Umfeld in dem multiple Parameter stets

2 Einleitung und theoretische Grundlagen



iterativ angepasst werden miissen.*%4!) Die dabei entwickelten alternativen Membranmateria-
lien liel3en sich im Idealfall fiir verschiedene diagnostische Assays anwenden, ohne dass Her-
steller dieser LFTs ihre Verfahren umstellen miissten.

1.2 Diagnostische Schnelltests

Zur schnellen, gerétefreien und anwenderfreundlichen Untersuchung von Analyten in Priiffliis-
sigkeiten kommen diagnostische Schnelltests, so genannte POCT zum Einsatz.!?°! Diese Tests
konnen dezentral, ohne speziell geschultes Personal und in kiirzester Zeit durchgefiihrt werden.
Die ersten LFTs wurden in den 1960er Jahren im klinischen Umfeld zur Untersuchung von
Proteinen in Serum verwendet.!*?! Seit 1976 stehen fiir den Heimgebrauch LFTs zur Untersu-
chung des Urins auf das humane Choriongonadotropin (hCG), dem Schwangerschaftshormon
zur Verfiigung.*?! Das Detektionsprinzip beruht dabei auf der spezifischen Interaktion von An-
tikorpern und Antigenen, weshalb LFTs auch als Immunoassays bezeichnet werden. Nach der
Etablierung der LFTs wurde eine Vielzahl verschiedener Tests entwickelt, diese umfassen bei-
spielsweise Assays zur Detektion von Tumormarkern!*®!, Mikroorganismen!*#, Mykotoxinen[#],
Schwermetallen*®#”] und Pestiziden®*°). Die Anforderungen an die LFTs, die verwendeten
Designs, Reagenzien, Membranmaterialien konnen dabei stark variieren.“?) Nachfolgend wer-
den die Bestandteile von LFTs anhand des hCG-Assays beschrieben, welcher bis heute den am
weitest verbreitetsten Assays mit dem groften Marktanteil darstellt.[>]

Im Gegensatz zu einfachen Dipstick-Assays bestehen LFTs aus mehreren Komponenten, deren
aufeinander abgestimmte Eigenschaften zur erfolgreichen Herstellung von diagnostischen As-
says zusammenspielen. LFTs zur Detektion von hCG aus Urin bestehen in der Regel aus 8 ver-
schiedenen Komponenten. Der Aufbau eines klassischen LFTs ist in Schema 1-1 dargestellt.

Antikoérper-Gold-Konjugat Primar-Antikérper  Sekundar-Antikérper

192

Testlinie

Kontrolllinie

Sample-Pad Conjugate-Pad NC-Membran Tragerfolie Wicking-Pad

Schema 1-1: Aufbau eines klassischen LFTs zur Detektion von hCG in Urin. Der LFT besteht aus einer Tragerfolie,
Sample-Pad, Conjugate-Pad, Membranmaterial (NC) mit Test- und Kontrolllinie und dem Wicking-Pad. Zur besseren
Handhabung werden diese Tests in einem Kunststoffgehause verbaut (nicht dargestellt).

Klassische LFTs werden aus verschiedenen Bestandteilen zusammengesetzt, welche auf eine
Backingcard (Klebefolie als Tragermaterial) aufgeklebt werden.!®>2! Der Probenauftrag erfolgt
auf dem Sample-Pad. Dieses besteht haufig aus Cellulosepapier und sorgt dafiir, dass die aufge-
brachte Probe gleichméRig verteilt in Richtung des Conjugate-Pads geleitet wird.!>®! Ebenfalls
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hat das Sample-Pad filtrierende Eigenschaften und ist in der Lage gro3ere Verunreinigungen,
Agglomerate oder Staub aus der Analytmischung zu entfernen.!®* Hersteller von LFTs beschich-
ten je nach Assay das Sample-Pad mit Proteinen (z.B. Albumin), Detergenzien oder Puffern.>%
Nach dem Sample-Pad wird die Probe auf das Conjugate-Pad geleitet. Dieses besteht haufig aus
Glasfasermaterialien, welche eine geringe Proteinbindeaffinitit aufweisen."'”) Auf dem Conju-
gate-Pad werden Biomarker (z.B. Antikorper) aufgebracht, welche beispielsweise an kolloida-
lem Gold®>>>7] oder Latexpartikeln?”-28585% gebunden sind (Antikorper-Partikel-Konjugate).
Die im Fluidfluss enthaltenen Analyten interagieren mit den Antikorper-Partikel-Konjugaten
und werden auf das Membranmaterial des LFTs geleitet. Das Membranmaterial besteht aus
Polymeren (z.B. NC, Nylon, Polyethersulfon, Polyvinylidenfluorid, ...) wobei am héufigsten NC-
Membranen fiir LFTs verwendet werden.®® Auf dem Membranmaterial sind die Test- und Kon-
trolllinien fiir den Assay aufgebracht. Auf der Testlinie befinden sich so genannte Primar-Anti-
korper, welche spezifisch fiir den Analyt sind. Die Kontrolllinie beinhaltet Antikérper, welche
spezifisch fiir die auf den Gold/Latex-Partikeln aufgebrachten Antikorper sind (Sekundér-Anti-
korper). Der Aufbau von LFTs wird durch ein Wicking-Pad komplettiert. Dieses nimmt die am
Ende des Membranmaterial ankommende Fliissigkeit auf und sorgt somit fiir ein aufrechterhal-
ten des Fluidflusses iiber den kompletten Assay hinweg.!*?! Durch das Wicking-Pad wird ein
Fliissigkeitsriickfluss auf das Membranmaterial unterbunden.#?!

Die Signalentstehung in LFTs basiert auf der Interaktion von Analyt, Konjugat-Antikérpern und
Antikorpern auf der Test- und Kontrolllinie. Nachfolgend wird dies anhand des hCG-Assays er-
lautert. Das Schwangerschaftshormon hCG ist ein Glycoprotein, welches aus zwei unterschied-
lichen Untereinheiten (a- und B-Einheit) besteht. Diese Untereinheiten sind nicht-kovalent mit-
einander verbunden.[®” Fiir jede der Untereinheiten wurden unterschiedliche Antikérper ent-
wickelt, welche spezifisch an die verschiedenen Doménen binden. Die Funktionsweise von LFTs
ist in Schema 1-2 dargestellt.

b
b)" d) Y %_

Schema 1-2: a) LFT vor dem Aufbringen der TestflUssigkeit. In dieser ist der Analyt (z.B. hCG) gel6st. b) LFT nachdem
die TestflUssigkeit mit Analyt den Teststreifen durchlaufen hat. c) Positives Testergebnis durch Sandwich-Komplex
auf der Testlinie und gebundenes Antikérper-Gold-Konjugat auf der Kontrollinie. d) Negatives Testergebnis, durch
Abwesenheit des Analyts wird kein Sandwich-Komplex gebildet und nur die Antikérper-Gold-Konjugate an den Se-
kundar-Antikérper der Kontrolllinie gebunden
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Die zu untersuchende Probe wird auf das Sample-Pad aufgebracht (Schema 1-2 a). Dieses leitet
den in der Probe enthaltenen Analyten (hier hCG) zum Conjugate-Pad. Auf diesem sind an Gold-
oder Latexpartikel konjugierte Antikérper gegen eine der hCG-Untereinheiten!®® (z.b. anti-)
abgelegt. Die Antikorper-Partikel-Konjugate werden durch die Probe in Losung gebracht, wo
diese mit dem Analyten (B-Untereinheit von hCG) binden konnen.?”! Die Antikorper-Antigen-
Konjugate werden mit dem Fluidfluss {iber das Membranmaterial transportiert und treffen auf
die Testlinie. Auf dieser sind Antikorper gegen die komplementire hCG-Untereinheit (hier anti-
a) aufgebracht. Die freie a-Untereinheit im Antikorper-Antigen-Konjugat bindet an die anti-a-
Antikorper, welche sich auf der Testlinie befinden (Schema 1-2 b). Dies resultiert in einem
Sandwich-Komplex (Schema 1-2 ¢). Durch die Bildung von Sandwich-Komplexen!®! kommt es
auf der Testlinie zur Akkumulation von Gold- bzw. Latexpartikeln, welche die Ausbildung einer
mit dem blof3en Auge sichtbaren Linie zu Folge haben. Antikorper-Konjugate ohne gebundenem
Antigen (Schema 1-2 d) werden von der Testlinie nicht festgehalten und werden mit dem Flu-
idfluss zur Kontrolllinie transportiert. Auf dieser sitzen die Testlinienantikérper, welche nicht
an den Analyten binden, sondern an die Konjugat-Antikorper (Schema 1-2 d).[%%! Dies soll si-
cherstellen, dass auf der Kontrolllinie auch in Abwesenheit des Analyts Antikérper-Konjugate
festgehalten werden und somit eine mit dem Auge sichtbare Kontrolllinie erhalten wird.®?! Alle
nicht gebundenen Antikérper und Analytmolekiile werden am Ende des LFTs im Wicking-Pad
aufgenommen. Aufgrund der zuvor beschriebenen Interaktionen lassen sich die Einstufungen
der Tests wie in Abbildung 1-1 beschreiben.

a) positiv b) negativ c) ungultig

T C T C I

Abbildung 1-1: a) Positiver LFT, b) negativer LFT, c) ungliltige LFTs

Bei einem positiven Testergebnis (Abbildung 1-1 a) kommt es zur Ausbildung der Sandwich-
Komplexe (vgl. Schema 1-2 b) auf der Testlinie, auf welcher deutlich eine Farbung zu sehen
ist.!3! Da im Conjugate-Pad im Regelfall mehr Antikorper-Partikel-Konjugate vorhanden sind
als Analyt, werden diese immer die Testlinie passieren (Schema 1-2 ¢) und auf der Kontrolllinie
ein Signal hervorrufen. Dies geschieht durch die Bindung der Kontrolllinienantikorper mit den
Antikorper-Konjugaten.® Liegt kein Analyt in der Probe vor, so kommt es zu keiner Ausbildung
von Sandwichkomplexen an der Testlinie und die Antikorper-Partikel-Konjugate werden zur
Kontrolllinie transportiert, wo diese an den Kontrolllinienantikdrper binden (Schema 1-2 d).
Als Resultat wird ein negativer LFT erhalten (Abbildung 1-1 b). Bei kommerziell erhéltlichen
LFTs treten die beiden zuvor genannten Falle (positiv/negativ) am haufigsten auf. Seltener
kommt es dazu, dass LFTs ungiiltig sind (Abbildung 1-1 c). Dies ist der Fall, wenn beim Assay
keine Kontrolllinie erhalten wird. Ebenfalls kann es dazu kommen, dass bereits vor der Testlinie
eine Akkumulation von Antikérper-Partikel-Konjugaten durch unspezifische Bindung dieser am
Membranmaterial zustande kommt.!®# In diesen Fillen zdhlen LFTs ebenfalls als ungiiltig. Fiir
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den Erhalt von ungiiltigen LFTs gibt es mehrere mogliche Ursachen. Diese sind beispielsweise
eine zu geringe Probenmenge, eine zu dickfliissige Probe, falsche oder zu lange Lagerung der
Assays oder Fehler bei der Assay Herstellung.[®*

1.3 NC-Membranen fiir diagnostische Assays

Das Herzstiick eines jeden LFTs bildet das Membranmaterial. Die Aufgabe dessen ist es die
Analyten an der Test- und Kontrolllinie zu binden und somit ein positives oder negatives Test-
ergebnis anzuzeigen.!?! Dafiir ist es wichtig, dass die Marker auf den Linien iiber die komplette
Lagerungszeit ihre Aktivitit beibehalten.!*”) Wahrend des LFTs muss das Membranmaterial in
der Lage sein, die Analytlosung gleichmif3ig zu transportieren ohne dass die Analytmolekiile
und Marker unspezifisch an der Membran binden."*! Ein idealer Fluidfluss durch die Membran
erfolgt durch Kapillarkrifte und benétigt keine externen Pumpen.®3%¢! In den meisten LFTs
kommen NC-Membranen*! zum Einsatz, allerdings gab es in der Vergangenheit 6fters bestre-
ben Membranmaterialien aus Nylon, Polyethersulfon oder Polyvinylidenfluorid herzustellen. >
Diese Versuche waren allerdings nur begrenzt erfolgreich, da Faktoren wie Kosten, einge-
schranktem Nutzen, Schulungsaufwand aufgrund einer neuen Oberflichenchemie, Anpassung
von Herstellungsabldufen und dem Widerstand von Testherstellern gegen Verdnderungen auf-
grund des grolden Erfahrungsschatzes im Umgang mit der etablierten NC als Membranmaterial
vorlagen.[®”)

Nitrocellulose weist einige Eigenschaften auf, welche NC-Membranen in der Anwendung fiir
LFTs beliebt machen. Diese sind beispielsweise eine kapillargetriebene Fluidimbibition, hohe
Proteinbindekapazitit, relativ einfache Handhabung und eine Vielzahl verschiedener Produkte
auf dem Markt mit verschiedenen Fliefgeschwindigkeiten und Detergensbeschichtungen. !
Die Herstellungskosten von LFTs sind im Vergleich zu aufwandigen Labortests eher gering. Ne-
ben den zuvor genannten positiven Aspekten des Materials, gibt es einige Charakteristiken die
eine Anwendung von NC als Membranmaterial erschweren. Die Herstellung von NC-Membra-
nen unterliegt Schwankungen, welche fiir eine ungenaue Reproduzierbarkeit der Membranqua-
litdt innerhalb und zwischen verschiedenen Chargen sorgen konnen. Die Qualitdtsschwankun-
gen lassen sich unter anderem auf unterschiedliche Loslichkeit der Nitrocellulose zwischen ver-
schiedenen Chargen zuriickfiihren, was sich auf die Fallungseigenschaften dieser auswirkt und
somit inhomogene Porenstrukturen erhalten werden kénnen.?*! Bei der Herstellung der Memb-
ranen liegt die Nassfilmdicke des Lacquers deutlich unterhalb eines Millimeters, was bei
Schwankungen der Trocknungsparameter zu Storungen in der Lacquer-Zusammensetzung fiihrt
und sich in einer inakzeptablen Variation der Membrandicke und strukturellen Artefakten wie-
derspiegelt.!?! Des Weiteren kann es bei der Lagerung der Membranen zu Haltbarkeitsproble-
men durch Alterungserscheinungen kommen. NC-Membranen sind zudem leicht entflammbar
und besitzen eine geringe mechanische Stabilitit, was vor allem bei der Verarbeitung zu Be-
schadigungen durch Knicke, Einkerbungen und Komprimierung des Materials fithren kann."?!
Aus diesen Griinden wird nach wie vor viel Aufwand betrieben um die Herstellungsprozesse fiir
NC-Membranen konsequent weiter zu entwickeln.

Die Herstellung von NC-Membranen erfolgt durch langsames und kontrolliertes Ausfillen von
Polymer (NC) aus einem Losemittelsystem auf einer Tragerfolie.?>%87% Die zur Herstellung
verwendeten Losungen werden als Lacquer bezeichnet. Dieser besteht aus NC, Losemitteln,
Nicht-Losemitteln und Prozessadditiven. Die Qualitdt der verwendeten Lacquer Komponenten
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ist entscheidend fiir die reproduzierbare Herstellung der Membranen. Losemittel, Nicht-Lose-
mittel und Additive konnen in der Regel einfach auf Reinheit und Zusammensetzung iiberpriift
werden, wohin gegen NC aus Cellulose hergestellt wird und natiirlichen Schwankungen in den
Molekulargewichten aufweist.’*”) Zudem kommt, dass nur ein geringer Anteil der weltweit pro-
duzierten NC in die Membranherstellung einflie3t, was zur Folge hat, dass NC-Chargen ge-
mischt werden miissen um die idealen Herstellungsparameter (z.B. Viskositét) einzustellen.?"]
Bei der Membranherstellung wird angestrebt, dass die erhaltenen Membranen eine konsistente
Struktur aufweisen, eine gleichméilf3ige Dicke haben und die mikrofluidischen Eigenschaften
konsistent sind.!*®! Dies wird durch eine akribische Kontrolle der Trocknungs- und Verdamp-
fungsparameter des Lacquers sichergestellt. Durch sehr langsames Verdampfen der Losungsbe-
standteile kommt es zur Assoziation der Polymerketten bevor diese gemeinsam ausfallen und
porose Strukturen bilden.?® Das Nicht-Losemittel sollte dabei am langsamsten Verdunsten und
den Polymerketten als Template zur Porenbildung dienen. Dieser Prozess ist in Schema 1-3
dargestellt.

Lésemittel
Nicht-Losemittel .:D |:> I:D
NC L

Schema 1-3: Mechanismus der Entstehung von porésen Strukturen bei der Herstellung von NC-Membranen.

Die Porenstruktur der Nitrocellulose sorgt dafiir, dass Fliissigkeiten diese nicht ohne weiteres
benetzen kénnen (vgl. Abschnitt 5.1.1, Abbildung 5-1).?”) Aus diesem Grund miissen NC-
Membranen mit Detergens beschichtet werden, um einen Fluidfluss im Material etablieren zu
konnen.?”! Die Detergensbeschichtung ermoglicht es den Testfliissigkeiten in die Poren der
Membran vorzudringen. Das aufgebrachte Detergens kann die Performance von LFTs beeinflus-
sen, weshalb bei der Entwicklung von Assays verschiedene Membranmaterialien iterativ getestet
werden miissen.*”) Neben der Detergensbeschichtung spielt die PorengréRe im Membranmate-
rial eine wichtige Rolle fiir den Fluidfluss. Diese lasst sich durch geeignete Auswahl der Her-
stellungsparameter einstellen. In NC-Membranen kommt es zu einer Ausbildung von
schwammartigen porosen Strukturen, weshalb die Porengrof3e als Begriff zur Charakterisierung
der Membranen inakkurat ist.['”) Zur Charakterisierung von Membranen werden aus diesem
Grund die Fluidinteraktion mit der Membran herangezogen. Da die Fliel3geschwindigkeit mit
fortscheitender Distanz im Membranstreifen abnimmt (Vgl. Abschnitt 1.4) wird diese nicht zur
Membrancharakterisierung verwendet.®®! Stattdessen wird die kapillare FlieRzeit (CFT) fiir die
Beschreibung von Membranmaterialien und deren Eigenschaft Fluide zu transportieren verwen-
det.!'” Die CFT (vgl. Abschnitt 8.6) ist definiert als die Zeit, die ein Fluid benotigt um 4 cm
entlang eines definierten Membranstreifens zuriickzulegen und stellt eine Endpunktmethode
dar.[%87% Vereinfacht kann gesagt werden, dass mit steigender PorengroRe der Membran die
FlieRgeschwindigkeit des Fluids zunimmt und damit die CFT abnimmt (vgl. Abschnitt 5.3). Die
Auswahl der Membranen anhand der CFT wirkt sich auf die zu erwartende Sensitivitdt der
Assays aus. Eine hohe CFT (niedrige Flielgeschwindigkeit) ermoglicht ldngere Verweilzeiten
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auf dem Membranmaterial, was die Interaktionswahrscheinlichkeit zwischen Analyt und Anti-
korpern erhoht.!®! Dies erhoht die Sensitivitdt des Assays. Bei Verwendung von niedrigen CFT
ist der Fluidfluss schneller, was zu geringeren Interaktionszeiten und zu weniger sensitiven As-
says fiihrt.'’®®! Die CFT der Membranmaterialien kann zudem verwendet werden um den Assay
auf den Analyten anzupassen. Bei Proben mit einer héheren Viskositédt, wie z.B. Blut, Serum
oder Plasma kann die Verwendung einer niedrigen CFT (schneller Fluidfluss) von Vorteil
sein. >

1.4 Cellulose und Papier

Die Entwicklung von Membranmaterialien und diagnostichen Assays ist in Vergangenheit rasant
vorangeschritten.!”! Jedoch standen dabei die Weiterentwicklung hinsichtlich der Sensitivitét,
Spezifitit und der Detektion mehrere Analyten parallel im Vordergrund.'*#72-7¢1 Eine nach-
haltigere Gestaltung der Assays stand dabei nicht im Fokus. Dieses Interesse ist seit Mitte der
2010er Jahre kontinuierlich am Zunehmen.””! Zur nachhaltigeren Gestaltung von
Membranmaterialien ist eine drastische Anderung der verwendeten Komponenten nétig. Dabei
sollte im Vordergrund stehen, dass verwendete Materialien zuriick in den Wertstoffkreislauf
gefiihrt werden konnen und dass ein Grof3teil dieser aus nachwachsenden Rohstoffen besteht.
Ein Weg zur nachhaltigeren Gestaltung von Membranmaterialien stellt die Verwendung von
Papieren aus Cellulose dar.

Cellulose ist ein praktisch in allen Pflanzen der Welt vorkommendes Naturprodukt, ist reichlich
vorhanden und daher kostengiinstig.”® In den meisten organischen Losungsmitteln und Wasser
ist Cellulose unloslich, was sich mit der Struktur dieser Verbindung erklaren lésst. Diese ist in
Abbildung 1-2 dargestellt.

a) Anhydroglucose Einheit b) Cellobiose
OH OH
(@) HO
Omo
HO O

OH m

Abbildung 1-2: Strukturformel von a) der Anhydroglucose Einheit (AGU) und b) Cellobiose Einheit bestehend aus
zwei B-(1,4)-verkniipften AGUs.['4]

Cellulose ist ein homopolymer aus D-Anhydroglucopyranose Einheiten (AGU) (Abbildung 1-2
a), welche B-(1,4)-verkniipft vorliegen. Die Verkniipfung zweier AGUs fiihrt zur strukturellen
Monomereinheit der Cellulose (Abbildung 1-2 b), diese wird als Cellobiose bezeichnet. Aus der
B-glycosidischen Verkniipfung der Momomere geht eine lineare Polymerstruktur hervor.!*4 Je
nach Quelle der Cellulose variieren die Polymerisationsgrade, sprich die Anzahl an Monome-
reinheiten die das Polymer bilden. Diese liegen zwischen 300 — 1.700 Monomereinheiten fiir
Cellulose aus Holzzellstoff und zwischen 800 — 10.000 Monomereinheiten fiir Cellulose aus
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Baumwolle und anderen Faserhaltigen Pflanzen.!'¥ Die Struktur der Cellulose wurde erstmals
1920 von Hermann Staudinger aufgeklart, was den Grundstein fiir die modernen Polymerwis-
senschaften legte.”"! Dabei stellte Staudinger fest, dass Cellulose aus kovalent verkniipften Bau-
steinen besteht, und nicht aus nicht-kovalent angeordneten Glucose-Einheiten. 8! Neben der
kovalenten Verkniipfung von AGUs, kommt es durch Wasserstoffbriickenbindungen zur Ausbil-
dung von Uberstrukturen der Cellulose. Diese sind in Abbildung 1-3 dargestellt.

.--OH -===-"0H
HO gl ---HO- i : o
L :
o

/\j— HO\/\ /v HO\/\

Abbildung 1-3: a) Ausschnitt der Cellulose Uberstruktur, welche durch intramolekulare (Rot) und intermolekulare
(Blau) Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert werden.['*! b) Fransen-Fibrillen-Modell der Celluloseliberstruktur mit
kristallinen Bereich (Griin) und amorphen Bereich (Gelb).

Durch intra- und intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen (Abbildung 1-3 a), kommt es
durch Ausrichtung der einzelnen Celluloseketten zu Uberstrukturen. Diese werden als Elemen-
tarfibrillen bezeichnet. Die Anordnung dieser, kann wie in Abbildung 1-3 b) dargestellt werden.
Dabei kommt es zur Ausbildung von kristallinen Bereichen mit einer hohen Ordnung der Fib-
rillen und zur Ausbildung von amorphen Bereichen. Diese Modelle werden als Fransen-Fibril-
len-Modell oder kristallin-amorphes Zweiphasenmodell bezeichnet. 284 Die Uberstruktur der
Cellulose wirkt sich auf die mechanischen Eigenschaften dieser aus. Kristalline Teilbereiche sor-
gen fiir eine hohe Festigkeit und Steifigkeit, wohingegen amorphe Bereiche fiir Elastizitdt und
Flexibilitit der Cellulose sorgen.®> Die Uberstruktur und Teilkristallinitit fithrt zu einer chemi-
schen Stabilitéit gegeniiber gewohnlichen organischen Losemitteln und Wasser.®¢! Die Ausbil-
dung von Uberstrukturen der Cellulose zu Fibrillen setzt sich zu groRer werdenden Strukturen
bis hin zur Cellulosefaser fort. Dies ist in Abbildung 1-4 dargestellt.
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Cellulose Faser

Makrofibrille

Mikrofibrille

Abbildung 1-4: Uberstrukturen von Cellulose ausgehend vom Polymer bis hin zur Faser und REM-Mikrographen ver-
schiedener Cellulosestrukturen.['4]

Wie zuvor geschildert, lagern sich die Celluloseketten zu Uberstrukturen zusammen.'8” Zuerst
erfolgt die Aneinanderlagerung mehrerer Ketten zu Elementarfibrillen mit einem Durchmesser
von ca. 3,5 nm.®8 Diese gehen im weiteren Verlauf zu ca. 10 — 35 nm groRen Mikrofibrillen
tiber.® Diese bilden eingebettet in Hemicellulosen und Lignin die Makrofibrillen. Letzendlich
entsteht durch zusammlagern der Makrofibrillen die Cellulosefaser.®®°! Die Dimensionen der
Fasern ist abhingig von der Herkunft der Faserquelle, im Durchmesser variieren Fasern von
10 um — 50 wm, wohingegen ihre Linge im Bereich von 1 mm — 3 mm liegt.!8”]

Aus Cellulosefasern lassen sich Papiere durch Entwéssern von Fasersuspensionen iiber ein Sieb
und Trocknen unter Druck bei erhohter Temperatur herstellen. Papier ist ein seit fast 2.000
Jahre bekanntes Material, bei dem die Papierfasern statistisch verteilt iibereinander liegen und
nicht miteinander verwoben sind.®>%%! Die Anfiange der Papierherstellung erfolgte durch hén-
disches Schopfen der Fasern aus einer Suspension mit einem Sieb. Die Hauptanwendung der
Papiere diente iiberwiegend zur Dokumentation von Wissen und Weitergabe von Informatio-
nen.'* Heutzutage lassen sich Papiere grofRtechnisch herstellen und sind aus dem Alltag nicht
wegzudenken. Die weltweite Produktion von Papieren lag 2021 bei ca. 417 Millionen Tonnen,
welches zu einem GroRteil in China, den USA, Japan und Deutschland hergestellt wurde.®”!
Die Anwendung der Papiere beschrdnkt sich bei weitem nicht mehr alleine auf
Dokumentationszwecke. Der grof3te Teil der Papiere sind derzeit Verpackungspapiere und
Pappen (53,0%), grafische Papiere (34,2%), Hygienepapiere (6,6%) und Spezialpapiere
(6,2%)."81 Zu den Spezialpapieren zdhlen Produkte die in diagnostische Papiere, Dekorpapiere,
Filterpapiere oder Isolatorpapiere fiir Energiespeicher flieRen. Gemessen an der gesamt
produzierten Jahresmenge entsprechen Spezialpapiere einer Masse von 1,4 Millionen
Tonnen."4
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Papier ist ein giinstiges und robustes Material’®”, welches thermisch stabil, einfach zu lagern
und gut transportierbar ist.””!! Da es aus nachwachsenden Rohstoffen hergestellt wird ist es gut
zersetzbar, rezyklierbar und unproblematisch zu entsorgen.””! Der strukturelle und chemische
Aufbau von Papieren ermdglicht es, dass durch kapillarkrafte Fliissigkeiten durch das pordse
Material transportiert werden konnen, ohne dass extrinsische Krifte z.B. durch Pumpen
aufgewendet werden miissen.%) Auch wenn dies sehr einfach erscheint, so spielen Phdnomene
wie Benetzung, Transport, Verdampfung und Diffusion bei diesem komplexen Vorgang eine
Rolle.”! Vereinfacht ldsst sich der Fluidtransport iiber die Lucas-Washburn-Gleichung
(Gleichung (1)) beschreiben. Diese ladsst sich durch Kombination der Hoffmann-Tenner-
Gleichung”!, der Young-Gleichung!'®! und der Young-Laplace-Gleichung!%? erhalten. Die
Ausfiihrliche Herleitung ist bei Masoodi et al. beschrieben. 02!

x(t) = /% t (1

Die Lucas-Washburn-Gleichung beschreibt den proportionalen Zusammenhang zwischen der
zuriickgelegten Strecke x eines Fluids in einem Biindel paralleler zylindrischer R6hren mit der
Wurzel der Fliel3zeit t.1'%%) Bezogen auf den Fluidfluss in Papier ist die zuriickgelegte Strecke
der Flief3front x abhédngig von der Oberflichenspannung y zwischen Fliissigkeit und Luft, den
effektiven Porenradius des Papiers r, dem Kontaktwinkel zwischen Faser und Fliissigkeit 6 und
der Fluidviskositét u beschrieben.!”:1%4 Da die tatsdchliche Struktur von Papieren sich stark von
zylindrischen Rohren unterscheidet, miissen Naherungen angenommen werden, damit die Glei-
chung Anwendung finden kann. Vereinfacht wird angenommen, dass der Querschnitt von Pa-
pieren gleichmif3ig und ohne Verunreinigungen ist. Zudem sind die Poren einheitlich und zy-
lindrisch und das Fliissigkeitsreservoir ist unendlich. Des Weiteren wird davon ausgegangen,
dass die Papiere keine Mikrostrukturierung aufweisen.!'* In Bezug auf Membranmaterialien
fiir diagnostische Assays, spielt die zuriickgelegte Strecke eine nebensichliche Rolle, da Memb-
ranmaterialien auf definierte Langen geschnitten und verwendet werden. Wichtiger ist die Zeit
die benotigt wird um den Membranstreifen zu durchfliefen. Dafiir kann die Washburn-Glei-
chung (Gleichung (1)) nach der benétigten Fliel3zeit t zu Gleichung (2) umgestellt werden.
x%2u

tx) = = ZE 2)

yr cosé@

Nach dem Umstellen der Washburn-Gleichung kénnen Zusammenhénge fiir zu erwartende Zei-
ten nach einer definierten FlieRzeit getroffen werden. In klassischen LFTs kann die zuriickge-
legte Strecke iiber den gesamten Membranstreifen als konstant angenommen werden. Dies gilt
ebenfalls fiir den Kontaktwinkel 8, der Fluidviskositit u und der Oberflachenspannung y. Dem-
nach ist wie in Gleichung (3) zu erkennen die benétigte Zeit zum Erreichen einer definierten
Strecke antiproportional zum Porenradius des Membranmaterials.

1

e 3)
r

Dieser Zusammenhang zeigt, dass Membranmaterialien mit gro3en Poren geringere Flie3zeiten
und somit eine grof3ere Flielgeschwindigkeit aufweisen, als Membranen mit kleinen Poren.
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1.5 Motivation

Die Entwicklung von pordsen NC-Membranen geht zuriick bis in die 1910er Jahre, wo diese fiir
Filtrationsanwendungen genutzt wurden.®” Durch konsekutive Weiterentwicklung des Mate-
rials wurden Mitte der 1980er Jahre mehrere Patente eingereicht welche den Fluidfluss von
gefarbten und mit Antikorper beschichteten Partikeln beschreiben. Diese Patente markieren die
Geburtsstunde der Lateral Flow Immuno Assays.''”) Bereits 1988 erfolgte die Markteinfiihrung
des ersten Schwangerschaftstests (hCG-Assay) fiir die Anwendung zu Hause. Bis Heute, sind
NC-Membranen aus modernen diagnostischen Assays aufgrund ihren herausragenden Eigen-
schaften nicht wegzudenken und kommen in einer Vielzahl von Assays und analytisch- diagnos-
tischen Fragestellungen zum Einsatz. Die dabei angewendeten Tests sind in der Regel Einweg-
artikel, was wie zuletzt wiahrend der SARS-CoV-2 Pandemie zu sehen war, zu grof3en Mengen
Einwegabfillen fiithrt.['%! Eine Riickfithrung der bei den Assays verwendeten Wertstoffe findet
in der Regel nicht statt. In dieser Arbeit wird die Herstellung und Charakterisierung von alter-
nativen Membranmaterialien auf Papierbasis diskutiert. Die verschiedenen Herstellungswege
fiir alternative Membranmaterialien und konventionellen NC-Membranen sind in Schema 1-4
skizziert.

. Konventionelle NC Membranen O NCPHM O CN-Papiere

Schema 1-4: Darstellung der verschiedenen Herstellungswege fiir konventionelle NC-Membranen (Rot), NCPHM
(Orange) und CN-Papiere (Gran).
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Der Herstellungsweg fiir konventionelle NC-Membranen ist in Schema 1-4 im roten Herstel-
lungspfad dargestellt. Fiir diagnostische Assays werden NC-Membranen {iberwiegend auf PET-
Folien hergestellt, die der porosen NC als Tragermaterial dienen. Die Herstellung von PET aus
fossilen Rohstoffen ist energieaufwandig, was sich in den Rohstoffkosten des Materials wieder-
spiegelt. NC selbst, wird direkt aus Cellulose hergestellt, welche aus nachwachsenden Rohstof-
fen gewonnen werden kann.['%1%7) Allerdings ist NC nicht biologisch abbaubar und teurer in
der Herstellung als Papier aus Cellulose. Durch Beschichtung von PET-Tragerfolien mit NC-
Losungen werden konventionelle NC-Membranen erhalten. Werden anstelle der PET-Tréagerfo-
lie Papiere mit NC-Losungen beschichtet, so konnen NC-Papier-Hybridmaterialien (NCPHM)
erhalten werden (Schema 1-4, orangener Pfad). Durch diese Manahme lief3e sich ganzlich auf
PET-Tragerfolien verzichten und den Anteil an fossilen Grundmaterialien im Membranmaterial
reduzieren. Ein direkter Weg zum Membranmaterial ohne die Notwendigkeit aus Fasern zuerst
NC herzustellen und diese beschichtend aufzubringen (NCPHM), ist die reaktive Umsetzung
von Papieren zu CN-Papieren (Schema 1-4, griiner Pfad). Dieser direkte Weg ist weniger kom-
plex und bendétigt weniger Zwischenschritte als die Herstellung konventioneller NC-Membranen
und NCPHM. Mit der Herstellung von NCPHM und CN-Papieren sollte es moglich sein, die zuvor
erwahnten Vorteile von Papieren und NC miteinander in einem neuartigen Material zu verei-
nen.

Einleitung und theoretische Grundlagen 13



2. Ziele und Strategie

Wie einleitend thematisiert gibt es zahlreiche etablierte Membranmaterialien fiir diagnostische
Assays. Fiir einen Grofteil dieser kommen NC-Membranen zum Einsatz, welche auf PET-Tra-
gerfolien aufgebracht sind. Diagnostische Assays an sich, bestehen neben dem Membranmate-
rial zu einem groRen Anteil aus Kunstoffen, welche nach der Anwendung nicht zuriick in die
Wertschopfungskette gefiihrt werden. Dies ist mit einem zunehmenden Nachhaltigkeitsbe-
wusstsein in der Gesellschaft und Industrie nicht mehr in Einklang zu bringen. Zudem ist die
Reduktion von Einwegplastikabfallen politischer Wille, was beispielsweise an der Einwegplas-
tik-Richtlinie der Européischen Union deutlich zu erkennen ist."'%! Besonders deutlich, auch fiir
die breite Weltbevolkerung, war dies wahrend der SARS-CoV-2 Pandemie zu beobachten, bei
der ca. 8,4 = 1,4 Millionen Tonnen pandemieassoziierter Abfall angefallen ist.['%! Davon wur-
den ca. 40.000 Tonnen allein durch Schnelltests verursacht.'%! Diese dienten der Gesundheit
aller, zu Lasten unserer Umwelt.

Neben dem Nachhaltigkeitsaspekt wird anhand der intrinsischen Eigenschaften von NC-Memb-
ranen und Papieren klar, dass diese bereits fiir sich genommen spannende Eigenschaften auf-
weisen. Papiere besitzen eine inhdrente Flexibilitdt und Stabilitdt und lassen sich in gro3em
Mal3stab auf Rolle herstellen, sowie einfach transportieren und lagern. Wahrend der Papierher-
stellung lassen sich die Makroporen im Fasernetzwerk einstellen, was zu einer guten Kontrol-
lierbarkeit des Fluidflusses im Papier fithrt. Nachteilig an diesem aus nachwachsenden Rohstof-
fen gewinnbaren Material ist eine geringe Proteinbindeaffinitit. NC-Membranen, welche bis
heute den Goldstandard fiir Membranmaterialien darstellen, weisen hervorragende Proteinbin-
deeigenschaften auf. Die Porengrofden des Materials lassen sich durch Kontrolle der Herstel-
lungsparameter einstellen, was die Kontrollierbarkeit des Fluidflusses nach zuséatzlicher Deter-
gensbeschichtung gewéhrleistet. Allerdings weisen NC-Membranen aufgrund ihrer Porenstruk-
tur eine gewisse Briichigkeit auf, welche 6fters zu Beschddigungen des Membranmaterials fiih-
ren. Dariiber hinaus sind bei Transport und Lagerung von NC-Membranen besondere Vorkeh-
rungen aufgrund der leichten Entflammbarkeit des Materials zu treffen. Zu Papieren und NC-
Membranen wurde in der Vergangenheit viel Forschung betrieben, weniger bekannt sind dage-
gen Systeme in denen NC und Papier miteinander kombiniert werden. Auf diesem Wege konn-
ten neuartige Hybridmaterialien entstehen, deren Eigenschaftsprofile eine besondere Eignung
als alternative Membranmaterialien fiir diagnostische Assays aufweisen.

2.1 Ziele

Durch Kombination der positiven und inharenten Eigenschaften von Papier und Nitrocellulose,
sollen neuartige NC-Papier-Hybridmaterialien hergestellt werden. Diese sollen durch etablierte
Herstellungsverfahren (Tauchbeschichtung und Liniendruckverfahren) hergestellt und charak-
terisiert werden. Durch die Kombination dieser Materialien, sollte sich der Anteil an NC im
neuartigen Hybridmaterial reduzieren lassen und auf Trégerfolien wie bei konventionellen NC
Membranen verzichtet werden konnen. Auch die direkte reaktive Umsetzung von Papieren zu
Cellulosenitrat-Papieren ist eine mogliche Route zu neuartigen Membranen. Die zuvor genann-
ten Materialien werden zudem dem Nachhaltigkeitsanspruch gerecht, da eine Reduktion des
benoétigten NC-Gehalts und ein groBerer Anteil an nachwachsenden Rohstoffen zum Einsatz
kommen.
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Aus dieser Zielstellung lassen sich folgende Fragestellungen ableiten:

e Ist es moglich neuartige Membranmaterialien herzustellen, die ohne eine PET-Trager-
folie in diagnostischen Assays Anwendung finden konnen?

e Lasst sich durch gezielten Einsatz von NC und cellulosebasierten Papieren ein Memb-
ranmaterial mit reduziertem NC-Gehalt im Vergleich zu konventionellen Membranen
herstellen?

e Welche Herstellungsmethoden sind fiir diese neuartigen Membranmaterialien geeignet?

e Konnen durch die Kombination dieser Materialien vergleichbare Flief3eigenschaften ein-
gestellt werden?

e Konnen durch den Einsatz von unbehandelten Papieren oder durch reaktiv modifizierte
Papiere Membranmaterialien erhalten werden, welche vollstindig ohne Applikation von
NC auf ein Tragermaterial auskommen?

e Lasst sich die Eignung der hergestellten Materialien als Membranmaterial durch die An-
wendung von etablierten Assays {iberpriifen?

2.2 Strategie

Die in dieser Arbeit hergestellten Materialien werden mit konventionellen NC-Membranen und
unbehandelten Baumwoll-Linters-Papieren verglichen. Um die aus den Zielen abgeleiteten Fra-
gestellungen zu behandeln, kommen verschiedene Konzepte zum Einsatz, welche fiir die Her-
stellung von alternativen Membranmaterialien in Abbildung 2-1 herangezogen werden kénnen.

a) NC-Membran b) NCPHM c) CN-Papier d) Papier

Q 02 .,
9, o N o™

ONO,

. NC . Papier

Abbildung 2-1: Zu erwartende neuartige Membranmaterialien b) und c) im Vergleich zu a) konventionellen NC-
Membranen und d) Baumwoll-Linters-Papieren. Die zu erwartenden NC-Anteile der verschiedenen Materialien nimmt
von den konventionellen NC-Membranen a) hin zum unbehandelten Baumwoll-Linters-Papier d) ab.

Die alternativen Membranmaterialien lassen sich entweder durch Beschichtung von Papieren
mit NC-Lacquern oder durch reaktive Umsetzung von Papieren herstellen. Durch die Beschich-
tung werden NCPHM erhalten (Abbildung 2-1 b). Eine reaktive Umsetzung der Papiere ermog-
licht die Herstellung von CN-Papieren (Abbildung 2-1 ¢). Nachfolgend werden die Konzepte der
beiden Materialklassen beschrieben.
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Terminologie Cellulosenitrat/Nitrocellulose

In den nachfolgenden Konzepten wird sowohl der fachlich korrekte Begriff Cellulosenitrat, als
auch der umgangssprachliche Begriff Nitrocellulose verwendet. Beide Begrifflichkeiten be-
schreiben die selbe chemische Verbindung, welche aus Veresterung von Cellulose mit Salpeter-
sdure hergestellt werden kann. Die unterschiedlichen Bezeichnungen wurden gezielt gewahlt
um in der Terminologie der alternativen Membranmaterialien die Herstellungsmethode dieser
zu implizieren. Materialien die durch eine reaktive Umsetzung von Papieren durch Sauremi-
schungen erhalten werden (Abschnitt 2.2.2), sind nachfolgend als Cellulosenitrat-Papiere (CN-
Papiere) bezeichnet. Wird eine Losung von kommerziell erworbenem Cellulosenitrat zur Be-
schichtung von Papieren verwendet, (Abschnitt 2.2.1), so wird die umgangssprachliche Be-
zeichnung Nitrocellulose genutzt, da dies eine Vereinigung von zwei unterschiedlichen Materi-
alien zu NCPHM deutlicher hervorhebt.

2.2.1 Konzept NC-Papier-Hybridmaterialien

NC-Membranen finden aufgrund ihrer herausragenden Proteinbindeeigenschaften und ihren
mikrofluidischen Eigenschaften grof3e Beliebtheit in der Anwendung in diagnostischen As-
says.'? Allerdings sind NC-Membranen briichig und weisen eine geringe mechanische Stabilitat
auf, weshalb die NC auf PET-Trégerfolien aufgebracht werden miissen.!?”! Um alternative Mem-
branmaterialien ohne Trégerfolien herstellen zu konnen, sollen offenporige Baumwoll-Linters-
Papiere mit NC-Losungen beschichtet werden. Die Papiere sollen dabei als dreidimensionales
Stiitzmaterial fiir die NC dienen. Bei der Herstellung von NCPHM lassen sich verschiedene Pa-
rameter und deren Auswirkung auf die Morphologie der Materialien, den Fluidfluss und die
Anwendbarkeit in diagnostischen Assays testen. Die getesteten Parameter umfassen die Gramm-
atur des verwendeten Basispapiers, die Zusammensetzung des aus acht Komponenten beste-
henden NC-Lacquers, die Temperatur und die relative Luftfeuchtigkeit bei der Beschichtung.
Zudem werden Beschichtungsparameter wie die Ziehgeschwindigkeit und Dosierung des Lac-
quers betrachtet.

Um ein gleichméaf3ig und vollfldchig beschichtetes Membranmaterial erhalten zu konnen, bietet
sich das Tauchbeschichtungsverfahren an. Bei der Tauchbeschichtung konnen Papiere durch
Eintauchen in eine NC-Losung, auch NC-Lacquer genannt, vollstindig und durchdringend mit
NC beschichtet werden. Die dabei erhaltenen Materialien sollen eine gleichméRige NC-Vertei-
lung iiber das gesamte Material besitzen, was eine Substitution der konventionellen NC-Memb-
ranen in Assays mit dem neuartigen Membranmaterial vereinfachen wiirde.

Zur Reduktion des benétigten NC-Anteils auf den Membranmaterialien kann dariiber hinaus
die Beschichtung der Papiere durch eine ortsdefinierte Auftragung der NC-Losung erfolgen.
Hierbei werden ortsdefinierte NCPHM erhalten. Die NC befindet sich nur im Bereich der Test-
und Kontrolllinie der diagnostischen Assays. Bei der Anwendung in einem Assay wird dabei der
Fluidfluss bis zum mit NC beschichteten Bereich durch die Flief3eigenschaften des unbehandel-
ten Papiers bestimmt. Solch eine Art von Membranaufbau ist bei konventionellen NC-Membra-
nen auf PET-Tréagerfolien nicht realisierbar.

Die Vereinigung von NC und Papier in einem Hybridmaterial stellt hinsichtlich der mikrofluidi-
schen Eigenschaften, proteinbindenden Eigenschaften, Flexibilitdt und Nachhaltigkeit ein span-
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nendes Material dar. Eine Kombination dieser Materialien und deren Anwendbarkeit in diag-
nostischen Assays ist bis dato vollig neu und kann ein grol3es Potential als alternative zu kon-
ventionellen NC-Membranen bieten.

2.2.2 Konzept CN-Papiere

Bevor auf CN-Papiere als alternative Membranmaterialien eingegangen werden kann, muss zu-
néchst eine terminologische Abgrenzung zu Begrifflichkeiten wie ,,paper based lateral flow as-
say“ oder ,,Nitrocellulose Papers“ getroffen werden, wie sie haufig in der Fachliteratur zu finden
sind.!1%-112] Diese haben im Regelfall nichts mit Papieren oder papierbasierten Materialien wie
in Abschnitt 1.4 beschrieben zu tun. Es handelt sich dabei um NC-Membranen, deren einzige
Ahnlichkeiten zu Papier die Farbe, Form und Dicke der Materialien ist. Selbst der Fakt, dass NC
aus Cellulose hergestellt wird, welche ebenfalls der Hauptbestandteil von Papier ist, rechtfertigt
die Bezeichnung von ,papierbasierten Membranen“ nicht.

Die Herstellung von alternativen Membranmaterialien ist nicht auf die Beschichtung von Papie-
ren mit NC limitiert. Durch reaktive Umsetzung von Papieren zu CN-Papieren lassen sich Memb-
ranmaterialien erhalten, welche vollstindig aus Cellulosenitrat bestehen und nicht aus einer
Kombination mehrerer Materialien. Bei der Umsetzung der Cellulose zu Cellulosenitrat soll die
Struktur des Fasernetzwerks erhalten bleiben. Dies soll sicherstellen, dass ein Fluidfluss im Ma-
terial moglich ist. Da das Material in allen Dimensionen aus Cellulosenitrat bestehen soll, wird
davon ausgegangen, dass eine bessere Proteinbindung im Vergleich zu unbehandelten Papieren
zu beobachten sein wird. Dies ist fiir die Herstellung von diagnostischen Assays wichtig, da eine
gute Proteinbindung zu schmalen und kontrastreichen Test- und Kontrolllinien fiihrt. 2!

Im Vergleich zu den zuvor beschriebenen NCPHM muss durch die direkte Umsetzung keine
zusatzliche NC aufgebracht werden. Der bendtigte Rohstoffbedarf fiir diese Materialien ist
dadurch geringer. Ebenfalls ist keine PET-Tragerfolie zur Herstellung der Cellulosenitrat Pa-
piere notig. Die Anzahl der Herstellungsparameter ist deutlich geringer als bei NCPHM. Die
Eigenschaften der Cellulosenitrat-Papiere wird lediglich durch die Zusammensetzung der aus
drei Komponenten bestehenden Nitriersauremischung, der Papiergrammatur und der Reakti-
onszeit bestimmt. Eine aufwéndige Kontrolle der klimatischen Bedingungen wie bei der Her-
stellung von NCPHM und konventionellen NC-Membranen ist nicht notig.

Cellulosenitrat-Papiere sind die logische Konsequenz aus dem Bestreben den bendtigten NC-
Gehalt bei der Herstellung von Membranmaterialien zu reduzieren. Die einfache Herstellungs-
methode, geringerer Rohstoffbedarf und die ausschliel3liche Umsetzung des nachwachsenden
Rohstoffs Papier zu einem funktionalen Membranmaterial kann grof3es Potential bieten, diese
Materialien als alternative zu konventionellen NC-Membranen in diagnostischen Assays zu ver-
wenden.
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3. Methodenteil

3.1 Bildgebende Charakterisierungsmethoden fiir alternative Membranmaterialien

Zur morphologischen Charakterisierung von NCPHM und CN-Papieren konnen verschiedene
Mikroskopietechniken eingesetzt werden. Die Auswahl der geeigneten Technik ist abhédngig von
der zu untersuchenden Probe und Praparationsmethode.

3.1.1 Konfokalmikroskopie

Die Betrachtung von vollflachigen und ortsdefinierten NCPHM mittels konfokaler Laserscanning
Mikroskopie (CLSM) ermoglicht es durch Anfarbung verschiedener Komponente diese vonei-
nander auf den Hybridmaterialien zu unterscheiden. Je nach verwendetem Objektiv kommt es
zu unterschiedlichen grof3en Sehfeldern bei der Aufnahme. Um groRe Probenflédchen aufzuneh-
men, konnen Kachelbildaufnahmen erstellt werden, bei dem mehrere nebeneinanderliegende
Sehfelder zu einem grof3en Bild zusammengefiigt werden.

Bei der Konfokalmikroskopie handelt es sich um eine spezielle Technik der Fluoreszenzmikro-
skopie, bei der ein punktweises Abrastern der Probe stattfindet.!*'*] Der Lichtweg eines Konfo-
kalmikroskops ist in Abbildung 3-1 dargestellt.

+— Detektor

Pinhole

Tubuslinse

Strahlteiler

Objektiv. —w7_,

Fokusebene — -- - Anregungs-Pinhole

Abbildung 3-1: Lichtweg eines Konfokalmikroskops bestehend aus dem Anregungsstrahlengang (Griin), dem Emissi-
onsstrahlengang (Rot) und des Lichtwegs von Fluoreszenzsignalen auBerhalb der Fokusebene (Magenta).l''4

Das Anregungslicht (Laser) wird durch eine Lochblende (Pinhole) fokussiert und iiber einen
Strahlteiler (Dichroid) in das Objektiv gelenkt. Durch das Objektiv wird das Anregungslicht als
Abbildung des Pinholes in die Fokusebene der Probe projiziert. Auf der Probe werden die ent-
sprechenden Fluorophore angeregt, welche Licht mit einer langeren Wellenldnge im Vergleich
zum Anregungslicht emittieren. Das emittierte Licht wird vom Objektiv aufgefangen und zuriick
zum Strahlteiler gelenkt, welcher das ldngerwellige Emissionssignal passieren ldsst. Durch die
Tubuslinse wird die Emission durch ein weiteres Pinhole fokussiert. Dieses hat die Aufgabe Licht
von der Probe, welches nicht aus der Fokusebene stammt aus dem Strahlengang zu entfernen.
Das verbleibende Licht was das Pinhole passiert, wird anschlief3end von einem Detektor aufge-
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nommen und digital verarbeitet. Um ein zweidimensionales Bild zu erhalten, wird das Anre-
gungslicht mit Hilfe von Scanning-Spiegeln iiber die Probe gelenkt und diese Punkt fiir Punkt
abgerastert. Die erhaltene Bildinformation stammt bei dieser Technik nur aus der Fokusebene,
was einem optischen Schnitt durch das Praparat entspricht. Durch die Aufnahme mehrerer Fo-
kusebenen (z-Stapel) lassen sich durch geeignete Bildverarbeitung dreidimensionale Informa-
tionen {iber die Verteilung von Fluoreszenzsignale erhalten.!!%]

Um Fluoreszenzaufnahmen mit dieser Technik anfertigen zu konnen, bedarf es einer Fluores-
zenzfarbung der verschiedenen Bestandteile der Probe. Zur Anfarbung von Papieren kann Cal-
cofluor White M2R verwendet werden, welches bei einer Wellenldnge von 405 nm angeregt
werden kann."'®! Die NC-Lacquer werden unspezifisch mit Rhodamin B markiert. Zur Anregung
von Rhodamin wird ein Laser mit 552 nm verwendet. Diese Kombination von Fluorophoren
liefert bei der Untersuchung der NC-Verteilung in NCPHM reproduzierbare Ergebnisse. In Ab-
bildung 3-2 sind exemplarisch CLSM-Aufnahmen eines vollfldchig beschichteten NCPHM ge-
farbt mit Calcofluor White M2R und Rhodamin B dargestellt.

a) einzelne Fokusebene b) Maximalprojektion ¢) Maximalprojektion 2-Kanile

CFW
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Abbildung 3-2: CLSM Aufnahmen von vollflaichigen NCPHM. Die Papierfasern sind mit Calcofluor White M2R gefarbt
(Cyan) und die NC mit Rhodamin B (Magenta). a) Aufnahme einer einzelnen Fokusebene in je einem Kanal, b) Ma-
ximalprojektionen in je einem Kanal, c) liberlagerte Maximalprojektionen beider Fluoreszenzkanile.

Zur Betrachtung der Proteinbindung an NCPHM, wurde Fluoresceinisothiocyanat (FITC) ver-
wendet, welches entweder an Bovines Serumalbumin (BSA)[''®) oder Dextran gebunden war.
Dieses kann mit einem Laser bei 488 nm angeregt werden. Die Aufnahmesoftware des Konfo-
kalmikroskops erlaubt die sequenzielle Aufnahme mehrerer Fluorophore nacheinander, sodass
in einem Bildausschnitt ortsaufgeloste Informationen iiber mehrere Farbstoffe erhalten werden
konnen. Dies spielt vor allem bei der Betrachtung der Proteinbindeeigenschaften von BSA an
NC eine Rolle (vgl. Abschnitt 6.1). Befindet sich FITC-markiertes BSA und NC an derselben
Stelle, so kann dies durch eine Kolokalisation der beiden Fluorophore beobachtet werden. Dabei
kommt es zu einer Uberlagerung der einzelnen Farben der Fluorophore (z.B. Rot und Griin)
was sich in einer Kolokalisationsfarbe (z.B. Gelb) zeigt (vgl. Abschnitt 6.1, Abbildung 6-1 und
Abbildung 6-2).
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Mit CLSM-Aufnahmen lassen sich Bildinformationen sowohl lateral als auch axial aus der Probe
ermitteln. Die tiefe der axialen Bildinformation und dessen Auflésung hiangt stark von den op-
tischen Eigenschaften der Probe ab. Im Fall von Papieren, NC-Membranen und NCPHM betrégt
die Eindringtiefe nur wenige Mikrometer, da die Materialien eine hohe Lichtstreuung aufwei-
sen. Um Informationen iiber die NC-Verteilung im Inneren von NCPHM zu erhalten, konnen
Querschnittsaufnahmen angefertigt werden. Hierfiir miissen die Proben in transparentes Harz
eingebettet werden. Nach dem Aushérten des Harzes konnen Querschnitte durch Verwendung
eines Mikrotoms erstellt werden und fiir die Bildgebung genutzt werden. Das Harz fiillt die
Hohlrdume in den Materialien aus, und verleiht diesen Stabilitit, sodass beim Schneiden keine
Beschiadigung der Materialstruktur auftritt. Die beim Anfertigen der Mikrotomschnitte erhalte-
nen Artefakte sind gering.

3.1.2 Rasterelektronenmikroskopie

Zur Untersuchung der Morphologie der in dieser Arbeit verwendeten Materialien, kann die Ras-
terelektronenmikroskopie (REM) eingesetzt werden. Diese Mikroskopietechnik zeichnet sich
durch eine sehr hohe Auflosung aus. Zudem erméglicht die Technik Aufnahmen mit einer gro-
Ren Tiefenschéirfe. Um Proben mittels REM untersuchen zu konnen, miissen diese vakuumstabil
und elektrisch leitfahig sein. Proben die eine zu geringe Leitfahigkeit aufweisen, miissen zuvor
mit einer leitfadhigen Schicht versehen werden, dies kann z.B. durch Sputtercoating realisiert
werden. Der schematische Aufbau eines REMs ist in Abbildung 3-3 dargestellt.

W-Filament

Wehnelt
-Zylinder

) - ! I [.
P — /node _VL_
4 Elektronensml“

ﬁ_ F]\Kondensorspule\

A m—blende

@ n— Scanspule
Probe

Detektor

Abbildung 3-3: a) Vereinfachter Querschnitt durch ein Rasterelektronenmikroskop. b) Querschnitt durch einen
Wehnelt-Zylinder (Elektronenquelle).l'17.118]

Im Gegensatz zur Lichtmikroskopie werden fiir die Bildgebung Elektronen beno6tigt. Damit diese
genutzt werden konnen, muss das gesamte System unter Hochvakuum stehen. Die Elektronen
werden in der Elektronenquelle erzeugt. Diese besteht aus dem Wehnelt-Zylinder, in dem z.B.
ein Wolfram-Filament verbaut ist. Durch einen angelegten Heizstrom am Filament, wird dieses
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auf Temperaturen von ca. 2800 K erhitzt. Beim Anlegen einer Hochspannung, gehen die Elekt-
ronen vom Filament ins Vakuum {iber. Eine an der Anode angelegte Beschleunigungsspannung
beschleunigt die ausgetretenen Elektronen in die so genannte Elektronensiule hinein. Um den
Elektronenstrahl zu formen und diesen auf einen schmalen Durchmesser zu bringen, passiert
der Strahl verschiedene Kondensorspulen. Diese biindeln den Elektronenstrahl, welcher durch
eine Aperturblende faillt. Diese entfernt einen Grol3teil an Elektronen, die Trajektorien aufwei-
sen, welche aul’erhalb der optischen Achse der Elektronensaule liegen. Mit der Aperturblende
kann eine orthogonale Strahlausrichtung zur Probenoberfldche realisiert werden. Der ausge-
richtete und schmale Elektronenstrahl wird im letzten Schritt durch die Scanspulen auf die
Probe gelenkt. Die Scanspulen sorgen dafiir fiir ein punktweises Abrastern der Probenoberfla-
che, dhnlich wie es mittels Scanspiegeln beim CLSM realisiert wird. Zudem ist die Scanspule
fiir die Einstellung der Fokusebene zustdndig. Beim Auftreffen des Elektronenstrahls auf die
Probenoberfliche kommt es zur Interaktion der Elektronen mit der Probe. Dabei entsteht eine
Vielzahl verschiedener Signale, welche {iber spezifische Detektoren in der Probenkammer auf-
genommen werden.

Die drei wichtigsten entstehenden Signale sind Sekundérelektronen (SE), Riickstreuelektronen
(BSE) und charakteristische Rontgenstrahlung. Beim Auftreffen des Primirelektronenstrahls
auf die Atome der Probe, kommt werden Elektronen aus der Probe frei, welche durch inelasti-
sche Streuung entstehen. Diese niederenergetischen Elektronen werden als Sekundérelektro-
nen bezeichnet und stammen aus den oberen Schichten der Probe. Die Bildgebung mit Sekun-
dérelektronen ist nur im Hochvakuum moglich und liefert eine sehr gute Auflésung und Topo-
graphiekontraste der Probe. Eine Unterscheidung verschiedener Komponenten im aufgenom-
menen Bereich sind nicht moglich. Neben der Entstehung von Sekundérelektronen kommt es
durch elastische Streuung in der Probe zur Entstehung von Riickstreuelektronen. Diese stam-
men hauptsichlich aus dem Primérelektronenstrahl und haben eine hohe Energie. Riickstreu-
elektronen entweichen aus der Probe anndhernd in Eindringrichtung und kénnen direkt am
Polschuh mit einem geeigneten Riickstreudetektor aufgezeichnet werden. Das Riickstreusignal
der Probe kommt aus Bereichen, die bis ca. 5 um tief in der Probe liegen konnen, was zu einer
verminderten lateralen Auflosung im Vergleich zur Bildgebung mit Sekundarelektronen fiihrt.
Die Energie der Riickstreuelektronen variiert je nach Materialzusammensetzung und ist abhan-
gig von der Atommasse der Probe. Atome mit hoherer Ordnungszahl erzeugen mehr Riickstreu-
elektronen und liefern hohere Signalintensitdten, als Atome mit geringer Ordnungszahl. Dies
ermoglicht Aufnahmen mit einem Materialkontrast wodurch unterschiedliche Materialien von-
einander unterschieden werden konnen. Allerdings ist fiir die Unterscheidung verschiedener
Materialien ein gewisser Massenunterschied der beinhalteten Elemente notig. Eine Unterschei-
dung von NC und unbehandelter Cellulose ist im Riickstreukontrast nicht moglich. Aufgrund
der hohen Energie von Riickstreuelektronen konnen diese auch bei der Bildgebung bei hoheren
Driicken in der Kammer, sprich bei schlechteren Vakuumkonditionen genutzt werden. Neben
Sekundar- und Riickstreuelektronen werden bei der Interaktion zwischen Elektronenstrahl und
Probe charakteristische Rontgenstrahlen frei. Diese konnen zur genauen Identifizierung von
Elementen in der Probe im Bereich von zehntel Atomprozenten genutzt werden. Charakteristi-
sche Rontgenstrahlung entsteht, wenn der Primérelektronenstrahl aus den Atomen der Probe
Elektronen aus den inneren Schalen herausschliagt. Die dadurch entstehenden Liicken werden
durch Elektronen aus hoheren Schalen gefiillt. Der Sprung der Elektronen von héheren Schalen
zu niedrigen erfolgt unter Aussendung von Rontgenquanten. Diese haben eine charakteristische
Energie und konnen mit einem geeigneten Rontgendetektor aufgenommen werden. Als Resul-
tat werden Rontgenspektren der Probe erhalten. Durch Aufzeichnung von Rontgenspektren in
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jedem Bildpunkt, konnen Elementverteilungen auf der Probe aufgezeichnet und kartographiert
werden. Die Emission von Rontgenquanten ist abhédngig von der Ordnungszahl der Elemente
und der verwendeten Beschleunigungsspannung des Primérelektronenstrahls. Bei leichteren
Elementen als Natrium (Ordnungszahl <11) ist die Nachweisgrenze deutlich geringer. Dies
ermoglicht in den meisten Fallen keine Unterscheidung der leichten Elemente, sodass eine Un-
terscheidung von Kohlenstoff und Stickstoff nicht méglich ist. Eine Kartographierung von
NCPHM und CN-Papieren wiirde demnach keine verwertbare Materialverteilung liefern. Die
von der Probe emittierten Rontgenstrahlung kann aus bis zu 10 um Tief aus der Probe stammen,
sodass die laterale Auflosung bei der Kartographierung der Proben niedriger ist, als bei der
Bildgebung mit Riickstreu- und Sekundérelektronen.

Die Verwendung der Elektronenmikroskopie ist fiir die morphologische Betrachtung der ver-
schiedenen Proben dieser Arbeit eine unerléssliche Methode. Papiere, NC-Membranen, NCPHM
und CN-Papiere weisen eine hohe Lichtstreuung auf, weshalb lichtmikroskopische Methoden
fiir die Untersuchungen der Mikrostruktur an ihre Grenzen stofden. Die kleinsten Details auf
den untersuchten Proben liegen in einem Grof3enbereich, welcher Unterhalb der Auflosungs-
grenze der Konfokalmikroskopie liegt. Mit der Elektronenmikroskopie lassen sich je nach Pro-
benpraparation und Probe Auflésungen von bis zu 3 nm erzielen. Nachteilig bei dieser Methode
ist jedoch, dass keine Unterscheidung von NC, Cellulosenitrat und Papier aufgrund des geringen
Materialkontrasts und der niedrigen Nachweisgrenze der Rontgensignale leichter Elemente
moglich ist. Die Materialverteilung von NC lésst sich nur anhand von morphologischen Unter-
schieden und Ausbildung von Strukturen abschétzen. Aus diesem Grund ist die Verwendung
der komplementdren Mikroskopiemethoden (REM und CLSM) fiir die Beurteilung der Proben-
morphologie wichtig. In Abbildung 3-4 sind exemplarisch REM-Mikrographen von einem Baum-
woll-Linters-Papier und einer NC-Membran dargestellt.

Abbildung 3-4: REM-Mikrographen von Baumwoll-Linters-Papier (75 g/m2) und einer NC-Membran (HiFlow 75) bei
unterschiedlichen VergréBerungen. Die Aufnahmen wurden mittels SE-Detektor aufgenommen.
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Die Anfertigung von Querschnittsaufnahmen ist bei der Rasterelektronenmikroskopie ebenfalls
moglich. Hierfiir muss die Probe axial geschnitten werden. Ein Einbetten der Probe ist nicht
moglich da das Harz die Poren fiillt und kein Topographiekontrast bei der Detektion der Se-
kundarelektronen zu erhalten ist. Aus diesem Grund miissen andere Schnitttechniken ange-
wandt werden, wie z.B. der Guillotinenschnitt. Dies kann aufgrund der Probenbeschaffenheit
zu Prédparationsartefakten, wie z.B. Quetschung der Probe fiihren.

3.1.3 Fluoreszenz-Imager

Zur Betrachtung groer Proben bzw. Probenflichen kann ein Fluoreszenzimager eingesetzt
werden. Dieser ermoglicht Bildaufnahmen von fluoreszenzmarkierten Proben bis zu einer
Grolde von 12,0 cm x 12,0 cm. Zur Anwendung kommt diese Technik bei der Anfertigung kon-
trastreicher Fluoreszenzaufnahmen, welche zur Untersuchung der proteinbindenden Eigen-
schaften von vollflichigen NCPHM (Abschnitt 6.1) und der Auswertung von Linienbreiten der
ortsdefinierten NCPHM (Abschnitt 4.3.2) verwendet werden konnen.

Die Vorgehensweise zur Auswertung der Linienbreiten bei ortsdefinierten NCPHM sind in
Schema 3-1 dargestellt.

Ausschnitt

i r
!
HAuﬂragung

11 _2ul

Hpx. txt

a)

28.1924)

Schema 3-1: Vorgehensweise zur Auswertung von Linienbreiten von ortsdefinierten NCPHM durch Verwendung ei-
nes Fluoreszenzimagers. a) Foto von ortsdefinierte NCPHM mit schwachem Kontrast. b) Fluoreszenzaufnahme von
ortsdefinierten NCPHM mit Rhodaminfarbung.

Die Fotoaufnahmen von ortsdefinierten NCPHM (Schema 3-1 a) weisen nur schwache Kontraste
auf, welche zur Bildauswertung nicht ideal sind. Durch Anfarben des NC-Lacquers bei der Her-
stellung, lasst sich eine deutliche Kontraststeigerung durch Fluoreszenzaufnahmen erzielen
(Schema 3-1 b). Die Fluoreszenzaufnahmen werden mittels Bildbearbeitung auf den benédtigten
Bereich beschrankt und schwellwertbasiert segmentiert. Orthogonal zu den aufgedruckten Li-
nien werden Linienprofile angelegt, aus welchen die Halbwertsbreiten der Linien bestimmt wer-
den. Diese werden anschliellend graphisch gegen die Dosierung des NC-Lacquers aufgetragen.

Zur Bestimmung der Proteinbindung an vollflichigen NCPHM (Abschnitt 6.1) werden die Flu-
oreszenzintensitiaten entlang eines Linienprofils wie in Schema 3-2 dargestellt bestimmt.
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Schema 3-2: Ermittlung der Fluoreszenzintensitdten entlang vollflachig beschichteter NCPHM zur Bestimmung der
proteinbindenden Eigenschaften und Auftragung der Fluoreszenzintensitdten gegen die Positionsinformation auf
den Proben.

Durch Platzierung von Linienprofilen entlang vollflichiger NCPHM, konnen die relativen Fluo-
reszenzintensititen entlang der Probe ermittelt werden. Diese konnen graphisch gegen die Po-
sition auf dem Material aufgetragen werden. Dies fiihrt zu einer Intensitatsverteilung entlang
der Probe, welche in Korrelation zur gebundenen Proteinmenge steht.

3.2 Benetzungseigenschaften und mikrofluidische Charakterisierung

Bei der Entwicklung von Membranmaterialien fiir diagnostische Schnelltests, kommen Memb-
ranmaterialien in Kontakt mit Testfliissigkeiten. Die Testfl{issigkeiten sollen von den Membran-
materialien in diagnostischen Assays transportiert werden.

Zur Ermittlung des Benetzungsverhaltens der Materialien mit Wasser, werden Kontaktwinkel-
messungen eingesetzt. Diese Methode ermdglicht es durch Aufbringen eines Fliissigkeitstrop-
fens auf Oberflachen die Wechselwirkung zwischen fliissiger Phase und Festkorper zu bestim-
men. Eine Benetzbarkeit der Materialoberflache muss gegeben sein, damit ein Fluidfluss im
Material realisiert werden kann. Bei unzureichender Benetzbarkeit wird eine Beschichtung der
Membranoberflachen mit Detergens noétig. Dies ist bei konventionellen NC-Membranen géngige
Praxis und ist ebenfalls bei neuartigen Membranmaterialien eine Moglichkeit die Benetzbarkeit
zu erh6hen. Zudem werden auf diesem Wege identische Bedingungen geschaffen, die eine bes-
sere Vergleichbarkeit zwischen den Materialien ermoglichen.

Bei einer ausreichend guten Benetzbarkeit der Materialoberfldche, lésst sich ein Fluidfluss in
den Materialien etablieren. Fiir die Charakterisierung von Membranen, spielt die kapillare
Flie3zeit (CFT) eine wichtige Rolle. Die CFT ist definiert, als die Zeit die benétigt wird eine
definierte Strecke auf einem Membranmaterial zuriickzulegen. Dabei wird lediglich der End-
punkt der Zeitmessung verwendet. Je niedriger die CFT ist, desto schneller ist der Fluidfluss in
der Membran. Wie in Abschnitt 1.4 beschrieben, ist die Flie3geschwindigkeit entlang des
Membranstreifens nicht gleichmif3ig, sondern nimmt mit fortschreitender Distanz ab. Aufgrund
einer Vielzahl an unterschiedlichen Membranmaterialien auf dem Markt, kann die passende
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Membran mit den geeigneten Flief3eigenschaften fiir die gewiinschten Assays ausgesucht und
verwendet werden. Der Messaufbau fiir die Bestimmung von kapillaren Flie[3zeiten ist in Abbil-
dung 3-5 dargestellt.

15 mm

——

— 40mm

Abbildung 3-5: a) Dimensionen der getesteten Membranmaterialien. b) Stéander zur parallelen Durchfiihrung zweier
Messungen der kapillaren FlieBzeiten.

Die kapillaren Flief3zeiten sind abhéngig von der Porenstruktur der Membranmaterialien. Zu-
dem wird diese durch die Viskositét der Testfliissigkeit beeinflusst. Zur Charakterisierung der
Membranmaterialien kommt haufig Milli-Q® Wasser zum Einsatz. In der tatsdchlichen Anwen-
dung von diagnostischen Assays besteht die Testfliissigkeit hdufig aus (verdiinnten) Korperfliis-
sigkeiten wie Urin, Sputum, Serum, Schwei oder Blut.!"?!

3.3 Diagnostische Assays zur Membrancharakterisierung

Neben der Herstellung und Charakterisierung von alternativen Membranmaterialien miissen
diese in diagnotsichen Assays getestet werden. Als Referenzmaterialien dienen konventionelle
NC-Membranen und unbehandelte Baumwoll-Linters-Papiere. Da es eine Vielzahl an dia-
gnostisch relevanten Assays gibt, wird sich in dieser Arbeit auf zwei verschiedene Anwendungen
beschrankt.

Seit des ersten Schwangerschaftstest fiir den Heimgebrauch in den 1980er Jahren, wurden viele
diagnostische Lateral Flow Assays auf den Markt gebracht.®® Die Anwendungsgebiete dieser
Assays sind vielféltig und werden in der Diagnostik, Lebensmittelsicherheit, Umweltunter-
suchungen, Verterindrmedizin, pharmazeutischer Analytik und Drogentests eingesetzt.>3 Der
am weitesten verbreiteten Schnelltest fiir den heimgebrauch stellte vor 2020 der Schwanger-
schaftstest und Ovaluationstest dar. Diese Assays brachten es im Jahr 2005 zu Umsétzen von
ungefahr 565 Millionen US Dollar, was ca. 87% des Marktanteils fiir Schnelltests zur
Heimanwendung betrug.!?®! Aus diesem Grund zihlt der Schwangerschaftstest (hCG-Assay)
heute noch zu einem der wichtigsten Assays, weshalb dieser fiir die Qualitdtskontrolle bei der
Herstellung von Membranmaterialien immer wieder als Referenz verwendet wird. Der hCG-
Assay wird deshalb auch in dieser Arbeit als Referenz Assay fiir die neuartigen Membran-
materialien verwendet.
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Neben der Feststellung von Schwangerschaften finden Lateral Flow Assays Anwendung in der
Fritherkennung von Krankheiten. Dies sollte spatestens seit der SARS-CoV-2 Pandemie weltweit
bekannt sein. Im Gegensatz zu SARS-CoV-2 tritt eine Infektion mit dem Hepatits-B-Virus in der
Frithphase unbemerkt auf.'* Die Frithphase einer akuten Hepatitis-B Erkrankung ist schwierig
festzustellen, da die Detektion der Krankheitsmarker haufig aufwéandige Reagenzien und Geréte
erfordert.'*] Die Sensitivitits- und Spezifititsanforderungen an HBsAg-Assays (Hepatitis-B-
Oberflachen-Antigen) sind sehr hoch, sodass Stand 2023 nur zwei HBsAg-Assays von der Welt-
gesundheitsorganisation (WHO) validiert und zugelassen wurden.['2%121] Diese Assays erfiillen
die regulatorischen Standards der Europdischen Union fiir die analytische Sensititvitdt von
HBsAg und weist den internationalen HBsAg-Standard nach.!'?2123] Aufgrund der hohen
Anforderungen fiir diesen Assay, wurde in dieser Arbeit der Schnelltest zur Fritherkennung des
Hepatitis-B-Oberfldchenantigens (HBsAg) ausgewahlt.

Die Durchfiihrung aller Assays in dieser Arbeit sollen anhand etablierter Vorschriften durch-
gefithrt werden, um eine Vergleichbarkeit zu Standardtestverfahren von Membranherstellern
zu gewdhrleisten. Durch einen Austausch der konventionellen NC-Membranen durch
alternative Membranmaterialien, wird die Eignung dieser Materialien fiir diagnostiche
Schnelltests gepriift.
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4. Herstellung und Charakterisierung von NCPHM und CN-Papieren

Zur Herstellung neuartiger, alternativer Membranmaterialien, lassen sich verschiedene Herstel-
lungsmethoden wahlen. Durch Beschichtung von Baumwoll-Linters-Papieren mit NC-Lacquer
konnen vollflichige NCPHM mittels Tauchbeschichtung (Abschnitt 4.1) und ortsdefinierte
NCPHM mittels Liniendruckverfahren (Abschnitt 4.3.1) hergestellt werden. Die Herstellung die-
ser NCPHM ist detailliert in Abschnitt O beschrieben. Nachfolgend wird die bevorzugte Herstel-
lungsmethode so wie die verschiedenen variierten Parameter in der Herstellungsweise disku-
tiert. Die Charakterisierung der trockenen vollflachigen NCPHM umfasst iiberwiegend die Mor-
phologie der Materialien und Beschichtungsgewichte (Abschnitt 4.2). Bei den ortsdefinierten
NCPHM wird zudem die erzielten Linienbreiten untersucht (Abschnitt 4.3). Die mikrofluidi-
schen Eigenschaften der Materialien und die Eignung dieser als Membranmaterial fiir diagnos-
tische Assays wird in Abschnitt 5.2, Abschnitt 6.2 und Abschnitt 6.3 untersucht.

4.1 Herstellung von vollflachig beschichteten NCPHM

Fiir die Beschichtung und Veredelung von Papieren, gibt es mannigfaltige Beschichtungsverfah-
ren. Diese sind sowohl im Labormalf3stab, als auch grof3technisch etabliert. Bei der Beschichtung
der Papiere spielt die Fliissigkeitsaufnahmeféhigkeit des Papiers eine entscheidende Rolle iiber
die finale Materialverteilung nach der Beschichtung.?%

Wird eine oberflachliche Beschichtung von Papieren angestrebt, muss ein Eindringen der Be-
schichtungslosungen in das Material verhindert werden. Dies kann beispielsweise durch ein
vorheriges Beschichten von Papieren zur Hydrophobierung der Oberflache geschehen. Eine Re-
duktion der Fliissigkeitspenetration lasst sich auch mechanisch durch verschlieen der porésen
Oberflache erzielen.'?! Hierfiir kénnen Fiillstoffe aufgebracht werden, die sich auf die Papier-
oberflache legen und ein Eindringen von Fliissigkeiten reduzieren.'?®] Eine weitere mechani-
sche Methode zur Verschlielfung der Poren ist die Kalandrierung, bei der die Faserzwischen-
raume durch Verpressen des Papiers zwischen Walzen verschlossen werden.['27:1281 7y den héu-
figsten Vertretern fiir Methoden zur Oberfldchenbeschichtungen zdhlen das Rakeln und das
Curtain Coating."2>13% Bei diesen Verfahren werden Beschichtungen als diinner Film aufgetra-
gen, wobei diese nur geringfiigig in das Fasergefiige eindringen. Oberfldchenbeschichtete Pa-
piere finden u.a. Anwendung als Schreib- oder Grafikpapiere, oder auch als Verpackungsmate-
rialien.[®>131)

Vollfldchige bzw. imprégnierende Beschichtungen lassen sich durch die Verwendung von saug-
fahigen Papieren erzielen. Gewtiinscht ist dabei ein vollstdndiges Eindringen der Beschichtungs-
losungen in das Fasernetzwerk.!'32123] Papiere die ohne spezielle Nachbehandlung hergestellt
wurden sind in der Lage Beschichtungslosungen vollstdndig aufzunehmen. Durch Kapillarkréfte
wird die Losung in das Innere des Fasernetzwerks transportiert.!!%! Dabei spielt die Beschich-
tungsmethode eine untergeordnete Rolle, da der Fliissigkeitstransport zu jeder Zeit stattfindet.
Die Beschichtungsmethode kann allerdings dazu beitragen, die im Fasernetzwerk deponierte
Menge an Beschichtungslosung zu kontrollieren. Unterschiedliche Beschichtungsmethoden sind
in Schema 4-1 dargestellt. Beim Aufbringen der Losungen durch Rakeln (Schema 4-1 b), kann
iberschiissiges Material von der Papieroberfldche abgetragen werden, bzw. nur eine definierte
Menge deponiert werden.!*# Die Verwendung einer Leimpresse (Schema 4-1 ¢) ermoglicht es
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durch den kontrollierbaren Anpressdruck und die Geschwindigkeit zweier Walzen die depo-
nierte Menge an Beschichtung zu steuern. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass sich sehr geringe
Beschichtungsgewichte erzielen lassen.!’*>! Neben den zuvor genannten Methoden kann auch
eine Tauchbeschichtung (Schema 4-1 a) verwendet werden. Bei Tauchbeschichtungen wird das
saugfahige Papier fiir eine definierte Zeit vollstindig in die Beschichtungslosung eingetaucht.
Das Auftragsgewicht der Beschichtung kann durch die Verweilzeit bzw. die Zuggeschwindigkeit
des Papiers aus der Losung heraus kontrolliert werden. 136

Die verschiedenen Beschichtungsmethoden und der schematische Ablauf der Herstellung von
vollflachig beschichteten NCPHM sind in Schema 4-1 dargestellt.

- =

NCPHM Detergensbeschichtung NCPHM
+Detergens

Papier

O Papier . Nitrocellulose . Detergens

Schema 4-1: Schematischer Ablauf der Herstellung von vollflachigen NCPHM. a) - ¢) Die Beschichtung der Papiere mit
NC-Lacquer kann mit verschiedenen Beschichtungsmethoden (Tauchbeschichtung a), Rakeln b), Leimpresse c) reali-
siert werden. Die NCPHM werden mit Detergens beschichtet, um das Material fiir die Anwendung als in diagnosti-
schen Assays einsetzbar zu machen.

Konventionellen NC-Membranen werden in der Regel mittels Curtain Coating auf einer nicht
saugenden PET-Folie hergestellt.[?”) Der auf diesem Wege aufgebrachte NC-Lacquer wird unter
streng kontrollierten klimatischen Bedingungen getrocknet. Bei der Trocknung kommt es zur
Ausbildung von Poren durch Mikrophasenseparation im NC-Lacquer.*!

Bei der Herstellung von NCPHM wird eine vollflachige und impréagnierende Beschichtung der
Papiere angestrebt. Aus diesem Grund wurden Beschichtungsmethoden, welche klassischer-
weise fiir rein oberflachliche Beschichtungen (Rakeln, Curtain Coating) nicht angewendet. Wie
zuvor beschrieben bietet die Beschichtung von Papieren mittels einer Leimpresse eine homo-
gene, kontrollierbare und reproduzierbare Beschichtung. Diese ist ebenfalls grof3technisch rea-
lisierbar und skalierbar. In dieser Arbeit wurde die Tauchbeschichtung als reproduzierbares,
kontrollierbares und anpassbares Beschichtungsverfahren fiir die Herstellung vollflachiger
NCPHM gewihlt.

Die Tauchbeschichtung kann in einer vollstdndig klimatisch kontrollierten Umgebung (T, RH)
durchgefiihrt werden. Hierfiir wurde ein Klimaschrank verwendet, in dem ein Dip Coater plat-
ziert wurde. Mit diesem konnten semiautomatisch reproduzierbare Beschichtungsprozesse
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durchgefiihrt werden. Von konventionellen NC-Membranen ist bekannt, dass die Leistungsfa-
higkeit dieser im Hinblick auf kapillare Flief3zeiten und der Sensitivitit in diagnostischen Assays
von der Porenstruktur der Membranen abhéngig ist.’? In dieser Arbeit werden die unterschied-
lichen Einflussfaktoren auf die Porenbildung bei der Beschichtung von Papieren mit NC-Lacquer
untersucht. Als Beschichtungslosung (NC-Lacquer) wird sich dabei an gdngigen Zusammenset-
zungen orientiert, wie sie bei konventionellen NC-Membranen zur Anwendung kommen. Zu-
dem werden die Zusammensetzungen dieser in ihrem NC-Anteil variiert. Neben der Zusammen-
setzung des Lacquers werden ebenfalls Prozessparameter wie die Zuggeschwindigkeit im Be-
schichtungsprozess und die klimatischen Bedingungen (T, RH) variiert. Die hergestellten Ma-
terialien werden nachfolgend mit verschiedenen Methoden hinsichtlich ihrer Morphologie und
den Beschichtungsgewichten charakterisiert. Nach einer Detergensbeschichtung werden die
Materialien fiir mikrofluidische Untersuchungen (Abschnitt 5.3) verwendet und deren Eignung
als alternatives Membranmaterial fiir diagnostische Schnelltests erprobt (Abschnitt 6.2).

4.2 Charakterisierung von konventionellen NC-Membranen und vollflachig be-
schichteten NCPHM

Die unter Variation verschiedener Parameter hergestellten NCPHM werden hinsichtlich ihrer
Morphologie und den Beschichtungsgewichten charakterisiert. Bei der Tauchbeschichtung wer-
den verschiedene NC-Anteile im Lacquer verwendet und die Ziehgeschwindigkeit variiert. Eben-
falls wird die Temperatur und relativen Luftfeuchtigkeit variiert und deren Einfluss auf die er-
haltenen Materialien untersucht. Als Basispapiere kommen Baumwoll-Linters-Papiere mit
Grammaturen von 50 g/m2 und 75 g/m2 zum Einsatz. Ferner werden die Hybridmaterialien
mit konventionellen NC-Membranen verglichen.

Durch Variation verschiedener NC-Anteile im Lacquer, sollen bei der Applikation verschiedene
Massenanteile NC auf das Papier iibertragen werden. Es ist zu erwarten, dass mit steigendem
NC-Gehalt auch die eingebrachte Menge NC zunehmen wird. Bei konventionellen NC-Membra-
nen wird die Morphologie sowie die mikrofluidischen Eigenschaften vollstindig von der NC
bestimmt. Bei vollflichigen NCPHM ist zu erwarten, dass bei ausreichend hohen NC-Anteilen
eine anndhernd identische Morphologie erreicht werden kann, wie bei konventionellen NC-
Membranen. Bei geringen NC-Anteilen auf den Papieren ist zu erwarten, dass diese zu einer
Beschichtung der Faseroberflachen und Auskleidung der Makroporen des Fasergefiiges fiihren,
ohne die Papieroberfliache vollstdndig zu bedecken.

Bei unterschiedlichen Ziehgeschwindigkeiten bei der Tauchbeschichtung ist anzunehmen, dass
unterschiedliche Mengen NC-Lacquer auf die Papiere iibertragen werden. Bei niedrigen Ziehge-
schwindigkeiten ist zu erwarten, dass die Beschichtungsgewichte geringer ausfallen, als bei
schnellen Ziehgeschwindigkeiten. Bei niedrigen Geschwindigkeiten sollte der Lacquer ausrei-
chend schnell in das Vorratsgefal3 flieRen konnen, ohne auf dem Papiersubstrat einen grof3eren
Fliissigkeitsfilm auszubilden. Bei schnellen Ziehgeschwindigkeiten sollte ein oberfldchlicher
Fliissigkeitsfilm auf dem Substrat zuriickbleiben, welcher zu héheren Beschichtungsgewichten
fiihren sollte. Ebenfalls ist anzunehmen, dass mit steigendem NC-Gehalt die zuvor beschriebe-
nen Zusammenhinge in Kombination mit einer hoheren Viskositédt des Lacquers ebenfalls zu
hoheren Beschichtungsgewichten fiihren. Die Struktur der erhaltenen Hybridmaterialien sollte
unabhéngig der Ziehgeschwindigkeit sein. Es wird erwartet, dass die erhaltenen Strukturen im
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Falle einer vollstindigen Durchdringung des Papiers mit Lacquer, primér von der Zusammen-
setzung des Lacquers abhingig sind, und nicht zur aufgebrachten Menge. Durch das vollstan-
dige Eintauchen der Papiere in den Lacquer ist eine gleichmaRige und homogene Verteilung des
Lacquers zu erwarten.

Die Variation von Temperatur und relativer Luftfeuchtigkeit dient der Einschdtzung von Pro-
zessparametern bei der Herstellung. Eine hohere Temperatur wiahrend der Beschichtung sollte
sich nur geringfiigig auf die Beschichtungsgewichte der Papiere auswirken. Es ist anzunehmen,
dass eine erhohte Temperatur zu niedriger viskosen Lacquern fiihrt, was zu einem Abnehmen
der Beschichtungsgewichte fiihren sollte. Bei niedrigeren Temperaturen sollte die Viskositat des
Lacquers hoher sein, weshalb mehr Lacquer aufgebracht werden sollte. Da die Hybridmateria-
lien direkt nach der Beschichtung unter identischen klimatischen Bedingungen wie im Tauch-
prozess getrocknet wurden, wird erwartet, dass die Morphologie der NCPHM sich in Abhéngig-
keit der Temperatur d&ndern wird. Bei einer geringen Temperatur wird erwartet, dass sowohl
Losemittel als auch Nicht-Losemittel des Lacquers langsamer verdunsten. Dies sollte dazu fiih-
ren, dass es bei der Mikrophasenseparation des Lacquers zur Ausbildung von grof3eren Poren
auf dem Material kommt, da vor allem das Nicht-Losemittel langsamer verdampft und damit
als Porenbildner langer zur Verfiigung steht. Aus diesem Grund kann erwartet werden, dass die
erhaltene Morphologie sich durch ein gleichméf3igeres Porenbild und einer gleichméf3igeren
Probenoberflache auszeichnen. Bei hoheren Temperaturen sollte es zu einer schnelleren Trock-
nung und Verdunstung der fliissigen Bestandteile kommen, was zu einer geringeren Porengrol3e
und einer inhomogeneren Porenbildung fiihren sollte.

4.2.1 Morphologie konventioneller NC-Membranen und vollflachig beschichteter
NCPHM

Anhand von REM-Mikrographen wird die Morphologie von konventionellen NC-Membranen
und vollflachig beschichteten NCPHM untersucht. Die Aufnahmen der konventionellen NC-
Membranen als Referenzen sind in Abbildung 4-1 dargestellt.

2) HiFlow 75 b) HiFlow 120 ) HiFlow 135 d) HiFlow 180
& T :

=S

500x
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Abbildung 4-1: REM-Mikrographen von konventionellen NC-Membranen bei 500-facher und 6000-facher VergréBe-
rung. Der Skalierungsbalken flr 500x entspricht 50 um und ist gultig fir die obere Reihe, die Skalierung der 6000-
fachen VergroBerung betragt 5 ym. Dargestellt sind die Mikrographen der HiFlow 75, 120, 135 und 180 Membranen.
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Die Morphologie der unterschiedlichen NC-Membranen zeigen vergleichbare Strukturen. Die
Ubersichtsaufnahmen (500-fach) zeigen eine gleichmiRige Verteilung der porésen NC iiber die
gesamte Membranfldche. Es ist ebenfalls zu erkennen, dass von Abbildung 4-1 a) nach Abbil-
dung 4-1 d) eine Anderung der Porenradien stattfindet. Bei der HiFlow 75 Membran a) sind
grol3e Radien zu erkennen, welche hin zur HiFlow 180 Membran (Abbildung 4-1 d) abnehmen.
Dies ist ebenfalls in den Detailaufnahmen erkennbar. Neben den kleiner werdenden Porenra-
dien ist auch eine Verringerung der Partikeldurchmesser zu beobachten. Kleiner werdende Par-
tikel gehen einher mit kleiner werdenden Poren. Die Partikelgrof3en der HiFlow Membranen
sind in Abbildung 5-6 a) aufgetragen.

Zur Betrachtung der Morphologie von vollflichig beschichteten NCPHM wurden REM- und
CLSM-Aufnahmen gemacht. Der Einfluss des NC-Anteils im Lacquer auf die Morphologie ist in
Abbildung 4-2 dargestellt.

75 g/m?, 25 °C, 50% RH, 120 mm/min

3,5% 5,2% 7,0%

500x
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Abbildung 4-2: REM-Mikrographen von vollflachig beschichteten NCPHM, hergestellt auf 75 g/m2 Baumwoll-Linters-
Papieren bei 25 °C und 50% RH bei einer Ziehgeschwindigkeit von 120 mm/min. Verwendet wurden Lacquer mit NC-
Anteilen von 3,5%, 5,2% und 7,0% (w/w). Der Skalierungsbalken der 500-fachen VergréBerung betragt 100 um, die
Skalierung bei 5000-facher VergréBerung entspricht 10 um.

Die Verwendung von unterschiedlichen NC-Anteilen hat einen deutlich sichtbaren Einfluss auf
die Morphologie von vollflichigen NCPHM. Die Ubersichtsaufnahmen (500-fach) zeigen deut-
lich, dass bei einem NC-Anteil von 3,5% die urspriingliche Struktur des Fasernetzwerks zu er-
kennen ist. Die Cellulosefasern sind mit pordser NC {iberzogen. Eine vollstindige Bedeckung
der gesamten Papieroberfldche wird bei diesem Anteil nicht beobachtet. Die Mikrostruktur der
NC in den Detailaufnahmen (5000-fach) dhnelt der Struktur von konventionellen NC-Membra-
nen. NC-Partikel bilden ein pordses Netzwerk, welches im Vergleich zu den hoheren NC-Antei-
len grof3ere Porenradien bildet. Die Faseroberflachen werden nicht vollstdndig von pordser NC
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umgeben. Bei einer Erh6hung des NC-Anteils auf 5,2% wird die Papieroberflache komplett von
pordser NC iiberzogen. Die Faserstruktur ist nicht mehr zu erkennen. Die auf diesem Wege
erhaltene Hybridoberflache ist nicht vollstindig plan und weist Unebenheiten auf, welche durch
die darunterliegenden Fasern verursacht werden. Die Mikrostruktur in der Detailaufnahme un-
terscheidet sich im Vergleich zum niedrigeren NC-Anteil nur in den Porenradien. Diese sind
beim NC-Anteil von 5,2% kleiner, als beim Anteil von 3,5%. Der hohere NC-Anteil sorgt fiir eine
groBere Fiillung der Makroporen des Basispapiers. Bei einer weiteren Erhohung des NC-Anteils
im Lacquer auf 7,0% ist ebenfalls eine vollstindige Bedeckung der Papieroberfldche mit poroser
NC zu erkennen. Die Porenradien sind im Vergleich zu den niedrigeren NC-Anteilen kleiner und
die erhaltene Oberfldche ist plan ohne Unebenheiten. Die Mikrostruktur in der Detailaufnahme
unterscheidet sich nur geringfiigig im Bezug auf die Porenradien von der mit 5,2% NC im Lac-
quer hergestellten Probe. Diese sind bei einem NC-Anteil von 7,0% geringer. Neben der Be-
trachtung der Probenoberfldche, wird in Abbildung 4-3 die Verteilung der NC innerhalb des
Hybridmaterials untersucht.

50g/m?, 25 °C, 50% RH, 120 mm/min

5,2%

Abbildung 4-3: REM-Querschnittsaufnahmen von vollflachig beschichteten NCPHM hergestellt auf 50 g/m2 Baum-
woll-Linters-Papier bei 25 °C und 50% RH bei einer Ziehgeschwindigkeit von 120 mm/min. Verwendet wurden Lac-
quer mit NC-Anteilen von 3,5%, 5,2% und 7,0% (w/w). Die Skalierungen sind jeweils fir die dargestellte Reihe gultig.

Die Verteilung der NC innerhalb der Papiersubstrate und deren Morphologie wird anhand Quer-
schnittsaufnahmen (Abbildung 4-3) betrachtet. Bei der Probenpréparation kommt es zu einer
deutlichen Kompression der Hybridmaterialien entlang der Probendicke. Dies ist besonders bei
der Ubersichtsaufnahme des NCPHM mit einem NC-Anteil von 5,2% zu erkennen. Die Uber-
sichtsaufnahmen aller Hybridmaterialien zeigen, dass beide Auf3enseiten der Hybride mit po-
roser NC iiberzogen sind. Wie auch zuvor zu erkennen (Abbildung 4-2) ist bei einem NC-Anteil

32 Herstellung und Charakterisierung von NCPHM und CN-Papieren



von 3,5% noch die Faserstruktur der Basispapiers oberflachlich erkennbar. Bei 5,2% ist die Pa-
pieroberfldche deutlich deckender mit NC beschichtet, wobei noch Unebenheiten aufgrund des
Fasernetzwerks erkennbar sind, welche bei einem NC-Anteil von 7,0% nicht mehr sichtbar sind.
Die NC-Verteilung innerhalb des Materials ist am deutlichsten anhand der Detailaufnahmen zu
erkennen. Bei einem NC-Anteil von 3,5% ist in den Makroporen des Papiers porose NC erkenn-
bar. Diese ist Grof3teils an den Faseroberflachen lokalisiert. In einigen Féllen ist eine Abschei-
dung poroser NC auch innerhalb der Makroporen erkennbar, welche allerdings nicht vollstindig
ausgefiillt werden. Dies fiihrt zu groeren Porenradien innerhalb des Materials. Bei einem NC-
Anteil von 5,2% kann deutlich die Bildung eines porésen Netzwerks innerhalb der Makroporen
des Papiers beobachtet werden. Diese werden nahezu vollstdndig ausgefiillt. Bei einer weiteren
Erhohung des NC-Anteils im Lacquer auf 7,0% sind die Makroporen ebenfalls vollstindig mit
poroser NC gefiillt. Die Porenradien sind allerdings kleiner, als bei den niedrigeren NC-Anteilen.

Um die Materialverteilung im Inneren der Hybridmaterialien ohne Praparationsartefakte beur-
teilen zu konnen, wurden CLSM-Aufnahmen angefertigt. Diese sind in Abbildung 4-4 darge-
stellt.

5,2%, 25 °C, 50% RH, 120 mm/min

Abbildung 4-4: CLSM-Querschnittsaufnahmen (Maximalprojektionen) von vollflachigen NCPHM hergestellt mittels
Tauchbeschichtung bei 25 °C und 50% RH bei einer Ziehgeschwindigkeit von 120 mm/min. Verwendet wurde ein
Lacquer mit 5,2% (w/w) NC-Gehalt. Es wurden Basispapiere mit a) 50 g/m? und b) 75 g/m? verwendet. Der Skalie-
rungsbalken in a) ist glltig fir beide Aufnahmen und entspricht 50 um. Die Papierfasern sind in Cyan dargestellt
(Calcofluor White M2R), der aufgebrachte NC-Lacquer in Magenta (Rhodamin B).

Aufgrund der in Abschnitt 8.11 beschriebenen Probenpréparation fiir die CLSM-Aufnahmen
sind keine Praparationsartefakte zu erwarten. Die Papierfasern werden vor der NC-Beschich-
tung mit Calcofluor White M2R angeférbt, dieses bindet unspezifisch an Cellulose.!*'> Der NC-
Lacquer wird mit einer geringen Menge Rhodamin B versetzt, welches diesen einfarbt, aber
nicht spezifisch an NC bindet. Fiir die Querschnittsaufnehmen werden die NCPHM in Harz ein-
gebettet und mittels eines Mikrotoms geschnitten. Durch das Einbetten werden die Hohlrdume
im Material gefiillt, sodass beim Schneiden die Porenstruktur erhalten und unbeschédigt bleibt.
Die Querschnitte zeigen NCPHM hergestellt mit einem NC-Anteil von 5,2% im Lacquer unter
Verwendung von a) 50 g/m? und b) 75 g/m? Papieren. In beiden Féllen ist deutlich zu erken-
nen, dass beide Oberflachen des Papiers mit einer porésen NC-Schicht iiberzogen sind. Die
Hybridoberflachen weisen aufgrund des darunterliegenden Fasernetzwerks eine gewisse Rau-
igkeit auf. Im Inneren der Hybridmaterialien ist eine deutliche Auspréagung von pordsen Struk-
turen in den Makroporen erkennbar. In einigen Bereichen scheinen die Makroporen eine Grof3e
aufzuweisen, welche nicht vollstindig durch NC gefiillt werden kénnen.
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Neben den NC-Anteilen im Lacquer, wurde auch der Einfluss von Herstellungsparametern wie
die Ziehgeschwindigkeit bei der Materialherstellung auf die Morphologie untersucht. Die REM-
Mikrographen dazu sind in Abbildung 4-5 gezeigt.

75 g/m?, 7,0%, 25°C, 50% RH

200 m/min 500 m/min _

1000x

8000x

Abbildung 4-5: REM-Mikrographen zur Untersuchung des Einflusses der Ziehgeschwindigkeit auf die Morphologie
mittels Tauchbeschichtung hergestellter vollflachiger NCPHM. Die Hybride wurden auf 75 g/m2 Baumwoll-Linters-
Papieren bei 25 °C, 50% RH mit einem NC-Anteil von 7,0% (w/w) im Lacquer hergestellt. Der Skalierungsbalken der
1000-fachen VergroBerung betragt 25 pm und der Skalierungsbalken der 8000-fachen VergréBerung entspricht
5pum.

Eine Betrachtung der verschiedenen Ziehgeschwindigkeiten bei der Herstellung von NCPHM
mit einem NC-Anteil von 7,0% im Lacquer auf 75 g/m? Papieren zeigt, dass die Oberflachen-
strukturen aller Ziehgeschwindigkeiten sich dhneln. Anhand den Ubersichtsaufnahmen ist zu
erkennen, dass die Hybridoberfladchen vollstdndig mit poréser NC bedeckt sind. Die Detailauf-
nahmen (8.000-fach) zeigen, dass von 200 mm/min bis 1000 mm/min die Porengrof3en des
Hybridmaterials zunehmen. Bei 120 mm/min sind diese scheinbar vergleichbar grof3, wie bei
einer Ziehgeschwindigkeit von 500 mm/min. Die REM-Mikrographen der Variation der Ziehge-
schwindigkeit von 50g/m? Papieren mit 7,0% NC-Anteil im Lacquer sind aufgrund ihrer hohen
Ahnlichkeit zu den 75 g/m? Papieren im Anhang (Seite 183) dargestellt.

Deutlich grofRer ist der Einfluss der Ziehgeschwindigkeit auf die Morphologie bei der Verwen-
dung eines Lacquers mit einem NC-Anteil von 3,5%. Die REM-Mikrographen hierzu sind in Ab-
bildung 4-6 gezeigt.
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75 g/m?, 3,5%, 25 °C, 50% RH
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Abbildung 4-6: REM-Mikrographen von flachig beschichteten NCPHM hergestellt auf 75 g/m? Papieren mit einem
NC-Anteil von 3,5% (w/w) im Lacquer bei 25 °C, 50% RH und variierenden Ziehgeschwindigkeiten von 120 mm/min,
200 mm/min und 500 mm/min. Der Skalierungsbalken der 1000-fachen VergroBerung betragt 25 um und der Skalie-
rungsbalken der 5000-fachen VergréBerung entspricht 5 pm.

Bei der Verwendung eines geringeren NC-Anteils von 3,5% im Lacquer ist ein deutlicher Einfluss
der Ziehgeschwindigkeit auf die Morphologie der Hybridmaterialien zu erkennen. Anhand der
Ubersichtsaufnahmen ist zu sehen, dass keine vollstindige Bedeckung der Oberfliche bei Ge-
schwindigkeiten von 120 mm/min und 200 mm/min erreicht wird. Dies spiegelt sich ebenfalls
in den Detailaufnahmen dieser beiden Ziehgeschwindigkeiten wieder. Es sind in beiden Féllen
noch Faseroberflachen sichtbar. Bei der Erhohung der Ziehgeschwindigkeit auf 500 mm/min
wird eine vollstédndig bedeckte Hybridoberflache erhalten. Die darunterliegenden Papierfasern
sind vollstandig bedeckt, aber aufgrund der Unebenheit der Materialoberflache zu erahnen. Die
hohere Oberflachenabdeckung bei grofleren Ziehgeschwindigkeiten lasst sich vermutlich durch
ein langsameres AbflieBen des Lacquers im Vergleich zur niedrigeren Ziehgeschwindigkeit bei
der Herstellung erklédren. Dies lasst sich anhand der Bestimmung der Beschichtungsgewichte in
Abschnitt 4.2.2 {iberpriifen.

Als weiterer Produktionsparameter wird der Einfluss der Temperatur bei der Herstellung und
Trocknung der Materialien untersuch. Die REM-Mikrographen dazu sind in Abbildung 4-7 il-
lustriert.
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50g/m? 3,5% NC, 50% RH, 120 mm/min
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Abbildung 4-7: REM-Mikrographen zur Untersuchung des Temperatureinflusses bei der Herstellung von vollflachig
beschichteten NCPHM mittels Tauchbeschichtung. Die Materialien wurden auf 50 g/m? Papieren unter Verwendung
eines Lacquers mit 3,5% (w/w) NC-Anteil und einer Luftfeuchtigkeit von 50% RH hergestellt. Die Temperatur bei der
Herstellung wurde zwischen 15 °C, 25 °C und 45 °C variiert. Die Skalierung der 500-fachen VergroBerung betragt
50 um, die der 8000-fachen VergréBerung 5 pm.

Anhand der REM-Mikrographen kann ein deutlicher Einfluss der Herstellungs- und Trocknungs-
temperatur auf die ausgebildeten Strukturen der NCPHM festgestellt werden. Bei niedrigen
Temperaturen (15 °C) wird eine vollstdndige Oberflachenabdeckung durch die aufgebrachte
NC erhalten. Das urspriingliche Fasernetzwerk ist nicht mehr zu erkennen. Die pordsen Struk-
turen zeigen relativ grof3e Porenradien. Die Oberflaichenabdeckung konnte durch ein hoheres
Auftragsgewicht durch eine geringere temperaturbedingte Viskositédt des Lacquers im Vergleich
zu hoheren Temperaturen erkldrt werden. Zudem ist zu erwarten, dass bei niedrigeren Tempe-
raturen die Ausbildung groferer Porenradien durch ein langsameres Verdunsten der fliissigen
Bestandteile begiinstigt wird. Bei einer Erhohung der Temperatur wird die Faserstruktur des
Basispapiers deutlich sichtbar. Die Papieroberflache ist mit NC iiberzogen, allerdings mit einer
vergleichbar diinneren Schicht. Bei einer weiteren Temperaturerhohung lasst sich dies noch
deutlicher beobachten. Die Faserstruktur ist pragnanter zu erkennen, wobei die NC tiefer zwi-
schen den Fasern lokalisiert zu sein scheint, als auf der Papieroberfldche. Dies konnte durch ein
geringeres Beschichtungsgewicht aufgrund einer niedrigeren Viskositiat der NC-Lacquer bei ho-
heren Temperaturen erkldrt werden. Ebenfalls kann auch eine schnellere Trocknung zu gerin-
geren Porendurchmessern fiihren, welche sich in den Aufnahmen durch eine geringere Ober-
flaichenabdeckung auszeichnen konnten.

Neben dem Temperatureinfluss auf die Porenbildung wurde der Einfluss der relativen Luft-
feuchtigkeit bei der Herstellung und Trocknung der Hybridmaterialien betrachtet. Die hierfiir
angefertigten REM-Mikrographen sind in Abbildung 4-8 gezeigt.
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75 g/m?, 3,5%, 25 °C, 120 mm/min
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Abbildung 4-8: REM-Mikrographen von vollflachig beschichteten NCPHM hergestellt durch Tauchbeschichtung von
75 g/m?2 Papieren mit einem Lacquer mit 3,5% NC-Anteil bei einer Ziehgeschwindigkeit von 120 mm/min und 25°C.
Variiert wurde die Luftfeuchtigkeit im Bereich von 25% RH, 50% RH und 75% RH. Der Skalierungsbalken der 500-
fachen VergréBerung entspricht 50 um und der Skalierungsbalken der 5000-fachen VergréBerung entspricht 5 pm.

Bei der Verwendung eines Lacquers mit einem NC-Anteil von 3,5%, zeigt sich ein Einfluss der
relativen Luftfeuchtigkeit auf die Porenbildung auf den Hybridmaterialien. Unter Annahme,
dass die Luftfeuchtigkeit keinen Einfluss auf die aufgebrachte Lacquer Menge hat, konnten die
Anderungen der Morphologie anhand der Verdunstung des Wasseranteils bei der Trocknung
erklart werden. Bei einer niedrigen Luftfeuchtigkeit (25%) sollte die Verdunstung des Wasser-
anteils schneller sein, als bei einer hoheren Luftfeuchtigkeit. Eine schnelle Verdunstung wiirde
zu einer geringeren Porengrof3e fithren, da das Nicht-Losemittel (Wasser) schneller entfernt
wird. Dies ist bei 25% Luftfeuchtigkeit zu beobachten. Bei 50% Luftfeuchtigkeit ist eine grof3-
flachigere Abdeckung der Papieroberfldche mit pordser NC zu beobachten, was fiir die Ausbil-
dung von grolleren Porenradien spricht. Bei einer deutlich hoheren Luftfeuchtigkeit von 75%
wird eine Zunahme der Oberfldchenabdeckung mit grof3eren Poren erkennbar. Dies konnte
durch eine verlangsamte Verdunstung von Wasser aus dem Lacquer und damit durch Bildung
von grof3eren Poren erklarbar sein. Zusétzlich wurde der Einfluss der relativen Luftfeuchtigkeit
auf die Porenbildung fiir Lacquer mit einem NC-Anteil von 5,2% untersucht. Dies ist in Abbil-
dung 4-9 dargestellt.
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Abbildung 4-9: REM-Mikrographen von vollflachig beschichteten NCPHM hergestellt durch Tauchbeschichtung von
75 g/m? Papieren mit einem Lacquer mit 5,2% NC-Anteil bei einer Ziehgeschwindigkeit von 120 mm/min und 25°C.
Variiert wurde die Luftfeuchtigkeit im Bereich von 25% RH, 50% RH und 75% RH. Der Skalierungsbalken der 500-
fachen VergréBerung entspricht 50 um und der Skalierungsbalken der 5000-fachen VergréBerung betrdgt 5 um.

Bei Verwendung des Lacquers mit einem NC-Anteil von 5,2% lassen sich die zuvor beobachteten
Phédnomene erneut beobachten. Bei niedrigerer Luftfeuchtigkeit ist eine geringere Oberflachen-
abdeckung bei geringeren Porengrofen zu erkennen. Bei steigender Oberfldchenabdeckung
nimmt die Porengrol3e sowie die Bedeckung der Hybridoberflache zu. Dies stiitzt die zuvor
getdtigte Hypothese, dass die Verdunstung von Wasser als Nicht-Losemittel einen Einfluss auf
die Ausbildung verschiedener Porengrof3en hat. Ein geringerer Wasseranteil (25% RH) fiihrt
zur Ausbildung geringerer Porengrof3en, als grof3ere Wasseranteile (75% RH).

Neben der rein morphologischen Betrachtung der Materialien wurden die mikrofluidischen Ei-
genschaften der Materialien charakterisiert (Abschnitt 8.6). Aufgrund dieser wurde eine Kom-
bination verschiedener Herstellungsparameter gewahlt, um die kapillaren Flief3zeiten anzupas-
sen. Auf die Morphologie dieser Materialien wird nachfolgend eingegangen. Gewahlt wurde die
Herstellung von vollflichigen NCPHM auf 50 g/m? und 75 g/m? Papieren bei 25 °C, 75% RH,
einer Ziehgeschwindigkeit von 500 mm/min und NC-Anteilen von 3,5% und 5,2% im Lacquer.
Die REM-Mikrographen aus dem kombinierten Ansatz sind in Abbildung 4-10 dargestellt.
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Abbildung 4-10: REM-Mikrographen zur Untersuchung der Morphologie von vollflachig beschichteten NCPHM, her-
gestellt durch Tauchbeschichtung. Die Hybridmaterialien wurden alle mit einer Ziehgeschwindigkeit von
500 mm/min, einer Temperatur von 25 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 75% RH hergestellt. Als Papiere wurden a),
b) 50 g/m? und c), d) 75 g/m?2 Baumwoll-Linters-Papiere verwendet. Die NC-Anteile im Lacquer waren a), c) 3,5% und
b), d) 5,2%. Die Skalierungsbalken der niedrigeren VergréBerung sind 150 um, die héher vergréBerten Aufnahmen
haben einen Skalierungsbalten von 50 pym.

Im Rahmen des kombinierten Ansatzes zur Herstellung verschiedener vollflichiger NCPHM
werden bei Verwendung von Lacquern mit einem NC-Anteil von 5,2% (Abbildung 4-10 b, d)
Hybridmaterialien mit vollstdndiger Oberflachenabdeckung erhalten. Bei der Verwendung von
50 g/m2 Papieren ist dabei die Struktur der Faseroberfldche nicht mehr erkennbar, da der NC-
Anteil ausreichend hoch ist um das Material vollstindig zu {iberdecken. Die Detailaufnahme
(Abbildung 4-10) zeigt, dass die erhaltenen Porengré3en groRer sind, als beim 75 g/m?2 Papier
(Abbildung 4-10 d). Bei 75 g/m?2 Papieren ist die Materialoberflache deutlich unebener auf-
grund des darunterliegenden Fasernetzwerks. Die Porengroen sind kleiner als bei der Verwen-
dung des Papiers mit der niedrigeren Grammatur. Wird ein Lacquer mit einem Anteil von 3,5%
zur Beschichtung verwendet a), c), so kann eine deutlich offenporigere Morphologie des Hyb-
ridmaterials erhalten werden. Auf den Hybriden, welche aus 50 g/m? Papieren hergestellt wur-
den (Abbildung 4-10 a) ist die Faserstruktur des Basispapiers kaum zu erkennen, das Papier ist
mit poroser NC mit einer groen Porengrof3e iiberzogen. Bei Verwendung von 75 g/m? Papie-
ren (Abbildung 4-10 c) sind die Poren ebenfalls grof3er, allerdings ist die Oberfldche des Mate-
rials unebener als bei der niedrigeren Grammatur.

Anhand von mikroskopischen Aufnahmen (REM und CLSM) wurde die NC-Verteilung und die
Morphologie von vollflachig beschichteten NCPHM betrachtet. Bei der Tauchbeschichtung
dringt der NC-Lacquer vollstdndig in die verwendeten Papiere ein. Dies fiihrt zu einer ganzli-
chen Verteilung der NC auf der Papieroberflaiche und in den Makroporen der Papiere (Abbil-
dung 4-3). Mit einem steigenden NC-Anteil im Lacquer ist eine zunehmende Bedeckung der
Faseroberflache mit NC zu beobachten (Abbildung 4-2). Dies geht einher mit einer Reduktion
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der erhaltenen Porengréf3en und kann zudem in Querschnittsaufnahmen beobachtet werden
(Abbildung 4-3 und Abbildung 4-4). Eine zunehmende Oberfldchenbedeckung der Hybridma-
terialien wird auch bei der Variation der Ziehgeschwindigkeiten erhalten (Abbildung 4-5 und
Abbildung 4-6). Dies ist vor allem bei der Verwendung von Lacquern mit einem NC-Anteil von
3,5% zu beobachten. Bei der Herstellung der Materialien durch Tauchbeschichtung war zu er-
warten, dass bei hoheren Ziehgeschwindigkeiten ein Lacquer Film auf der Papieroberflache zu-
riickbleibt und fiir einen hoheren Auftrag des Lacquers fiihrt. Bei niedrigen Ziehgeschwindig-
keiten kann der Lacquer ausreichend schnell in das mit Lacquer gefiillte Vorratsgefal? zuriick-
flieRen. Der Einfluss klimatischer Herstellungsparameter wie die Herstellungs- und Trocknungs-
temperatur (Abbildung 4-7) als auch der relativen Luftfeuchtigkeit (Abbildung 4-8) wurde be-
trachtet. Bei der Betrachtung des Temperatureinflusses auf die Porenbildung kommen zwei
Punkte zum Tragen. Die Temperaturianderung bei der Beschichtung fiihrt zu einer Anderung
der Lacquer Viskositit. Bei niedrigen Temperaturen steigt diese an, was zu einem grof3eren
Auftrag an Lacquer auf dem Papier fiihrt, wohin gegen die aufgebrachte Menge des Lacquers
bei hoheren Temperaturen geringer ausfillt. Des Weiteren beglinstigt eine niedrigere Tempe-
ratur ein langsameres Verdunsten der fliissigen Bestandteile im Lacquer, was zu einer Ausbil-
dung von grofieren Poren fithrt. Bei erh6hten Temperaturen fallen die Porengrof3en geringer
aus. Der Einfluss der Verdunstung der fliissigen Bestandteile kann auch bei der Betrachtung der
relativen Luftfeuchtigkeit beobachtet werden (Abbildung 4-8). Eine niedrige Luftfeuchtigkeit
begilinstig eine schnellere Trocknung des Lacquers auf dem Papier. Dies fiihrt zur Ausbildung
von kleineren Poren. Beim Erhéhen der Luftfeuchtigkeit kann beobachtet werden, wie die Po-
rengrofden sichtbar zunehmen und damit verbunden die Oberflichenabdeckung durch porose
NC ebenfalls zunimmt. Der kombinierte Ansatz durch Variation von Herstellungsparametern
(Abbildung 4-10) zeigt, dass sich gezielt die Oberfldchenmorphologie der vollflachigen NCPHM
bei der Tauchbeschichtung einstellen lasst.

Die durch Tauchbeschichtung erhaltenen NCPHM weisen im Vergleich zu konventionellen NC-
Membranen (Abbildung 4-1) deutlich geringere Porengréen auf. Durch Anpassung der Her-
stellungsparameter konnen NCPHM hergestellt werden, die ebenfalls vollflachig mit poroser
NC tiiberzogen sind, sodass die Oberfldche denen von konventionellen Membranen sehr nahe-
kommt. Bevorzugt wird fiir die Herstellung der Materialien ein Lacquer mit einem NC-Anteil
von 3,5%, eine Temperatur von 25 °C, eine relative Luftfeuchtigkeit von 75% RH und eine Zieh-
geschwindigkeit von 500 mm/min verwendet.

Im nachfolgenden Abschnitt werden die Beschichtungsgewichte der NCPHM mit dem NC-Anteil
von konventionellen Membranen verglichen. Eine Charakterisierung der mikrofluidischen Fi-
genschaften von vollfldchig beschichteten NCPHM ist in Abschnitt 5.3 thematisiert.
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4.2.2 Beschichtungsgewichte vollflachiger NCPHM

Wie in Abschnitt 8.4 beschrieben, wurden die Beschichtungsgewichte von vollflaichigen NCPHM
und konventionellen NC-Membranen ermittelt. Die Beschichtungsgewichte in Abhdngigkeit des
NC-Anteils im Lacquer sind in Abbildung 4-11 dargestellt.
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Abbildung 4-11: Beschichtungsgewichte von vollflachig beschichteten NCPHM hergestellt durch Tauchbeschichtung.
Verwendet wurden 75 g/m?2 Papiere, welche mit verschiedenen NC-Anteilen im Lacquer bei 25 °C, 50% RH mit einer
Ziehgeschwindigkeit von 120 mm/min hergestellt wurden. Der Rot markierte Bereich entspricht den Beschichtungs-
gewichten konventioneller NC-Membranen. Dieser liegt in einem Bereich von 37,5 g/m2 £ 2,5 g/m?2.

Die Beschichtungsgewichte der NCPHM in Abhéngigkeit zum NC-Anteil im verwendeten Lac-
quer sind in Abbildung 4-11 dargestellt. Es ist eine lineare Zunahme der Beschichtungsgewichte
mit steigendem NC-Anteil zu erkennen. Die geringe Standardabweichung der Messungen zeigt,
dass der Beschichtungsprozess reproduzierbar ist. Der in der Abbildung rot markierte Bereich
stellt die Bandbreite der NC-Beschichtungsgewichte von konventionellen NC-Membranen dar.
Diese liegen in einem Bereich von 37,5 g/m2 + 2,5 g/m? fiir die verschiedenen Membranmate-
rialien (HiFlow 75, 120 und 180). Die fiir die Herstellung von NCPHM benétigte Masse an NC
ist wesentlich geringer, als die auf NC-Membranen vorhandene Masse an NC. Der NC-Anteil in
NCPHM entspricht lediglich 14,1% - 49,6%.

Der Einfluss der Ziehgeschwindigkeit und Herstellungstemperatur auf die Beschichtungsmassen
ist in Abbildung 4-12 dargestellt.
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Abbildung 4-12: Beschichtungsgewichte von vollfldachigen NCPHM hergestellt durch Tauchbeschichtung. a) Variation
der Ziehgeschwindigkeiten bei 25 °C und 50% RH auf (Schwarz) 50 g/m? Papieren mit einem NC-Anteil von 3,5% im
Lacquer und (Rot) 75 g/m? Papieren mit einem NC-Anteil von 7,0% im Lacquer. b) Variation der Temperatur bei
Verwendung von 75 g/m? Papieren mit einem NC-Anteil von 3,5% im Lacquer bei 50% RH und einer Ziehgeschwin-
digkeit von 120 mm/min.

Die Beschichtungsgewichte in Abhéngigkeit der Ziehgeschwindigkeit (Abbildung 4-12 a) zei-
gen, dass mit zunehmender Geschwindigkeit ein Ansteigen der Beschichtungsgewichte zu er-
kennen ist. Dies ist bei beiden Grammaturen und NC-Anteilen zu sehen. Anhand der Messdaten
des 7,0% NC-Anteils auf 75 g/m? Papieren ist zu erkennen, dass die Zunahme der Beschich-
tungsgewichte sich asymptotisch an einen Wert von 32,5 g/m? anndhern. Im Bereich von
80 mm/min — 200 mm/min ist ein linearer Anstieg zu erkennen. Der Verlauf der Beschichtungs-
gewichte entspricht den zuvor getroffenen Erwartungen. Bei geringen Ziehgeschwindigkeiten
kann iiberschiissiger NC-Lacquer direkt aus dem Papier und von der Papieroberflache zuriick in
das Vorratsbehéltnis laufen. Bei zunehmender Geschwindigkeit kommt es zu einer zunehmen-
den Filmbildung auf dem Papier, was zu hoheren Beschichtungsgewichten fiihrt. Dies ist bis ca.
500 mm/min zu beobachten. Bei hoheren Ziehgeschwindigkeiten kann keine weitere Zunahme
der Beschichtungsgewichte beobachtet werden, da die erhaltene Fliissigfilmdicke nicht weiter
zuzunehmen scheint. Die Zusammenhénge von Fliissigfilmdicke und Ziehgeschwindigkeit ist
Literaturbekannt und auf die hier durchgefiihrten Beschichtungen iibertragbar. 136!

Der Temperatureinfluss auf die Beschichtungsgewichte ist in Abbildung 4-12 b) gezeigt. Bei
zunehmender Herstellungs- und Trocknungstemperatur ist eine Abnahme der Beschichtungs-
gewichte zu erkennen. Diese ist moglicherweise auf die Anderung der Viskositit des NC-Lac-
quers in Abhédngigkeit der Temperatur zu erkldren. Bei niedrigen Temperaturen ist die Viskositat
des Lacquers hoher. Dies verhindert ein schnelles Abflie3en des Lacquers von der Papieroberfla-
che. Der auf dem Papier erhaltene Fliissigfilmdicke ist grofder, als bei niedriger viskosen Lac-
quern.137] Mit steigender Temperatur nimmt die Viskositit des Lacquers ab. Dies fiihr zu einem
schnelleren Abflief3en und einer geringeren Fliissigfilmdicke bei der Herstellung.

Durch gezielte Variation von Herstellungsparametern lassen sich die Beschichtungsgewichte der
NCPHM einstellen. Diese wirken unmittelbar auf die Ausbildung der pordsen Strukturen ein.
Die Verwendung von Papier als Substrat zu Herstellung von NCPHM gegeniiber dem klassischen
Herstellungsweg von NC-Membranen, kann die bendtigte Menge an NC drastisch reduzieren.
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Eine geringere NC-Masse bei der Herstellung von Membranmaterialien ist besonders im 6kono-
mischen Sinne von Vorteil um Herstellungskosten zu reduzieren. Dariiber hinaus bietet Papier
gegeniiber PET-Folien als Trigermaterial deutliche Vorteile hinsichtlich der Okonomie als auch
der Nachhaltigkeit.

Eine weitere Methode zur Reduzierung der benétigten NC auf alternativen Membranmateria-
lien stellt die gezielte und ortsdefinierte Beschichtung von Papieren dar. Durch gezieltes Auf-
bringen von NC in den Bereichen, in denen bei diagnostischen Assays die Reaktionslinien auf-
gebracht werden miissen, kann zu weiteren Materialeinsparungen fiihren. Das Konzept der orts-
definierten NCPHM fiir diagnostische Assays wurde in Abschnitt 2.2.1 beschrieben.

4.2.3 Fazit zu vollflachig beschichteten NCPHM

Die Herstellung und Charakterisierung von vollflachig beschichteten NCPHM sind in den Ab-
schnitten 4.1 - 4.2.2 ausfiihrlich diskutiert worden. Die Herstellung erfolgte durch Tauchbe-
schichtung von Baumwoll-Linters-Papieren in NC-Lacquer, dabei wurde eine Vielzahl an Her-
stellungsparametern wie z.B. die Grammatur der Papiere, die Zusammensetzung des Lacquers,
die Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Ziehgeschwindigkeit bei der Beschichtung variiert. In Ab-
schnitt 4.2.2 wurden die Beschichtungsgewichte der Hybridmaterialien bestimmt und disku-
tiert. Diese variierten in Abhéngigkeit der gewahlten Herstellungsparameter in einem Bereich
von 4,4 g/m? - 32,9 g/m? und lagen damit unterhalb der Beschichtungsgewichte von konventi-
onellen NC-Membranen (37,5 g/m? = 25 g/m?). Niedrige Beschichtungsgewichte wurden
durch die Verwendung eines niedrigeren NC-Anteils im Lacquer, geringer Ziehgeschwindigkei-
ten und Verwendung einer hoheren Herstellungstemperatur erreicht. Durch Beschichtung von
Baumwoll-Linters-Papieren mit NC-Lacquer liel$ sich die benétigte NC-Menge reduzieren und
somit Rohstoffe bei der Herstellung einsparen. Die durch die Beschichtung erhaltene Oberfla-
chenstruktur wurde in Abschnitt 4.2.1 untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass die
Morphologie der Materialien variierte. Es wurden sowohl offenporigen Strukturen bei denen
das Fasernetzwerk des Basispapiers erkennbar waren, bis hin zu vollstdndig mit poroser NC
iiberzogenen Materialien deren Struktur der von konventionellen NC-Membranen sehr dhnelte
erhalten. Bei allen Tauchbeschichtungen kam es zu einer vollstdndigen Durchdringung des Pa-
piers mit dem NC-Lacquer. Bei der Vorbereitung der vollflichigen NCPHM fiir diagnostische
Assay musste kein besonderes Augenmerk auf die genaue Platzierung von Antikorperlinien ge-
legt werden, da eine homogene NC-Verteilung auf der gesamten Materialoberflache und im
Querschnitt vorlag. Beziiglich der Skalierbarkeit der Herstellung vollflaichiger NCPHM ist es
denkbar, dass dies auf relativ einfachem Wege fiir Membranhersteller moglich sein sollte. Ein
Austausch der PET-Trédgerfolie gegen geeignete Papierbahnen konnte bereits ausreichend sein
um vollfladchige NCPHM ohne groRe Anpassungen auf vorhandenen Beschichtungsmaschinen
mit vorhandenen oder geringfiigig modifizierten NC-Lacquern herstellen zu konnen.

4.3 Herstellung und Charakterisierung von ortsdefinierten NCPHM

In den nachfolgenden Abschnitten werden makroskopisch die Homogenitat und die Linienbrei-
ten der ortsdefinierten NCPHM mittels fotografischen Aufnahmen und Aufnahmen am Fluores-
zenzimager untersucht (Abschnitt 4.3.2). Aus den Linienbreiten wird mit Hilfe des Massenan-
teils der NC im Lacquer und der Dosierung auf dem Papier die Beschichtungsgewichte errechnet
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(Abschnitt 4.3.3). Die Verteilung des Lacquers im Papier und die Morphologie der Hybridmate-
rialien wird mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie und Elektronenmikroskopie cha-
rakterisiert (Abschnitt 4.3.4). Die Charakterisierung der mikrofluidischen Eigenschaften und
die Untersuchung der Eignung dieser Materialien als Membranen fiir diagnostische Assays sind
in den Abschnitten 5.4 und 6.3 beschrieben.

4.3.1 Herstellungsmethoden fiir ortsdefinierte NCPHM

Als Alternative zur vollflachigen Beschichtung von Papieren zur Herstellung von NCPHM (Ab-
schnitt 4.1) lassen sich ortsdefinierte Beschichtungsmethoden verwenden. Im Allgemeinen gibt
es zahlreiche Beschichtungsverfahren, welche das ortsdefinierte Aufbringen von Farben, Lacken
und Losungen ermoglichen. Zu diesen gehoren beispielsweise die klassischen Druckverfahren
wie Hochdruck, Tiefdruck, Offsetdruck und Siebdruck, sowie die Beschichtungsverfahren des
Tintenstrahldrucks oder des Fliissigkeits-Dispenserdrucks.'*¥! Die zuvor genannten Druck- und
Beschichtungsverfahren sind sowohl im Labor- als auch im grof3technischen Maf3stab realisier-
bar.

Zur Herstellung von ortsdefinierten NCPHM wurde in dieser Arbeit auf das Fliissigkeits-Dispen-
serdruck verfahren verwendet, welches hier auch als Liniendruckverfahren bezeichnet wird. Bei
diesem wurde mittels eines modifizierten 3D-Druckers mit Spritzenhalterung verschiedene NC-
Lacquer auf Papiersubstrate aufgebracht. Die Herstellung der ortsdefinierten NCPHM ist in Ab-
schnitt 8.2.2 und Abschnitt 8.5 beschrieben, eine schematische Darstellung des Herstellungs-
prozesses ist in Schema 4-2 dargestellt.

&
B v >I:>‘ [ ] ‘:>I

Detergensbeschichtung

O Papier . Nitrocellulose . Detergens

Schema 4-2: Herstellungsprozess fiir ortsdefinierte NCPHM. Liniendruckverfahren unter Verwendung a) einer gebo-
genen Kaniile und b) eines Dosierpinsels zum Aufbringen des NC-Lacquers. Zur Beschichtung mit Detergens werden
die Materialien in eine Detergensldsung eingelegt.

Eine ortsdefinierte Beschichtung von Papieren mit NC-Lacquer bietet wie in Abschnitt 2.2.1 be-
schrieben, einige Vorteile gegeniiber konventionellen NC-Membranen und vollflachig beschich-
teten NCPHM. Ziel der Beschichtung ist es, NC nur an den notwendigen Bereichen des Materials
aufzubringen, an denen eine erhohte Proteinbindung zur Applikation der Test- und Kontrollli-
nie fiir diagnostische Assays erforderlich ist. Mit dem Liniendruckverfahren lésst sich die beno-
tigte Menge an NC pro Membran deutlich reduzieren.
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Dies bedeutet, dass durch die hypothetische Einsparung von Material konnen die Rohstoffkos-
ten zur Herstellung von Membranmaterialien gesenkt werden. Eine Riickfithrung von verwen-
deten Membranmaterialien aus diagnostischen Assays in den Wertstoffkreislauf ist aufgrund
einer potentiellen Kontamination mit Pathogenen schwierig, da die Entsorgung héufig als Son-
derabfall bzw. Restmiill stattfindet. Allerdings spricht theoretisch nichts dagegen als Ausgangs-
material fiir diese Membranmaterialien Recyclingpapiere einzusetzen. Dadurch lieRRe sich der
Einfluss von Frischfasern reduzieren.

4.3.2 Linienqualitat und Linienbreiten ortsdefinierter NCPHM

Fiir die Anwendung von ortsdefinierten NCPHM in diagnostischen Assays spielt die Homogeni-
tat des mit NC beschichteten Bereiches eine wichtige Rolle. Bei der Beschichtung der Papiere
kann es dabei zu unterschiedlichen Szenarien kommen. Diese lassen sich Anhand von Schema
4-3 eingestuft werden.

o

a) b) c) d)

Ideal Akzeptabel [ Inakzeptabel

Schema 4-3: Schema zur Einstufung verschiedener Linienqualitdten von ortsdefinierten NCPHM. Das Basispapier ist
in Grau dargestellt, der aufgebrachte NC-Lacquer in Rot. a) Konstante Linienbreite und homogene Verteilung des
aufgebrachten NC-Lacquers innerhalb der Linie. b) Konstante Linienbreite mit inhomogener Materialverteilung in-
nerhalb der Linie. c) Variation in der Linienbreite mit homogener Verteilung des NC-Lacquers. d) Variation in der
Linienbreite und inhomogene Verteilung des NC-Lacquers innerhalb der Linie. Die Umrandung der verschiedenen
Félle entspricht den verschiedenen Materialverteilungen: Ideal (a, Grin), akzeptabel (c, Orange) und inhomogen/in-
akzeptabel (b, d, Rot).

Die optimale Verteilung der aufgebrachten NC wird in Schema 4-3 a) illustriert. Die erhaltene
Linie weist entlang der Auftragungsrichtung eine konstante Linienbreite auf. Der aufgebrachte
Lacquer verteilt sich homogen innerhalb des beschichteten Bereichs. Eine konstante Linienbreite
aber inhomogene Materialverteilung innerhalb der Linie ist in Schema 4-3 b) gezeigt. Schema
4-3 ¢) zeigt Proben mit einer homogenen Materialverteilung innerhalb der Line aber variieren-
der bzw. inkonsistenter Linienbreite. Die Kombination aus variierender Linienbreite und inho-
mogener Materialverteilung auf der Linie ist in Schema 4-3 d) dargestellt.

Fiir die Anwendung der Materialien in diagnostischen Schnelltests wird eine moéglichst homo-
gene Linienbreite und Materialverteilung angestrebt (Schema 4-3 a). Eine variierende Linien-
breite bei homogener Materialverteilung (Schema 4-3 c) sollte fiir die Anwendung ebenfalls
akzeptabel sein, sofern die erhaltene Linie breit genug ist und die spatere Applikation von An-
tikorpern fiir Test- und Kontrolllinie innerhalb des mit NC beschichteten Bereiches aufgedruckt
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werden kann. In Schema 4-3 a) und c) ist zu erwarten, dass die Morphologie der aufgebrachten
NC {iber die komplette Linienbreite identisch bleibt. Bei Schema 4-3 b) und d) kann davon
ausgegangen werden, dass die Inhomogenitét innerhalb der Linie zu unterschiedlichen Mor-
phologie fithren, welche sich auf die mikrofluidischen Eigenschaften der Materialien auswirken
und die Leistungsfahigkeit der Assays einschranken konnten.

Zur Charakterisierung der Linienbreiten von ortsdefinierten NCPHM wurden fotografische Auf-
nahmen gemacht. Die Fotos dafiir wurden unter riickseitiger Beleuchtung an einer Fotostation
aufgenommen. Dies fithrt dazu, dass die mit NC beschichteten Bereiche der Papiere dunkler in
Erscheinung treten, als das nicht beschichtete Papiersubstrat. Die Hybridmaterialien auf Baum-
woll-Linters-Papier mit einer Grammatur von 50 g/m? sind in Abbildung 4-13 dargestellt, die
Hybride auf 75 g/m2 Papieren sind in Abbildung 4-14 zu finden. Die Herstellung dieser Mate-
rialien ist in Abschnitt 8.2.2 beschrieben. Anhand der Fotoaufnahmen wird qualitativ die Ho-
mogenitédt der Beschichtung auf der Linie betrachtet und die resultierenden Linienbreiten in
Anlehnung an Abschnitt 3.1.3 ermittelt.

Pinsel Kantle Pinsel Kanle Pinsel Kantle

16 pL/cm

20 pL/cm a m
m—m——|
e

12 pl/em

8 uL/cm

10 mm

3,5% NC 5,2% NC 7,0% NC
Ideal Akzeptabel [ Inakzeptabel

Abbildung 4-13: Fotoaufnahmen von ortsdefinierten NCPHM, hergestellt aus Baumwoll-Linters-Papieren (50 g/m3)
mit verschiedenen NC-Massenanteilen im Lacquer von 3,5%, 5,2% und 7,0% (w/w), verschiedenen Dosierungen (8 -
20 pL/cm) und Applikationsmethode (Kanle, Pinsel). Der Skalierungsbalken ist fur alle Bilder glltig und betragt
10 mm. Die rot markierten Aufnahmen zeigen Hybridmaterialien mit Inhomogenitdten innerhalb der Linie, die
orange markierten Aufnahmen zeigen eine homogene Materialverteilung innerhalb der Linie bei inkonsistenter Li-
nienbreite. Die griin markierten Aufnahmen zeigen eine homogene Materialverteilung bei konstanter Linienbreite.

Abbildung 4-13 zeigt NCPHM, hergestellt mittels Liniendruckverfahren auf Baumwoll-Linters-
Papier mit einer Grammatur von 50 g/m2. Bei der Herstellung wurde die aufgebrachte Menge
an NC-Lacquer im Bereich von 8 — 20 uL/cm und dessen NC-Anteile von 3,5 — 7,0% (w/w)
variiert. Die Auftragung des Lacquers {iber eine Kaniile wird mit der Auftragung {iber einen
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Dosierpinsel verglichen. Qualitativ werden die Linienbreiten und die Homogenitdt der Materi-
alverteilung auf der Linie verglichen.

Bei allen hergestellten Materialien ist zu beobachten, dass die Linienbreiten auf den Papieren
mit zunehmender Dosierung des NC-Lacquers zunehmen. Bei hoheren Dosierungen steht mehr
Lacquer zur Verfiigung, welcher in das Papier aufgenommen werden kann. Dieser breitet sich
getrieben durch Kapillarkrafte orthogonal zur Auftragsrichtung aus. Allgemein ist zu erkennen,
dass die Linienbreiten beim Auftrag mit dem Dosierpinsel dhnlich sind, wie die Linien mit der
Auftragung liber eine Kaniile.

Identische Herstellungsparameter wurden bei der Herstellung der Materialien auf Baumwoll-
Linters-Papieren mit einer Grammatur von 75 g/m? gewahlt und die Materialien auf demselben
Weg charakterisiert. Die Fotoaufnahmen dieser Materialien sind in Abbildung 4-14 dargestellt.

Pinsel Kantle Pinsel Kanule Pinsel Kantle
20 pl/cm - i | g
16 pL/cm
12 pl/cm
8 uL/cm
10 mm
3,5% NC 5,2% NC 7,0% NC

Ideal Akzeptabel [ Inakzeptabel

Abbildung 4-14: Fotoaufnahmen von ortsdefinierten NCPHM, hergestellt aus Baumwoll-Linters-Papieren (75 g/m?2)
mit verschiedenen NC-Massenanteilen im Lacquer (3,5%, 5,2% und 7,0%, je w/w), verschiedenen Dosierungen (8 -
20 pL/cm) und Applikationsmethode (Kanlile, Pinsel). Der Skalierungsbalken ist fiir alle Bilder gultig und betragt
10 mm. Die rot markierten Aufnahmen zeigen Hybridmaterialien mit Inhomogenitdten innerhalb der Linie, die
orange markierten Aufnahmen zeigen eine homogene Materialverteilung in der Linie bei inkonstanter Linienbreite
und die grin markierten Aufnahmen zeigen eine homogene Materialverteilung bei konstanter Linienbreite.

Wie bei den NCPHM auf 50 g/m? Papieren (Abbildung 4-13) ist bei der Verwendung einer
Grammatur von 75 g/m2 (Abbildung 4-14) eine Zunahme der Linienbreiten mit steigender Do-
sierung des NC-Lacquers zu beobachten. Bei hoheren Dosierungen steht mehr Lacquer zur Ver-
fiigung, welcher in das Papier aufgenommen werden kann. Die Linienbreiten sind bei der Auf-
tragung des Lacquers mittels Dosierpinsel dhnlich breit wie bei der Applikation mittels einer
Kaniile.
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Die Linienqualitdten der ortsdefinierten NCPHM aus Abbildung 4-13 und Abbildung 4-14 sind
in Tabelle 4-1 zusammengefasst.

Tabelle 4-1: Zusammenfassung der erhaltenen Linienqualitdten von ortsdefinierten NCPHM auf 50 g/m3 und 75 g/m?
Papieren. Dargestellt sind die Anzahl der erhaltenen idealen, akzeptablen und inakzeptablen Linienqualitdten in Ab-
héngigkeit der Dosierung, des NC-Anteils im Lacquer und der Applikationsmethode. Die hochsten Werte sind in dun-
kelblau dargestellt, die niedrigen Werte in dunkelrot.

50 g/m? 75 g/m?
akzeptabel i akzeptabel

ideal

1

12

16

Dosierung / uL/em

20

3,5

5,2

NC Anteil / %

Pinsel

Applikation

Kaniile

Gesamt 27

Die Betrachtung der zusammengefassten Linienqualitdten aus Tabelle 4-1 zeigt, dass unabhan-
gig der verwendeten Papiergrammatur die meisten idealen Linienqualitdten bei einer Dosierung
von 8 uL/cm erhalten werden. Mit steigender Dosierung nimmt die Anzahl inakzeptabler Li-
nienqualitdten zu. Die Verwendung von niedrigen NC-Anteilen im Lacquer wirkt sich positiv auf
die Linienhomogenitdt aus. So werden die meisten homogenen Linien bei der Verwendung ei-
nes NC-Anteils von 3,5% erhalten. Mit steigenden NC-Anteilen nimmt die Anzahl an inhomo-
genen Linien deutlich zu. Der Einfluss der Applikationsmethode (Pinsel oder Kandile) zeigt, dass
eine Auftragung der NC-Lacquer iiber einen Dosierpinsel die Ausbildung idealer Linienqualita-
ten fordert, wohingegen das Aufbringen des Lacquers iiber eine Kaniile mehr inhomogene Li-
nien zur Folge hat. Im Allgemeinen ist zu erkennen, dass bei der Verwendung von 75 g/m?
Papieren eine hohere Anzahl idealer Linienqualitdten erhalten werden konnen, als bei der Ver-
wendung von 50 g/m? Papieren. Dies ist auf eine hohere Aufnahmekapazitit des Papiers durch
die hohere Grammatur erkldrbar. Papiere mit 75 g/m? sind dicker und haben auf einer identi-
schen Flache wie bei 50 g/m?2 Papieren mehr freies Volumen das mit Lacquer gefiillt werden
kann. Der Fliissigkeitsauftrag breitet sich so nicht nur orthogonal zur Auftragsrichtung aus, son-
dern kann auch tiefer in das Papier hinein eindringen. Zur Maximierung der Ausbeute an idea-
len und akzeptablen Linienqualititen ist die Verwendung von 75 g/m? Papieren, einer Dosie-
rung von 8 uL/cm und die Applikation des NC-Lacquers iiber einen Dosierpinsel die bevorzugte
Kombination der Herstellungsparameter.

48 Herstellung und Charakterisierung von NCPHM und CN-Papieren



Die grofdere Ausbeute homogener Linien durch die Verwendung eines Dosierpinsels lésst sich
moglicherweise in den Auftragsbreiten der Kaniile und des Dosierpinsels finden. In Abbildung
4-15 sind die zu betrachtenden Dimensionen schematisch dargestellt.

d(Kanile) d(Pinsel)

-
-

a) A(Kanile) b) *_A.S‘Pinselj
| |
- -

d(total) d(total)

Abbildung 4-15: Schematische Darstellung der Applikationsmethoden mit Blick auf deren Dimensionen. Applikation
des NC-Lacquers Uiber a) eine Kanlle mit dem Durchmesser d(Kantle), der Gesamtbreite der resultierenden Linie
d(total) und dem Langenunterschied zwischen Kanulendurchmesser und resultierender Linienbreite A(Kantle) und
b) einem Dosierpinsel mit dem Durchmesser d(Pinsel), der Gesamtbreite der resultierenden Linie d(total) und dem
Langenunterschied zwischen Pinseldurchmesser und resultierender Linienbreite A(Pinsel).

Die bei der Applikation des Lacquers verwendete Kaniile (Abbildung 4-15 a) hat einen geringe-
ren Durchmesser als der verwendete Dosierpinsel (Abbildung 4-15 b). Aus der Betrachtung der
Linienbreiten in Abbildung 4-13 und Abbildung 4-14 geht hervor, dass die Linienbreiten mit
dem Auftrag iiber den Dosierpinsel dhnlich sind. Die exakten Linienbreiten sind in Abbildung
4-17 und Abbildung 4-18 dargestellt. Vergleicht man die Kaniilen- und Pinselbreite (Auftrags-
breite) mit der Breite der erhaltenen Linie ist erkenntlich, dass die Differenz zwischen Kaniilen-
und Pinselbreite im Fall der Kaniile (A(Kaniile)) grof3er ist, als beim Pinsel (A(Pinsel)).

Dies bedeutet, dass bei der Auftragung mit der Kaniile der NC-Lacquer nur auf einen sehr schma-
len Bereich des Papiers aufgetragen wird und sich anschlief3end durch Kapillarkrifte getrieben
orthogonal zur Applikationsrichtung und in das Papier hinein ausbreitet. Hypothetisch betrach-
tet kann es wihrend der Ausbreitung in den Papieren bereits zu einer Mikrophasenseparation
des Lacquers und dem damit verbundenen Ausbilden von porésen NC-Strukturen kommen. Dies
sorgt vermutlich dazu, dass kein ungehinderter Fluidfluss des Lacquers in orthogonaler Rich-
tung moglich ist, und es zu einer inhomogenen NC-Verteilung kommt. Dies tritt vor allem bei
hohen Dosiervolumina auf, sowie einem steigenden NC-Gehalt im Lacquer. Ein steigender NC-
Gehalt im Lacquer sorgt fiir eine zunehmende Viskositédt dessen. Lacquer mit niedrigen NC-An-
teilen konnen schneller in das Fasernetzwerk eindringen und sich homogener Verteilen, als
Lacquer mit einer hoheren Viskositédt. Dieser Zusammenhang ist in der Washburn-Gleichung
beschrieben (vgl. Abschnitt 1.4). Die Zeit fiir eine zuriickgelegte Strecke im porosen Material
steht in einem proportionalen Zusammenhang zur Viskositédt der benetzenden Fliissigkeit (t~n).
Bei der Applikation des Lacquers iiber eine Kaniile miissen so hoher viskose Lacquer eine lange
Strecke im Papier zuriicklegen, bei einer reduzierten FlieRgeschwindigkeit, was die Ausbildung
von inhomogenen Hybridmaterialien zur Folge hat und begiinstigt.

Bei Verwendung eines Dosierpinsels zur Beschichtung von Papieren mit NC-Lacquer ist die Auf-
tragsbreite vergleichsweise grof3. Dies sorgt dafiir, dass der Lacquer auf einer breiteren Flache
aufgetragen wird und in das Papier eindringen kann. Die zuriickgelegte Strecke innerhalb des
Papiers orthogonal zur Auftragsrichtung fallt dadurch im Vergleich zum Auftrag mit der Kaniile
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deutlich kiirzer aus. Dies fiihrt zu einer homogeneren Verteilung der NC, da bei den geringen
zuriickgelegten Strecken die NC noch keine Strukturen ausbildet, die den nachfolgenden Flu-
idfluss behindern konnten. Lacquer mit niedrigeren NC-Anteilen werden aufgrund ihrer gerin-
gen Viskositit schneller vom Papier aufgenommen, als Lacquer mit einem hoheren NC-Gehalt
und somit einer hoheren Viskositat. Bei der Auftragung {iber den Dosierpinsel lassen sich auf-
grund der grofderen Auftragsbreite noch homogen beschichtete Linien bei grof3eren Dosierun-
gen und hoheren NC-Gehalten erreichen, als bei der Applikation mittels einer Kaniile.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Betrachtung von ortsdefinierten NCPHM
mit Hilfe von Fotoaufnahmen zeigt, dass die Homogenitit und Linienbreiten der Hybridmate-
rialien in Abhéngigkeit vom dosierten Volumen, dem NC-Gehalt im Lacquer, dem verwendeten
Papier und der verwendeten Applikationsmethode abhéngig ist. Die meisten homogenen orts-
definierten NCPHM lieen sich durch Verwendung von Baumwoll-Linters-Papier mit einer
Grammatur von 75 g/m? unter Verwendung eines Dosierpinsels erhalten. Dabei wirkte sich zu-
dem eine geringe Dosierung des Lacquers und ein niedrigerer NC-Gehalt im Lacquer positiv auf
die Homogenitit der Beschichtung aus. Die Einfliisse der Grammatur, NC-Gehalt, Dosiervolu-
men und Auftragsbreite (Kaniile vs. Pinsel) sind in Abbildung 4-16 schematisch zusammenge-
fasst.

homogen inhomogen

Abbildung 4-16: Schematische Zusammenfassung der Parameter, welche sich positiv auf eine homogenen und kon-
stante Linienbreite bei der Herstellung von ortsdefinierten NCPHM auswirken.

Bestimmung der Linienbreiten von ortsdefinierten NCPHM

Neben der zuvor durchgefiihrten qualitativen Beurteilung der ortsdefinierten NCPHM, werden
anhand der Fotoaufnahmen (Abbildung 4-13 und Abbildung 4-14) mit der in Abschnitt 3.1.3
beschriebenen Vorgehensweise die Linienbreiten der Materialien bestimmt. Diese sind in Abbil-
dung 4-17 fiir Hybridmaterialien dargestellt, bei denen der Lacquer iiber eine Kaniile appliziert
wurde und in Abbildung 4-18 Materialien bei denen die Applikation mit einem Dosierpinsel
durchgefiihrt wurde.
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Abbildung 4-17: Linienbreiten von ortsdefinierten NCPHM in Abh&dngigkeit zur Dosierung der verschiedenen NC-Lac-
quer. Der Auftrag des NC-Lacquers erfolgte Uber eine Kunststoffkanile. Die NC-Anteile im jeweiligen Lacquer sind
3,5% (Schwarz), 5,2% (Blau) und 7,0% (Rot). Die Materialien wurden auf Baumwoll-Linters-Papier mit einer Gramma-
tur von a) 50 g/m?2 und b) 75 g/m? hergestellt. Die gestrichelte Linie symbolisiert eine Linienbreite von 5 mm.

Die Linienbreiten der ortsdefinierten NCPHM, hergestellt durch Liniendruck unter Verwendung
einer Kaniile zur Dosierung von NC-Lacquern, sind in Abbildung 4-17 dargestellt. Betrachtet
wird die Auswirkung unterschiedlicher NC-Gehalte und Dosierungen des Lacquers auf die re-
sultierenden Linienbreiten. Da fiir die spiatere Anwendung auf die NCPHM die Antikorper fiir
diagnostische Schnelltests aufgebracht werden miissen, diirfen die NC-Linien nicht zu schmal
ausfallen. In diagnostischen Assays sind die Test- und Kontrolllinie in der Regel 5 mm vonei-
nander entfernt. Dies bedeutet, dass nur NCPHM mit mindestens >5 mm Linienbreite fiir die
Anwendung als alternatives Membranmaterial geeignet sind. Dies ist fiir alle Dosierungen von
8 uL/cm und hoher der Fall.

Die Linienbreiten der mittels Liniendruckverfahren auf 50 g/m2 Baumwoll-Linters-Papieren
hergestellten NCPHM sind in Abbildung 4-17 a) abgebildet. Bei allen drei verwendeten NC-
Anteilen ist zu erkennen, dass mit steigender Dosierung die erhaltenen Linienbreiten grofser
werden. Bei Verwendung eines NC-Lacquers mit 3,5% (w/w) wird eine maximale Linienbreite
von 17,6 mm = 0,5 mm erhalten. Die Linienbreiten nehmen mit zunehmenden NC-Gehalt im
Lacquer ab. Dies lasst sich auf das Eindringverhalten des Lacquers in das Papier zuriickfiihren.
Der NC-Lacquer mit dem geringsten NC-Anteil (3,5%) hat die niedrigste Viskositdt. Dies ermog-
licht ein schnelleres Verteilen des Lacquers durch Kapillarkréfte im Papier, als bei hoheren NC-
Gehalten. Die geringste Linienbreite kann bei einer Dosierung von 2 uL/cm und der Verwen-
dung eines 7,0% (w/w) NC-Gehalts mit 3,0 mm = 0,2 mm erhalten werden. Eine Betrachtung
der Standardabweichungen der Linienbreiten zeigt, dass diese mit zunehmender Dosierung und
steigendem NC-Gehalt zunehmen. Dies deckt sich mit den Beobachtungen der Linienhomoge-
nitit wie sie in Abbildung 4-13 und Abbildung 4-14 beobachtet wurden.

Die NCPHM auf 75 g/m?2 Papieren (Abbildung 4-17 b)zeigen identische Trends wie die der
niedrigeren Grammatur. Die Linienbreiten steigen mit zunehmender Dosierung an. Bei
Verwendung des Lacquers mit 3,5% (w/w) werden die breitesten Linien bei einer Dosierung
von 20 uL/cm erhalten. Die schmalsten Linien sind 2,3 mm * 0,2 mm breit und werden durch
Verwendung eines NC-Lacquers mit 7,0% (w/w) NC-Gehalt und einer Dosierung von 2 uL/cm
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erhalten. Im Allgemeinen sind die Linienbreiten auf 75 g/m2 Papieren schmaler als auf 50 g/m?2
Papieren. Dies liegt daran, dass in 75 g/m?2 Papieren mehr freies Volumen pro Flache zur
Aufnahme von Lacquer zu Verfiigung steht, als in 50 g/m2 Papieren. Der Aufgebrachte Lacquer
kann sich neben der orthogonalen Ausbreitung zur Applikationsrichtung zusétzlich mehr in die
Tiefe des Papieres verteilen. Um Linienbreiten von >5mm zu erhalten, sind ebenfalls
Dosierungen von mindestens 8 uL/cm oder mehr erforderlich.

Als zweite Applikationsmethode wurde der NC-Lacquer iiber einen Dosierpinsel aufgetragen.
Die Linienbreiten der ortsdefinierten NCPHM bei denen der Lacquer iiber einen Dosierpinsel
aufgetragen wurde, sind in Abbildung 4-18 dargestellt. Aufgrund der Erkenntnisse aus den Li-
nienbreiten der Hybridmaterialien die mittels einer Kaniile hergestellt wurden, wurde bei der
Herstellung der Materialien mit dem Dosierpinsel auf Dosierungen unterhalb von 8 uL/cm ver-
zichtet, da wie in Abbildung 4-15 gezeigt, die Auftragsbreite des Dosierpinsels groer ist als bei
der Kaniile.
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Abbildung 4-18: Linienbreiten von ortsdefinierten NCPHM in Abhangigkeit der Dosierung verschiedener NC-Lacquer.
Der Auftrag des NC-Lacquers erfolgte Uiber einen Dosierpinsel aus Kunststoff. Die NC-Anteile im jeweiligen Lacquer
sind 3,5% (Schwarz), 5,2% (Blau) und 7,0% (Rot). Die Materialien wurden auf Baumwoll-Linters-Papier mit einer
Grammatur von a) 50 g/m?2 und b) 75 g/m? hergestellt.

Alle Linienbreiten die mit 8 uL,/cm oder mehr hergestellt wurden, sind grof3er als 5 mm. Wie
auch zuvor sind identische Trends des Verlaufs der Linienbreiten zu erkennen. Bei steigender
Dosierung des Lacquers nehmen die Linienbreiten konstant zu. Durch Erh6hung des NC-Anteils
im Lacquer lassen sich schmalere Linien erhalten. Auch bei der Verwendung einer héheren
Grammatur (Abbildung 4-18 b) sind die Linienbreiten wie zuvor beschrieben kleiner. Die grofte
Linienbreiten werden bei der Verwendung eines NC-Lacquers mit 3,5% (w/w) NC-Anteil und
einer Dosierung von 20 uL/cm auf einem Papier mit einer Grammatur von 50 g/m? erhalten.
Die Linien sind bei dieser Kombination der Herstellungsparameter 16,3 mm = 0,6 mm breit.
Die schmalsten Linien werden auf 75 g/m2 Papieren mit einem NC-Gehalt von 7,0% (w/w) und
einer Dosierung von 8 uL/cm erhalten. Die Linien sind in diesem Fall 6,9 mm * 0,4 mm breit.

In Abbildung 4-18 a) sind Abweichungen im Verlauf der Linienbreiten bei Verwendung des
Lacquers mit 7,0% (w/w) NC-Anteils zu beobachten. Bei einer Dosierung von 16 uL/cm ist eine
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schmalere Linienbreite zu beobachten, als bei geringeren Dosierungen. Dies lasst sich mit den
zuvor diskutierten Erkenntnissen nicht erklaren. Die Begriindung fiir diese Abweichungen sind
in der Beschaffenheit des Dosierpinsels zu finden. Wahren der Herstellung dieser Materialien
zeigte sich mit zunehmender Zeit ein Verstopfen des Pinsels durch Ausfillen von NC, was zu
einer Abnahme der Linienqualitét fiihrt. Dies ist vor allem an den Randbereichen des Pinsels zu
beobachten. Die Folge daraus ist, dass die tatsdchliche Pinselbreite durch die verstopften Berei-
che vermindert werden. Aus diesem Grund sind die Linienbreiten geringer und inhomogener,
als bei der vollstindigen Nutzung der Pinselbreite. Hinsichtlich einer Skalierung des Beschich-
tungsprozesses ist dies zu beriicksichtigen, indem bei ldngerer Benutzungsdauer des Pinsels
oder einer Mehrfachbenutzung geeignete Reinigungsschritte beriicksichtigt werden mdissen,
was sich nachteilig auf die Produktionsgeschwindigkeit, den Verschleif3 des Pinsels und die Her-
stellungskosten auswirkt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Linienbreiten und Homogenitét von orts-
definierten NCPHM vom NC-Gehalt, Dosierung, Applikationsmethode und Grammatur der Ba-
sispapiere beeinflusst werden. Wie in diesem Abschnitt diskutiert, liel3en sich wie in Abbildung
4-16 gezeigt, allgemeine Trends fiir die Herstellung von homogen beschichteten Hybridmateri-
alien mit konstanter Linienbreite ableiten.

Hinsichtlich der geplanten Anwendung der ortsdefinierten NCPHM in diagnostischen Assays
wurden Linienbreiten von mehr als 5 mm angestrebt. Diese werden bei den verschiedenen Lac-
quern und Papieren ab einer Dosierung von mindesten 8 uL/cm erhalten. Aufgrund der homo-
gen porosen Oberflachenstruktur von NC-Membranen, wird fiir ortsdefinierte NCPHM als alter-
native Membranmaterialien ebenfalls eine homogene Beschichtung angestrebt. Diese sollte im
Idealfall neben einer homogenen Verteilung der NC auch eine konstante Linienbreite aufweisen
(Schema 4-3 a). Anhand der Fotoaufnahmen (Abbildung 4-13 und Abbildung 4-14) und der
darin dargestellten Farbcodierung fiir homogene Beschichtungen mit konstanter Linienbreite,
werden Materialien fiir die Anwendung in diagnostischen Assays als alternatives Membranma-
terial ausgewahlt.

In Abschnitt 6.3 werden ausgewdhlte ortsdefinierte NCPHM als alternative Membranmateria-
lien auf deren Eignung fiir diagnostische Assays untersucht. Basierend auf den hier ermittelten
Eigenschaften hinsichtlich konstanter Linienbreite und Homogenitéat wird eine Auswahl zur Un-
tersuchung der Materialien getroffen. Fiir die Tests der Materialien in diagnostischen Schnell-
test (Abschnitt 6.3) werden die nachfolgenden Hybridmaterialien ausgewdhlt und in Tabelle
4-2 aufgelistet.

Tabelle 4-2: Ubersicht der ausgewéhlten ortsdefinierten NCPHM fiir die Untersuchung als alternatives Membranma-
terial in diagnostischen Schnelltests basierend auf den Erkenntnissen aus der Betrachtung der Linienbreite und Ho-
mogenitat.

Grammatur / g/m? 50 75
NC Gehalt / %(w/w) 3,5 5,2 3,5 5,2
Dosierung / uL/cm 8/12/16 8/12 8/12/16 8/12
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4.3.3 Beschichtungsgewichte ortsdefinierter NCPHM

Die Verwendung der ortsdefinierten Beschichtung zur Herstellung von NCHPM soll der Einspa-
rung benotigter NC dienen. Dieses Konzept wurde in Abschnitt 2.2.1 beschrieben. Aus den in
Abschnitt 4.3.2 ermittelten Linienbreiten werden unter Zuhilfenahme der bekannten Dosierung
und NC-Anteile des Lacquers die Beschichtungsgewichte der ortsdefinierten NCPHM errechnet.
Hierfiir wird anhand der Linienbreite und einer gedruckten Distanz von z.B. 1 cm die beschich-
tete Flache errechnet. Aus der bekannten Dosierung und den NC-Gehalt im jeweiligen Lacquer
wird die aufgebrachte Masse errechnet. Die Beschichtungsmasse auf der aufgebrachten Linie
errechnet sich aus der Bildung des Quotienten aus aufgebrachter Masse und beschichteter Fla-
che. Es kann erwartet werden, dass mit zunehmender Dosierung die Beschichtungsgewichte
zunehmen. Da die in Abschnitt 4.3.2 ermittelten Linienbreiten keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Applikation der Lacquers iiber eine Kaniile und iiber einen Dosierpinsel gezeigt
haben, ist zu erwarten, dass die Beschichtungsgewichte unabhéngig zur Applikationsmethode
sein sollten.

Die Auftragung der Beschichtungsgewichte gegen die Dosierung in Abhédngigkeit zum NC-Ge-
halt der Lacquer ist in Abbildung 4-19 dargestellt.
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Abbildung 4-19:Errechnete Beschichtungsgewichte auf der beschichteten Flache von ortsdefinierten NCPHM in Ab-
hangigkeit der Dosierung und der NC-Anteils in den verwendeten Lacquern. Fir die Herstellung wurden Baumwoll-
Linters-Papiere mit einer Grammatur von a) 50 g/m2 und b) 75 g/m? verwendet. Die Gewichtsanteile NC-Anteile im
Lacquer sind 3,5% (Schwarz), 5,2% (Blau) und 7,0% (Rot). Die Applikation des Lacquers mittels eines Dosierpinsels (P)
ist mit gefiliten Datenpunkten dargestellt, die Applikation des Lacquers Uiber eine Kanile (K) ist Gber die leeren
Datenpunkte illustriert.

Die Auftragung der Beschichtungsgewichte (Abbildung 4-19) gegen die Dosierung zeigt, dass
im Allgemeinen eine Zunahme der Beschichtungsgewichte mit steigender Dosierung zu be-
obachten ist. Bei niedrigen NC-Anteilen im Lacquer (Abbildung 4-19, a),b), Schwarz) ist zu
beobachten, dass die Beschichtungsgewichte unabhéngig der Applikationsmethode sind. Die
resultierenden Linienbreiten sind aufgrund der niedrigen Viskositédt des Lacquers anndhernd
identisch, was sich ebenfalls in den Beschichtungsgewichten wiederspiegelt. Dies ist fiir beide
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Grammaturen zu erkennen. Die Beschichtungsgewichte steigen im Allgemeinen mit zunehmen-
der Dosierung an. Dieser Effekt ist bei den niedrigen NC-Anteilen (Abbildung 4-19, a),b),
Schwarz) nur geringfiigig zu beobachten. Die Massenzunahme auf der beschichteten Linie ist
hier verhaltnismaRig gering. Bei einer Dosierung von 8 uL/cm auf Papieren mit 50 g/m?2 (Ab-
bildung 4-19 a) wird ein Beschichtungsgewicht von 2,4 g/m2 *= 0,1 g/m? erzielt, welches bei
einer Dosierung von 20 uL/cm auf 3,4 g/m? + 0,1 g/m? ansteigt. Dies lédsst sich durch die nied-
rige Viskositit des Lacquers erkldren. Der Lacquer kann aufgrund seiner Viskositdt schnell und
homogen in das Fasernetzwerk durch Kapillarkréfte aufgenommen werden. Dabei scheint die
Zunahme der Linienbreite in einem proportionalen Verhéltnis zur Dosierung zu stehen, bzw.
im gleichen Maf3e anzusteigen, da der Quotient aus aufgebrachter NC-Masse und der Linien-
breite iiber die komplette Dosierungsspanne nur gering ansteigt.

Mit zunehmenden NC-Gehalt im Lacquer steigt das Beschichtungsgewicht an. So liegen bei der
Beschichtung von Papieren mit 50 g/m?2 (Abbildung 4-19 a) die Beschichtungsgewichte unter
Verwendung des NC-Lacquers mit 5,2% (w/w) NC im Bereich von 4,0 g/m? = 0,3 g/m? bis
5,6 g/m2 + 0,2 g/m2. Die Beschichtungsmethoden liefern ebenfalls anndhernd identische Be-
schichtungsgewichte, da die erhaltenen Linienbreiten der Applikation mittels Kaniile denen der
Auftragung mittels des Dosierpinsels sehr dhneln. Die Verwendung des NC-Lacquers mit einem
NC-Anteil von 7,0% (w/w) zeigen einen starker ansteigenden Verlauf (Abbildung 4-19 a) rote
Datenpunkte). Bei zunehmender Dosierung steigt die Linienbreite der Applikation mittels Ka-
niile weniger stark an, als die Abgeschiedene Masse. Dies fiihrt zu einem Anstieg des Beschich-
tungsgewichtes der Materialien. Besonders stark steigt das Beschichtungsgewicht bei der Appli-
kation mittel des Dosierpinsels an. Wie bereits in Abschnitt 4.3.2 beschrieben, kam es bei der
Applikation zum teilweisen Verstopfen des Pinsels, was zu einer geringeren Linienbreite fiihrte.
Allerdings wurde dennoch eine hohere Menge Lacquer auf das Papier dosiert. Dies fiihrt zu
einer ansteigenden applizierten Masse bei verhéltnisméal3ig geringeren Linienbreite als mittels
der Kaniile applizierten Linien.

Bei Verwendung von 75 g/m2 Papieren zur Herstellung der ortsdefinierten NCPHM (Abbildung
4-19 a) sind die Trends der Beschichtungsmassen dhnlich zur Beschichtung von 50 g/m2 Papie-
ren (Abbildung 4-19 b).

Vergleich der Beschichtungsgewichte von NCPHM und konventionellen NC-Membranen

Die Beschichtungsgewichte der ortsdefinierten NCPHM sind im Vergleich zu konventionellen
NC-Membranen und vollflichigen NCPHM deutlich geringer. Sie liegen je nach verwendeter
Dosierung, NC-Anteil im Lacquer und Grammatur in einem Bereich von 2,4 g/m2 - 11,8 g/m?2.
Bei vollflachigen NCPHM werden Beschichtungsgewichte im Bereich von 4,4 g/m? — 32,9 g/m?
erhalten (Abschnitt 4.2.2). Die Beschichtungsgewichte konventioneller NC-Membranen wurden
wie in Abschnitt 8.4 beschrieben ermittelt. Diese liegen in einem Bereich von 35 g/m? — 40
g/m2. Zum Vergleich sind die Spannen der Beschichtungsgewichte in Abbildung 4-20 zusam-
mengefasst. Diese reprasentieren alle ermittelten Werte, wobei die Standardabweichungen in
den Balken berticksichtigt sind.
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Abbildung 4-20: Ubersicht der Beschichtungsgewichte von NCPHM. Dargestellt sind die Spannen der Beschichtungs-
gewichte von ortsdefinierten NCPHM, vollflachigen NCPHM und konventionellen NC-Membranen.

Die Beschichtungsgewichte der ortsdefinierten NCPHM im Vergleich zu vollflachigen Hybrid-
materialien und konventionellen NC-Membranen (Abbildung 4-20) zeigt, dass signifikant we-
niger NC fiir die Herstellung von ortsdefinierten NCPHM benotigt wird. Dies sollte sich positiv
auf anfallende Produktionskosten auswirken. Der Anteil an unbeschichteten Papier auf den
ortsdefinierten Materialien ist hoher, als bei den flachigen Materialien. Zudem ist weniger NC
auf dem Material und es kommt vollig ohne PET- Tréagerfolie im Vergleich zu konventionellen
NC-Membranen aus. Ortsdefinierte NCPHM stellen die nachhaltigere Form der Hybridmateria-
lien da.

Bezieht man die Beschichtungsgewichte nicht nur auf die tatséchlich beschichtete Flache, son-
dern auf die verwendete NC-Masse pro Membranstreifen fiir einen diagnostischen Assay, so ist
zu erkennen, dass der NC-Anteil wesentlich geringer ist als bei flachig beschichteten Hybridma-
terialien. Dies ist in Schema 4-4 gezeigt.

) =

Schema 4-4: Schematische Darstellung von vollstdndigen und geschnittenen Hybridmaterialien. a) stellt ortsdefinierte
und b) vollflachig beschichtete NCPHM dar.
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Interessant ist die Betrachtung der Beschichtungsmasse von Hybridmaterialien auf der Flache
einer zurechtgeschnittenen Schnelltestmembran. Schneidet man flachig beschichtete Hybrid-
materialien in Streifen (Schema 4-4 b), so dndert sich die Beschichtungsmasse nicht. Ein schnei-
den der ortsdefinierten Hybridmaterialien (Schema 4-4 a) zieht zwar keine Anderung der Be-
schichtungsmasse auf der beschichteten Flache mit sich, aber der mit NC beschichtete Anteil ist
geringer als die Gesamtflache der Schnelltestmembran.

Fiir vollflachig beschichtete NCPHM und konventionellen NC-Membranen errechnet sich die
tatsachliche NC-Masse auf einem Membranstreifen aus den Beschichtungsgewichten und der
tatsdchlichen Flache des Membranstreifens. Die Berechnung erfolgt geméf$ Gleichung (4) am
Beispiel von konventionellen NC-Membranen.

m g
pa= — >m= p, A=40

. 2 _ _
y - 0,0015m* = 0,006 g = 6,0 mg )

mit py = Beschichtungsgewicht in g/m2, A = Flache eines Membranstreifens, m = Masse NC auf Membranstreifen

Fiir ortsdefinierten NCPHM wird mittels dem Dosiervolumen, der beschichteten Strecke, der
Dichte des Lacquers und dem NC-Anteil im Lacquer die abgeschiedene Masse berechnet. Dies
erfolgt gemald Gleichung am Beispiel eines ortsdefinierten NCPHM, hergestellt mit einer Dosie-
rung von 20 uL/cm und einem NC-Anteil von 7,0%.

V=d-D

myc =V - PLacquer W

(5)

mL g
— -002 — - = . = 4 =04
myc =05cm - 0,0 . 0,7 i 0,07 = 0,00049 g = 0,49 mg

mit V = Dosiervolumen in uL, d = beschichtete Strecke in cm, D = Dosierung in uL/cm, praquer = Dichte des Lacquers in g/mL,
w = Massenanteil NC in % (w/w), myc = Masse NC auf Membranstreifen.

Fiir konventionelle NC-Membranen betrdgt die Masse NC pro Membranstreifen 5,3 mg -
6,0 mg. Auf vollflachig beschichteten NCPHM werden je nach Wahl der Herstellungsparameter
zwischen 0,7 mg — 4,9 mg NC pro Membranstreifen aufgebracht. Mittels einer ortsdefinierten
Beschichtung durch Anwendung des Liniendruckverfahrens lasst sich die aufgebrachte Masse
an NC weiter reduzieren, sodass nur noch 0,05 mg — 0,5 mg der NC aufgebracht werden. Dies
entspricht einer Reduktion der benodtigten NC-Masse um 91% gegeniiber konventionellen NC-
Membranen.

Der Vergleich der tatsédchlichen applizierten NC-Masse pro Membranstreifen zeigt, dass die in
dieser Arbeit hergestellten neuartigen Hybridmaterialien aus NC und Baumwoll-Linters-Papie-
ren deutlich weniger NC zur Herstellung benétigen. Durch Anwendung der Tauchbeschichtung
kann die NC-Masse um bis zu 89% reduziert werden. Eine gezielte Applikation der NC {iber das
Liniendruckverfahrens reduziert die aufgebrachte NC-Masse pro Membranstreifen auf 91% im
Vergleich zu konventionellen NC-Membranen. Ein geringerer Bedarf an NC fiihrt aufgrund ei-
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nes niedrigeren Rohstoffbedarfs zu sinkenden Produktionskosten bei der Herstellung von alter-
nativen Membranmaterialien. Zudem kann bei der Herstellung von NCPHM auf PET-Trégerfo-
lien wie bei der Herstellung konventioneller NC-Membranen verzichtet werden. Die Rohstoff-
kosten fiir Baumwoll-Linters-Papiere als Basismaterial fiir NCPHM sind im Vergleich zu PET-
Folien geringer. Durch die Verwendung von Papieren als Basismaterial lassen sich alternative
Membranmaterialien mit einem reduzierten Kunststoffgehalt herstellen, da Papiere aus nach-
wachsenden Quellen hergestellt werden konnen.

4.3.4 Morphologie von ortsdefinierten NCPHM

Neben der in Abschnitt 4.3.2 behandelten makroskopischen Beurteilung der Linienbreiten und
Linienhomogenitat wird im Nachfolgenden das Augenmerk auf die Mikrostruktur von ortsdefi-
nierten NCPHM gelegt. Aufgrund der erfolgten makroskopischen Betrachtung der Linienquali-
tat kann davon ausgegangen werden, dass es innerhalb der NC beschichteten Bereiche zur Aus-
bildung verschiedener NC-Strukturen kommen kann. Idealerweise wiirde sich bei der mikro-
skopischen Betrachtung zeigen, dass im gesamten Bereich der Beschichtung die Porenstruktu-
ren gleichméfRig und homogen sind. Von ausgewéhlten Materialien sind nachfolgend Mikrosko-
pische Aufnahmen (CLSM, REM) dargestellt, anhand denen die Materialverteilung und Mikro-
struktur der Hybridmaterialien charakterisiert und beschrieben wird. Die CLSM-Aufnahmen
wurden zum einen in der Draufsicht erstellt (Abbildung 4-21 und Abbildung 4-22) und in Quer-
schnitten (Abbildung 4-23, Abbildung 4-24, Abbildung 4-25).

CLSM-Aufnahmen zur Untersuchung der Morphologie von ortsdefinierten NCPHM

CLSM-Aufnahmen bieten bei der Charakterisierung von NCPHM den Vorteil, dass durch Anfér-
bung der Komponenten, hier der Fasern und dem Lacquer, diese voneinander unterschieden
werden konnen. Die Aufnahmen liefern gute Kontraste und eine gute Auflésung in allen Di-
mensionen. Nachteilig an der Konfokalmikroskopie ist die geringe Tiefenscharfe der Aufnah-
men. Pro Aufnahme wird nur eine schmale Fokusebene aufgenommen. Um die Verteilung des
Materials untersuchen zu kénnen, miissen Bildstapel von mehreren Aufnahmen in z-Richtung
aufgenommen werden. Diese Stapel fallen je nach Unregelmél3igkeit der Probenoberfldche un-
terschiedlich grof? aus. Aus den einzelnen z-Ebenen lassen sich rdumliche Informationen iiber
die NC-Verteilung erhalten. Die CLSM-Aufnahmen wurden sowohl zur Betrachtung der Materi-
aloberflache, sowie fiir die Begutachtung von Querschnitten eingesetzt. Fiir die Querschnitts-
betrachtung wurden die Materialien in Harz eingebettet (Abschnitt 8.11).

Als exemplarische Membranmaterialien werden nachfolgend Hybridmaterialien betrachtet,
welche auf Papieren mit einer Grammatur von 50 g/m?2 hergestellt wurden. Der NC-Lacquer
wurde mittels Kaniile aufgetragen und die NC-Anteile im Lacquer variiert. Wie in Abbildung
4-13 zu gezeigt wurde, konnen bei einer Dosierung von 8 uL/cm auf 50 g/m?2 Papieren je nach
NC-Anteil ideal homogene Hybride (3,5% (w/w) NC), homogene Hybride mit inkonsistenter
Linienbreite (5,2% (w/w) NC) und inhomogene Hybride mit inkonsistenter Linienbreite (7,0%
(w/w) NC) erhalten werden. Die CLSM-Aufnahmen sind in Abbildung 4-21 dargestellt.
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Abbildung 4-21: CLSM-Aufnahmen (Maximalprojektion) der Probenoberflache (Draufsicht) von ortsdefinierte
NCPHM hergestellt auf 50 g/m2? Baumwoll-Linters-Papieren bei einer Dosierung von 8 puL/cm. Die NC-Gehalte der
Lacquer wurden variiert. Diese sind a) 3,5%, b) 5,2% und c) 7,0% (w/w). Die Lacquer wurden mittels einer Kanile
aufgebracht. Die Papierfasern sind in Cyan dargestellt (Calcofluor White M2R), der aufgebrachte NC-Lacquer in Ma-
genta (Rhodamin B). Die verschiedenen Ausbreitungsweiten des Lacquers im Papier sind durch die gelben Linien
dargestellt. Die Bildausschnitte auf der rechten Seite zeigen die Fotoaufnahmen aus Abbildung 4-13.

Die CLSM-Aufnahmen (Abbildung 4-21) zeigen die Oberfldache verschiedener ortsdefinierte
NCPHM. Wie zuvor in Abschnitt 4.3.2 beschrieben und in Abbildung 4-17 gezeigt, werden mit
Lacquern mit einem niedrigerem NC-Gehalt grof3ere Linienbreiten erhalten, als bei NC-Lacquern
mit hohen Anteilen. Dies kann ebenfalls bei der Untersuchung der Materialien mittels CLSM
(Abbildung 4-21) bestétigt werden. Die gro3te Linienbreite ist bei einem NC-Gehalt von 3,5%
(w/w) zu erkennen (Abbildung 4-21 a), wobei die Linienbreite bei der Verwendung des 7,0%
(w/w) NC-Lacquers (Abbildung 4-21 c) am geringsten ist. Bei allen drei Dosierungen kann be-
obachtet werden, dass es zwei Ausbreitungsweiten des Lacquers zu geben scheint. Dies war bei
den Fotoaufnahmen zuvor nicht zu beobachten. Das Auftreten verschiedener Ausbreitungswei-
ten konnten mehrere Ursachen haben.

Zur Herstellung der NCPHM wurde gemaf3 Abschnitt 8.10 der NC-Lacquer mit Rhodamin B
versetzt, um diesen anzufiarben. Dabei wird der gesamte Lacquer gefarbt, aber keine spezifische
Anfarbung der NC erzielt. Das verwendete Rhodamin B ist sowohl in den Losemitteln, als auch
den Nichtlosemitteln 16slich. Dies bedeutet, dass der komplette Lacquer gefarbt ist und sich
Rhodamin B iiberall niederschldgt, wo der Lacquer mit dem Papier in Kontakt gekommen ist,
auch unabhingig von der abgeschiedenen NC. Der Auflere Rand der gedruckten Linie (gelbe
Linie) konnte demnach durch Rhodamin B geféarbtes Losemittel und Nichtlosemittel zustande
kommen, auch in Abwesenheit von NC. Der innere Rand der Beschichtung (gelbe gestrichelte
Linie) konnte im Umkehrschluss den Rand des tatsdchlich mit NC beschichteten Bereiches dar-
stellen. Um diese These zu {iberpriifen, miissten die Hybridmaterialien in Wasser eingelegt wer-
den, um unspezifisch adsorbiertes Rhodamin von den Fasern zu entfernen. Das Rhodamin B im
inneren der Linie, sollte sich nicht auswaschen lassen, da davon ausgegangen werden konnte,
dass ein gewisser Anteil an Rhodamin von NC eingeschlossen wird und nicht zuganglich fiir das
Extraktionsmedium sein sollte. Sollte bei der Extraktion der duldere Rand entfernt werden kon-
nen, so wiirde dies die These stiitzen.

Eine weitere Ursache der Ausbildung zweier Randbereiche kénnte auf die Ausbildung poroser
Strukturen der NC zuriickzufithren sein. Die Ausbildung dieser Strukturen ist ein komplexer
Prozess, welcher abhingig ist von Faktoren wie z.B. der Trocknungstemperatur, der Luftfeuch-
tigkeit und der Lacquer Zusammensetzung. Vor allem bei der Auftragung mittels Kaniile legt
der NC-Lacquer, wie in Abbildung 4-15 dargestellt, nach der Applikation eine grof3ere Distanz
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innerhalb des Papiers zuriick. Dabei kann bereits wahrend der Verteilung des Lacquers im Papier
die Porenbildung einsetzen, wodurch sich moglicherweise verschiedene Strukturen entlang der
Ausbreitungsrichtung ausbilden. Vermutlich entsteht der au3enliegende Bereich aus einer diin-
nen und homogenen NC-Beschichtung auf den Fasern. Am innenliegenden Rand findet vermut-
lich ein Ubergang von der homogenen Faserbeschichtung zur Ausbildung von porésen NC-
Strukturen statt. Diese These konnte durch Verwendung von fluoreszenzmarkierten Proteinen,
welche an der NC binden kénnen, untersucht werden. Durch Einlegen der Membranmaterialien
in z.B. FITC-BSA Losung oder mittels Etablieren eines Fluidflusses von FITC-BSA-Losungen
durch die gedruckte Linie kann die Aufnahme des Proteins durch die NC untersucht werden.
Bindet das Protein an der gesamten Linienbreite bis hin zum duf3eren Rand, so wiirde dies fiir
unterschiedliche NC-Strukturen (glatt/homogen vs. poros) entlang der Linienbreite sprechen.
Sollte nach dem Fluidfluss das FITC-BSA nur im inneren Bereich zu erkennen sein, so wiirde es
fiir die zuerst genannte These sprechen (adsorbiertes Rhodamin an Fasern ohne NC).

Im Rahmen der Untersuchungen zur Proteinbindung an ortsdefinierten NCPHM (Abschnitt 6.1)
konnten Beobachtungen gemacht werden, welche die These der unterschiedlichen NC-Struktu-
ren entlang der gedruckten Linie stiitzen. In Abbildung 6-2 sind CLSM-Aufnahmen dargestellt,
bei denen die Proteinbindung an einer aufgedruckten NC-Linie untersucht wird. Bei den Auf-
nahmen nach dem Fluidfluss mit FITC-BSA ist zu erkennen, dass das Protein komplett und auf
der vollen Breite der NC-Linie an die NC gebunden wird. Am Ende des Streifens ist weder Pro-
tein zu erkennen, noch abgelostes Rhodamin B. Wiirde am Ende des Streifens Rhodamin B
aufkonzentriert werden so wiirde das die These stiitzen, dass der dufSere Rand der ortsdefinier-
ten NCPHM durch adsorbiertes Rhodamin an den Papierfasern zustande kommt, ohne dass sich
dort NC niederschldgt. Die Abwesenheit von Rhodamin B am Ende des Streifens und die Bin-
dung von FITC-BSA iiber die gesamte mit NC beschichtete Flache spricht dafiir, dass entlang
der Linienbreite verschiedene NC-Strukturen vorliegen miissen.

Detailaufnahmen aus den verschiedenen Bereichen der aufgedruckten NC-Linien sind in Abbil-
dung 4-22 dargestellt.
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Abbildung 4-22: CLSM-Aufnahmen (Maximalprojektion) der Probenoberflache (Draufsicht) von ortsdefinierte
NCPHM hergestellt auf 50 g/m? Baumwoll-Linters-Papieren bei einer Dosierung von 8 uL/cm und einem NC-Anteil
von 3,5% (w/w). Die Applikation des Lacquers erfolgte mittels einer Kaniile. Auf der Probentibersicht a) sind drei
verschiedene Bereiche hervorgehoben. Von diesen Bereichen sind Detailaufnahmen dargestellt. b) duBerer Rand des
Hybridmaterials (gelb), c) innenliegender Randbereich (Orange) und d) mittlerer Bereich des Materials, direkt im
Bereich der Lacquer Applikation. Die Papierfasern sind in Cyan dargestellt (Calcofluor White M2R), der aufgebrachte
NC-Lacquer in Magenta (Rhodamin B). Der Skalierungsbalken fiir die Ubersicht a) ist 500 um, der Skalierungsbalken
in b) ist gliltig fur b) — d) und betragt 100 um.

Detailaufnahmen aus den verschiedenen Bereichen der aufgedruckten NC-Linien sind in Abbil-
dung 4-22 dargestellt. Die Aufnahme des dul’eren Randbereichs (Abbildung 4-22 b) zeigt den
Ubergang vom unbeschichteten Papier (Cyan) zum mit NC beschichteten Bereich (Magenta).
Anhand der Aufnahme ist zu erkennen, dass die NC homogen auf den Fasern verteilt ist. Es
konnen keine porosen Strukturen auf der Faseroberfliche oder in den Faserzwischenrdumen
beobachtet werden. Eine Betrachtung des inneren Randbereichs (Abbildung 4-22 c) zeigt, dass
es zur Ausbildung poroser Strukturen der NC kommt. Auf den Faseroberflichen und in Berei-
chen von Faserkreuzungspunkten sind porose Strukturen erkennbar. Diese fiillen allerdings
nicht die Makroporen im Fasernetzwerk aus. Im Zentrum der aufgebrachten Linie (Abbildung
4-22 d) sind wesentlich mehr porose Strukturen im Vergleich zu den Randbereichen erkennbar.
Die porosen Bereiche befinden sich auf der Faseroberfldche, den Faserkreuzungspunkten und
Grol3teils auch in den Makroporen. Letztere werden allerdings nicht vollstandig gefiillt.

Die Detailaufnahmen entlang der Linienbreite verdeutlichen, dass die porosen Strukturen sich
nicht gleichmalig entlang der gesamten Breite verteilen. Die Ausbildung von porésen Struktu-
ren nimmt vom Ort der Lacquer-Applikation (Abbildung 4-22 d) hin zu den dulleren Bereichen
ab. Dies kommt vermutlich durch eine Anderung der Lacquer-Zusammensetzung aufgrund von
Verdunstungseffekten withren der Verteilung im Papier. Ebenfalls konnte eine Anderung der
Lacquer-Zusammensetzung aufgrund von unterschiedlichen Eindringgeschwindigkeiten der
einzelnen Lacquer-Komponenten in das Fasergefiige der Grund fiir eine Ungleichverteilung der
porosen Strukturen sein. Die unterschiedlichen fliissigen Bestandteile des Lacquers haben ver-
schiedene Oberflachenspannungen, dies sollte unterschiedliche Ausbreitungsgeschwindigkei-
ten der einzelnen Bestandteile zu Folge haben. Bei Botta et al.!*3%141 wurden der Einfluss der
Oberflachenspannung und Viskositdt auf die radiale Fliissigkeitsaufnahme von applizierten
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Fliissigkeitstropfen auf Papieren untersucht. Die Materialeigenschaften der untersuchten Fliis-
sigkeiten sind in Tabelle 4-3 dargestellt. Es wurde festgestellt, dass Fliissigkeiten mit einer ge-
ringeren dynamischen Viskositdt wie Aceton (0,306 mPa s) und Wasser (0,89 mPa s) eine gro-
Bere Ausbreitungsgeschwindigkeit in Papier aufweisen, als Fliissigkeiten mit einer héheren Vis-
kositét, wie z.B. Isopropanol (1,96 mPa s) und Glycerin (648 mPa s). Die bei Botta et al. [13%140]
untersuchten Fliissigkeiten sind ebenfalls Bestandteile der verwendeten NC-Lacquer. Ubertrigt
man deren Erkenntnisse auf die Ausbreitung des Lacquers im Papier, so kann angenommen
werden, dass sich die einzelnen Bestandteile unterschiedlich schnell im Papier ausbreiten konn-
ten. Dies bedeutet, dass sowohl Aceton und auch Wasser schneller aus dem Lacquer in die Fa-
sern aufgenommen werden und dadurch ein héherer Anteil organischer Nichtlosemittel zuriick-
bleibt. Dies konnte eine Ausbildung von porosen NC-Strukturen begiinstigen. Eine vorausei-
lende Wasser/Aceton-Flie3front konnte in der Lage sein, NC mit sich zu fiihren, welche sich
dann aufgrund von einem gestorten Losemittel/Nichtlosemittel-Verhéltnis als homogener Film
auf den Fasern abscheidet. Die Erkenntnisse von Botta et al.['**140] {ibertragen auf die hier
durchgefiihrten arbeiten konnen die Ausbildung unterschiedlicher NC-Strukturen entlang der
aufgedruckten Linienbreite erkldren.

Tabelle 4-3: Materialeigenschaften der bei Botta et al.['*°! verwendeten Flussigkeiten.

Dichte | Dynamische Viskositit bei 20 °C | Oberflichenspannung
/ g/mL / mPa s / mN/m
DI Wasser 0,997 0,89 72,2
Aceton 0,791 0,306 23,7
Isopropanol | 0,781 1,96 21,79
Glycerin 1,26 648 63,4

Neben der Betrachtung der Oberflachen der ortsdefinierten NCPHM, wird ebenfalls die Vertei-
lung der NC im Hybridmaterial untersucht. Hierfiir wurden Querschnittsproben der Hybridma-
terialien wie in Abschnitt 8.11 beschrieben hergestellt und mittels Konfokalmikroskopie unter-
sucht. Die Querschnitte sind in Abbildung 4-23 dargestellt.
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Abbildung 4-23: CLSM-Aufnahmen (Maximalprojektion) der Probenquerschnitte von ortsdefinierten NCPHM herge-
stellt auf 50 g/m2 Baumwoll-Linters-Papieren bei einer Dosierung von 8 puL/cm. Die NC-Anteile der Lacquer wurden
variiert. Diese sind a) 3,5%, b) 5,2% und c) 7,0% (w/w). Die Lacquer wurden mittels einer Kanlile aufgebracht. Die
Papierfasern sind in Cyan dargestellt (Calcofluor White M2R), der aufgebrachte NC-Lacquer in Magenta (Rhodamine
B). Die verschiedenen Ausbreitungsweiten des Lacquers im Papier sind durch die gelben Linien dargestellt.

Analog zu den Aufnahmen der Materialoberflache (Abbildung 4-21), lassen sich bei den Quer-
schnittsproben (Abbildung 4-23) ebenfalls einen inneren und &ufleren Randbereich der Be-
schichtung im Papier erkennen. Die Ausbildung dieser Randbereiche wurde zuvor diskutiert.
Bei allen Dosierungen scheint die maximale Ausbreitungsweite der Beschichtung annéhernd
identisch zu sein. Die Breite des inneren Bereiches ist beim Hybridmaterial mit einem NC-Anteil
von 5,2% (w/w) am grofdten und nimmt mit zunehmenden NC-Anteil ab. Beim Hybridmaterial
mit einem NC-Anteil von 7,0% (w/w) ist zudem eine pordse aber geschlossene Beschichtung
der Materialoberflache zu erkennen. Diese zeigt sich am oberen Rand des Hybridmaterials
durch eine deutliche Anhdufung von NC.

Anhand des Hybridmaterials auf 50 g/m2 Papier mit einer Dosierung von 8 uL/cm und einem
NC-Anteil von 3,5% (w/w) werden die Randbereiche im inneren des Materials ndher unter-
sucht. Die Detailaufnahmen dazu sind in Abbildung 4-24 illustriert.

50g/m? 8 uL/cm, 3,5%

1000 pm

Abbildung 4-24: CLSM-Aufnahmen (Maximalprojektion) des Probenquerschnitts von ortsdefinierte NCPHM herge-
stellt auf 50 g/m2 Baumwoll-Linters-Papieren bei einer Dosierung von 8 pL/cm und einem NC-Anteil von 3,5% (w/w).
Die Applikation des Lacquers erfolgte mittels einer Kantle. Auf der Probenlbersicht a) sind drei verschiedene Berei-
che hervorgehoben. Von diesen Bereichen sind Detailaufnahmen dargestellt. b) AuBerer Rand des Hybridmaterials
(Gelb), c) innenliegender Randbereich (Orange) und d) mittlerer Bereich des Materials, direkt im Bereich der Lacquer
Applikation. Die Papierfasern sind in Cyan dargestellt (Calcofluor White M2R), der aufgebrachte NC-Lacquer in Ma-
genta (Rhodamin B). Der Skalierungsbalken fiir die Ubersicht a) ist 1000 um, der Skalierungsbalken in b) ist giltig fir
b) - d) und betrdagt 100 pm.

Herstellung und Charakterisierung von NCPHM und CN-Papieren 63



Im Ubersichtsbild (Abbildung 4-24 a) sind die inneren Randbereiche (Gelb und Orange) sowie
der zentrale Bereich der Lacquer-Applikation auf das Papier (Griin) markiert. Die Detailaufnah-
men sind in Abbildung 4-24 b)-c) dargestellt. Der duf3ere Randbereich (Abbildung 4-24 b) zeigt
das Hybridmaterial im Querschnitt. Im linken Teil des Bildausschnittes ist das blanke Baumwoll-
Linters-Papier (Cyan) ohne NC-Beschichtung zu sehen. Im rechten Teil ist der Anfang der Be-
schichtung zu erkennen. Die NC (Magenta) umgibt die Fasern und bildet eine gleichmaf3ige
Oberflachenbeschichtung aus. Dabei dringt diese auch in das Innere der Fasern ein. Eine Aus-
bildung von porésen Strukturen ist nicht zu beobachten. Am innenliegenden Randbereich (Ab-
bildung 4-24 c) ist ein Ubergang von gleichmiRig beschichteten Fasern zu einer pordsen Be-
schichtung auf den Fasern und an den Faserkreuzungspunkten bzw. Zwischenrdumen erkenn-
bar. Auf der linken Seite des Bildausschnitts sind die Fasern noch rein oberflachlich und gleich-
maRig beschichtet. Eine beginnende Ausbildung der pordsen Strukturen ist im rechten Bildaus-
schnitt erkennbar. Ein Blick ins Zentrum der aufgebrachten Linie (Abbildung 4-24 d) zeigt, dass
das Hybridmaterial an dieser Stelle deutlich mehr NC enthilt, als in den zuvor gezeigten Rand-
bereichen. Direkt im Bereich das Lacquer Auftrags ist eine deutliche Porenbildung der NC zu
erkennen. Diese fiillt einen grol3en Teil der Makroporen und ummantelt scheinbar die Fasern
vollstandig. Eine geschlossene NC-Schicht auf der Probenoberfldche ist nicht zu erkennen.

Zu besseren Vergleichbarkeit sind in Abbildung 4-25 die Querschnittsaufnahmen im Bereich
des Lacquer Auftrags dargestellt.

Linters 50 g/m?, 8 uL/cm
b) 5,2%

Abbildung 4-25: Querschnittsaufnahmen (CLSM) von ortsdefinierten NCPHM hergestellt auf 50 g/m?2 Papieren mit
einer Dosierung von 8 pL/cm und variierenden NC-Anteilen von a) 3,5%, b) 5,2% und c) 7,0%. Die Papierfasern sind
in Cyan dargestellt (Calcofluor White M2R), der aufgebrachte NC-Lacquer in Magenta (Rhodamin B). Der Skalierungs-
balken in a) entspricht 100 um und gliltig fir alle abgebildeten Aufnahmen.

Die zentralen Bereiche der Hybridmaterialien sind im Querschnitt in Abbildung 4-25 darge-
stellt. Wie bereits zuvor beobachtet, wird im Bereich des Lacquer Auftrags immer eine porose
Struktur der NC im Material enthalten. Die Strukturen der NC-Anteile von 3,5% und 5,2% (Ab-
bildung 4-25 a ,b) weisen vergleichbare Strukturen auf. In beiden Féllen ist keine vollstdndige
Bedeckung der Materialoberfldche durch NC zu erkennen. Bei der Verwendung von héher do-
sierten NC-Lacquern (7,0%) kann zudem eine Bedeckung der Materialoberflache auf dem Hyb-
ridmaterial beobachtet werden (Abbildung 4-25 c).
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass mittels CLSM-Aufnahmen eine Ausbildung von
unterschiedlichen Strukturen der NC im Fasergefiige kommt. Das Vorhandensein von gleich-
maRig beschichteten Arealen, vor allem in den aufleren Bereichen der Hybridmaterialien
konnte mittels dieser Methode bestitigt werden. In den zuvor angefertigten Fotoaufnahmen
(Abbildung 4-13 und Abbildung 4-14) war dies nicht zu erkennen. Neben der rein oberflachli-
chen Materialverteilung konnte auch die Verteilung innerhalb des Papieres beschrieben werden.
Beim Auftragen der NC-Lacquer auf Papier kommt es zu einem vollstdndigen Einsaugen des
Lacquers und Verteilung dessen durch den kompletten Papierquerschnitt hinweg. Die Ausbil-
dung von porosen Strukturen kann sowohl an der Papieroberflache, als auch im inneren der
Makroporen des Fasernetzwerks sowie den unteren Bereichen der Papiere beobachtet werden.
Bei hoheren NC-Anteilen der Lacquer ist zudem eine vollstdndige Bedeckung der Papieroberfla-
che mit poroser NC zu beobachten.

Elektronenmikroskopische Charakterisierung von ortsdefinierten NCPHM

Zur Charakterisierung der Materialoberfldche wurden zusétzlich zur Konfokalmikroskopie die
Elektronenmikroskopie zur Beschreibung der Oberflache verwendet. Die Elektronenmikrosko-
pie zeichnet sich vor allem dadurch aus, dass sie eine oberflachensensitive Mikroskopiemethode
ist. Nachteilig ist allerdings, dass sich bei den beiden chemisch sehr dhnlichen Hybridkompo-
nenten (Papier und NC) keine Unterscheidung der einzelnen Komponenten (z.B. durch EDX
Analysen oder BSE-Materialkontrast) moglich ist. Eine Differenzierung zwischen Faser und NC
kann nur aufgrund der Morphologischen unterschiede erahnt und abgeschétzt werden. Eine
homogene Membranoberflache mit gleichbleibenden proteinbindenden und mikrofluidischen
Eigenschaften ist essenziell fiir sensitive diagnostische Assays.

Im Nachfolgenden werden mittels Elektronenmikroskopie die zentralen Bereiche der Hybrid-
materialien im Bereich des Lacquer-Auftrags betrachtet. Die dargestellten Aufnahmen sind je-
weils reprasentativ fiir die untersuchten Proben und sind in Abbildung 4-26 dargestellt.
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Abbildung 4-26: REM-Aufnahmen bei 300-facher VergréBerung von ortsdefinierten NCPHM hergestellt auf 50 g/m?
Baumwoll-Linters-Papieren. Der NC-Lacquer wurde mittels einer Kanule appliziert. Die NC-Anteile im Lacquer waren
3,5%, 5,2% und 7,0% (w/w) und die Dosierungen 8 uL/cm, 12 uL/cm und 16 uL/cm. Der Skalierungsbalken entspricht
100 um und ist gultig fur alle Abbildungen. Die Farbkodierung der Abbildungen entspricht der Beurteilung der Ho-
mogenitat der Linien wie in Abschnitt 4.3.2 beschrieben.

Die REM-Aufnahmen der zentralen Bereiche der Hybridmaterialien im Bereich des Lacquer-
Auftrags sind in Abbildung 4-26 dargestellt. Zu sehen sind die verschiedenen Dosierungen des
Lacquers bei verschiedenen NC-Anteilen auf 50 g/m2 Baumwoll-Linters-Papieren, aufgebracht
mit einer Kaniile. Die farbliche Kodierung der Bildausschnitte entspricht der Beurteilung der
Linienhomogenitidt wie in Abschnitt 4.3.2 diskutiert. Die fotografische Beurteilung der Linien
(Abschnitt 4.3.2) zeigte fiir die niedrigste Dosierung und NC-Anteil eine homogene Verteilung
der Beschichtung und eine konstante Linienbreite. Die exemplarische REM-Aufnahme (Bildaus-
schnitt 300 x 300 um) zeigt, dass die Papieroberflache nicht vollstindig mit NC bedeckt ist. Die
applizierte NC ist iberwiegend zwischen den Fasern und an den Faserzwischenrdumen lokali-
siert und bildet porose Strukturen aus. Die Makroporen des Materials sind gro3tenteils offen
und nicht mit NC ausgefiillt. Bei einer hoheren Dosierung von 12 ul/cm des Lacquers mit 3,5%
(w/w) NC-Anteil ist eine deutliche Zunahme an NC-Abscheidung zu erkennen. Die Faserober-
flache wird noch nicht vollstindig mit NC {iberspannt und die Makroporen sind nicht gefiillt.
Es kann eine homogene Verteilung der NC beobachtet werden. Erst bei einer Dosierung von
16 uL/cm (3,5% (w/w)) ist eine vollstindige Bedeckung der Faseroberfliche mit poroser NC
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zu beobachten. Diese {iberspannt die Faseroberflaiche und auch die Makroporen, sodass anné-
hernd eine Oberflichenstruktur entsteht, die konventionellen NC-Membranen &dhnelt. Diese
Strukturen konnen entlang der kompletten Linienbreite beobachtet werden.

Eine Erhohung des NC-Anteils im Lacquer auf 5,2% (w/w) fiihrt bei einer niedrigen Dosierung
von 8 ul/cm zu einer homogenen Beschichtung ohne vollstindige Bedeckung der Papierober-
flache. An Faserkreuzungspunkten und in iiberwiegend gefiillten Makroporen des Papiers ist
porose NC erkennbar. Erst bei einer hoheren Dosierung von 12 ul/cm tritt eine Bedeckung der
Faseroberflachen durch die NC auf. Die Oberflache wird von der NC nur unvollstindig iiber-
spannt. Es sind groRere Fehlstellen erkennbar, welche sich {iber die komplette Linienbreite ver-
teilen. Diese Inhomogenitét lasst sich bereits bei der makroskopischen Begutachtung der Foto-
aufnahmen in Abschnitt 4.3.2 erkennen. Bei einer noch héheren Dosierung (16 ul/cm) kommt
es zur teilweise sehr dichten und wenig pordsen Beschichtung, welche sich unregelméf3ig iiber
die komplette Beschichtungsflache ausbreitet. Die Oberflachenstrukturen dieser inhomogenen
Materialien stellen keine geeigneten alternativen Membranmaterialien fiir diagnostische Assays
dar.

Wird hingegen ein Lacquer mit einem NC-Anteil von 7,0% (w/w) verwendet, so lassen sich auf
dem 50 g/m2 Papier iiber den Auftrag mit einer Kaniile keine homogen beschichteten Materia-
lien mehr erhalten. Bei allen Dosierungen werden pordse Strukturen erhalten, welche das Fa-
sernetzwerk vollstdndig {iberspannen. Die beschichteten Bereiche weisen haufig vollstandig
verdichtete Regionen ohne pordse Bestandteile auf. Vollstdndig verdichtete Bereiche ohne sicht-
bare Porositét sollten zu unregelmél3igen Fluidfluss fiihren oder diesen entlang des Materials
unterbinden. Eine Untersuchung der innenliegenden Strukturen durch Querschnitte wurde
nicht durchgefiihrt, da bereits die oberflachlichen Strukturen unzureichend fiir die Anwendung
in Assays sind. Wie bereits in Abschnitt 4.3.2 diskutiert, werden weniger homogen beschichtete
Materialien mittels der Applikation des Lacquers iiber eine Kaniile erhalten, als bei der Verwen-
dung eines Dosierpinsels. Die REM-Aufnahmen der Lacquer Applikation iiber einen Dosierpinsel
sind in Abbildung 4-27 dargestellt.
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Abbildung 4-27: REM-Aufnahmen bei 300-facher VergréBerung von ortsdefinierten NCPHM hergestellt auf 50 g/m?
Baumwoll-Linters-Papieren. Der NC-Lacquer wurde mittels eines Dosierpinsels appliziert. Die NC-Anteile im Lacquer
waren 3,5%, 5,2% und 7,0% (w/w) und die Dosierungen 8 uL/cm, 12 yL/cm und 16 uL/cm. Der Skalierungsbalken
entspricht 100 um und ist glltig fiir alle Abbildungen. Die Farbkodierung der Abbildungen entspricht der Beurteilung
der Homogenitat der Linien wie in Abschnitt 4.3.2 beschrieben.

Unter Verwendung eines Dosierpinsels lassen sich auch wie in Abschnitt 4.3.2 beschrieben, un-
ter Verwendung von hoheren Lacquer Dosierungen und NC-Anteilen ortsdefinierte NCPHM mit
einer homogenen Materialverteilung erhalten.

Unabhéngig der Dosierung und des NC-Anteils im Lacquer, dhnelt sich die Morphologie der
verschiedenen Hybridmaterialien. Lediglich die Materialien mit einer Dosierung von 16 uL/cm
bei einem NC-Anteil von 5,2% und 7,0% (w/w) weisen inhomogene Oberfldchenstrukturen auf.
Bei diesen hohen Dosierungen der Lacquer mit einer hoheren Viskositit ist eine vollstindige
Bedeckung des Fasernetzwerks mit pordser NC zu erkennen, welche allerdings des Ofteren in-
homogene Bereiche wie Locher oder dichte NC-Beschichtungen aufweist. Die Inhomogenitat
dieser Linien und der Einfluss der Viskositédt sowie der Art der Applikationsmethode wurde ein
Abschnitt 4.3.2 ausfiihrlich diskutiert.

Bei Verwendung von niedrigeren Dosierungen (bis max. 12 ul./cm) und niedrigeren NC-Antei-
len, lassen sich homogen beschichtete Bereiche erhalten, bei denen die Fasernetzwerke nicht
vollstdndig mit NC iiberspannt sind. Porése NC-Strukturen finden sich vor allem in Bereichen
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von Faserkreuzungen, an parallelverlaufenden Fasern mit geringem Abstand zueinander und
in den Porenradien der Makroporen. Die applizierte Menge an NC kann diese ausreichend fiil-
len. Bei hoheren NC-Anteilen ist eine Zunahme der Fiillung von Makroporen zu erkennen, al-
lerdings ohne dass diese von NC iiberspannt werden. Die hier gezeigten Aufnahmen der homo-
gen beschichteten ortsdefinierten NCPHM stellen alle mégliche Alternativen zu konventionellen
NC-Membranen fiir diagnostisches Schnelltests dar.

4.3.5 Fazit zu ortsdefinierten NCPHM

Die Charakterisierung von ortsdefinierten NCPHM wurde in Abschnitt 4.3 thematisiert. Diese
umfasst die Linienbreiten und Homogenitit dieser mittels Fotoaufnahmen (Abschnitt 4.3.2).
Die Vermessung der Linienbreiten zeigt, dass mit zunehmender Dosierung des NC-Lacquers,
breitere Linien erhalten werden konnen. Die Breite der Linien nimmt ebenfalls mit sinkender
Viskositat des Lacquers zu. Die Viskositédt dessen steht im Zusammenhang zum NC-Anteil im
Lacquer und sinkt mit einem sinkenden NC-Anteil. Wird ein Basispapier mit einer hoheren
Grammatur verwendet, sind die Linienbreiten aufgrund der grof3eren Aufnahmekapazitét des
Papiers ebenfalls kleiner. Um die Materialien als alternative Membranmaterialien fiir diagnos-
tische Schnelltests anwenden zu konnen, sollte die Linienbreite nicht unterhalb von 5 mm lie-
gen, da dies dem Abstand zwischen der Test- und Kontrolllinie in Assays entspricht. Linienbrei-
ten von >5 mm liefen sich bei allen NC-Anteilen bereits bei Dosierungen von mindestens
8 uL/cm erhalten. Die Homogenitét der Beschichtungsbereiche wurde ebenfalls anhand Foto-
aufnahmen beurteilt. Hierbei konnte unterschieden werden zwischen homogener Materialver-
teilung mit konstanter Linienbreite, homogener Materialverteilung bei inkonsistenter Linien-
breite und inhomogene Materialverteilung bei konstanter oder inkonsistenter Linienbreite. Aus
den Aufnahmen lassen sich allgemeingiiltige Zusammenhénge fiir homogene Membranmateri-
alien ableiten (Abbildung 4-16). Eine homogene Materialverteilung wird durch die Verwen-
dung von Papieren mit hoherer Grammatur begiinstigt. Zudem spielt die Auftragsbreite des
Lacquers eine wichtige Rolle. Bei einer breitflichigen Auftragungsweise, z.B. {iber einen Dosier-
pinsel, lasst sich die Anzahl an homogen beschichteten Materialien im Rahmen der getesteten
Parameter erhohen. Bei der Variation des NC-Anteils erwiesen sich niedrigere NC-Anteile auf-
grund der niedrigeren Viskositédt des Lacquers als Vorteilhaft fiir eine bessere Verteilung des
Lacquers im Papier und somit fiir den Erhalt von homogen beschichteten Materialien. Ein ge-
ringes Dosiervolumen fiihrt dazu, dass der Lacquer besser und gleichméliger vom Papier auf-
genommen werden kann, als ein grofderes aufgebrachtes Volumen.

Anhand der ermittelten Linienbreiten und der bekannten Zusammensetzung des Lacquers und
der verwendeten Dosierung wurden in Abschnitt 4.3.3 die Beschichtungsmassen der ortsdefi-
nierten NCPHM errechnet. Diese nehmen mit steigender Dosierung als auch steigenden NC-
Anteilen im Lacquer zu. Die auf dem Papier deponierte Masse an NC ist im Vergleich zu kon-
ventionellen Membranmaterialien und zu vollflachig beschichteten NCPHM geringer. Beson-
ders bei der Betrachtung der tatséchlich benotigten NC-Masse pro diagnostischem Assay, stellen
ortsdefinierte NCPHM eine besonders NC einsparende Alternative zu den zuvor genannten
Membrantypen dar.

Abschlielend wurde in Abschnitt 4.3.4 die Morphologie der ortsdefinierten NCPHM mittels
Konfokalmikroskopie und Elektronenmikroskopie untersucht. Mittels Konfokalmikroskopie
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konnte gezeigt werden, dass es orthogonal zur Auftragsrichtung zu unterschiedlich ausgeprag-
ten NC-Strukturen kommt. Im Randbereich der Auftragung wird eine eher gleichmi@ige Be-
schichtung auf der Faseroberflache erhalten, wohingegen in einem inneren Randbereich ein
Ubergang von gleichméiRiger Oberflichenbeschichtung zu porésen Strukturen stattfindet. Im
Zentrum der Lacquer-Applikation werden pordse NC-Strukturen erhalten, welche unter ande-
rem auch die Makroporen iiber die komplette Papierdicke auskleiden. Bei hohen NC-Anteilen
im Lacquer wird zudem eine vollstdndige Beschichtung der Oberfldche beobachtet. Anhand von
REM-Aufnahmen konnte erneut bestitigt werden, dass sich eine Auftragung des NC-Lacquers
iiber einen Dosierpinsel vorteilhaft auf die homogene Verteilung der NC auf dem Papier aus-
wirkt. Nur bei hoheren Dosierungen und NC-Anteilen im Lacquer kommt es zu inhomogenen
Beschichtungen, welche fiir die spatere Anwendung in diagnostischen Assays ungeeignet sind.

Eine Charakterisierung der mikrofluidischen Eigenschaften und die Anwendbarkeit in diagnos-
tischen Assays werden in den Abschnitten 5.4 und 6.3 diskutiert.

4.4 Herstellung und Charakterisierung von CN-Papieren durch Veresterung von
Baumwoll-Linters-Papieren

CN-Papiere bieten eine spannende und ernstzunehmende Alternative zu konventionellen NC-
Membranen und NCPHM (vgl. Abschnitt 2.2.2). Wie in Abschnitten 2.2.2 und O erortert, kon-
nen durch eine reaktive Umsetzung von Papieren, CN-Papiere erhalten werden, welche ohne
eine NC-Beschichtung als Membranmaterialien verwendet werden konnen. Die Herstellung der
CN-Papiere ist hinsichtlich der Herstellungsparameter weniger komplex, als konventionelle NC-
Membranen oder NCPHM. In den nachfolgenden Abschnitten wird die Herstellung (Abschnitt
4.4.1) und Charakterisierung (Abschnitte 4.4.1 - 4.4.7) der CN-Papiere beschrieben und disku-
tiert.

4.4.1 Herstellung von CN-Papieren durch Veresterung von Baumwoll-Linters-Papie-
ren

Durch das Einlegen von Baumwoll-Linters-Papieren in eine Nitrierlosung aus Salpetersdure und
Schwefelsiure ist eine Veresterung der Hydroxylgruppen der Cellulose zu erwarten."'* Der
Substitutionsgrad beschreibt die Anzahl der umgesetzten Hydroxylgruppen in Nitratgruppen.
Das Monomer der Cellulose ist B-D-Glucose (CsH120s). Diese ist B-1,4-glycosidisch verkniipft
(vgl. Abschnitt 1.4). Daraus ergibt sich strukturell die Wiederholeinheit der Cellobiose
(C12H20010), welche das lineare Polysaccharid bilden.!'¥ Pro Monomereinheit der Cellulose
existieren zwei dquatorial angeordnete Hydroxylgruppen an C, und Cs, sowie eine endstédndige
CH,OH-Gruppe (Schema 4-5). Diese drei Hydroxylgruppe konnen bei der sdaurekatalysierten
Veresterungsreaktion mit Salpetersdure in Nitratgruppen {iiberfiihrt werden. Der maximal er-
reichbare Substitutionsgrad bei dieser Umsetzung liegt bei 3, was einem theoretischen Stick-
stoffgehalt von 14,14% entspricht.l'¥?! Real lésst sich ein maximaler Stickstoffgehalt von
13,50% erhalten.['*3] Das Reaktionsschema zur Umsetzung von Cellulose in Cellulosenitrat ist
in Schema 4-5 dargestellt.
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Schema 4-5: Reaktionsschema zur Umsetzung von Cellulose zu Cellulosenitrat. Abbildung erstellt mit Chemdraw.

Der Substitutionsgrad und Stickstoffgehalt kann durch die Zusammensetzung der Nitrierséure,
der Reaktionsdauer und Reaktionstemperatur eingestellt werden.!'°%1%7] Anhand des Stickstoff-
gehalts, welcher durch Elementaranalyse ermittelt werden kann, lasst sich der Substitutions-
grad mittels Gleichung (6) errechnen.!l44

3,6 - Stickstof fgehalt[%]

DS = 31,13 — Stickstof f gehalt[%] (6)

Die potentiellen Anwendungsbereiche fiir Cellulosenitrat variieren je nach Stickstoffgehalt. Cel-
lulosenitrat wird u.a. bei der Herstellung von Tischtennisbéllen, als additiv in Farben und La-
cken, in Klebstoffen, als Treibladung in Sprengstoffen und rauchschwachem Schiel3pulver, so-
wie als Membranmaterial in molekularbiologischen-, biochemischen-, analytischen- und diag-
nostischen Membranmaterialien verwendet.!'*!) Bei hohen Stickstoffgehalten >12,75% liegt
Cellulosetrinitrat vor, welches aufgrund der sehr leichten Entflammbarkeit und Explosionsfa-
higkeit als SchieRbaumwolle bezeichnet wird.** Unterhalb von 12,75% liegt Cellulosedinitrat
vor, welches auch als Kollodiumwolle bezeichnet wird.[4%

Im Gegensatz zu kommerziell hergestelltem, pulverartigem Cellulosenitrat, welches {iberwie-
gend als Additiv in Losungen oder Lacken verwendet wird, ist ein Erhalt des Fasergefiiges der
eingelegten Baumwoll-Linters-Papiere angestrebt. Damit sollten auf diesem Weg erhaltenen
Materialien direkt als Membranmaterial fiir diagnostische oder analytische Zwecke verwendet
werden. Die Herstellung der CN-Papieren wird detailliert in Abschnitt 8.3 beschrieben und ist
in Schema 4-6 dargestellt.

- e =

Schema 4-6: Darstellung der Herstellung von CN-Papieren durch Einlegen von Baumwoll-Linters-Papier fiir verschie-
dene Reaktionszeiten in Nitriersdureldsungen.
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Die Oberflachenstruktur und Morphologie von CN-Papiere wurden mittels Elektronenmikrosko-
pie untersucht (Abschnitt 4.4.2). Zum Nachweis der erfolgreichen Umsetzung der Papiere wur-
den IR-Spektroskopische Untersuchungen durchgefiihrt (Abschnitt 4.4.3). Anhand Elementar-
analysen konnte der Stickstoffgehalt der Proben ermittelt und dariiber der Substitutionsgrad
berechnet werden (Abschnitt 4.4.4). Ferner wurde hinsichtlich der Anwendung von CN-Papie-
ren in diagnostischen und analytischen Assays die Festigkeit der Papiere im trockenen und nas-
sen Zustand untersucht (Abschnitt 4.4.6). Die Bestdndigkeit der Materialien gegeniiber erh6h-
ten Temperaturen, z.B. Trocknungsverfahren bei der Herstellung oder Sterilisation, wird in Ab-
schnitt 4.4.7 diskutiert. Die mikrofluidischen Eigenschaften der Materialien wird in Abschnitt
5.5 thematisiert, die Anwendbarkeit der Materialien als alternatives Membranmaterial fir di-
agnostische Schnelltests wird in Abschnitt 6.4 beschrieben.

4.4.2 Bestimmung der Oberflachenstruktur von CN-Papieren

Zur Beurteilung des Einflusses der Sdureeinwirkung auf die Morphologie von Baumwoll-Lin-
ters-Papieren, wurden Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Proben angefertigt. Die Pro-
benpraparation erfolgte wie in Abschnitt 8.9 beschrieben.

Die reaktive Umsetzung von Baumwoll-Linters-Papieren soll zu CN-Papieren unter erhalt der
Faserstruktur bei gleichzeitiger Oberflaichenmodifikation erfolgen. Dabei soll der Einfluss der
Reaktionszeit auf die Oberflichenstruktur untersucht werden. Es ist zu erwarten, dass bei der
reaktiven Umsetzung ganzer Baumwoll-Linters-Papiere die Faserstruktur erhalten werden kann
und die resultierenden CN-Papiere in ihrer Form und Flexibilitdt den Ausgangspapieren dhneln.

Die REM-Mikrographen der reaktiven Umsetzung von Baumwoll-Linters-Papieren mit einer
Sauremischung mit einem Wasseranteil von 8% (w/w) sind in Abbildung 4-28 dargestellt.
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Abbildung 4-28: REM-Mikrographen bei mit 500-facher VergréBerung von a) unbehandeltem Baumwoll-Linters-Pa-
pier und CN-Papieren hergestellt bei unterschiedlichen Einlegezeiten mit einer Sdurelésung mit 8% (w/w) Wasser-
gehalt b) - g). Der Skalierungsbalken bei a) ist gultig fur alle gezeigten Aufnahmen.

Die unbehandelten Baumwoll-Linters-Papiere (Abbildung 4-28 a) zeigen ein offenporiges, ho-
mogenes Fasergewebe. Die Oberflache der Papierfasern ist gezeichnet von Mikrofibrillen, wel-
che von der Faseroberfliche abstehen. Die Faserzwischenrdume sind Grol3teils mit Feinstoffen
und Fibrillen gefiillt. Nach einer Einwirkzeit von 1 min in der Sdurel6sung mit einem Wasser-
gehalt von 8% (w/w), sind deutliche Verdnderungen zu erkennen (Abbildung 4-28 b). Die ober-
flachlichen Fibrillen erscheinen glatter und liegen nun mehr an der Faseroberfliche an. Die
Faserzwischenrdume sind nach wie vor durch Feinstoffe gefiillt. Nach 3 min Reaktionszeit ver-
starkt sich dieser Effekt, die Faseroberflaichen wirken zunehmend glatter, was auf Abbaureakti-
onen der Fasern durch Spaltung der glykosidischen Bindungen hinweisen kénnte (Schema
4-7).1146] Die fibrilldren Strukturen sind kaum noch sichtbar. Die Fiillung der Faserzwischen-
rdume ist geringer, und scheint mit steigender Reaktionszeit weiter abzunehmen. Nach 5 min
liegen die Faserzwischenrdume fast vollstindig frei. Das Fasergefiige wirkt offenporiger. Auf
den Faseroberflachen lassen sich wieder Fibrillen erkennen. Ab 10 Minuten tritt eine deutliche
Rissbildung entlang der Faseroberfliche auf, welche mit fortschreitender Reaktionszeit zu-
nimmt. Dadurch steigt der Anteil an fibrillenartigen Strukturen in den CN-Papieren wieder an.
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Die sdurekatalysierte Spaltungsreaktion der glykosidischen Bindungen der Cellulose ist Schema
4-7 dargestellt.

OH .
R<o 0 HO H*/H,0

OH

Schema 4-7: Bindungsspaltung einer Cellobioseeinheit durch Protonenangriff und nachfolgender Hydrolyse.

Die Veresterung von Baumwoll-Linters-Papier mit Nitriersdure ldsst sich durch mehrere Pro-
zesse beschreiben. Anfianglich werden Fibrillen und Feinstoffe vollstindig zu Cellulosenitrat
umgesetzt. Dies geht unter anderem mit einer Zersetzung der Faserbestandteile einher.[147-14
Bei dieser Zersetzung kommt es zusitzlich zur Vernetzung zwischen Cellulose/Cellulosenitrat-
ketten. Dies spiegelt sich morphologisch in einer Glattung der Faseroberflache wieder. Durch
weitere Einwirkzeit der Nitriersdure schreiten diese Prozesse kontinuierlich fort. Nach der Um-
setzung der dufderlichen und freiliegenden Cellulosebestandteile, dringt die Nitrierlésung iiber
die Oberflache in die Fasern ein. Durch die konzentrierte Schwefelsdure in der Nitrierlosung
kommt es zum Wasserentzug in den Fasern.['*®! Das Aufdrehen der Fasern ist literaturbekannt
und wurde bereits Mitte des 20. Jahrhunderts mit der Quellung der Cellulosefasern verbun-
den.[150.151 Detailaufnahmen dieses Aufdrehens sind in Abbildung 4-29 dargestellt.

1| b)10min

Abbildung 4-29: REM-Detailaufnahmen bei 2000-facher VergroBerung von CN-Papieren nach a) 5 min, b) 10 min und
c) 15 min Reaktionszeit. Der Skalierungsbalken ist gultig fur alle dargestellten Bilder.

Neben dem Aufdrehen wurde von Nikolsky et al.l'*” eine Zunahme der Faserdurchmesser mit
zunehmender Reaktionszeit beobachtet. Diese Zunahme lésst sich im entfernteren Sinne eben-
falls bei der Umsetzung der Baumwoll-Linters-Papieren zu CN-Papieren erkennen. Der Verlauf
der Faserdurchmesser ist in Abbildung 4-30 dargestellt. Die breite Verteilung der Faserbreiten
ist typisch fiir
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papierbasierte Materialien mit natiirlichem Ursprung. Die Faserbreiten wurden an mehreren
Stellen der Fasern gemessen. Pro Probe wurden 300 — 600 Faserbreiten ermittelt.
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Abbildung 4-30: a) Mittlere Faserdurchmesser in Abhédngigkeit zur Reaktionszeit. b) Die Faserdurchmesser wurden
aus REM-Mikrographen ermittelt und gegen die Reaktionszeit aufgetragen.

Die Auftragung der mittleren Faserdurchmesser gegen die Reaktionszeit zeigt eine anfangliche
Reduktion des Faserdurchmessers. Dies ist auf den Abbau und die Zersetzung der duleren
Schichten und Mikrofibrillen der Fasern zu erkléren. Dieser Prozess findet bis ca. 5 min Reakti-
onszeit statt. Bei hoheren Reaktionszeiten kommt es zum Eindringen der Nitrierlosung in das
Innere der Fasern. Dies geht mit einer Quellung des Faserinneren bzw. der internen Fibrillen
einher. Diese Quellung fiihrt zu einem Aufdrehen der Faser.

Die morphologischen Verdnderungen von Baumwoll-Linters-Papier bei der Veresterung zu CN-
Papieren entsprechen literaturbekannten Verdanderungen.'*”) Das intakt gebliebene und offen-
porige Fasernetzwerk sollte entsprechend der Erwartungen (vgl. Abschnitt 2.2.2) als neuartiges
Membranmaterial fiir diagnostische Assays geeignet sein. Die mikrofluidische Charakterisierung
der Materialien wird in Abschnitt 5.5 diskutiert. Die Anwendbarkeit der Materialien in einem
Lateral-Flow-Assay wird in Abschnitt 6.4 untersucht.

Da bei der Betrachtung der Oberflachenstrukturen der CN-Papiere kein deutlicher Einfluss des
Wassergehalts erkennbar war, wurden nur die Materialien beschrieben, welche mit einem Was-
sergehalt von 8% (w/w) in der Sdurelosung hergestellt wurden (Abbildung 4-28). Die REM-
Mikrographen der CN-Papiere unter Verwendung der Sdurelosung mit 19% (w/w) sind im An-
hang (Seite 183) dargestellt.

4.4.3 Bestimmung der chemischen Oberflachenfunktionalitat von CN-Papieren

Die chemische Funktionalitdt von CN-Papieren wurde mittels IR-Spektroskopie und Elementar-
analysen untersucht. Die Veresterung von Baumwoll-Linters-Papieren wurde wie in Abschnitt

Herstellung und Charakterisierung von NCPHM und CN-Papieren 75



8.3 beschrieben mit zwei verschieden konzentrierten Nitriersduren durchgefiihrt. Die Umset-
zung der Cellulose zu Cellulosenitrat wird mittels Infrarotspektroskopie charakterisiert. Es ist
zu erwarten, dass mit zunehmender Reaktionszeit eine Zunahme der Schwingungsbanden von
Nitratgruppen zu sehen ist. Im Gegenzug ist eine Abnahme von OH-Schwingungsbanden der
freien Hydroxid-Gruppen zu erwarten.

Baumwoll-Linters-Papiere bilden das Ausgangsmaterial fiir die Umsetzung von Cellulose zu Cel-
lulosenitrat. Die IR-Spektren des Rohpapiers ist in Abbildung 4-31 dargestellt.
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Abbildung 4-31: IR Spektren von Baumwoll-Linters-Papier, aufgenommen an drei verschiedenen Stellen der Probe.
Die Streckschwingungen werden mit v abgekiirzt. a) vollstdndiges IR Spektrum von Baumwoll-Linters-Papier. b) Spek-
trenausschnitt im Bereich von 3600 cm™ - 3000 cm™' im Bereich der OH-Schwingungsbanden.

Abbildung 4-31 a) zeigt die IR-Spektren des reinen Baumwoll-Linters-Papiers. Die Spektren
wurden nicht auf eine Schwingungsbande normiert. Im Bereich von 3330 cm™ — 3270 cm! sind
Valenzschwingungsbanden der OH-Gruppen an C,, C3 und Cs der Cellulose zu erkennen. Die
Zugehorigen C-O-Streckschwingungen sind bei 1050 cm™® — 1000 cm™ und die C-OH-Streck-
schwingungen bei 1024 cm™ zu sehen. Die Schwingungen der C-H-Gruppen sind als Streck-
schwingungen in den Bereichen von 2960 cm — 2840 cm sowie 1430 cm™ — 1330 cm™ zu er-
kennen. Neben diesen charakteristischen Schwingungsbanden fiir Cellulose ist eine zuséatzliche
Schwingungsbande bei 1640 cm™ zu beobachten. Diese Streckschwingung stammt vermutlich
von adsorbierten Wasser an die Cellulose. Abbildung 4-31 b) zeigt einen Ausschnitt des IR-
Spektrums zwischen 3600 cm™ — 3000 cm'der OH-Valenzschwingungen. Anhand dieses Aus-
schnitts wird deutlich, dass unterschiedliche Bereiche des identischen Materials zu unterschied-
lich intensiven Schwingungsbanden fiihren konnen. Dies liegt am Funktionsprinzip der IR-Mes-
sung und der Struktur der Probe. Dies ist schematisch in Abbildung 4-32 dargestellt. Aufgrund
des Messprinzips kommt es an unterschiedlichen Stellen der Probe zu unterschiedlichen Inten-
sitdten in den IR Spektren.
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Abbildung 4-32: Schematische Darstellung der Kristallabdeckung bei IR-Messungen bei porésen Baumwoll-Linters-
Papieren. Geringer Anteil a) und hoher Anteil b) an Fasern im Bereich des Detektorkristalls.

Bei einem konstanten Anpressdruck bei der IR-Messung, konnen je nach Probenausschnitt ein
geringerer (Abbildung 4-32 a) oder groRerer Anteil (Abbildung 4-32 b) an Cellulosefasern in
Kontakt mit dem Kristall auf der Messflache des IR-Spektrometers zur Signalentstehung beitra-
gen. Aus diesem Grund kann wie in Abbildung 4-31 b) eine Variation der Messwerte erkannt
werden. Zur qualitativen Betrachtung der Messergebnisse ist diese Abweichung akzeptabel.

Die hergestellten CN-Papiere wurden ebenfalls mittels IR-Spektroskopie charakterisiert. In Ab-
bildung 4-33 ist ein Vergleich des Spektrums von Baumwoll-Linters-Papier und CN-Papier dar-
gestellt. Die gezeigten Spektren wurden nicht auf eine Schwingungsbande normiert.
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Abbildung 4-33: IR-Spektrum von Baumwoll-Linters-Papier (Schwarz) und CN-Papier (Rot), welches nach einer zehn-
mindtigen Einwirkzeit in konzetrierter Nitriersdure erhalten wurde. Die Pfeile markieren die charakteristischen NO2-
Streckschwingungen.

Das IR-Spektrum von CN-Papier zeigt keine OH-Schwingungsbanden im Bereich von 3330 cm'!
— 3270 cm* (Abbildung 4-33, Rot). Dies liefert Hinweise auf eine nahezu vollstindige Vereste-
rung der Hydroxylgruppen mit Salpetersdure. Die CH-Valenzschwingungen an Ca, Cs, Cs und
Cs sind im Vergleich zu reinem Baumwoll-Linters-Papieren zu hoheren Wellenzahlen verscho-
ben. Bei ~1632 cm!, 1270 cm™ und 822 cm™ liegen die charakteristischen Streckschwingungen
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der NO,-Gruppen vor. Die NO»-Deformationsschwingungen sind bei 744 cm™ im Fingerprintbe-
reich des Spektrums zu erkennen (Abbildung 4-33, Rot). Die Bandenzuordnung deckt sich mit
der in der Literatur zu findenden Zuordnungen!4>1521,

a) b)
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Abbildung 4-34: a) IR-Spektren von Baumwoll-Linters-Papier (Schwarz) und CN-Papieren hergestellt bei unterschied-
lichen Reaktionszeiten in konzentrierter Nitriersdure mit einem Wassergehalt von 8% (w/w). Die Reaktionszeiten
waren 1 min (Rot), 3 min (Blau), 5 min (Magenta) und 10 min (Griin). Zusatzlich ist das gemessene IR-Spektrum von
NC dargestellt, welche fir die Herstellung von NCPHM in den Abschnitten 8.2.1 und 8.2.2 verwendet wurde. b) Ver-
groBerter Ausschnitt der Spektren im Bereich von 1800 cm™ — 800 cm™ in dem die NO2-Streckschwingungen auftre-
ten.

Abbildung 4-34 zeigt die IR-Spektren von Baumwoll-Linters-Papier und verschiedenen CN-Pa-
pieren, welche nach unterschiedlichen Reaktionszeiten erhalten wurden. Ebenfalls ist das
Spektrum reiner NC dargestellt, wie sie in den Abschnitten 8.2.1 und 8.2.2 fiir die Herstellung
von NCPHM genutzt wurde. Anhand der OH-Valenzschwingungen 3600 cm™ — 3000 cm!ist zu
erkennen, dass nach 1 min Reaktionszeit noch Hydroxylgruppen detektiert werden konnen. Es
ist davon auszugehen, dass die Veresterung der Cellulose noch nicht vollstindig abgelaufen ist.
Ab 3 min Reaktionszeit sind keine OH-Schwingungsbanden mehr vorhanden, was auf eine voll-
standige Umsetzung der oberfldchlich vorhandenen Hydroxylgruppen hindeutet.

Im Wellenzahlbereich von 1800 cm™ — 800 cm™ sind die NO,-Streckschwingungen zu finden
(Abbildung 4-34 b). Anhand der Schwingungsbanden ldsst sich erkennen, dass die Intensititen
dieser mit steigender Reaktionszeit zunehmen. Dies ldsst vermuten, dass dem Trend folgend
der Stickstoffgehalt und damit der Substitutionsgrad in den CN-Papieren steigen sollte.

Aufgrund der Limitierung der IR-Spektroskopie auf oberflichennahe funktionelle Gruppen,
kann der Stickstoffgehalt und Substitutionsgrad mit dieser Methode nicht bestimmt werden.
Fiir diese Bestimmung wurden Elementaranalysen durchgefiihrt, da diese den Gesamtgehalt an
Stickstoff aus der kompletten Probe liefern.
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4.4.4 Quantitative Bestimmung des Substitutionsgrades von CN-Papieren

Zur Berechnung des Substitutionsgrad der CN-Papieren wurden Elementaranalysen durchge-
fiihrt. Der dabei gemessene Stickstoffgehalt ist reprasentativ fiir die gesamte Probe (Bulkme-
thode). Die ermittelten Stickstoffgehalte und die daraus berechneten Substitutionsgrade sind
in Abbildung 4-35 dargestellt. Die Substitutionsgrade der CN-Papiere wurden Anhand Glei-
chung (6) in Abschnitt 4.4.1 errechnet.
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Abbildung 4-35: Durch Elementaranalyse ermittelte Stickstoffgehalte verschiedener CN-Papiere a) und die daraus
errechneten Substitutionsgrade b) in Abhangigkeit zur Reaktionszeit. Fur die Veresterung wurde eine Nitriersaurelo-
sung mit einem Wassergehalt von (Rot) 8% (w/w) und eine Losung mit (Blau) 19% (w/w) verwendet. In Grau darge-
stellt sind Stickstoffgehalte und Substitutionsgrade, welche in der Literaturl'%! mit einem Wassergehalt von 17,8%
(w/w) erzielt wurden. Die horizontale Linie entspricht dem gemessenen Stickstoffgehalt (11,89%) und Substitutions-
grad (2,22) der kommerziell erhéltlichen NC, welche fiir die Herstellung der NCPHM verwendet wurde.

Die Auftragung (Abbildung 4-35 a) der ermittelten Stickstoffgehalte gegen die Reaktionszeit
zeigt, dass mit zunehmender Reaktionszeit der Stickstoffgehalt der CN-Papiere zunimmt. Bei
niedrigen Reaktionszeiten ist bereits ein starker Anstieg des Stickstoffgehalts zu erkennen. Dies
ist bei allen verwendeten Sauremischungen und in der Literatur!’®® zu beobachten. Die Stick-
stoffgehalte ndhern sich bei Atsuki et al. einem Wert von 12,2% an. Experimentell ermittelt
werden Stickstoffgehalte welche sich 12,4% (Saure 8% (w/w) Wasseranteil) und 10,7% (Sdure
19% (w/w) Wasseranteil) anndhern. Der maximal erreichbare Stickstoffgehalt bei der Nitrie-
rung betragt wie in Abschnitt 4.4.1 beschrieben 14,14%!('#?!, die NC die fiir die Herstellung von
NCPHM verwendet wurde hat einen Stickstoffgehalt von 11,89%.

Die rapide Zunahme des Stickstoffgehalts in den ersten Minuten der Reaktion lasst sich durch
die Eindringgeschwindigkeit der Sduremischung in die Fasern erklaren. Zu Beginn der Reaktion
ist diese schnell und pro Zeiteinheit werden viele Hydroxylgruppen der Fasern verestert. Mit
voranschreitender Zeit nimmt die Eindringgeschwindigkeit der Mischung ab. Zudem kommt es
bei der Veresterung zur Freisetzung von Wasser, welches zwar durch die Schwefelsdure gebun-
den wird, allerdings zu einer Verdiinnung der Séure fiihren sollte. Das Verdiinnen der Séure-
mischung fiihrt im Umkehrschluss zu einer weiteren Verlangsamung der Eindringgeschwindig-
keit und der Reaktionsgeschwindigkeit. Bei Atsuki et al.l'%! wird dieses Verhalten ebenfalls
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beschrieben. Zudem wird davon ausgegangen, dass das freiwerdende Wasser nicht nur die Sau-
remischung verdiinnt, sondern auch dafiir sorgt, dass Abbaureaktionen der Cellulosefasern
stattfinden konnen und zunehmen.

Im Vergleich zu Atsuki et al. wurde in dieser Arbeit eine Sauremischung mit einem niedrigeren
(8% (w/w)) und einem hoheren (19% (w/w)) Wassergehalt gearbeitet. Rein von diesen Antei-
len ausgehend wére zu erwarten, dass die Umsetzung der Cellulose bei niedrigerem Wasseran-
teil schneller verlauft, als bei einem hoéheren. Dies ist fiir die beiden verschiedenen Siuren zu
beobachten, allerdings im direkten Vergleich zur Literatur nicht. Dies lasst sich auf zwei ver-
schiedenen Wegen erklaren. Atsuki und Ishiwara'% verwendeten fiir Ihre Umsetzungen Baum-
wollwatte (,,cotton wool“), welche vermutlich in der Sduremischung agitiert wurde. Zudem war
das Massenverhéltnis 10:1000 (w/w) zwischen Baumwollwatte und Sauremischung und die
Reaktion wurde bei 30 °C durchgefiihrt. In den hier durchgefiihrten Arbeiten war das Massen-
verhdltnis von Papier zu Sduremischung annéhernd identisch, die Reaktionstemperatur hinge-
gen war niedriger (RT) und die Papiere wurden nicht agitiert. Aufgrund der nicht stattfinden-
den Bewegung der Papiere in der Nitrierlosung, ist von einem langsameren Eindringen der
Saure in die Fasern auszugehen. Dies konnte die langsamere Zunahme des Stickstoffgehalts der
durchgefiihrten Experimente erklaren. Betrachtet man die Stickstoffgehalte der Literatur mit
denen der Reaktion mit der Saure mit 8% (w/w) Wassergehalt nach 30 min Reaktionszeit, so
ist zu beobachten, dass der experimentelle Stickstoffgehalt hoher liegt, als in der Literatur. Dies
liegt hochst wahrscheinlich an den niedrigeren Wassergehalt in den Experimenten, da ein nied-
riger Wassergehalt zu hoheren Stickstoffanteilen fithrt!*>3!, Dariiber hinaus kann auch die Re-
aktionstemperatur einen Einfluss darauf haben. Bei Munro und Short!'°”! wurde gezeigt, dass
die Stickstoffgehalte und Substitutionsgrade bei hoheren Temperaturen niedriger sind, als bei
Reaktionen die bei niedrigen Temperaturen durchgefiihrt wurden.

AbschlieBend lésst sich zusammenfassen, dass die Stickstoffgehalte bei der Umsetzung von
Baumwoll-Linters-Papieren mit Nitriersauremischungen mit den in der Literatur!1%6107:153] be.-
schriebenen Erkenntnissen korrelierbar sind. Die Stickstoffgehalte lassen sich bei Raumtempe-
ratur iber die Reaktionszeit einstellen. Aus diesem Grund, wurde auf die Verwendung der Nit-
riersduremischung mit einem hoheren Wassergehalt von 19% (w/w) im weiteren Verlauf dieser
Arbeit verzichtet. Die mit dieser Sduremischung erzielten Stickstoffgehalte konnten durch kiir-
zere Verweilzeiten in der Sdure mit 8% (w/w) Wassergehalt ebenfalls erreicht werden.

4.4.5 Loslichkeit von CN-Papieren in organischem Medium

Die Ergebnisse der Infrarotspektroskopie (Abschnitt 4.4.3) und der Elementaranalyse (Ab-
schnitt 4.4.4) zeigen, dass die Umsetzung von Baumwoll-Linters-Papieren zu CN-Papieren er-
folgreich verlaufen ist. Basierend auf den IR-Spektroskopie Ergebnissen ist zu erkennen, dass
bereits ab mehr als 1 min Reaktionszeit keine OH-Schwingungsbanden mehr zu erkennen sind.
Dies spricht zumindest fiir eine vollstdndige Umsetzung der Cellulose an der Faseroberfldche.
Die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes lasst sich gemaf Joachim Oelichmann'>¥ {iber Glei-
chung (7) ermitteln.

d, = 2

P 2mn, sin2(9)—(2—§)2 (7)
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Mit A = Wellenlédnge des verwendeten Lichts, n; = Brechungsindex des verwendeten Kristalls (2,38 — 2,41), n, = Brechungsindex
der Probe (1,504) und 8 = den Einfallswinkel des verwendeten Lichts (45°).

Die theoretisch errechneten Eindringtiefen bei der IR-Spektroskopie sind in Abbildung 4-36 ge-
gen die Wellenzahl aufgetragen. Es ldsst sich erkennen, dass die Eindringtiefe im Bereich der
OH-Valenzschwingungen (~3330 cm™) bei nur 0,5 um - 0,7 um liegt. Bei den NO,-Schwingun-
gen (1630 cm* und 1270 cm™?) ist die Eindringtiefe bei 1,1 um — 1,4 um und 1,4 um — 1,8 wm.
Diese Berechnungen stiitzen die Annahme, dass die Faseroberflachen ab 3 min vollstindig zu
Cellulosenitrat umgesetzt wurden. Die innenliegenden Bereiche in den Baumwoll-Linters-Pa-
pieren werden mit fortschreitender Zeit weiter umgesetzt. Dies geht aus den zunehmenden
Stickstoffgehalten mit steigender Reaktionszeit wie in Abschnitt 4.4.4 beschrieben hervor.
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Abbildung 4-36: Errechnete Eindringtiefen der IR-Spektroskopie in Baumwoll-Linters-Papier in Abhangigkeit der Wel-
lenzahl und des verwendeten Kristalls. Die vertikalen Linien kennzeichnen die Bereiche der OH-Valenzschwingungen
(73330 cm™) und der NO2-Banden (1630 cm™ und 1270 cm™).

Durch Loseversuche in Aceton soll eine Abschédtzung des Nitriergrades und der Eindringtiefe
ermoglicht werden. Die Loslichkeit von Cellulosenitrat ist abhéngig vom Stickstoffgehalt. Bei
steigenden Stickstoffgehalten steigt die Loslichkeit in organischen Losemitteln. Niedrigsubsti-
tuierte Cellulosenitrate sind alkoholloslich wobei Cellulosenitrate mit hoheren Substitutions-
graden keine Alkoholloslichkeit aufweisen."4* Aus diesem Grund wurde Aceton als Losemittel
ausgewahlt. Es ist zu erwarten, dass bei geringen Reaktionszeiten noch keine vollstdndige Um-
setzung bis ins Faserinnere zu Cellulosenitrat stattgefunden haben wird. Die CN-Papiere mit
niedrigen Reaktionszeiten und Stickstoffgehalten sollten sich nicht vollstdndig in Aceton auflo-
sen. Ab einer ausreichenden Umsetzung der CN-Papiere bis ins Faserinnere ist zu erwarten,
dass diese nahezu vollstindig in Losung gehen.

Um dies zu tberpriifen wurden Stanzlinge mit 15 mm Durchmesser CN-Papiere fiir 16 h in
Aceton gelegt. Nach der Einlegezeit wurden die Proben dreimal mit frischem Aceton gewaschen
und bei Raumtemperatur getrocknet. Von den erhaltenen proben werden REM-Mikrographen
angefertigt. Diese sind in Abbildung 4-37 und Abbildung 4-38 dargestellt.

Herstellung und Charakterisierung von NCPHM und CN-Papieren 81



Abbildung 4-37: REM-Mikrographen bei 200-facher VergroBerung von CN-Papieren nach dem Einlegen 16h in Ace-
ton. Die dargestellten Zeiten entsprechen den Reaktionszeiten bei der Umsetzung der Baumwoll-Linters-Papiere mit
der Saurelésung mit 8% (w/w) Wassergehalt. Der Skalierungsbalken ist gliltig fir alle dargestellten Aufnahmen.

Die Acetonbehandlung von reinem Baumwoll-Linters-Papier (Abbildung 4-37 a) zeigt im Ver-
gleich zum unbehandelten Papier (Abbildung 4-28 a) nur geringfiigige Verdnderungen. Die Fa-
seroberflache weist einen geringeren Anteil an Fibrillen auf, auch der Feinstoffanteil in den
Faserzwischenrdumen ist reduziert. Diese Reduktion ist auf ein Auswaschen des Feinstoffs und
einer Umverteilung der Fibrillen auf der Oberflache begriindbar. Die CN-Papiere, welche bei
einer Reaktionszeit von 1 min in der Saurelésung hergestellt wurden (Abbildung 4-28 b), zei-
gen eine deutlich Faserglattung nach der Acetonbehandlung. Gegeniiber dem unbehandelten
CN-Papier (Abbildung 4-37 b) sind keine Fibrillen auf den Faseroberflachen erkennbar. Eben-
falls sind keine Feinstoffe mehr zu erkennen und die Faserdurchmesser scheinen im Vergleich
zu den Ausgangspapieren reduziert zu sein. Diese Beobachtungen setzen sich bis zu den CN-
Papieren mit Herstellungszeiten von 10 min fort. Ab einer Herstellungszeit von 15 min ist zu
erkennen, dass keine intakten Fasern mehr nach der Acetonbehandlung vorliegen. Lediglich
sind Agglomerate zu erkennen, welche vermutlich durch ausféllen aus Aceton bei der Trock-
nung entstehen. Detailaufnahmen der Loseversuche in Aceton sind in Abbildung 4-38 darge-
stellt.
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Abbildung 4-38: REM-Mikrographen bei 1000-facher VergréBerung von CN-Papieren nach dem Einlegen fiir 16 h in
Aceton. Die dargestellten Zeiten entsprechen den Reaktionszeiten bei der Umsetzung der Baumwoll-Linters-Papiere
mit der Saureldsung mit 8% (w/w) Wassergehalt. Der Skalierungsbalken ist glltig fir alle dargestellten Aufnahmen.

Um die Anderung der Faserbreiten bei den Loseversuchen in Aceton quantifizieren zu kénnen,
wurden pro Probe zwischen 300 — 600 Faserbreiten gemessen. Die Ergebnisse der Messungen
sind in Abbildung 4-39 dargestellt.
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Abbildung 4-39: Faserbreitenverteilungen von CN-Papieren vor der Acetonbehandlung (1 min, 5 min, 10 min) und
nach der Acetonbehandlung (1 min_A, 5 min_A, 10 min_A). Pro Probe wurden 300 - 600 Faserbreiten bestimmt.
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Die Bestimmung der Faserbreiten in Abbildung 4-39 zeigt, dass unabhéngig des Nitriergrades
im Schnitt die Faserbreiten um ~4 um im Vergleich zu vor dem Loseversuch mit Aceton abneh-
men. Dies bestitigt die subjektiven Beobachtungen aus den REM-Mikrographen. Die dufderen
Bereiche der Fasern werden durch die Acetonbehandlung abgelost. Es bleiben die Bereiche der
nitrierten Fasern zuriick, welche aufgrund unzureichendem Stickstoffgehalts nicht in Aceton
16slich sind. Eine vollstdndige Auflésung der CN-Papiere mit einer Reaktionszeit von 15 min
zeigt, dass nach spatestens 15 min auch das Innere der Fasern ausreichend umgesetzt ist, und
damit der Stickstoffgehalt hoch genug ist, um eine Acetonloslichkeit zu gewéhrleisten.

In den IR-Untersuchungen der CN-Papieren (Abschnitt 4.4.3) konnte beobachtet werden, dass
bereits nach 3 min Reaktionszeit bei der Herstellung der Papiere, keine oberflachlichen OH-
Schwingungsbanden mehr detektierbar sind. Um die Hypothese zu bestitigen, dass eine voll-
standige Umsetzung bis ins Innere der Fasern erst nach lingeren Reaktionszeiten realisiert wird,
wurden von den mit Aceton behandelten Papieren IR-Spektren aufgenommen. Diese sind in
Abbildung 4-40 dargestellt.
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Abbildung 4-40: IR-Spektren der mit Aceton behandelten CN-Papieren (1 min — 10 min) und dem Fallungsprodukt
aus dem vollstéandig geldstem Papier (15 min), sowie dem nicht nitriertem Papier nach Acetonbehandlung (0 min).

Die in Abbildung 4-40 dargestellten IR-Spektren, zeigen das nicht behandelte Baumwoll-Lin-
ters-Papier nach Acetonbehandlung (0 min) und die behandelten CN-Papiere (1 min — 10 min).
Wie in den REM-Bildern (Abbildung 4-37) zu sehen ist, gehen die CN-Papiere mit Herstellungs-
zeiten von 15 min und mehr beim Loseversuch vollstdndig in Losung. Die gelosten Papiere wur-
den deshalb in Wasser gefillt, filtriert, getrocknet und anschlief3end fiir die IR-Messungen ver-
wendet.

Das IR-Spektrum des reinen Baumwoll-Linters-Papiers zeigt in den typischen Bereichen der
NO2-Schwingungen (1632 cm™, 1270 cm™ und 822 cm™) keine Schwingungsbanden. Dafiir
sind ausgepragte OH-Valenzschwingungen bei 3330 cm™ sichtbar. Das Spektrum gleicht dem
reinen Papieren in Abbildung 4-31. Die Spektren der CN-Papiere (1 min — 10 min) weisen im
Vergleich zu Abbildung 4-34 wieder OH-Schwingungsbanden auf. Dies bestatigt die Hypothese,
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dass die Umsetzung von Baumwoll-Linters-Papieren oberflachlich nach kurzen Reaktionszeiten
abgeschlossen ist, aber eine vollstdndige Umsetzung ins Faserinnere erst nach ldngeren Reakti-
onszeiten stattfindet. Dies lasst sich auch anhand der steigenden Stickstoffgehalte in Abschnitt
4.4.4 mit zunehmenden Reaktionszeiten erkldren. Das Fallungsprodukt des 15 min CN-Papiers
weist in Abbildung 4-40 keine OH-Schwingungsbanden auf. Dies spricht dafiir, dass die Cellu-
losefasern vollstdndig zu hoch substituiertem Cellulosenitrat umgesetzt wurden. Von Atsuki
und Ishiwaral'°® wurde dies ebenfalls beobachtet. Es wird beschrieben, dass Cellulosenitrat mit
einem Stickstoffgehalt von 6% l6slich in siedender Natriumsulfidlésung ist. Ab einem Stickstoff-
gehalt von 10% ist eine Acetonloslichkeit des Cellulosenitrats gegeben. Die 16slichen Anteile in
Natriumsulfid und Aceton wurden in Abhéngigkeit der Nitrierzeit untersucht.!'%! Es konnte
beobachtet werden, dass bei niedrigen Reaktionszeiten bis zu 5 min eine Mischung aus hoch
substituiertem Cellulosenitrat (>10% Stickstoffgehalt) und niedrig substituiertem Cellulose-
nitrat von den Fasern gelost werden kann. Bei Reaktionszeiten oberhalb von 15 min wird nur
noch Cellulosenitrat mit mehr als 10% Stickstoff gelost, wobei ab 25 min das vollstdndige Ein-
dringen der Nitrierlosung in das Faserinnere beschrieben wird. Eine komplette Nitrierung der
Fasern wird von Atsuki und Ishiwaral'®! bei 100 min Reaktionszeit beschrieben. Bei den in
dieser Arbeit hergestellten CN-Papieren ist wie in den REM-Bildern (Abbildung 4-37 und Abbil-
dung 4-38) zu erkennen, ab 15 min Reaktionszeit eine vollstindige Auflésung der Fasern zu
beobachten. Dies spricht fiir einen Stickstoffgehalt von >10% bis ins Innere der Faser. Dies lasst
sich anhand der durchgefiihrten Elementaranalysen (Abbildung 4-35) bestétigen.

Fiir die Anwendung von CN-Papieren als Membranmaterial fiir diagnostische Assays gilt es im
spateren Verlauf zu {iberpriifen, welche Stickstoffgehalte und Reaktionszeiten bei der Herstel-
lung von CN-Papieren positive Auswirkungen auf die Leistungsfahigkeit des Materials fiir
Schnelltest haben. Dies wird in den Abschnitten 5.5 und 6.4 untersucht.

4.4.6 Untersuchung des Festigkeitsverhaltens von CN-Papieren

Fiir die Verwendung von CN-Papieren in diagnostischen Assays, kommt es immer zu einem
Kontakt zwischen dem Testfluid und dem Membranmaterial. Ist das Membranmaterial einge-
haust, wie in den meisten gangigen Tests (vgl. Abschnitt 1.1) muss das Membranmaterial keine
hohe Festigkeit im nassen zustand aufweisen, da ein dul3erliches Manipulieren am Membran-
material verhindert wird. Um diagnostische Assays im ,paper only“-Format bzw. einhausungs-
frei verwenden zu konnen, miissen Membranmaterialien in Kontakt mit Wasser eine erhohte
Stabilitiat aufweisen. Zur Uberpriifung des Festigkeitsverhalten von CN-Papieren wurden Zug-
festigkeitsmessungen gemaf DIN-ISO 1924-2[1%) wie in Abschnitt 8.12.1 beschrieben durchge-
fiihrt. Die CN-Papiere wurden vor der Zugfestigkeitsmessung mit Detergens beschichtet (Ab-
schnitt 8.5), um ein vollstdndiges Eindringen des Wasser zu erméglichen. Die Ergebnisse der
Zugfestigkeitsmessungen ist in Abbildung 4-41 dargestellt.
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Abbildung 4-41: a) Zugfestigkeit von CN-Papieren (1 - 60 min) und Baumwoll-Linters-Papier (0 min). Die Messungen
der trockenen Proben sind mit gefiillten Datenpunkten und die Messungen der nassen Proben mit ungeflllten Da-
tenpunkten dargestellt. b) Errechnete relative Nassfestigkeiten verschiedener CN-Papiere in Abhédngigkeit zur Reak-
tionszeit.

Die mittlere Zugfestigkeit (Abbildung 4-41 a) des Baumwoll-Linters-Papiers (0 min Reaktions-
zeit) liegt bei 0,74 KNm™! fiir Papiere mit 75 g/m2. Bereits nach 1 min Reaktionszeit ist eine
deutliche Zunahme der mittleren Zugfestigkeit zu beobachten. Diese steigt bis auf 1,18 + 0,06
kN/m?2 an. Dieser rapide Anstieg ist auf Vernetzungsreaktionen bei der Veresterung zwischen
den Papierfasern zuriickzufiihren.[*>®! Im sauren Milieu kann es zur Spaltung von glykosidi-
schen Bindungen kommen, welche im weiteren Verlauf zu Kondensationsreaktionen zwischen
verschiedenen Cellulosefasern und Fibrillen fithren kénnen.!>”!

Bei fortschreitenden Reaktionszeiten ist eine Abnahme der Zugfestigkeit der CN-Papiere zu be-
obachten. Dies konnte auf die Denitrierungsreaktion zuriickzufiihren sein.!%7:1>3! Zudem kommt
es wie in Abschnitt 4.4.2 beschrieben zu einer Rissbildung in den Fasern. Diese konnte ebenfalls
zur Schwichung des Gesamtgefiiges fiihren. Die Rissbildung ist in mehreren Arbeiten beobach-
tet worden. [107:14]

Abbildung 4-41 b) zeigt die anhand Gleichung (9) ermittelten relativen Nassfestigkeiten. Ab
einem Wert von 15% zihlen die gemessenen Proben als Nassfest. 1581591 Es lasst sich deutlich
erkennen, dass unbehandelte Baumwoll-Linters-Papiere keine Nassfestigkeit aufweisen und
ohne grof3en Kraftaufwand ihre Festigkeit und Integritét verlieren. Durch die Umsetzung mit
Nitriersdure kann bereits nach 1 min Reaktionszeit ein hoch nassfestes Gefiige (rel. Nassfestig-
keit 30 — 50%) erreicht werden. Im Verlauf der Reaktionszeit nimmt die Nassfestigkeit gegen-
iiber dem Zeitpunkt von 1 min leicht zu, trotz auftretender Rissbildung in den Fasern.

Die ermittelten Nassfestigkeiten zeigen, dass CN-Papiere aufgrund der hohen Nassfestigkeit
nicht nur fiir diagnostische Assays in einer eingehausten Bauform geeignet sein konnten, son-
dern auch fiir ,paper-only“-Assays verwendet werden konnten. Diese Art der Bauform wiirde es
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ermoglichen die Materialkosten zu senken. Es liel3e sich Papier als Biogener Rohstoff verwen-
den und Plastik einsparen. Das Konzept des paper-only-Assays ist in Abschnitt 7 beschrieben.

4.4.7 Thermogravimetrische-Beurteilung von CN-Papieren

Ein weiterer wichtiger Aspekt fiir die Anwendbarkeit von CN-Papieren ist neben der Festigkeit
im durchnéssten Zustand auch die thermische Stabilitdt der Materialien. Vor allem in der Her-
stellung von diagnostischen Assays kann es zu einer erhohten thermischen Beaufschlagung der
Materialien z.B. beim Autoklavieren kommen. Des Weiteren kann die thermische Stabilitit bei
der Herstellung dieser Materialien im grol$technischen Maf3stab von Bedeutung sein, da nach
den Reaktions- und Waschschritten eine Trocknung der CN-Papiere erfolgen muss.

Die thermische Sterilisation von Produkten und Verpackungen ist die alteste und weltweit am
héufigste Form der Sterilisation. Sie l&sst sich in Trocken- und Dampfsterilisation unterschei-
den."® Trockensterilisationen werden typischerweise bei Temperaturen von 180 °C fiir
30 min, oder 170 °C fiir 1 h oder 160 °C fiir 3 h durchgefiihrt.[**") Dampfsterilisationen hinge-
gen werden aufgrund eines hoheren Drucks bei niedrigeren Temperaturen durchgefiihrt. Die
Temperaturen liegen dabei in einem Bereich von 121°C (2 bar, 10 min) oder bis zu 134 - 138 °C
(3 bar, 5 min).'*! Die thermischen Eigenschaften von CN-Papieren sind in Abbildung 4-42 dar-
gestellt.
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Abbildung 4-42: Thermogravimetrische Untersuchung von CN-Papieren bei Heizraten von 5 K/min an Luft. a) Exemp-
larische Ermittlung der Onset-Temperaturen, b) Relative Massenverluste aller CN-Papiere.

Abbildung 4-42 a) zeigt die Ergebnisse der Thermogravimetrischen Analyse (TGA) von reinem
Baumwoll-Linters-Papier (O min) und einem CN-Papier (5 min). Dargestellt ist der relative Mas-
severlust der Proben gegen die Temperatur. Die Messungen wurden wie in Abschnitt 8.12 be-
schrieben durchgefiihrt. Nach der Haltezeit von 10 min bei 50 °C ist eine Abnahme aller Mas-
sengehalte auf ca. 98% - 92%. In diesem Massenabfall ist entweichende Restfeuchtigkeit zu
erwarten. Das reine Papier bleibt bis zu einer Temperatur von 240 °C massenkonstant, bis der
Massenverlust einsetzt. Die ermittelte Onset-Temperatur liegt bei 313 °C. Der grofdte Massen-
verlust von ca. 80% findet bis 340 °C statt. Bei einer Temperatur von 490 °C ist keine Probe
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mehr vorhanden. Das CN-Papier (5 min) zeigt bei 116 °C den ersten Massenverlust. Die ermit-
telte Onset-Temperatur liegt bei 139 °C. Im Vergleich zum Baumwoll-Linters-Papier erstreckt
sich der Massenverlust iiber einen Temperaturbereich von 120 °C — 365 °C bis 80% der Masse
verloren sind. Die vollstdndige Zersetzung wird bei 530°C erhalten.

Die vollstindigen TGA-Kurven aller Proben ist in Abbildung 4-42 b) dargestellt. Aus diesen
wurden die Onset-Temperaturen und die resultierenden Temperaturen nach 80% Massenver-
lust ermittelt. Diese sind in Tabelle 4-4 aufgelistet.

Tabelle 4-4: Onset-Temperaturen und Temperaturen nach 80% Massenverlust der CN-Papiere.

Reaktionszeit | Onset-Temperatur / °C Temperatur nach 80% Massenverlust / °C
0 min 313 350
1 min 125 438
3 min 142 402
5 min 139 368
10 min 135 366
30 min 139 304

Die Zersetzung aller CN-Papiere setzt bei wesentlich niedrigeren Temperaturen als beim reinen
Baumwoll-Linters-Papier ein. Der Massenverlust der CN-Papiere geht langsamer von statten, als
bei dem reinen Cellulosepapier. Die Onset-Temperaturen der CN-Papiere liegen in einem Be-
reich von 125 °C — 142 °C dicht beieinander. Die unterschiedlichen Onset-Temperaturen stehen
in keinem direkten Zusammenhang mit den Stickstoffgehalte (Abschnitt 4.4.4), da das CN-Pa-
pier mit der niedrigste Reaktionszeit sich zuerst zu zersetzen beginnt. Die hoher substituierten
Papiere setzen erst ca. 10 °C spater mit der Zersetzung ein. Eine mogliche Erklarung hierfiir
konnten unterschiedliche Vernetzungsgrade innerhalb der CN-Papieren sein. Bei niedrigen Re-
aktionszeiten sind die Fasern nur wenig miteinander vernetzt, zeitgleich besitzt die Faserober-
flaiche einen hohen Substitutionsgrad, welcher zu einem schnellen Einsetzen der Zersetzung
fiihrt. Die weitere thermische Zersetzung verlauft langsamer, da im inneren der Fasern die Sub-
stitutionsgrade geringer sind als an der Oberflache. Dies wiirde die Temperaturverlaufe bei 80%
Massenverlust erkldren. Bei hoheren Substitutionsgraden, z.B. nach 30 min Reaktionszeit, ist
die Vernetzung unter den Fasern hoher als bei 1 min. Aus diesem Grund halten die Fasern
langer einer Zersetzung stand, wobei diese erst bei 139 °C einsetzt. Die nachfolgende Zerset-
zung schreitet schneller voran als bei Probe mit 1 min Reaktionszeit, da der Stickstoffgehalt bis
zum Faserinneren hoher ist, sodass ein Massenverlust von 80% bereits bei 304 °C erreicht wird.

Anhand der TGA Messungen kann festgehalten werden, dass die Onset-Temperaturen nicht di-
rekt mit den Stickstoffgehalten korrelieren, was auf unterschiedliche Vernetzungen in den Fa-
sern hindeuten konnte. Die Temperaturen bei 80% Massenverlust scheinen im direkten Zusam-
menhang zu den Stickstoffgehalten zu stehen.
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Es ist festzuhalten, dass CN-Papiere im Vergleich zu reinen Baumwoll-Linters-Papieren ther-
misch labiler sind. Die zuvor genannten Sterilisationsmethoden sind fiir diese Materialien nicht
geeignet, da die Onset-Temperaturen zu nahe an den Sterilisationstemperaturen liegen. Wird
eine Sterilisation der Materialien notig, so miissen andere Verfahren wie z.B. Gamma-Bestrah-
lung oder Ethylenoxidbegasung in Betracht gezogen werden.!'6%162] Bei der groRtechnischen
Herstellung dieser Materialien ist ein besonderes Augenmerk auf die Trocknungsparameter zu
legen.

4.5 Zusammenfassung und Bewertung der verschiedenen Herstellungsmethoden
fiir NCPHM und CN-Papieren

Neben NCPHM wurden CN-Papiere im Zuge einer reaktiven Umsetzung von Baumwoll-Linters-
Papieren hergestellt. Hierbei wurden Papiere fiir unterschiedliche Zeiten in Nitriersdure einge-
legt, was eine Veresterung der Cellulose mit Salpetersdure zur Folge hat. Die Umsetzungsreak-
tion konnte unter Erhalt der Faserstruktur durchgefiihrt werden. Durch Elementaranalysen
wurde gezeigt, dass der erhaltene Stickstoffgehalt iiber die Reaktionszeit eingestellt werden
konnte und dieser dhnlich hoch war wie der Stickstoffgehalt der fiir die Herstellung der NCPHM
verwendeten NC. Strukturell dhnelten die CN-Papiere den zur Herstellung eingesetzten Baum-
woll-Linters-Papieren. Die Faserstruktur konnte bei allen Reaktionszeiten erhalten werden, wo-
bei bei niedrigen Reaktionszeiten eine Glattung der Faseroberfliche zu beobachten war. Bei
langeren Reaktionszeiten trat ein Aufdrehen der Fasern ein, welches zu einer Erhohung der
fibrillairen Anteile in den CN-Papieren fithrte. Neben der Betrachtung der Oberfldchenstruktur
wurde die Stabilitdt des neuartigen Materials in Kontakt mit Wasser untersucht. Die erhaltenen
Materialien waren bereits nach 1 min Reaktionszeit nassfest. Mittels TGA wurde die thermische
Stabilitédt dieser {iberpriift, wobei aufgrund der niedrigen Zersetzungstemperaturen eine ther-
mische Sterilisation der Membranmaterialien vermieden werden sollte. Gegeniiber den NCPHM
war zur Herstellung der CN-Papiere keine Verwendung von NC noétig. Aufgrund dessen, spielte
eine gezielte Kontrolle der Luftfeuchtigkeit bei der Herstellung dieser Materialien keine Rolle.
Dies reduzierte die Komplexitit des Herstellungsprozesses erheblich und machte diesen bei
Kontrolle der Reaktionstemperatur und Sdurezusammensetzung zu einem sehr reproduzierba-
ren Prozess. Gegeniliber den NCPHM konnte die erforderliche Detergensbeschichtung direkt mit
den Wasch- und Pufferschritten kombiniert werden, was energie- und zeitaufwandige Trock-
nungsschritte einsparte. Bei der spdteren Anwendung von CN-Papieren als alternatives Memb-
ranmaterial musste kein besonderes Augenmerk auf die genaue Platzierung von Antikorperli-
nien bei der Herstellung von diagnostischen Assays gelegt werden, da die Papiere gleichméaRig
zu Cellulosenitrat umgesetzt wurden.

4.6 Fazit zu verschiedenen Herstellungsmethoden fiir NCPHM und CN-Papieren

Die Herstellung neuartiger Membranmaterialien konnte durch beschichtende und reaktive Her-
stellungsmethoden realisiert werden. Durch Verwendung von NC-Lacquern und Baumwoll-Lin-
ters-Papieren wurden vollflichige und ortsdefinierte NCPHM hergestellt und charakterisiert.
Die mittels Tauchbeschichtung hergestellten vollfldchig beschichteten NCPHM wiesen eine
gleichméflige NC-Verteilung innerhalb des Hybridmaterials und auf der Oberflache auf. Das
Tauchbeschichtungsverfahren zeigte sich im Rahmen der durchgefiihrten Experimente als be-
sonders reproduzierbar und kontrollierbar. Die Variation von Herstellungsparametern lieferte
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wichtige Erkenntnisse zur Einstellung der Oberflachenstruktur und den Beschichtungsgewich-
ten. Letztere lagen deutlich unterhalb der benétigten NC-Masse bei der Herstellung von kon-
ventionellen NC-Membranen. Die Tauchbeschichtung stellt das Verfahren dar, welches vermut-
lich die geringsten Anpassungen im derzeitig verwendeten Herstellungsprozess fiir konventio-
nelle NC-Membranen benoétigen wiirde. Durch Ersetzen von PET-Tragerfolien durch geeignete
Papierbahnen lief3en sich etablierte NC-Lacquer verwenden, mit denen die Papierbahn vollfla-
chig beschichtet wiirden. Fiir Hersteller diagnostische Assays lief3en sich NC-Membranen durch
vollflichige NCPHM ersetzen, da die Materialverteilung auf dem gesamten Hybridmaterial
gleichmallig ist.

Durch Verwendung des Liniendruckverfahrens lief3en sich ortsdefinierte NCPHM herstellen. Der
NC-Lacquer wurde gezielt iiber eine Kaniile oder einen Dosierpinsel auf Baumwoll-Linters-Pa-
piere aufgebracht. Dabei wurden verschiedene NC-Anteile im Lacquer bei verschiedenen Dosie-
rungen und Auftragungsbreiten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass ein breitflachigerer
Auftrag des Lacquers auf die Papiere durch Verwendung eines Dosierpinsels eine hohere Anzahl
an homogen beschichteten Materialien hervorbringt. Durch Variation der Dosiervolumina lie-
Ben sich verschiedene Linienbreiten einstellen, wobei eine Dosierung von mindestens 8 uL/cm
benotigt wurde um Linienbreiten >5 mm zu erhalten. Die Betrachtung der Morphologie der
ortsdefinierten NCPHM zeigte, dass beim Aufdrucken des Lacquers dieser die komplette Papier-
dicken durchdrang. Orthogonal zur Auftragungsrichtung konnten unterschiedlich ausgebildete
Strukturen erkannt werden. Die Randbereiche am Ubergang von Papier zum NC beschichteten
Bereich wies keine porosen Strukturen auf, die NC {iberzog gleichmif3ig die Papierfasern. In
der Mitte des bedruckten Bereiches konnten porose Strukturen erkannt werden. Materialien bei
denen makroskopisch eine homogene NC-Verteilung zu beobachten war, wurden nicht vollstan-
dig von poroser NC iiberzogen. Die Faserstruktur des Basispapiers war nach wie vor deutlich zu
erkennen. Durch die ortsdefinierte Auftragung des Lacquers, konnte die benotigte Menge NC
gegeniiber der vollflachigen Beschichtung und der Beschichtungsmasse von konventionellen
NC-Membranen weiter reduziert werden. Der Papieranteil der ortsdefinierten Hybridmateria-
lien ist hoher als bei vollflachigen Materialien, sodass der Rohstoffbedarf an NC deutlich gerin-
ger ist. Bei der spateren Anwendung der ortsdefinierten NCPHM ist auf eine genaue Platzierung
von Antikorperlinien bei der Herstellung von diagnostischen Assays zu achten, damit diese auf
der NC appliziert werden und nicht auf3erhalb des beschichteten Bereichs.

Ungeachtet der Herstellungsweise von NCPHM, ist eine Kontrolle der klimatischen Herstel-
lungsparameter wichtig. Diese haben einen unmittelbaren Einfluss auf die ausgebildeten Po-
renstrukturen und wiirden damit die mikrofluidischen Eigenschaften und die Eignung der Ma-
terialien als alternative Membranmaterialien beeinflussen. Allgemein ist anzunehmen, dass die
Skalierbarkeit der untersuchten Herstellungsmethoden gegeben ist und potentiell zu &hnlich
leistungsfiahigen, gilinstigeren und nachhaltigeren Membranmaterialien als konventionelle NC-
Membranen fiihrt.

Durch reaktive Umsetzung von Baumwoll-Linters-Papieren in einer Mischung aus Schwefel-
sdure und Salpetersaure, liefSen sich CN-Papiere erhalten. Die Umsetzung konnte unter Erhalt
der Faserstruktur der Papiere durchgefiihrt werden. Uber die Reaktionszeit lie sich der Stick-
stoffgehalt der CN-Papiere einstellen. Da im Vergleich zu NCPHM keine NC eingesetzt wurde,
bei der die Porenbildung durch kontrollierte Verdunstung der Lacquer-Bestandteile gesteuert
werden muss, konnte auf eine aufwandige Kontrolle der Temperatur und Luftfeuchtigkeit ver-
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zichtet werden. Dies machte die Herstellung einfacher und reproduzierbarer. Die benotigte De-
tergensbeschichtung dieser Materialien lief3 sich mit Wasch- und Pufferschritten kombinieren
und benotigte keine zeit- und energieaufwandigen Trocknungsschritte. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die reaktive Umsetzung von Baumwoll-Linters-Papieren zu CN-Papieren bereits nach
1 min Reaktionszeit zu nassfesten Materialien fiihrt, was vor allem fiir eine mogliche Anwen-
dung der Materialien als ,,paper-only-LFT“ vorteilhaft sein sollte. Fiir Hersteller diagnostische
Assays liel3en sich NC-Membranen einfach durch CN-Papiere ersetzen, da das Material auf der
gesamten Flache gleichmé&fRig und einheitlich ist.

Eine Ubersicht der in dieser Arbeit hergestellten Materialien und die zugehérigen Herstellungs-
parameter, sind in Tabelle 4-5 zusammengefasst.

Tabelle 4-5: Ubersicht der in dieser Arbeit hergestellten und charakterisierten alternativen Membranmaterialien. An-
gegeben sind die Bereiche in denen die Herstellungsparameter variiert wurden und die resultierenden Eigenschaften
welche fir die Anwendbarkeit der Materialien in diagnostischen Assays wichtig sind. Verglichen wurden die vollfla-
chigen- und ortsdefinierten NCPHM, CN-Papiere mit unbehandelten Baumwoll-Linters-Papieren und konventionellen
NC-Membranen.

NCPHM Reaktive Umsetzung Referenzen

vollflachig ortsdefiniert CN-Papiere Linters-Papier | NC-Membranen
Papier Grammatur / g/m? 50, 75, (100) 50,75 50,75 50,75 -
NC Anteil Lacquer / w% 3,5-7,0 3,5-7,0 - - -
Temperatur / °C 15-45 25 25 - -
rel. Luftfeuchtigkeit / %RH 25, 50, 75 50 - - -
Ziehgeschwindigkeit / mm/min 120 - 1000 - - - -
Dosierung / uL/cm - 2-20 - - -
Reaktionszeit / min - - 1-60 - -
Beschichtungsgewicht / g/m? 4,4-32,9 2,4-11,8 - - 35,0 - 40,0
CFT / s/4cm 100 - 620 110 - 520 70 - 180 55-63 66-170
min. hCG-Konzentration / mIU/mL 25 25 250, (25) 25 25
min. HBsAg-Konzentration 20 20 20 60 8
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5. Mikrofluidische Charakterisierung von NCPHM und CN-Papieren

5.1 Detergensbeschichtung von NCPHM und CN-Papieren

Zur Anwendbarkeit von NCPHM und CN-Papieren in diagnostischen und analytischen Assays,
spielen die Benetzungseigenschaften der Materialien eine entscheidende Rolle. Die Benetzbar-
keit der hergestellten Materialien werden in Abschnitt 5.1.1 betrachtet. Bei einer nicht vorhan-
denen Benetzbarkeit, muss diese durch die Verwendung von Detergenzien erzeugt werden.

5.1.1 Benetzbarkeit von NCPHM und CN-Papieren

Zur Untersuchung der Benetzbarkeit verschiedener Materialien, wurden Kontaktwinkelmessun-
gen wie in Abschnitt 8.12 beschrieben durchgefiihrt. In Abbildung 5-1 sind die Kontaktwinkel
und die zugehorigen Bilder des aufgebrachten Wassertropfens auf der Materialoberfldche dar-
gestellt. Zusatzlich sind die Strukturen der untersuchten Materialien durch REM-Bilder illus-
triert.

Abbildung 5-1: Exemplarische Darstellung eines a) planaren Glassubstrats mit homogener, nicht poréser NC-Beschich-
tung. b) NC-Lacquer auf Baumwoll-Linters-Papier und c) CN-Papier. Der Skalierungsbalken in a1 ist glltig fir a1-c1
und besitzt eine Ldnge von 50 um, der Skalierungsbalken in a2 ist gliltig fiir a2-c2 und besitzt eine Ladnge von 5 um.
Die Bilder der Kontaktwinkelmessungen sind reprasentativ fur die verschiedenen Substrate, die mittleren zugehori-
gen Wasser-Kontaktwinkel sind angegeben.

Abbildung 5-1 zeigt die Kontaktwinkel und Oberfldchenstrukturen eines homogen mit NC be-
schichteten Glasobjekttrégers (al, a2), einem exemplarischen NCPHM hergestellt durch Tauch-
beschichtung (b1, b2) und eines CN-Papiers nach 3 min Reaktionszeit (c1, c2). Die kleinen
Bildausschnitte zeigen die Wassertropfen der Kontaktwinkelmessung mit den zugehorigen, ge-
messenen Kontaktwinkeln.
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Der Kontaktwinkel des homogen mit NC beschichteten Glasobjekttridgers weist einen Kontakt-
winkel von 68° auf und ist vergleichbar mit dem in der Literatur beschriebenen Kontaktwinkel
von nichtporosen NC-Substraten!!6164, Dieser Objekttrdger wurde durch Tauchbeschichtung
in eine NC-Losung in Aceton (50 mg/mL) hergestellt. Der aufgebrachte Wassertropfen zeigt
eine deutliche Benetzung der Oberfliache (6 < 90°). Die zugehorige Oberflache weilst keine
Strukturen auf (Abbildung 5-1 a).

Das NCPHM weist keine homogene und ebene Oberflache auf (Abbildung 5-1 b1, b2). Die Fa-
seroberflidche ist mit poroser NC iiberzogen. Der gemessene Kontaktwinkel auf diesen Materia-
lien ist mit 115° deutlich hydrophob (6 > 90°). Eine Erh6hung der Kontaktwinkel mit zuneh-
mender Porositit bzw. Oberfldchenstruktur konnte unter anderem bei Chen et al.[®* beobach-
tet werden. Auf diesem Weg erhaltene Materialien sind nicht ohne Detergensbeschichtung fiir
die Verwendung in diagnostischen Assays geeignet. Bei kommerziell erhéltlichen NC-Membra-
nen mit dhnlicher Morphologie werden in der Literatur!'®® Kontaktwinkel unterhalb von 20°
beschrieben, welche nur mit Detergensbeschichtungen zu erklaren sind.

Die inhdrente Benetzbarkeit von Baumwoll-Linters-Papieren mit Wasser geht trotz erhalt der
Faserstruktur (Abbildung 5-1 c1, c2) bei der Umsetzung mit Nitriersdure verloren. Der gemes-
sene Kontaktwinkel an diesen Materialien betragt 101° und ist damit ebenfalls hydrophob, so-
dass ein Eindringen von Wasser in das Fasergefiige stark erschwert wird. Trotz einer vollstandig
stattgefundenen Umsetzung der Faseroberflaiche zu Cellulosenitrat (Abschnitt 4.4.3) ist der
Kontaktwinkel deutlich erhoht. Dies kann moglicherweise durch eine Verminderung der Quell-
fahigkeit der Fasern aufgrund der Nitrierung- und Vernetzung der Fasern kommen!!¢7:168], CN-
Papiere sind ebenfalls wie NCPHM nur in Kombination mit einer Detergensbeschichtung fiir die
Anwendung in diagnostischen Assays geeignet.

Die Notwendigkeit einer Detergensbeschichtung bei ortsdefinierten NCPHM wurde nicht gezielt
untersucht. Bei einem initialen Versuch die Fliel3eigenschaften in diesen Materialien zu unter-
suchen (gemal3 Abschnitt 8.6), konnte ein Stoppen des Fluidflusses an der aufgebrachten NC-
Linie beobachtet werden (vgl. Abschnitt 5.4.1). Dies lasst sich anhand der zuvor in diesem Ab-
schnitt beschriebenen Benetzungseigenschaften der flachig beschichteten NCPHM erkléren.

Bei allen alternativen Membranmaterialien ist wie bei den kommerziell erhéltlichen NC-Memb-
ranen eine Beschichtung mit Detergens zum Erhalt einer besseren Benetzbarkeit notwendig.
Dies stellt fiir die spatere Anwendbarkeit keine eklatanten Nachteile dar, da aktuelle diagnosti-
sche Verfahren auf mit Detergens beschichteten Membranmaterialien etabliert sind.

5.1.2 Einfluss von Detergensbeschichtung auf die Morphologie verschiedener
NCPHM und CN-Papieren

Eine Notwendigkeit fiir eine Detergensbeschichtung von NCPHM und CN-Papieren konnte
durch Kontaktwinkelmessungen in Abschnitt 5.1.1 begriindet werden. Welchen Einfluss eine
Detergensbeschichtung auf die Morphologie von NCPHM und CN-Papieren hat, wird in diesem
Abschnitt thematisiert. Anhand von REM-Mikrographen (Abbildung 5-2 und Abbildung 5-3)
wurden die Auftretenden strukturelle Anderungen betrachtet.
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Abbildung 5-2: REM-Mikrographen eines exemplarischen vollflachig beschichteten NCPHMs a), ¢) vor und b), c) nach
Detergensbehandlung.

Abbildung 5-2 =zeigt REM-Mikrographen eines beispielhaften, vollflaichig beschichteten
NCPHMs vor (Abbildung 5-2 a, ¢) und nach (Abbildung 5-2 b, d) Detergensbeschichtung. In
der Ubersichtsvergroferung (Abbildung 5-2 b) sind Defektstellen der Oberfliche des Hybrid-
materials zu erkennen. Diese dufdern sich bei genauer Betrachtung (Abbildung 5-2 d) in einem
Aufreif3en der beschichteten Oberfldche und teilweisem Freilegen von Papierfasern. Dies ist bei
der Probe ohne Detergensbehandlung (Abbildung 5-2 c) nicht zu sehen. Unterhalb der aufge-
rissenen Oberfléche ist eine intakte pordse NC-Struktur erkennbar. Es kann vermutet werden,
dass die beobachteten Defektstellen durch eindringen von Detergenslosung in das Fasernetz-
werk verursacht werden, da dies eine Quellung der Papierfasern zu Folge haben sollte. Die
pordse NC-Struktur ist weniger flexibel als Cellulosefasern, was dann zum aufreillen dieser
Struktur fiihrt. Bei diesem exemplarischen NCPHM liegt der Anteil an sichtbaren Defektstellen
knapp unterhalb von 1% der Materialoberflache. Die Anzahl an Defekten war bei anderen
NCPHM geringer. Es kann angenommen werden, dass sich diese Defekte nicht negativ auf die
Eigenschaften des Fluidtransports im Material (Abschnitt 5.3) und die Eignung als Membran-
material fiir diagnostische Assays (Abschnitt 6.2) auswirken.

Der morphologische Einfluss der Detergensbeschichtung auf ortsdefinierte NCPHM wurde nicht
untersucht, da dieser vergleichbar zu den vollflachig beschichteten Materialien sein sollte, da
die Struktur der abgeschiedenen NC den vollflichigen Materialien dhnelt (vgl. Abschnitt 4.3.4).
Nachfolgend wird in Abbildung 5-3 der morphologische Einfluss der Detergensbehandlung auf
CN-Papiere dargestellt.

Abbildung 5-3: REM-Mikrographen eines exemplarischen CN-Papiers a) vor und b), c) nach Detergensbehandlung.
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Die Ubersichtsaufnahme des mit Detergens behandelten CN-Papiers (Abbildung 5-3 b) unter-
scheidet sich kaum vom nicht behandelten Material (Abbildung 5-3 a). Es sind keine Faserbrii-
che oder Risse zu beobachten. Lediglich ist zu erkennen, dass Fibrillen der Fasern und Feinstoffe
nach der Detergensbehandlung leicht reduziert sind. Dies ist auch bei der Detailaufnahme (Ab-
bildung 5-3 c) erkennbar. Die beobachteten Anderungen sollten keine negative Beeinflussung
der mikrofluidischen Eigenschaften (Abschnitt 5.5) oder der Verwendung in diagnostischen As-
says (Abschnitt 6.4) haben.

5.2 Mikrofluidische Charakterisierung von Baumwoll-Linters-Papieren und kommer-
ziell erhaltlichen NC-Membranen

Baumwoll-Linters-Papiere und konventionelle NC-Membranen werden fiir die Charakterisie-
rung mikrofluidischer Eigenschaften von vollflachigen und ortsdefinierten NCPHM und CN-Pa-
pieren als Referenzmaterialien verwendet. Die kapillaren Flie[3zeiten wurden wie in Abschnitt
8.6 beschrieben ermittelt und sind in Abbildung 5-4 dargestellt.
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b) HiFlow NC Membranen
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Abbildung 5-4: Kapillare FlieBzeiten von a) Baumwoll-Linters-Papieren mit unterschiedlichen Grammaturen ohne De-
tergensbeschichtung. b) kapillare FlieBzeiten verschiedener konventioneller HiFlow Membranen (Merck Millipore).

Die kapillaren Fliel3zeiten von unbehandelten Baumwoll-Linters-Papieren (Abbildung 5-4 a)
liegen in einem Bereich von 56 s/4 cm — 60 s/4 cm und zeigen keine Abhéngigkeit zur verwen-
deten Grammatur. Dies deutet darauf hin, dass die PorengréRenverteilung kaum durch die
Grammatur beeinflusst wird. Die Standardabweichungen der Messungen (*+ 2 s/4 cm) ist ge-
ring, dies spricht fiir eine hohe Reproduzierbarkeit bei der Herstellung der Papiere. Die beo-
bachtete Fliel3front war zu jeder Zeit gleichmé(3ig. Das FlielRverhalten von Wasser in unbehan-
delten Papieren ist Literaturbekannt und kann anhand der Lucas-Washburn-Gleichung beschrie-
ben werden (vgl. Abschnitt 1.4).17%103]

Die kapillaren Fliel3zeiten der konventionellen NC-Membranen (Abbildung 5-4 b), steigen mit
zunehmender Bezifferung der Membran an. Laut Herstellerangaben beschreibt die Bezifferung
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der Membranen die kapillare Fliel3zeit des Materials. Dies bedeutet, dass eine HiFlow 75 Memb-
ran eine kapillare FlieRzeit von 75 s/4 cm aufweisen soll. Die ermittelten Fliel3zeiten liegen 7%
- 15% unterhalb der spezifizierten Flief3zeiten. Die geringen Standardabweichungen der Flief3-
zeiten sprechen fiir eine reproduzierbare Messmethode und konstanten Membraneigenschaf-
ten.

5.3 Flachig beschichtete NCPHM

Die kapillaren Fliel3zeiten von vollflachig beschichteten NCPHM wurden identisch zu den Refe-
renzmaterialien ermittelt. Es wird erwartet, dass der Fluidfluss eine homogene FlieRfront ent-
lang der gesamten Liange der Teststreifen aufweisen. Da wie in Abschnitt 4.2.1 gezeigt, die
unterschiedlichen Herstellungsparameter einen direkten Einfluss auf die Morphologie und Po-
renstruktur der NCPHM haben, ist zu erwarten, dass die kapillaren Flief3zeiten deshalb stark
variieren konnen. Bei Hybridmaterialien mit geringen Porengrof3en werden gemaf3 der Lucas-
Washburn-Gleichung (vgl. Abschnitt 1.4) hohere kapillare FlieRzeiten erwartet (langsamer Flu-
idfluss). Bei grof3eren Poren sollten niedrigere kapillare Fliel3zeiten (schneller Fluidfluss) erhal-
ten werden. Diese Zusammenhénge sollen nachfolgend anhand der kapillaren Flief3zeiten fiir
unterschiedliche NCPHM, welche mit variierenden NC-Anteilen im Lacquer hergestellt wurden
(Abbildung 5-5, Abbildung 5-6 a) und konventionellen NC-Membranen (Abbildung 5-6 b) iiber-
priift werden.
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Abbildung 5-5: Kapillare FlieBzeiten von vollfldachigen NCPHM hergestellt durch Tauchbeschichtung von 75 g/m? Pa-
pieren. Variiert wurden die NC-Anteile im Lacquer. Die Ziehgeschwindigkeit war 120 mm/min bei 25 °C und einer
Luftfeuchtigkeit von 50% RH. Die NCPHM wurden zuvor mit Detergens beschichtet.

Bei der Messung der kapillaren Flief3zeiten von vollflachig beschichteten NCPHM, welche mit
unterschiedlichen NC-Anteilen im Lacquer hergestellt wurden, war zu jeder Zeit eine homogene
Fliel3front zu beobachten. Dies spricht, wie auch anhand der REM-Mikrographen (Abbildung
4-2) zu erkennen, fiir eine homogene Materialverteilung und gleichméaf3iger Detergensbeschich-
tung. Bei Verwendung eines NC-Anteils von 3,5% wird die niedrigste Flie(3zeit von 283 s/4 cm
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+ 17 s/4 cm erhalten. Mit zunehmendem NC-Anteil steigt diese auf bis zu 590 s/4 cm an. An-
hand der CFT dieser Materialien ist zu erwarten, dass die Porengrofse des NCPHM mit 3,5%
NC-Anteil grofer ist, als die der beiden hoheren NC-Anteile. Um dies zu iiberpriifen wurden
aus den REM-Mikrographen (Abbildung 4-2, Abbildung 4-3) die Partikelgro3en der porosen
NC-Strukturen ermittelt und diese mit denen von konventionellen NC-Membranen (Abbildung
4-1) verglichen. Die ermittelten Partikelgrof3en sind in Abbildung 5-8 dargestellt.
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Abbildung 5-6: Mittels REM-Aufnahmen ermittelte PartikelgréBen von a)konventionellen NC-Membranen und b) von
vollflachig beschichteten NCPHM, hergestellt durch Tauchbeschichtung auf 75 g/m Papieren bei 25 °C, 50% RH und
einer Ziehgeschwindigkeit von 120 mm/min unter Verwendung verschiedener NC-Anteile im Lacquer.

Abbildung 5-6 a) zeigt die Partikelgroen verschiedener NC-Membranen. Diese nehmen mit
steigender Ziffer der NC-Membranen ab. So kénnen bei einer HiFlow 75 Membran groRere
Partikel und Porenradien beobachtetet werden als bei einer HiFlow 180 Membran. Dies deckt
sich mit der Annahme und der Herstellerangaben zur CFT der Materialien. Die grof3eren Parti-
kelgrol3en bei der HiFlow 75 Membran fithren zu grof3eren Porenradien, welche einen schnel-
leren Fluidfluss und damit niedrigere CFT zur Folge haben. Mit abnehmender Partikelgro3e
werden sukzessive kleinere Porenradien erhalten und die CFT der Materialien steigt an. Der
Vergleich zu flachig beschichteten NCPHM zeigt, dass diese deutlich kleinere Partikel- und Po-
rengroflen aufweisen als die NC-Membranen (Abbildung 5-6 b). Dies spiegelt sich ebenfalls in
den CFT der Materialien wieder (Abbildung 5-5). Der Zusammenhang der Partikel- und Poren-
groflen ist schematisch in Abbildung 5-7 dargestellt.
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Abbildung 5-7: Darstellung der unterschiedlichen PorengréBen in Abhéngigkeit der PartikelgréBe der porésen NC.
a) Exemplarische Darstellung groBer Partikel (Blau) welche zu gréBeren Poren (Rot) flihren. b) kleinere Partikel und
kleinere Porenradien.

Bei der Zusammenkunft grofder Partikel wird ein deutlich grof3erer Porenradius a) erhalten, als
bei kleineren Partikelgrof3en (b). Dies ist exemplarisch in den REM-Mikrographen illustriert.
Neben der reinen Partikelgro3e beeinflusst scheinbar ein weiterer Aspekt die CFT der Materia-
lien. In Abbildung 5-6 b) ist zu sehen, dass das NCPHM mit einem NC-Anteil von 3,5% eine
deutlich geringere Porengrofe aufweist, aber eine niedrigere CFT besitzt (Abbildung 5-5 b) im
Verglich zu den héheren NC-Anteilen. Dies lasst sich anhand der REM-Mikrographen in Abbil-
dung 4-3 erklaren. Die aufgebrachte NC im NCPHM mit einem 3,5% NC-Anteil fiillen die Mak-
roporen des Papiers aufgrund eines niedrigen Beschichtungsgewichtes (Abbildung 4-11) nicht
vollstdndig mit einer porosen Struktur aus. Dies fithrt dazu, dass zwischen porésen NC-Struk-
turen und der Faseroberflichen Porenradien entstehen, welche grof3er sind als bei hoheren NC-
Anteilen. Dies fithrt vermutlich zu der niedrigeren CFT.

Neben dem NC-Anteilen im Lacquer, wurde ebenfalls der Einfluss der Beschichtungsgeschwin-
digkeiten auf die CFT der Materialien untersucht. Dieser Einfluss ist in Abbildung 5-8 darge-
stellt.
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Abbildung 5-8: Kapillare FlieBzeiten von vollflichigen NCPHM in Abhangigkeit zur Beschichtungsgeschwindigkeit.
Verwendet wurden 75 g/m? Papiere unter Variation der NC-Anteile im Lacquer von 3,5% (Schwarz), 5,2% (Blau) und
7,0% (Rot).
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In Abhéngigkeit der Ziehgeschwindigkeiten ist zu erkennen, dass mit zunehmender Geschwin-
digkeit die CFT der NCPHM abnimmt. Dieser Effekt ldsst sich besonders bei der Verwendung
von hoheren NC-Anteilen von 5,2% und 7,0% beobachten. In Abschnitt 4.2.1 konnte gezeigt
werden, dass mit zunehmender Ziehgeschwindigkeit die Porengrof2en der NCPHM grol3er sind
als bei niedrigeren Geschwindigkeiten. Dieser Effekt scheint mal3geblich zu einer Reduzierung
der CFT bei hoheren Ziehgeschwindigkeiten beizutragen. Zudem ist bei hoheren Ziehgeschwin-
digkeiten eine hohere Beschichtungsmasse des Materials mit NC zu beobachten gewesen (Ab-
bildung 4-12). Die hohere Beschichtungsmasse scheint zu einer homogeneren Porenbildung
und Verteilung der NC auf dem NCPHM zu fithren, was einen gleichméaRigen Fluidfluss ermog-
licht. Bei NCPHM mit einem NC-Anteil von 3,5% ist erst bei einer Ziehgeschwindigkeit von
500 mm/min ein Abfall der CFT zu beobachten. Eine Betrachtung der Morphologie dieser Ma-
terialien kann zur Erkldrung der niedrigeren CFT herangezogen werden. In Abbildung 4-6
konnte gezeigt werden, dass bei niedrigen Ziehgeschwindigkeiten keine vollstdndige Bede-
ckung der Faseroberflichen mit poroser NC erhalten werden konnte. Erst bei einer Ziehge-
schwindigkeit von 500 mm/min wird eine mit NC bedeckte Papieroberfldche erhalten. Durch
ein erhohtes Beschichtungsgewicht durch hohere Ziehgeschwindigkeiten (Abbildung 4-12)
wird eine ausreichende Menge NC in das Material eingebracht, um die Makroporen zu fiillen.
Dies sorgt dafiir, dass groRere Poren erhalten werden und die CFT dadurch niedriger wird.

Die klimatischen Parameter bei der Herstellung und Trocknung und deren Einfluss auf die CFT
von NCPHM sind in Abbildung 5-9 dargestellt.
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Abbildung 5-9: Kapillare FlieBzeiten von vollflachig beschichteten NCPHM. Die Beschichtung wurde bei einer Ziehge-
schwindigkeit von 120 mm/min durchgefiihrt. a) Variation der Temperatur bei einer konstanten Luftfeuchtigkeit und
einem NC-Anteil von 3,5% im Lacquer auf 50 g/m? (Schwarz) und 75 g/m? (Rot) Baumwoll-Linters-Papieren. b) Vari-
ation der Luftfeuchtigkeit bei einer konstanten Temperatur von 25 °C auf 75 g/m? Papieren unter Verwendung eines
NC-Anteils von 3,5% (Schwarz) und 5,2% (Blau).

Bei der Verwendung von Papieren mit 75 g/m? ist der Temperatureinfluss deutlich geringer als
bei niedrigeren Grammaturen. Lediglich bei einer Temperatur von 45 °C ist ein Abfall der CFT
auf ca. 290 s/4 cm zu beobachten. Bei zunehmenden Temperaturen konnte beobachtet werden,
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dass die Beschichtungsgewichte auf dem Material abnehmen. Durch eine Reduktion der Be-
schichtungsmasse, kombiniert mit einer schnelleren Trocknung und damit verbunden einer
schnelleren Verdunstung von Losemittel, scheint sich eine Porenstruktur zu bilden, die einen
schnelleren Fluidfluss ermoglicht. Werden 50 g/m? Papiere fiir die Herstellung verwendet, so
verhdlt sich der Trend bei den CFT antiproportional zu den erzielten Beschichtungsgewichten
(Abbildung 4-12 b). Bei einer niedrigeren Temperatur nimmt die Viskositdt des Lacquers zu,
wodurch mehr davon bei der Tauchbeschichtung auf das Papier iibertragen werden kann. Bei
der Untersuchung der Ziehgeschwindigkeiten (Abbildung 5-8) konnte ein Zusammenhang zwi-
schen hoherer Beschichtungsmasse und sinkender CFT beobachtet werden. Die applizierte
Masse bewirkte eine ausreichende Fiillung der Makroporen des Papiers und begiinstigte die
Ausbildung von grof3eren Poren. Dieser Zusammenhang wiirde ebenfalls den Verlauf der CFT
in Abhéngigkeit zur Temperatur erkldren. Des Weiteren kommt hinzu, dass bei niedrigeren
Temperaturen die Ausbildung der Poren aufgrund geringerer Trocknungsgeschwindigkeiten
und Verdunstung der Lacquer Komponenten eine gleichméligere Porenbildung begiinstigt
wird. Dies konnte die niedrige CFT bei einer Beschichtungstemperatur von 15 °C erklaren.

Die Betrachtung der Abhéngigkeit der Luftfeuchtigkeit auf die CFT (Abbildung 4-12 b) zeigt,
dass die CFT mit steigender Luftfeuchtigkeit abnimmt. Dies ist sowohl fiir die Beschichtung mit
einem NC-Anteil von 3,5%, sowie fiir 5,2% NC zu beobachten. Die Luftfeuchtigkeit hat einen
direkten Einfluss auf die Verdunstung der Bestandteile des Lacquers und wirkt damit auf die
Porenbildung ein. Bei einer geringen Luftfeuchtigkeit kommt es zu einer schnelleren Trocknung
und Verdunstung des Lacquers. Dabei sinkt der Nichtlésemittelanteil durch eine schnellere Ver-
dunstung des Wasseranteils, wodurch die Ausbildung von kleineren Poren begiinstigt wird. Bei
einer hohen Luftfeuchtigkeit hingegen ist die Verdunstungsrate geringer, was zu grof3eren Po-
ren fiihrt. Grofdere Poren begiinstigen einen schnelleren Fluidfluss und sorgen damit fiir eine
niedrigere CFT. Dies steht im Einklang mit der Washburn-Gleichung (vgl. Abschnitt 1.4)

Da die kapillaren Flief3zeiten eine wichtige Kenngrol3e fiir die Anwendung von Membranmate-
rialien in diagnostischen Assays darstellen, wurde in einem kombinierten Ansatz versucht,
NCPHM mit CFT von unterhalb 200 s/4 cm herzustellen. Bei diagnostischen Assays wird Wert
daraufgelegt, dass das gewtinschte, diagnostische Ergebnis innerhalb einer kurzen Zeit erhalten
wird. Anhand der vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass bei hohen Ziehge-
schwindigkeiten niedrigere CFT erreicht werden konnen und dass hohe Luftfeuchten sich
scheinbar positiv auf die Ausbildung von grof3eren Poren auswirken, welche ebenfalls niedri-
gere CFT zur Folge haben. Aus diesem Grund wurde als kombinierter Ansatz eine hohe Luft-
feuchtigkeit und hohe Ziehgeschwindigkeit fiir die Tauchbeschichtung gewéahlt. Die CFTs zum
kombinierten Ansatz sind in Abbildung 5-10 dargestellt.
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Abbildung 5-10: Kapillare FlieBzeiten des kombinierten Ansatzes aus Ziehgeschwindigkeit, Luftfeuchtigkeit und Tem-
peratur von vollflachig beschichteten NCPHM, hergestellt durch Tauchbeschichtung. Zur Beschichtung wurden
50 g/m? Papiere (Schwarz) und 75 g/m? Papiere (Rot) verwendet. Die Tauchbeschichtung wurde bei 25 °C, 75% RH
mit NC-Anteilen von 3,5% und 7,0% durchgefihrt.

Durch Kombination einer schnelleren Ziehgeschwindigkeit und einer hoheren Luftfeuchtigkeit
bei der Tauchbeschichtung, konnen die CFT im Vergleich zu vorherigen Ansétzen deutlich re-
duziert werden. Bei der Verwendung von NC-Lacquer mit einem Anteil von 5,2% lésst sich eine
CFT von 260 s/4 cm *= 5 s/4 cm erhalten. Diese ist somit um fast 350 s/4 cm geringer als bei
der hochsten gemessenen CFT mit diesem Lacquer (Abbildung 5-9 b). Bei der Verwendung eines
NC-Anteils von 3,5%, lassen sich kapillare Flie3zeiten von unterhalb 200 s/4 cm erhalten. Diese
liegt bei 145 s/4 cm *= 7 s/4 cm. Dies entspricht einer Reduktion der CFT um mehr als 50% im
Vergleich zur hochsten gemessenen CFT aus allen Ansétzen (Abbildung 5-9 b).

Die gezielte Auswahl von Herstellungsparametern bei der Tauchbeschichtung von Baumwoll-
Linters-Papieren in NC-Lacquer ermoglicht es die kapillaren Fliel3zeiten einzustellen. Durch
Kontrolle der Trocknungsparameter und Ziehgeschwindigkeit, sowie Auswahl des passenden
NC-Lacquers, wird die Morphologie der Membranmaterialien beeinflusst, welche im direkten
Zusammenhang zur CFT stehen. Somit konnen CFT erzielt werden, welche in der Grol3enord-
nung von konventionellen NC-Membranen (75 s/4 cm — 180 s/4 cm) liegen.

Die erzielten CFT der verschiedenen Beschichtungsansétze sind in Abbildung 5-11 zusammen-
gestellt.
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Abbildung 5-11: Ubersicht der erzielten kapillaren FlieBzeiten verschiedener vollflichiger NCPHM hergestellt durch
Tauchbeschichtung. Die detaillierten Werte kdnnen den einzelnen Abbildungen entnommen werden. Variiert wurde
der NC-Anteil im Lacquer (Abbildung 5-5), die Ziehgeschwindigkeiten (Abbildung 5-8), die Temperatur und Luftfeuch-
tigkeit (Abbildung 5-9). Durch Kombination der einzelnen Variationen wird der kombinierte Ansatz (Abbildung 5-10)
erhalten. Blau: 50 g/m?2 Papier, Schwarz: 75 g/m?2 Papiere, Magenta: 3,5% NC, Violett: 5,2% NC, Griin: 7,0% NC.

Anhand der Ubersicht der durchgefiihrten Beschichtungsansitze kénnen allgemeine Trends ab-
geleitet werden, wie die kapillaren Flief3zeiten in vollflachig beschichteten NCPHM eingestellt
werden konnen. Aus der Variation der NC-Anteile im Lacquer (Abbildung 5-11 a) geht hervor,
dass die CFT mit steigendem NC-Gehalt zunimmt. Die niedrigsten CFT wurden dabei mit NC-
Anteilen von 3,5% erhalten, diese lagen in einem Bereich von 250 s/4 cm — 310 s/4 cm. Durch
Variation der Ziehgeschwindigkeiten konnte gezeigt werden, dass schnelle Ziehgeschwindig-
keiten die Beschichtungsmasse auf den Hybridmaterialien erhohen und zu einer niedrigeren
CFT fihren. Durch die Anpassung der Ziehgeschwindigkeiten konnten die CFT Werte um ca.
200 s/4 cm auf Werte von 350 s/4 cm reduziert werden. Niedrige Temperaturen bei der Her-
stellung, sowie eine hohe Luftfeuchtigkeit sorgen ebenfalls fiir eine Reduktion der CFT. Im kom-
binierten Ansatz konnte gezeigt werden, dass CFT im Bereich von konventionellen NC-Memb-
ranen auf NCPHM erreicht werden konnen. Bei einer Luftfeuchtigkeit von 75% RH, 25 °C,
500 mm/min Ziehgeschwindigkeit und einem NC-Anteil von 3,5% wurde die niedrigste CFT fiir
vollflachige NCPHM erreicht.

Durch die Anpassung der Flie3zeiten an die von konventionellen NC-Membranen wird eine
bessere Vergleichbarkeit der Materialien in der Anwendung als Membranmaterial fiir diagnos-
tische Assays erzielt. Die Betrachtung von vollflaichigen NCPHM als alternative Membranmate-
rialien wird in Abschnitt 6.2 diskutiert.
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5.4 FlieBeigenschaften von ortsdefinierten NCPHM

Ortsdefinierte NCPHM wurden wie in Abschnitt 8.2.2 hergestellt und hinsichtlich der Morpho-
logie der Materialien in Abschnitt 4.3 charakterisiert. Da eine spdtere Anwendung der Materia-
lien als alternatives Membranmaterial in diagnostischen Assays angestrebt wird, muss eine Cha-
rakterisierung der Flief3eigenschaften der Materialien erfolgen. In Abschnitt 5.4.1 werden die
allgemeinen FlieReigenschaften und deren Charakteristika beschrieben. Der Einfluss der Her-
stellungsparameter wie das dosierte Volumen des Lacquers, dessen NC-Anteile und der
Grammatur des Basispapiers werden in Abschnitt 5.4.2 behandelt. Ein Vergleich zwischen Flie-
Reigenschaften von konventionellen NC-Membranen mit den ortsdefinierten NCPHM wird in
Abschnitt 5.4.3 gezogen. Eine finale Beurteilung der Anwendbarkeit dieser Materialien als al-
ternative Membranmaterialien fiir diagnostische Assays wird in Abschnitt 6.3 getroffen.

5.4.1 Bestimmung der FlieBeigenschaften von ortsdefinierten NCPHM

Zur Bestimmung der allgemeinen mikrofluidischen Eigenschaften der ortsdefinierten NCPHM
wurden Fliel3tests gem&R Abschnitt 8.6 durchgefiihrt. Hierfiir wurde der Fluidfluss fiir unbe-
handeltes Papier, einem ortsdefiniertem NCPHM ohne Detergensbeschichtung und einem Hyb-
ridmaterial mit Detergensbeschichtung durchgefiihrt. Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung
5-12 dargestellt.

50 g/m2, 8 yL/icm, 3,5 % NC
200 | : |
180 4

160

CFT/sldcm

Fluidfluss stoppt
an Linie

a) Linters b) Kein Detergens c) Mit SDBS

Abbildung 5-12: Kapillare FlieBzeiten von a) Baumwoll-Linters-Papier (50 g/m2), b) unbehandeltes ortsdefiniertes
NCPHM und c) mit SDBS beschichtetes NCPHM. Das Hybridmaterial wurde hergestellt durch Aufdrucken eines NC-
Lacquers mit 3,5% (w/w) NC-Anteil bei einer Dosierung von 8 pL/cm auf Baumwoll-Linters-Papier mit einer Gramma-
tur von 50 g/m2. Der Lacquer wurde Uber einen Dosierpinsel appliziert.

Die kapillare Flief3zeit von unbehandeltem Baumwoll-Linters-Papier (Abbildung 5-12 a) liegt
wie bereits zuvor in Abschnitt 5.2 (Abbildung 5-4 a) diskutiert im Bereich von 60 s/4 cm =
3 s/4 cm. Die beobachtete Flie3front war {iber die gesamte Zeit der Beobachtung gleichmal3ig.
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Beim ortsdefinierten NCPHM ohne Detergensbeschichtung (Abbildung 5-12 b) wird ein Fluid-
fluss nur innerhalb der ersten 10 s beobachtet. Nach 10 s erreicht die Fliefront die aufge-
brachte NC-Linie, an dieser kommt der Fluidfluss zum Erliegen. Auch nach einer Beobachtungs-
zeit von weiteren 20 min ist kein Voranschreiten des Flusses zu beobachten. Als Begriindung
konnen hierfiir zwei verschiedene Mechanismen herangezogen werden. Die Beschichtung der
Papierfasern mit NC sorgt fiir eine Verminderung bzw. Unterbindung der Faserquellung im
Kontakt mit Wasser. Dies fiihrt zu keiner weiteren Fliissigkeitsaufnahme und der kapillargetrie-
bene Fluidfluss kommt zum Erliegen.[*%°) Des Weiteren besteht wie auch in Abschnitt 5.5 (CN-
Papiere) die Moglichkeit, dass eine Anderung der Oberflichenenergie von Cellulose zur NC
trotz eines hydrophilen Kontaktwinkels der NC zu einem Pinning-Effekt an der Dreiphasen-Kon-
taktlinie fithrt.['%®! Da fiir die Anwendung der Hybridmaterialien als Membranmaterial in diag-
nostischen Assays ein Fluidfluss beno6tigt wird, ist eine Detergensbeschichtung wie in Abschnitt
8.5 beschrieben unabdingbar. Nach erfolgter Detergensbeschichtung ¢) kommt der Fluidfluss
nicht mehr an der aufgebrachten Linie zum Erliegen. Die Flief3front ist beim Passieren des Strei-
fens die komplette Zeit {iber gleichméa3ig. Beim Erreichen der NC-Linie ist zu beobachten, dass
der Fluidfluss sich verlangsamt. Die reduzierte Geschwindigkeit nimmt nach dem mit NC be-
druckten Bereich nicht wieder zu. Die kapillare Flief3zeit des ortsdefinierten NCPHMs auf
50 g/m2 Baumwoll-Linters-Papier mit einer Dosierung iiber einen Dosierpinsel von 8 uL/cm
und einem NC-Anteil von 3,5% (w/w) liegt bei 133 s/4 cm * 6 s/4 cm. Dies liegt im Bereich
von konventionellen NC-Membranen wie beispielsweise der HiFlow 135 Membran. Im nachfol-
genden Abschnitt, werden die kapillaren FlieBgeschwindigkeiten der einzelnen ortsdefinierten
Hybridmaterialien diskutiert.

5.4.2 Einfluss des Dosiervolumens und des NC-Gehalts auf die mikrofluidischen Eigen-
schaften

Anhand der ersten Messungen der kapillaren Flief3zeit in Abbildung 5-12 konnte festgestellt
werden, dass ortsdefinierte NCPHM einer Detergensbehandlung unterzogen werden miissen,
damit ein Fluidfluss durch den mit NC beschichteten Streifen moéglich ist. Die zu beobachtende
Flie3front war zu jeder Zeit homogen und es kam zu einer Verlangsamung des Fluidflusses beim
Erreichen des NC-Streifens, ohne eine spatere Beschleunigung des Flusses beim Verlassen des
NC-Streifens. Um den Einfluss der verschiedenen Herstellungsparameter auf die mikrofluidi-
schen Eigenschaften zu betrachten, werden nachfolgend die kapillaren Flief3zeiten der Hybrid-
materialien, welche mittels Liniendruckverfahren unter Verwendung eines Dosierpinsels herge-
stellt wurden diskutiert. In Abschnitt 4.3.2 konnte gezeigt werden, dass die Verwendung einer
Kaniile zur Applikation des Lacquers zu einer hoheren Anzahl an inhomogenen Hybridmateria-
lien fiihrt. Aus diesem Grund werden diese nicht fiir die Untersuchung der kapillaren Flie3zeit
herangezogen. Die Hybridmaterialien, welche durch den Lacquer-Auftrag mittels eines Dosier-
pinsels hergestellt wurden weisen dhnliche Linienbreiten wie bei der Applikation {iber eine Ka-
niile auf (Abbildung 4-13 und Abbildung 4-14) und sind Gegenstand der kapillaren Fliel3zeit-
messungen in Abbildung 5-13.
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Abbildung 5-13: CFT von ortsdefinierten NCPHM hergestellt durch Liniendruckverfahren unter Verwendung eines
Dosierpinsels in Abhdngigkeit des Dosiervolumens. Aufgetragen wurde NC-Lacquer mit 3,5% NC (Schwarz), 5,2% NC
(Blau) und 7,0% NC (Rot). Die Materialien wurden auf Baumwoll-Linters-Papieren mit a) 50 g/m? und b) 75 g/m?
hergestellt.

Die kapillaren Fliel3zeiten der ortsdefinierten NCPHM auf Baumwoll-Linters-Papieren mit einer
Grammatur von 50 g/m? sind in Abbildung 5-13 a) dargestellt. Mit steigender Dosierung kann
eine Zunahme der kapillaren Flie3zeiten beobachtet werden. Dies gilt sowohl fiir die niedrige-
ren NC-Anteile im Lacquer (3,5%) als auch fiir hohere Anteile (5,2%, 7,0%). Neben der stei-
genden Dosierung, sorgt auch ein hoherer NC-Anteil im Lacquer fiir einen Anstieg der kapillaren
Flief3zeiten. Die niedrigsten Flief3zeiten werden auf Hybridmaterialien erzielt, welche mit einem
NC-Anteil von 3,5% im Lacquer hergestellt wurden. Diese liegen im Bereich von 133 s/4 cm +
6 s/4 cm (bei 8 uL/cm) bis 268 s/4 cm = 10 s/4 cm (bei 20 uL/cm). Bei Verwendung von ho-
heren NC-Anteilen im Lacquer decken die Fliel3zeiten einen Bereich von 239 s/4 cm * 7 s/4 cm
(8 uL/cm, 5,2% NC) bis 539 s/4 cm = 3 s/4 cm (16 uL/cm, 7,0% NC) ab. Im direkten Vergleich
zu konventionellen NC-Membranen ist die Fliel3zeit deutlich hoher als beispielsweise bei einer
HiFlow 180 Membran (163 s/4 cm * 3 s/4 cm). Lediglich das Hybridmaterial welches aus ei-
nem Lacquer mit 7,0% (w/w) NC und einer Dosierung von 8 uL/cm hergestellt wurde, liefert
auf dem 50 g/m? Papier ausreichend niedrige Flie3zeiten im vergleichbaren Bereich. Knapp
oberhalb von gidngigen NC-Membranen liegt die Flie(3zeit des Hybridmaterials welches bei einer
Dosierung von 12 ul./cm aus einem Lacquer mit 3,5% NC-Anteil hergestellt wurde.

In Abbildung 5-13 b) sind die kapillaren Flie3zeiten der ortsdefinierten NCPHM auf 75 g/m?2
Papieren dargestellt. Diese sind im Vergleich zu den Hybridmaterialien auf 50 g/m? Papieren
niedriger. Die zuvor beschriebenen Trends sind identisch. Mit steigender Dosierung werden
hohere Fliel3zeiten erhalten. Dies ist ebenfalls bei einem hoheren NC-Anteil im Lacquer der Fall.
Die FlieRzeiten der Hybridmaterialien des 3,5% NC-Anteils bei 8 ul/cm, 12 uL/cm und 16
uL/cm weisen Fliel3zeiten von 119 s/4 cm + 9 s/4 cm bis 183 s/4 cm + 5 s/4 cm auf. Damit
liegen sie im Bereich von konventionellen NC-Membranen wie HiFlow 120 (103 s/4 cm =+
1 s/4 cm), HiFlow 135 und HiFlow 180 (163 s/4 cm = 3 s/4 cm). Auf 75 g/m2 Papieren kann
zudem bei einer Dosierung von 8 ul./cm und einem NC-Anteil von 5,2% (w/w) Materialien
hergestellt werden, die eine Fliel3zeit von 171 s/4 cm = 6 s/4 cm aufweisen.
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Bei allen Messungen der kapillaren Flie3zeit der ortsdefinierten NCPHM kann beobachtet wer-
den, dass die Abweichungen zwischen den Messungen sehr gering sind. Dies deutet auf eine
gute Reproduzierbarkeit der CFT Messungen und der Herstellung der Hybridmaterialien hin.

Die kapillaren Fliel3zeiten korrelieren mit den ermittelten Linienbreiten (Abbildung 4-18) und
Beschichtungsgewichten (Abbildung 4-19). Bei einer zunehmenden Dosierung des Lacquers
kommt es zu einem Zunehmen der Linienbreiten und der Beschichtungsgewichte. Die Linien-
homogenitit wie in Abschnitt 4.3.2 diskutiert, scheint keinen negativen Einfluss auf die kapil-
laren Fliel3zeiten zu haben. Hybridmaterialien mit einer inkonsistenten Linienbreite, als auch
inhomogener Materialverteilung stellen keine AusreiSer bei der kapillaren Fliel3zeitmessung
dar.

Betrachtet man die Morphologie der Materialien, so lassen sich zwischen den verschiedenen
Hybriden im Randbereich der aufgebrachten Linie keine unterschiedlichen Strukturen feststel-
len. Die Randbereiche sind wie beispielsweise in Abbildung 4-22 dargestellt homogen mit NC
umgeben und es liegen keine pordsen Strukturen vor. Die Strukturen innerhalb der Linie kon-
nen fiir die Beschreibung des Fluidflusses auf3er Acht gelassen werden, da die Verlangsamung
der Fliel3front in allen Fallen unmittelbar bei Erreichen der aufgedruckten Linie einsetzt. Eine
spatere Anderung der FlieBgeschwindigkeit konnte innerhalb des Beobachtungszeitraums nicht
festgestellt werden.

Eine mogliche Erklarung fiir die starke Reduktion der Flielgeschwindigkeit kann in der Quell-
fahigkeit der Papierfasern nach der NC-Beschichtung liegen. Ublicherweise lauft der Fluidfluss
in Papieren in mehreren Schritten ab. Zuerst erfolgt eine oberflachliche Benetzung der Papier-
fasern, welche zu einer Faserquellung fiihrt was zum Eindringen des Fluides ins Faserlumen
fiihrt. Dieser Prozess fiihrt zur Ausbildung einer ersten vorauseilenden FlieRfront. Im weiteren
Verlauf folgt auf die vorauseilende Front ein Auffiillen der Makroporen des Papiers.!*%”) Der
Fluidfluss verhalt sich im Papier dann gemal$ der Lucas-Washburn-Gleichung (Abschnitt 1.4).
Im Bereich der aufgedruckten NC ist eine drastische Verlangsamung des Fluidflusses zu be-
obachten. Dies konnte wie folgt zu erkldren sein. Die vorauseilende FlieRfront auf dem unbe-
schichteten Papier trifft auf die mit NC ummantelten Fasern. An diesen findet zum einen eine
Anderung der Oberfldchenenergie statt!'®7-1%8] und méglicherweise eine Verminderung oder gar
Unterbindung der Faserquellung durch die applizierte NC.['*! Dies fiihrt zu einer starken Ver-
langsamung des Fluidflusses, da ein Voranschreiten der Fliel3front erst durch ein sukzessives
Auffiillen der Makroporen wieder ermdglicht wird. Um diese zu fiillen, wird ein deutlich hohe-
res Fluidvolumen benotigt, als bei der vorauseilenden Fliissigkeitsfront bei der Faserquellung.
Im weiteren Verlauf des Fluidflusses d@ndert sich dieses Verhalten im spéteren Verlauf nicht
mehr.

Eine Hydrophobierung von Papieren durch Reduktion der Quellungsfahigkeit von Papieren
konnte bei Mikolei et al.[’®®! beobachtet werden. Hier wurden Papiere mit dichtem Silica und
mesoporosem Silica beschichtet und dessen Fluidfluss mikroskopisch im Vergleich zu unbehan-
delten Papieren untersucht. Bei unbehandelten Papieren konnte beobachtet werden, dass der
Fluidfluss bei Baumwoll-Linters-Papieren primédr an der Faseroberfliche und im Faserlumen
durch Quellung dieser stattfindet. Bei der Beschichtung mit dichtem Silica konnte beobachtet
werden, dass eine Anderung des FlieRverhaltens im Vergleich zu unbehandelten Papieren statt-
findet. Bei der Beschichtung mit dichtem Silica auf den Papieren wird eine glatte Faseroberfla-
che erhalten, auf der sich keine Fibrillen mehr befinden. Die Faserquellung wurde durch die
Beschichtung unterbunden, was zu einem Fluidfluss in den Makroporen des Papiers fiihrt. Die
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Fiillung dieser geht wesentlich langsamer von Statten, da erst wenn die Poren gefiillt sind, die
Flie3front voranschreiten kann. Das Verhalten des Fluidflusses von ortsdefinierten NCPHM lésst
sich anhand der Mechanismen und Szenarien aus der Veroffentlichung von Mikolei et al. 6]
erklaren.

5.4.3 Vergleich ortsdefinierter NCPHM mit konventionellen NC-Membranen

Eine Betrachtung der Fliel3eigenschaften von ortsdefinierten NCPHM (Abschnitt 5.4) und kon-
ventionellen NC-Membranen (Abschnitt 5.2) zeigt, dass bei bestimmten Herstellungsparame-
tern eine vergleichbare kapillare Flief3zeit erreicht werden kann. Dies kann vor allem bei der
Verwendung von NC-Lacquern mit einem geringen NC-Anteil und einer geringen Dosierung er-
reicht werden. Die Verwendung von Papieren mit einer hoheren Grammatur erméglichen ho-
here Fliel3geschwindigkeiten bzw. geringere kapillare Flie[3zeiten. Der wohl grof3te Unterschied
zwischen ortsdefinierten NCPHM und konventionellen NC-Membranen liegt im Aufbau der Ma-
terialien. Konventionelle NC-Membranen bestehen aus gleichmif3ig verteilter und poréser NC
tiber die komplette Membranfldche. Bei ortsdefinierten NCPHM kommen unterschiedliche Ma-
terialien und FlieReigenschaften zusammen. Der initiale Fluidfluss wird von den Benetzungsei-
genschaften des Basispapiers definiert. Die kapillare Flief3zeit dessen ist wie in Abbildung 5-4
zu sehen mit einem Wert von ca. 60 s/4 cm gering. Im Bereich der aufgebrachten NC-Linie ist
ein drastischer Riickgang der Flielgeschwindigkeit zu beobachten. Eine Hypothese zu dieser
Beobachtung ist in Abschnitt 5.4.2 diskutiert worden. Je breiter der aufgebrachte NC-Streifen
auf dem Papier ist, desto frither setzt die Verlangsamung des Fluidflusses ein. Um die kapillaren
Fliel3zeiten weiter zu reduzieren konnte in Erwdgung gezogen werden, dass nur unterhalb der
spater aufzubringenden Antikorperlinien NC aufgebracht wird. Hierbei wére es vorteilhaft, ge-
ringe NC-Dosierungen zu verwenden, damit die Linienbreiten gering bleiben. Da mit dem Auf-
drucken des Lacquers bei geringeren Dosierungen schmalere Linien erhalten werden (vgl. Ab-
schnitt 4.3.2), ist das Aufbringen einer einzigen Linie nicht mehr ausreichend. Fiir diesen Ansatz
wéren pro Antikorperlinie eine NC-Linie notig. Dies wiirde dazu fithren, dass der unbeschichtete
Bereich des alternativen Membranmaterials sich vergréert, was zu einer Reduzierung der ka-
pillaren FlieRzeit auf dem gesamten Material fithren wiirde. Diese Vorgehensweise hat aller-
dings im Verglich zu dem vorherigen Herstellungsweg und dem Aufbringen einer einzigen brei-
ten NC-Linie deutliche Nachteile in der Handhabung fiir Hersteller von diagnostischen Schnell-
tests. Durch das Aufdrucken einer breiten NC-Linie konnen die Antikorperlinien einfacher auf-
gebracht werden, da die Positionsgenauigkeit dieser ungenauer sein kann. Hersteller von
Schnelltests miissten vermutlich ihre Produktionsabldufe bei der Verwendung von breiten auf-
gedruckten Linien bei ortsdefinierten NCPHM nicht anpassen. Bei der Applikation von zwei sehr
schmalen NC-Linien auf den Papieren spielt die Positionsgenauigkeit bei der Antikorper Appli-
kation eine entscheidende Rolle. Diese sollten im Idealfall exakt auf der NC-Linie appliziert
werden, und nicht auBerhalb derselben. Dies erfordert eine Anpassung der Produktionsablaufe
bei der Herstellung von diagnostischen Assays. Die geschitzte Akzeptanz von Herstellern der
Assays fiir alternative Membranmaterialien fiir die grof3ere Anpassungen vorgenommen werden
miissen ist vermutlich sehr gering, aufSer das neue Membranmaterial ist besser in der Perfor-
mance oder zumindest vergleichbar zu konventionellen NC-Membranen, bei einem gleichblei-
benden oder geringeren Einkaufspreis der Membranmaterialien. Theoretisch betrachtet sollte
es moglich sein mit der Etablierung des Liniendruckverfahrens zur Herstellung von ortsdefinier-
ten NCPHM kostengiinstigere und nachhaltigere Membranmaterialien herzustellen, da Papiere
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bereits eine ausreichende Stiitzfunktion fiir die porose NC bietet und somit auf PET-Tragerma-
terialien verzichtet werden kann. Zudem ist der bendtigte Anteil an NC fiir die Herstellung der
Materialien um ein vielfaches geringer ist, als bei konventionellen NC-Membranen, was zu wei-
teren Materialeinsparungen fiihrt.

5.5 Charakterisierung der benetzungs- und mikrofluidischen Eigenschaften von CN-
Papieren

Die Kontaktwinkel von CN-Papieren ohne Detergensbeschichtung und deren Struktur sind in
Abbildung 5-14 gezeigt.
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Abbildung 5-14: a) Kontaktwinkel von CN-Papieren ohne Detergensbeschichtung hergestellt durch verschiedene Ein-
legzeiten in eine Sduremischung mit 8% (w/w) Wassergehalt. REM-Mikrographen von unbehandeltem Baumwoll-
Linters-Papier b), c) und CN-Papier nach 60 min Reaktionszeit bei d), e).

Wie in Abschnitt 5.1.1 beschrieben, kann ohne eine Detergensbeschichtung der CN-Papiere
keine Benetzbarkeit (6 >90°) mit Wasser bei niedrigen Reaktionszeiten beobachtet werden. Die
gemessenen Kontaktwinkel sind im Vergleich zum Ausgangsmaterial stark gestiegen, obwohl
der Kontaktwinkel reines Cellulosenitrats mit 6 = 68° deutlich hydrophil ist (vgl. Abschnitt
5.1.1). Ahnliche Beobachtungen wurden bei der Beschichtung von Cellulosepapieren mit hyd-
rophilen Siliziumdioxid von Herzog et al.1'%”! gemacht. Bei einer Abnahme der Materialoberfla-
che war dennoch eine Zunahme der Kontaktwinkel zu beobachten, was auf ein Pinning an der
Dreiphasen-Kontaktlinie auf der Papieroberflache zuriickgefiihrt werden konnte. Dieser Pin-
ning-effekt wurde ausfiihrlich von Hensel et al.l'®® beschrieben. Die dort aufgestellte These
konnte durch eine Abnahme der Oberflachenenergie von Cellulose (63,8 mN m™1)!"¢”) zu Silizi-
umdioxid (59,2 mN m)[67] unterstiitzt werden. Ahnliche Effekte sollten ebenfalls bei der
Veresterung von Baumwoll-Linters-Papieren mit Nitriersdure zum Tragen kommen. Anhand
REM-Mikrographen (Abschnitt 4.4.2) ist keine deutliche Zunahme der Porositidt und Oberfldche
der Materialien durch die Veresterungsreaktion bei niedrigen Reaktionszeiten zu beobachten.
Ebenfalls sinkt durch die Veresterungsreaktion die Oberflichenenergie der Baumwolllinters-
Fasern von 41,18 mN m™'7%1711 quf die des Cellulosenitrats von 38 mN m {164,
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Erst bei langeren Reaktionszeiten (~60 min) sinkt der Kontaktwinkel hinreichend ab, um die
Benetzung der nicht mit Detergens beschichteten CN-Papieren zu ermoglichen (Abbildung 5-14
a). Bereits bei kurzen Reaktionszeiten beginnen die Fasern aufzureif3en (Abschnitt 4.4.2, Abbil-
dung 4-29), allerdings nicht im ausreichenden Malle die Benetzbarkeit zu Beeinflussen. Nach
60 min Reaktionszeit ist eine deutliche Zerstérung der Fasern erkennbar (Abbildung 5-14 d,e),
welche durch die Rissbildung und das Abstehen von Faserbestandteilen die Benetzbarkeit er-
hoht. Durch das Abstehen der Faserbestandteile in den Porenraum wird eine dhnliche Morpho-
logie erhalten, wie die von unbehandelte Baumwoll-Linters-Papier (Abbildung 5-14 b,c). Bei
den unbehandelten Papieren ist der Anteil der Fibrillen hoher und diese sind feiner. In den
Faserzwischenrdumen ist bei unbehandelten Papieren mehr Feinstoff zu erkennen, welcher bei
den langen Reaktionszeiten vollstdndig fehlt. Die Kombination aus einer niedrigeren Oberfla-
chenenergie des Cellulosenitrats und das Fehlen von Feinstoff ist vermutlich die Ursache dafiir,
dass keine identisch niedrigen Kontaktwinkel und damit eine identisch gute Benetzbarkeit der
CN-Papieren wie bei den Baumwoll-Linters-Papieren erzielt werden konnen.

Um die Benetzbarkeit der CN-Papiere zu verbessern, wurden diese mit Detergens beschichtet
(vgl. Abschnitt 8.5). Fiir die Anwendbarkeit in diagnostischen Schnelltests ist wie in Abschnitt
1.3 beschrieben die kapillare Flie3zeit eine zentrale Kenngrof3e fiir Membranmaterialien. Da es
sich bei CN-Papieren um homogene Membranmaterialien handelt, kann wie in Abschnitt 5.2

beschrieben von einem Fluidfluss ausgegangen werden, der sich gemaf3 der Lucas-Washburn-
Gleichung (Abschnitt 1.4) proportional zu % verhilt. Die Endpunktbestimmungen der kapilla-

ren Fliezeitmessungen sind in Abbildung 5-15 dargestellt.
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Abbildung 5-15: Kapillare FlieBzeiten von Milli-Q® Wasser in CN-Papieren mit Detergensbeschichtung, hergestellt
durch verschieden lange Reaktionszeiten in eine Sduremischung mit 8% (w/w) Wasseranteil.

Die kapillaren Flief3zeiten von Baumwoll-Linters-Papier (Abbildung 5-15, O min) und CN-Pa-
pieren zeigen einen deutlichen Anstieg der kapillaren Flie3zeit bereits nach kurzen Reaktions-
zeiten von 55,5 s/4 cm * 3,7 s/4 cm auf 128,7 s/4 cm + 3,8 s/4 cm. Dies konnte auf die Ver-
netzung der Fasern und einer méglichen Anderung der Oberflichenenergie wie in Abschnitt
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5.1.1 beschrieben zuriickzufiihren sein. Mit fortschreitender Reaktionszeit ist eine kontinuierli-
che Abnahme der kapillaren Flie3zeiten zu beobachten. Durch die Detergensbeschichtung der
CN-Papiere wird dieses von der Testfliissigkeit gelost und aufgenommen, was eine Verminde-
rung der Oberflichenspannung des Wassers zur Folge hat''72, Aufgrund der niedrigeren Ober-
flachenspannung kann das Wasser besser in das Membranmaterial eindringen. Mit zunehmen-
der Reaktionszeit nimmt die Rissbildung auf den Fasern (vgl. Abbildung 4-29) zu. Da diese
bereits nach wenigen Minuten bis ins Faserinnere bei der Herstellung der Materialien vollstan-
dig umgesetzt wurden (vgl. Abschnitt 4.4.3), ist anzunehmen, dass die sinkenden Flie3zeiten
(zunehmende Flief3geschwindigkeit) im Zusammenhang mit der steigenden Anzahl an Rissen
und neuen Poren stehen.

Der Verlauf der kapillaren FlieRzeiten zeigt zudem, dass diese sehr gut iiber die Reaktionszeiten
bei der Herstellung von CN-Papieren eingestellt werden kénnen. Gangige kapillare Flie[3zeiten
fiir kommerziell erhiltliche NC-Membranen sind wie in Abschnitt 5.2 thematisiert, FlieBzeiten
von beispielsweise 90 s/4 cm, 120 s/4 cm, 135 s/4 cm und 180 s/4 cm. Die hergestellten Ma-
terialien liegen in diesem Fliel3zeitenbereich und sind hinsichtlich der Herstellungsparameter
einfacher herzustellen als NCPHM oder konventionelle NC-Membranen.

Die in dieser Arbeit hergestellten alternativen Membranmaterialien wurden hinsichtlich ihrer
mikrofluidischen Eigenschaften Charakterisiert. Als wichtigste Kenngrof3e wurden die CFT er-
mittelt. Diese spielen bei der Klassifizierung und Einordnung von Membranmaterialien eine
entscheidende Rolle. Je nach CFT und Fliel3geschwindigkeit werden die Materialien fiir ver-
schiedene Assays eingesetzt. Die CFT der NC-Membranen wurden als Referenzwerte bestimmt.
Die CFT der Membranen lag zwischen 70 s/4 cm (HiFlow 75) und 165 s/4 cm (HiFlow 180).
Als weitere Referenzen wurden die CFT von Baumwoll-Linters-Papieren ermitteln. Unabhéngig
der Grammatur lagen die CFT der Papiere bei ca. 60 s/4 cm. Des Weiteren wurden CFT von
vollflachig beschichteten NCPHM bestimmt und miteinander verglichen. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die CFT durch Wahl der Herstellungsparameter eingestellt werden kann. Die Herstel-
lungsparameter wirken auf die Porenstruktur der Materialien ein, welche im direkten Zusam-
menhang zur CFT stehen. Im Rahmen aller Parametervariationen konnten CFT in einer weiten
Spanne von 100 s/4 cm bis zu 610 s/4 cm erzielt werden. Fiir eine Anwendung in diagnosti-
schen Assays fordern Schnelltesthersteller hdaufig Werte unterhalb von 200 s/4 cm. Anhand der
durchgefiihrten Variationen lieRen sich einige Trends ermitteln, wie die CFT beeinflusst werden
kann. Bei der Variation des NC-Anteils im Lacquer konnte gezeigt werden, dass hohere NC-
Anteile zu einer hoheren CFT fiihren, als niedrige Anteile. Zudem konnten héhere CFT erhalten
werden, bei Verwendung von hoheren Grammaturen des Basispapiers. Bei Anwendung hoher
Ziehgeschwindigkeiten bei der Tauchbeschichtung lie3en sich niedrigere CFT erhalten, als bei
niedrigen Geschwindigkeiten. Der Temperatureinfluss bei der Beschichtung hat gezeigt, dass
niedrige Temperaturen forderlich fiir niedrige CFT sind. Bei der Variation der relativen Luft-
feuchtigkeit konnte gezeigt werden, dass eine hohe Luftfeuchtigkeit eine niedrige CFT fordert.
Anhand der zuvor beschriebenen Einfliisse auf die CFT wurde gezielt ein kombinierter Ansatz
gewahlt, um vollflachig beschichtete NCPHM zu erzielen deren CFT unterhalb von 200 s/4 cm
liegen. Die Verwendung von hohen Ziehgeschwindigkeiten, einer hohen Luftfeuchtigkeit und
die Verwendung eines niedrigen NC-Anteils im Lacquer ermoglichten die Herstellung von voll-
flachig beschichteten NCPHM mit CFTs zwischen 100 s/4 cm — 150 s/4 cm, was im Bereich von
konventionellen NC-Membranen liegt.
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Bei der Herstellung von ortsdefinierten NCPHM lassen sich die zuvor gewonnenen Erkenntnisse
ebenfalls auf die Auswirkung auf die CFT tiibertragen. Hinzu kommt bei der ortsdefinierten Be-
schichtung die dosierte Lacquer Menge, welche sich auf die CFT auswirkt. Mit steigender Do-
sierung und damit zunehmender NC-Masse auf dem Hybridmaterial steigen die CFTs an. Diese
lassen sich sehr genau tiiber die applizierte NC-Menge einstellen. Die CFT Werte variieren je
nach Auftragsmenge zwischen 110 s/4 cm — 530 s/4 cm und lassen sich an die Flief3zeiten von
konventionellen NC-Membranen anpassen. Bei der Betrachtung des Fluidflusses konnte festge-
stellt werden, dass bis zum mit NC beschichteten Bereich die Fliel3geschwindigkeit hoch ist. Der
Beschichtete Bereich wird nach ca. 5 s — 10 s erreicht. Nach Erreichen der Beschichtung setzt
sich der Fluidfluss mit niedrigerer Geschwindigkeit fort.

Neben den durch Beschichtung hergestellten NCPHM, wurden die CFT der reaktiv hergestellten
CN-Papiere betrachtet. Diese wiesen deutlich geringere CFT auf, als NCPHM und lagen in einem
Bereich von 130 s/4 cm — 75 s/4 cm. Mit steigender Reaktionszeit war eine Abnahme der CFT
zu erkennen. Im Vergleich zu NCPHM kann die Anpassung der kapillaren Fliel3zeit der CN-
Papiere iiber einen einzigen Parameter eingestellt werden. Dieser stellt die Reaktionszeit dar.
Bereits zuvor konnte gezeigt werden, dass die Herstellung dieser Art von alternativen Memb-
ranmaterialien im Vergleich zu konventionellen NC-Membranen und NCPHM weniger aufwan-
dig ist. Dies spiegelt sich auch in den CFTs wieder da ein komplett aus Cellulosenitrat beste-
hendes Material erhalten wird, und kein mehrkomponentiges und komplexes Material wie bei
NCPHM oder NC-Membranen.
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6. Diagnostische Schnelltests auf Basis von NCPHM und CN-Papieren

Neben der allgemeinen Charakterisierung und der Charakterisierung mikrofluidischer Eigen-
schaften verschiedenen NCPHM und CN-Papieren spielt die Anwendbarkeit dieser in diagnos-
tischen und analytischen Schnelltests eine entscheidende Rolle. In diesem Abschnitt soll die
Leistungsfahigkeit der alternativen Membranmaterialien in diagnostischen, zusammengesetz-
ten Assays untersucht und beschrieben werden. Hierfiir konnen wie in Abschnitt 3.3 themati-
siert verschiedene Assays verwendet werden. Qualitativ wird die Proteinbindung eines Modell-
proteins an vollflachige und ortsdefinierte NCPHM betrachtet (Abschnitt 6.1). Die Eignung der
alternativen Membranmaterialien fiir diagnostische hCG- und HBsAg-Assays wird in den Ab-
schnitten 6.2 - 6.4 untersucht und diskutiert.

6.1 Qualitative Betrachtung der Proteinbindung an vollflachigen und ortsdefinier-
ten NCPHM

Anhand einfachen mikrofluidischen Experimenten an vollfldchigen und ortsdefinierten NCPHM
werden die proteinbindenden Eigenschaften qualitativ untersucht. Die Durchfiithrung der Expe-
rimente ist in Abschnitt 8.7 beschrieben. Eine qualitative Betrachtung der Proteinretention an
vollflachigen NCPHM ist in Abbildung 6-1 dargestellt.
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Abbildung 6-1: Qualitative Beurteilung der Proteinretention auf vollflachigen NCPHM. a) Bildaufnahme mittels Fluo-
reszenzimager. Der Auftrag von FITC-Dextran (oben) und FITC-BSA (unten) wurde im vorgehobenen Bereich mit der
FlieBfront aufgetragen. Der Fluidfluss erfolgte gemaR der Pfeilrichtung von links nach rechts. b) Relative Fluores-
zenzintensitaten der in a) dargestellten Proben. Die Fluoreszenzintensitdaten wurden entlang des Materials mit einem
Linienprofil in Image) bestimmt. Die Fluoreszenzintensitdten des FITC-BSA sind in Schwarz dargestellt, die des FITC-
Dextrans (Referenz) in rot. CLSM-Detailaufnahmen als Maximalprojektionen im Bereich des Probenauftrags von c)
FITC-Dextran und d) FITC-BSA. Auf den CLSM-Aufnahmen sind die Papierfasern in Blau (Calcofluor White M2R), NC
in Rot (Rhodamin B), BSA/Dextran in Grin (FITC) und die Kolokalisation von BSA auf NC in Gelb dargestellt. Der
Skalierungsbalken in d) ist gultig fur beide Detailaufnahmen und betragt 50 um.
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Aufgrund der bekannten Proteinbindeeigenschaften der NCH? ist zu erwarten, dass die Re-
tention von Proteinen an vollflichigen NCPHM ausreichend hoch ist, sodass sich die Proteine
entlang des Hybridmaterials auf diesem so Abscheiden, dass sie beim Durchfluss der Analytlo-
sung nicht wieder abgel6st werden. Als Modellprotein wurde das giinstige und verfiigbare mit
FITC markierte BSA verwendet. Als Referenz dazu wurde FITC markiertes Dextran gewdahlt,
welches keine Retention am Hybridmaterial aufweisen sollte. Der hydrodynamische Radius des
Dextrans (7,09 + 0,18 nm, 79,57 kDa)!'7%! ist bei identischer Konzentration groRer als der des
BSA(3,98 + 0,17, 64,06 kDa)['7®!, was moglicherweise zu GrofRenausschlusseffekten fiihren
konnte.

Anhand der Aufnahmen mittels des Fluoreszenzimagers (Abbildung 6-1 a) ist zu erkennen, dass
FITC-Dextran und FITC-BSA ein unterschiedliches Retentionsverhalten auf vollflichigen
NCPHM aufweisen. Bei der Applikation von Dextran ist zu erkennen, dass dieses keine Re-
tention entlang des Materials erfahrt und sich lediglich am Ende des beheizten Teststreifens
aufgrund von Verdunstung des Fluids ansammelt. Bei Verwendung von BSA ist im Bereich des
Probenauftrags deutlich eine Proteinabscheidung zu erkennen, welche sich geringfiigig entge-
gen der Flie3richtung ausgebreitet hat. Entlang der Teststreifen wurden in (Abbildung 6-1 b)
die relativen Fluoreszenzintensitiaten gegen die zuriickgelegte Distanz auf dem Streifen aufge-
tragen. Die Beobachtungen aus (Abbildung 6-1 a) lassen sich darin bestétigen. Die relative Flu-
oreszenzintensitat der FITC-BSA Probe (Schwarz) zeigt einen deutlichen Anstieg im Bereich der
Probenapplikation, im weiteren Verlauf des Teststreifens fillt diese ab. Ein Teil des FITC-BSAs
konzentriert sich am Ende des Streifens auf allerdings wesentlich weniger als bei der Referenz-
probe. Die Interaktion des BSAs mit dem NCPHM ist hinreichend stark genug, sodass nur wenig
BSA mit dem Fluidfluss transportiert werden kann. Bei der Betrachtung des Fluoreszenzverlaufs
ist anzunehmen, dass die Adsorption an das Hybridmaterial der Dissoziation von diesem hinweg
iiberwiegt. Bei FITC-Dextran (Rot) ist keine starke Adsorption im Bereich des Probenauftrags
zu beobachten. Das Dextran wird, trotz des groReren hydrodynamischen Radius primér mit
dem Fluid entlang des Streifens transportiert. Am Ende des Streifens wird dieses aufgrund der
Verdunstung des Fluids aufkonzentriert, was ein Ansteigen der Fluoreszenzintensitédt zu Folge
hat. Grofsenausschlusseffekte konnen anhand des Kurvenverlaufs beim Dextran ausgeschlossen
werden. Anhand der Detailaufnahmen im Bereich der Probenapplikation (Abbildung 6-1 c)
kann gezeigt werden, dass das FITC-Dextran (Griin) keine Interaktion mit der NC (Rot) zeigt.
Lediglich geringe Mengen Dextran sind mittig im Bildausschnitt zu erkennen, welche vermut-
lich aufgrund der Grof3e des Molekiils zuriickgehalten werden, ohne jedoch an die NC zu ad-
sorbieren. Anhand der Detailaufnahme des FITC-BSA Streifens (Abbildung 6-1 d) kann deutlich
eine Kolokalisation (Gelb) von FITC-BSA (Griin) mit der NC (Rot) gezeigt werden. Das Protein
adsorbiert an der NC und wird dort zu einem Grol3teil festgehalten. Neben der Kolokalisation
kann zudem freies FITC-BSA an den Fasern gesehen werden, welches moglicherweise durch
Dissoziation freigewordenes BSA darstellt.

Anhand dieses Versuchs kann gezeigt werden, dass erwartungsgema(3 BSA an der NC auf dem
NCPHM zuriickgehalten wird. Das Protein wird nicht zusammen mit dem Fluid entlang des
Streifens transportiert. Die erhohte Proteinbindung an der NC sollte sich vorteilhaft auf die
Retention von Antikorpern der Test- und Kontrolllinie auf diagnostischen Assays auswirken.
Dadurch sollten diese Linien beim Aufbringen der Antikorper auf geringe Linienbreiten abge-
schieden werden und im spéteren Verlauf innerhalb des Assays nicht zu einem Ausbluten durch
Abdissoziieren neigen.
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Neben der Proteinretention an vollflichigen NCPHM wurde zudem die Retention von BSA und
Dextran an ortsdefinierten NCPHM betrachtet. Anhand der zuvor geschilderten Ergebnisse ist
zu erwarten, dass es im Bereich der aufgebrachten NC zu einer deutlichen Retention des Pro-
teins kommen wird. Bei einer ausreichend geringen BSA Menge, konnte es zudem zu einer
vollstindigen Retention des BSA im mit NC beschichteten Bereich kommen. Bei Verwendung
von Dextran ist zu erwarten, dass dieses nicht vom NC beschichteten Bereich zuriickgehalten
wird und es hochstens zu geringen Abscheidungen aufgrund der Molekiilgrée kommen kann.
Eine vollstdndige Retention aufgrund von Grofdenausschlusseffekten ist nicht zu erwarten. Die
CLSM-Aufnahmen der qualitativen Proteinretentionsversuche sind in Abbildung 6-2 gezeigt.

FlieBrichtung

@ rapier @ NC @ BSA/Dextran O BSAauf NC

Abbildung 6-2: Untersuchung der Proteinbindung an ortsdefinierten NCPHM (4uL/cm, 5,2% NC, 25 °C, 50% RH,
50g/m?) mittels FITC-BSA und FITC-Dextran. Die Richtung des Fluidflusses erfolgte in Pfeilrichtung. Alle Abbildungen
sind CLSM-Aufnahmen, dargestellt als Maximalprojektionen. a) ortsdefiniertes NCPHM vor der Durchfiihrung des
Experimentes, NCPHM nach dem Fluidfluss mit b) FITC-Dextran als Referenz und c) mit FITC-BSA als Protein. Detailauf-
nahme des mit NC bedruckten Bereichs der d) FITC-Dextran Probe und e) der FITC-BSA Probe.

Die Beurteilung der Proteinretention an ortsdefinierten NCPHM erfolgt mittels CLSM-Aufnah-
men. Der Bereich der Protein und Dextran Applikation ist nicht auf den Aufnahmen dargestellt.
Dieser befindet sich links, auf3erhalb des dargestellten Bereichs. Abbildung 6-2 a) zeigt das
ortsdefinierte NCPHM vor den Experimenten. Die Papierfasern sind in Blau dargestellt und der
mit NC beschichtete Bereich in Rot. Aufgrund der Lange der Teststreifen wurde je ein Teil aus
den Abbildungen entfernt und nur die Enden der Streifen nach der Unterbrechung (weilser
Doppelstreifen) dargestellt. Der Teststreifen mit FITC-Dextran als Referenz ist in Abbildung 6-2
b) dargestellt. Wie auch bei den vollflichigen NCPHM (Abbildung 6-1) ist keine Retention des
Dextrans an der NC zu beobachten. Im Bereich der aufgebrachten NC Abbildung 6-2 d) ist eine
geringfiigige Retention des Dextrans zu beobachten, allerdings findet diese iberwiegend an den
Fasern statt und nicht an der NC. Der grof3te Teil des Dextrans konzentriert sich am beheizten
Ende des Teststreifens auf. Bei der Verwendung von FITC-BSA (Abbildung 6-2 c) ist zu erken-
nen, dass dieses aus dem Fluidfluss vollstédndig entfernt werden kann und im NC beschichteten
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Bereich vollstindig zuriickgehalten wird. Weder vor, noch nach dem NC-Bereich ist BSA zu
erkennen. Dies spricht zudem fiir eine — relativ zur Bindung an NC — geringe Wechselwirkung
des Proteins mit den Papierfasern. In der Detailaufnahme (Abbildung 6-2 e€) des mit NC be-
schichteten Bereichs ist deutlich zu erkennen, dass BSA an der NC bindet. Dies wird durch die
gelbe Kolokalisationsfarbe angezeigt.

Die Versuche zur Proteinretention an ortsdefinierten NCPHM zeigen, dass BSA aus einem Flu-
idfluss an NC zuriickgehalten werden kann. Die hier verwendete Menge an BSA (12,5 ng)
konnte vollstindig aus dem Fluidfluss entfernt werden. Es konnte keine Retention des Proteins
vor dem Erreichen des mit NC beschichteten Bereichs festgestellt werden. Anhand qualitativen
Betrachtung der Proteinretention an ortsdefinierten NCPHM wird deutlich, dass durch NC-Be-
schichtung eine bessere Proteinretention auf den Hybridmaterialien erzielt werden kann. Dies
ist vor allem im Bereich der Test- und Kontrolllinie wichtig, da an diesen Stellen die Antikorper
fiir die Detektion des Antigens aufgebracht werden und auch bei einem vorhandenen Fluidfluss
festgehalten werden sollen. Ein Abdissoziieren von Antikorper wiirde zu einer deutlichen Lini-
enverbreiterung fiihren und damit zu weniger sensitiven Schnelltests.

6.2 Vollflachige NCPHM fur diagnostische Assays

Die Eignung von vollflachig beschichteten NCPHM wird exemplarisch anhand ausgewéhlter
Hybridmaterialien untersucht. Hierfiir werden anti-hCG- und anti-HBsAg-Assays wie in Ab-
schnitt 8.8 beschrieben durchgefiihrt. Es kann erwartet werden, dass die Verwendung der
NCPHM vergleichbare Sensitivititen der Assays aufweisen, wie bei konventionellen NC-Memb-
ranen. Die Oberflache der Hybride dhnelt wie in Abschnitt 4.3 gezeigt den NC-Membranen. Im
Vergleich zu unbehandeltem Papier als Membranmaterial kann erwartet werden, dass Linien-
breiten auf den Hybridmaterialien aufgrund einer besseren Proteinbindung an NC gegeniiber
dem Papier (vgl. Abschnitt 6.1) schmaler ausfallen. Dies sollte zu einem besseren Linienkontrast
fiihren. Da die CFT der Hybridmaterialien grof3er sind als die von unbehandelten Papieren und
teilweise grofder sind als von konventionellen NC-Membranen, kann eine héhere Sensitivitat
erwartet werden, da die langsamere Flie3geschwindigkeit zu einer erhohten Antikorper-Anti-
gen-Interaktion auf der Test- und Kontrolllinie fiihren konnte. Die anti-hCG-Assays der NCPHM
sind in Abbildung 6-3 und Abbildung 6-4 dargestellt.
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Abbildung 6-3: Fotoaufnahmen des Membranbereichs von diagnostischen anti-hCG-Assays, hergestellt mit verschie-
denen Membranmaterialien. Als Referenzmaterialien wurde a) unbehandeltes Baumwoll-Linters-Papier mit einer
Grammatur von 75 g/m?2 und b) eine HiFlow 180 NC-Membran (Merck Millipore) verwendet. c) Vollflachiges NCPHM
hergestellt aus 75 g/m2 Papieren mit einem NC-Anteil im Lacquer von 3,5% bei 25 °C, 50% RH und einer Ziehgeschwin-
digkeit von 120 mm/min. Die hCG Konzentrationen betragen 0, 25, 250, 2.500 und 25.000 mIU/mL. Die Kontrolllinie
(goat anti-mouse antiserum) ist mit C gekennzeichnet, die Testlinie (anti-hCG alpha mAb) mit T. Die anti-hCG beta
Antikorper sind auf Goldpartikel (40 nm) konjugiert.

Die anti-hCG-Assays auf Baumwoll-Linters-Papier (Abbildung 6-3 a) zeigen, dass alle verwen-
deten hCG-Konzentrationen detektiert werden und somit das unbehandelte Papiere eine aus-
reichende Sensitivitdt aufweist. Die zu erkennenden Linien sind im Vergleich zur konventionel-
len NC-Membran (Abbildung 6-3 b) sehr breit. Bei der Verwendung einer HiFlow 180 Membran
werden die schmalsten Linienbreiten erhalten. Alle Konzentrationen kénnen mit bloffem Auge
erkannt werden. Bei der Verwendung von vollflachig beschichteten NCPHM (Abbildung 6-3 c)
ist eine schmalere Linienbreite im Vergleich zu unbehandeltem Papier zu beobachten. Dies zeigt
sich vor allem an der Testlinie. Die Kontrolllinie ist geringfiigig schmaler als auf Baumwoll-
Linters-Papier, aber deutlich breiter als bei der Referenz NC-Membran. Die verringerten Linien-
breiten auf dem Hybridmaterial lassen sich zum einen anhand der hoheren CFT erkldren. Diese
fiihrt dazu, dass beim Aufdrucken der Test- und Kontrolllinie, diese sich nicht schnell auf dem
Membranmaterial ausbreiten konnen, so wie dies bei unbehandelten 75 g/m?2 Papieren der Fall
ist. Zudem ist auf dem mit NC beschichteten Papier eine groflere Proteinbindeaffinitat (vgl.
Abschnitt 6.1) zu erwarten, was zu einer schnelleren Adsorption der Antikorper auf dem Memb-
ranmaterial sorgt als bei unbehandelten Papieren.

Neben den hCG-Assays mit Goldkonjugaten, wurden hCG-Assays mit Konjugaten auf Latexpar-
tikeln hergestellt und getestet. Diese sind in Abbildung 6-4 dargestellt.
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Abbildung 6-4: Fotoaufnahmen des Membranbereichs von diagnostischen anti-hCG-Assays, hergestellt mit verschie-
denen Membranmaterialien. Als Referenzmaterialien wurde unbehandeltes Baumwoll-Linters-Papier mit einer
Grammatur von a) 50 g/m?, b) 75 g/m2 und c) eine HiFlow 135 NC-Membran (Merck Millipore) verwendet. Vollfl&-
chige NCPHM hergestellt bei 25 °C, 50% RH und einer Ziehgeschwindigkeit von 500 mm/min auf d) 50 g/m2 Papieren
und einem NC-Anteil von 3,5%, e) 75 g/m? Papieren und einem NC-Anteil von 3,5%, f) 50 g/m2 Papieren und einem
NC-Anteil von 5,2% und g) 75 g/m? Papieren und einem NC-Anteil von 5,2%. Die hCG Konzentrationen betragen 0,
25, 170, 1.700 und 17.000 mIU/mL. Die Kontrolllinie (goat anti-mouse antiserum) ist mit C gekennzeichnet, die Test-
linie (anti-hCG alpha mAb) mit T. Die anti-hCG beta Antikorper sind auf Latexpartikel (400 nm) konjugiert.

Die Verwendung von unbehandeltem Baumwoll-Linters-Papier mit einer Grammatur von
50 g/m2 (Abbildung 6-4 a) fithrt zu Assays mit breiten Linien. Die Kontrolllinie weist eine ge-
ringe ist breit und weist eine geringe Intensitdt und Kontrast zum Papier auf. Die Sensitivitit
des Tests ist im Vergleich zur Referenz NC-Membran (Abbildung 6-4 c¢) deutlich geringer. Die
niedrigste erkennbare Konzentration liegt bei 170 mIU/mL. Bei der Verwendung von 75 g/m?
Papieren sind ebenfalls breite Linien zu beobachten. Diese sind Geringfiigig schmaler als beim
50 g/m? Papier. Dies liegt daran, dass bei einer hoheren Grammatur mehr Volumen unterhalb
der Applikationsfldche vorhanden ist in dem die Antikérperlosung der Test- und Kontrolllinie
eindringen konnen. Eine hCG-Konzentration von 1.700 mIU/mL ist auf den 75 g/m?2 Papieren
deutlich zu erkennen. Die niedrigere Konzentration von 170 mIU/mL ist ebenfalls zu sehen,
allerdings mit einem unzureichenden Kontrast, sodass nur schwach eine blaue Linie erkannt
werden kann. Bei der Betrachtung der HiFlow 135 Membran sind schmalere und kontrastrei-
chere Linien erkennbar. Die niedrigste hCG-Konzentration von 25 mIU/mL ist nur schwer mit
dem bloRen Auge zu erkennen, aber vorhanden. Die niedrigste auf den unbehandelten Papieren
erkennbare Konzentration von 170 mIU/mL ist auf der NC-Membran deutlich zu sehen.

Eine Betrachtung der vollflachigen NCPHM zeigt, dass im Vergleich zu unbehandelten Baum-
woll-Linters-Papieren schmalere und kontrastreichere Linien erhalten werden konnen. Die re-
duzierte Linienbreite lasst sich zu hoher Wahrscheinlichkeit auf eine hohere Proteinbindung
des Hybridmaterials zuriickfiihren. Die aufgebrachten Antikorper bei der Herstellung der Assays
werden dadurch schneller an das Hybridmaterial adsorbiert, wodurch die Linienbreite schmaler
ausfallt. Auch ein spateres Ausbluten der Linie durch einen Fluidfluss wird dadurch reduziert.
Des Weiteren hat die kapillare Fliel3zeit der Hybridmaterialien einen direkten Einfluss auf die
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Linienbreiten. Durch hohere CFT im Vergleich zu unbehandelten Papieren ist die Ausbreitungs-
geschwindigkeit der aufgebrachten Antikorperlinien geringer, was sich durch schmalere Linien
dulBert. Die Sensitivitit der NCPHM (Abbildung 6-4 d - g) ist trotz der schmaleren Linienbreiten
vergleichbar mit den unbehandelten Papieren (Abbildung 6-4 a, b). Die niedrigste mit bloRem
Auge erkennbare hCG-Konzentration liegt bei 170 mIU/mL und ist nur deutlich beim NCPHM
(Abbildung 6-4 g) zu erkennen, welches auf 75 g/m? Papieren mit einem NC-Anteil von 5,2%
im Lacquer hergestellt wurde. Dieses Hybridmaterial besitzt im Vergleich zu den Materialien
(Abbildung 6-4 d - ) die hochste kapillare Flie3zeit, was die hohere Sensitivitdt aufgrund nied-
riger FlieBgeschwindigkeit und somit erhohter Interaktionsfdhigkeit zwischen Antigen und
Test-/Kontrolllinie erkldren konnte. Die Struktur des Materials g) dhnelt zudem sehr der Struk-
tur von konventionellen NC-Membranen, wie Abbildung 4-10 aus Abschnitt 4.2 zeigt.

An einem HBsAg-Assay wurde die Eignung der NCPHM als alternative Membranmaterialien
untersucht. Die Ergebnisse der Tests sind in Abbildung 6-5 dargestellt.
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Abbildung 6-5: Fotoaufnahmen des Membranbereichs von diagnostischen HBsAg-Assays, hergestellt mit verschiede-
nen Membranmaterialien. Als Referenzmaterialien wurde unbehandeltes Baumwoll-Linters-Papier mit einer Gram-
matur von a) 50 g/m?, b) 75 g/m? und c) eine HiFlow 135 Membran (Merck Millipore) verwendet. Vollflachige
NCPHM hergestellt bei 25 °C, 50% RH und einer Ziehgeschwindigkeit von 500 mm/min auf d) 50 g/m?2 Papieren und
einem NC-Anteil von 3,5%, e) 75 g/m? Papieren und einem NC-Anteil von 3,5%, f) 50 g/m? Papieren und einem NC-
Anteil von 5,2% und g) 75 g/m?2 Papieren und einem NC-Anteil von 5,2%. Pro Membranmaterial werden 4 verschie-
dene HBsAg- Konzentrationen in 150 uL Probenvolumen getestet. Die Konzentrationen betragen 0, 8, 20, 60 und
240 ng/mL. Die Kontrolllinie ist mit C gekennzeichnet, die Testlinie mit T. Die HBsAg-Antikorper sind auf Goldpartikel
(40 nm) konjugiert.

Die anti-HBsAg-Assays auf unbehandelten Baumwoll-Linters-Papieren (Abbildung 6-5 a, b) zei-
gen breite Linien und schwache Kontraste gegeniiber dem Membranmaterial. Bei beiden
Grammaturen kann maximal eine HBsAg-Konzentration von 20 ng/mL detektiert werden. Nied-
rigere Konzentrationen sind mit dem blof3en Auge nicht erkennbar. Die Linienbreiten sind bei
der Verwendung von 50 g/m? Papieren grof3er, als bei 75 g/m? Papieren. Dieser Zusammen-
hang wurde zuvor bei den anti-hCG-Assays diskutiert (vgl. Abbildung 6-4). Die Linienbreiten
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der HiFlow 135 Membran sind schmal und kontrastreich. Die niedrigste HBsAg-Konzentration
kann mit bloBem Auge erkannt werden. Die Verwendung von vollflichigen NCPHM in anti-
HBsAg-Assays (Abbildung 6-5 d, g) zeigt, dass die Linienbreiten auf diesem neuartigen Memb-
ranmaterial vergleichbar zu konventionellen NC-Membranen sind. Die Intensitédt der Kontroll-
linien ist hoch und der Kontrast zum Membranmaterial deutlich gegeben. Die hochste, mit blo-
RBem Auge detektierbare HBsAg-Konzentration liegt bei 20 ng/mL. Die minimale Konzentration
von 8 ng/mL kann auf keinem der NCPHM nachgewiesen werden.

Die prinzipielle Eignung von vollflachig beschichteten NCPHM konnte anhand von anti-hCG-
und anti-HBsAg-Assays gezeigt werden. Die Fotoaufnahmen der verschiedenen Assays zeigten,
dass erwartungsgemal$ breite und kontrastarme Linien bei der Verwendung von unbehandelten
Baumwoll-Linters-Papieren als Membranmaterialien erhalten wurden. Dabei waren die Test-
und Kontrolllinien auf 75 g/m?2 Papieren schmaler als auf 50 g/m?2 Papieren. Durch die vollfla-
chige Beschichtung mit NC, konnten die Linienbreiten weiter reduziert werden, sodass diese
eine dhnliche Breite aufwiesen wie konventionelle NC-Membranen. Dies stand im Zusammen-
hang mit einer erhohten Proteinbindung an der NC und hoheren kapillaren Fliel3zeiten der
NCPHM gegeniiber den unbehandelten Papieren. Die Betrachtung der anti-HBsAg-Assays
zeigte, dass trotz identischer Linienbreiten die niedrigste Konzentration von 8 ng/mL nicht zu
detektieren war. Ebenfalls bei anti-hCG-Assays mit Latexkonjugaten konnte keine eindeutige
Detektion der geringsten Konzentration von 25 mIU/mL erkannt werden. Lediglich der in Ab-
bildung 6-3 gezeigte anti-hCG-Assay auf einem vollflachig beschichteten NCPHM (75 g/m?2,
3,5% NC, 25 °C, 50% RH, 120 mm/min) war geeignet um 25 mIU/mL hCG zu detektieren. Im
Vergleich zu den anderen getesteten NCPHM hatte dieses Material ein hoheres Beschichtungs-
gewicht (~12 g/m2). Dies konnte der Grund dafiir sein, dass eine ausreichende Sensitivitit des
Materials aufgrund einer ausreichend hohen Oberfldche durch die porésen NC-Strukturen er-
halten wurde. Diese hohe Oberflache sollte dazu gefiihrt haben, dass ein hoher Anteil der auf-
gedruckten Antikorper oberflichennah an das Hybridmaterial gebunden werden konnte und
nicht in der Tiefe dessen verschwand. Es konnte angenommen werden, dass tief im NCHPHM
eingedrungene Antikorper zwar mit den Antigen-Antikérper-Konjugaten interagierten, aber
diese fiir das blof3e Auge auf der Linie nicht mehr sichtbar waren.

6.3 Ortsdefinierte NCPHM in Lateral Flow Assays

Die ortsdefinierten NCPHM wurden wie in Abschnitt 8.2.2 beschrieben hergestellt und in den
Abschnitten 4.3 und 5.4 hinsichtlich ihrer Morphologie, Linienbreiten und mikrofluidischen Ei-
genschaften charakterisiert. Nachfolgend wird exemplarisch an anti-hCG-Assays (Abbildung
6-6) und anti-HBsAg-Assays (Abbildung 6-7) die Eignung der Materialien fiir diagnostische
Schnelltests untersucht.
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Abbildung 6-6: Fotoaufnahmen des Membranbereichs von diagnostischen anti-hCG-Assays, hergestellt mit verschie-
denen Membranmaterialien. Als Referenzmaterialien wurden Baumwoll-Linters-Papiere mit a) 50 g/m?, b) 75 g/m?
und c) konventionelle HiFlow 135 Membranen (Merck Millipore) verwendet. Ortsdefinierte NCPHM auf 50 g/m?2
Baumwoll-Linters-Papier mit einem NC-Anteil im Lacquer von 3,5% (w/w) und Dosierungen von d) 8 uL/cm,
e) 12 yL/cm und f) 16 pL/cm. Ortsdefinierte NCPHM auf 50 g/m2 Baumwoll-Linters-Papieren mit einem NC-Anteil von
5,2% (w/w) und Dosierungen von g) 8 puL/cm und h) 12 yL/cm. Ortsdefinierte NCPHM auf 75 g/m2 Baumwoll-Linters-
Papier mit einem NC-Anteil im Lacquer von 3,5% (w/w) und Dosierungen von i) 8 uL/cm, j) 12 yL/cm und k) 16 pL/cm.
Ortsdefinierte NCPHM auf 75 g/m? Baumwoll-Linters-Papieren mit einem NC-Anteil von 5,2% (w/w) und Dosierungen
von |) 8 yL/cm und m) 12 pL/cm. Der NC-Lacquer wurde mit einem Dosierpinsel aufgebracht. Die hCG Konzentratio-
nen betragen 0, 25, 170, 1.700 und 17.000 mlU/mL. Die Kontrolllinie (goat anti-mouse antiserum) ist mit C gekenn-
zeichnet, die Testlinie (anti-hCG alpha mAb) mit T. Die a-hCG beta Antikorper sind auf Latexpartikel (400 nm) konju-
giert.

In Abbildung 6-6 sind anti-hCG-Assays auf ortsdefinierten NCPHM und Referenzmaterialien
dargestellt. Als Referenzmembran wurde eine HiFlow 135 Membran gewahlt, da die ortsdefi-
nierten NCPHM wie in Abschnitt 5.4 beschrieben von den kapillaren FlieRzeit dieser Membran
am nachsten kommen. Auf der HiFlow 135 Membran (Abbildung 6-6 c) sind die Test- und
Kontrolllinien schmal und kontrastreich. Die niedrigste hCG-Konzentration von 25 mIU/mL ist
auf der HiFlow Membran nur dullerst schwach per Auge zu erkennen. Auf unbehandeltem
Baumwoll-Linters-Papier mit einer Grammatur von 50 g/m? (Abbildung 6-6 a) werden stark
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verbreiterte Test- und Kontrolllinien erhalten, welche einen geringeren Kontrast zum Papier
aufweisen, als die HiFlow Membran. Dies ist auf eine starkere Ausbreitung der Antikorper beim
Aufdrucken und einer geringeren Proteinretention des Papiers zuriickzufiihren. Die Linienbreite
auf Baumwoll-Linters-Papieren ist geringer, wenn ein Papier mit einer 75 g/m? Grammatur ver-
wendet wird. Bei der hoheren Grammatur ist das Papier dicker und die aufgebrachte Fliissigkeit
kann sich neben der lateralen Ausbreitung auch axial ausbreiten. Dies ist vergleichbar mit den
erhaltenen Linienbreiten beim Aufdrucken des NC-Lacquers zur Herstellung der ortsdefinierten
NCPHM (Abschnitt 4.3.2). Die niedrigste hCG-Konzentration ist bei beiden unbehandelten Pa-
pieren nicht zu erkennen.

Bei der Verwendung von ortsdefinierten NCPHM auf 50 g/m? Papieren mit einem NC-Anteil
von 3,5% (w/w) lassen sich wie in Abbildung 6-6 d)-f) eine schmalere Linienbreite der Test-
und Kontrolllinie im Vergleich zu unbehandelten Baumwoll-Linters-Papieren a) erkennen. Dies
ist auf eine geringere Benetzbarkeit der Materialien auf dem mit NC beschichteten Bereich zu-
riickzufiihren. Zusétzlich ist die Retention der Proteine auf NC hoher, als bei unbehandelten
Papieren, was ebenfalls die Linienbreite reduziert. Bei allen drei Materialien (Abbildung 6-6 d
- f) ist der Kontrast der Linie zum Basismaterial geringer, als bei der konventionellen HiFlow
135 Membran. Die niedrigste detektierbare hCG-Konzentration liegt mit einem Wert von
1.700 mIU/mL oberhalb der Minimalkonzentration. Zudem ist bei der hoheren Dosierung ein
grofRer Anteil unspezifischer Bindung von Latexpartikeln am Material erkennbar. Die unspezi-
fische Bindung der Partikel kann durch die relativ kleinen Porenradien im Material erklart wer-
den. Moglicherweise werden die relativ grof3en Partikel aus sterischen Griinden zuriickgehal-
ten. Die verminderte Sensitivitdt gegeniiber der HiFlow Membran, als auch gegeniiber dem
Referenzpapier lasst sich aus den Eigenschaften des Fluidflusses durch die Hybridmaterialien
erklaren. Anhand der in Abschnitt 5.4 aufgestellten Hypothese, dass der Fluidfluss in ortsdefi-
nierten NCPHM ab dem mit NC beschichteten Bereich {iberwiegend in den Makroporen und
nicht entlang der Faser bzw. NC-Strukturen stattfindet, ist davon auszugehen, dass ein Grof3teil
der Latexpartikel die Test- und Kontrolllinie passieren, ohne dass es zu einer Interaktion zwi-
schen den Capture-Antikorpern auf der Membran und dem Latexpartikel-Antigen-Konjugat
kommt. Dies erklért die niedrige Sensitivitit auf der Testlinie, als auch die geringere Intensitit
der Kontrolllinie. Mit steigender Dosierung des NC-Lacquers nimmt die Intensitadt auf den Linien
zu, dies ist anhand einer grof3eren Fiillung der Makroporen durch porése NC zu erklaren. Mehr
NC im inneren der Makroporen sorgt fiir eine hohere Interaktionswahrscheinlichkeit zwischen
Capture-Antikorper und Antikorper-Antigen-Konjugat.

Bei der Verwendung eines Lacquers mit einem NC-Anteil von 5,2% (w/w) (Abbildung 6-6 g, h)
auf 50 g/m?2 Papieren lasst sich eine Kontraststeigerung der Linien im Vergleich zu den Materi-
alien mit einem geringeren NC-Gehalt feststellen. Die Membranmaterialien weisen allerdings
ebenfalls eine erhohte unspezifische Bindung der Latexpartikel auf, und die geringste hCG Kon-
zentration ist fiir eine Dosierung des Lacquers von 8 uL/cm nicht zu erkennen. Bei einer Dosie-
rung von 12 ul/cm ist zu beobachten, dass die Kontrolllinien unregelmaf3ig ausgeprégt sind
und dass es zu einem falsch-positiven Ergebnis des Tests kommt. Dies liegt vermutlich an der
hoheren kapillaren Flief3zeit im Vergleich zu den anderen Materialien. Bei einer hoheren Flief3-
zeit ist die Fliel3geschwindigkeit im Membranmaterial geringer, was zu einer hoheren Wahr-
scheinlichkeit der Interaktion zwischen Capture-Antikérper und Antikorper-Antigen-Konjugat
erhoht. Hierbei kann es zu einer hoheren unspezifischen Bindung kommen. Dies wird zudem
begiinstigt durch eine sehr dichte NC-Struktur auf dem Material (Abschnitt 4.3.4, Abbildung
4-27).
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Bei der Verwendung von 75 g/m? Papieren und einem NC-Anteil von 3,5% (w/w) werden ver-
gleichbar breite Linien erhalten (Abbildung 6-6 i - k) wie bei der Verwendung von 50 g/m?
Papieren. Bei einer Dosierung von 8 uL/cm sind deutlich inhomogene Linien zu erkennen. Die-
ses Linienbild 1&sst sich nicht anhand Flie3zeiten oder Hybridmorphologie erklaren. Moglicher-
weise ist es beim Bedrucken des Hybridmaterials mit der Test- und Kontrolllinie zu einer unge-
nauen Ausrichtung gekommen, wobei die Testlinie aul’erhalb des mit NC beschichteten Be-
reichs aufgebracht wurde. Dies konnte die unregelméf3ige Linienform vor allem bei der Testlinie
erklaren. Bei der Dosierung von 12 uL/cm (Abbildung 6-6 j) und 16 uL/cm (Abbildung 6-6 k)
ist die linienbreite homogen und schmaler als auf unbehandelten Referenzpapieren. Die Linien
sind kontrastreicher und es ist weniger unspezifische Bindung zu beobachten. Die niedrigste
erkennbare hCG Konzentration liegt bei 170 mIU/mL. Ein Wechsel zu einem hoheren NC-Anteil
im Lacquer zeigt, dass die Intensitit der Linien gesteigert werden kann. Im Fall einer Dosierung
von 12 ul/cm (Abbildung 6-6 m) kann die niedrigste hCG-Konzentration von 25 mIU/cm de-
tektiert werden. Die Testlinie ist allerdings erneut stark verbreitert, was sich wie zuvor disku-
tiert hochst wahrscheinlich auf eine ungenaue Ausrichtung des Membranmaterials beim Auf-
bringen von Test- und Kontrolllinie zuriickfiihren l&sst.

Neben den in Abbildung 6-6 gezeigten anti-hCG-Assays wurden zuséatzlich anti-HBsAg-Assays
auf ortsdefinierten NCPHM aufgesetzt und getestet. Die Ergebnisse dieser Assays sind in Abbil-
dung 6-7 dargestellt.
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Abbildung 6-7: Fotoaufnahmen des Membranbereichs von diagnostischen HBsAg-Assays, hergestellt mit verschiede-
nen Membranmaterialien. Als Referenzmaterialien wurden a) Baumwoll-Linters-Papier (50 g/m2), b) Baumwoll-Lin-
ters-Papier (75 g/m?2) und c) konventionelle HiFlow 135 NC-Membran (Merck Millipore) verwendet. Ortsdefinierte
NCPHM auf 50 g/m2 Baumwoll-Linters-Papier mit einem NC-Anteil im Lacquer von 3,5% (w/w) und Dosierungen von
d) 8 uL/cm, e) 12 yL/cm und f) 16 pL/cm. Ortsdefinierte NCPHM auf 50 g/m2 Baumwoll-Linters-Papieren mit einem
NC-Anteil von 5,2% (w/w) und Dosierungen von g) 8 uL/cm und h) 12 pL/cm. Ortsdefinierte NCPHM auf 75 g/m?
Baumwoll-Linters-Papier mit einem NC-Anteil im Lacquer von 3,5% (w/w) und Dosierungen von i) 8 pL/cm,
j) 12 yL/ecm und k) 16 pL/cm. Ortsdefinierte NCPHM auf 75 g/m? Baumwoll-Linters-Papieren mit einem NC-Anteil von
5,2% (w/w) und Dosierungen von |) 8 yL/cm und m) 12 yL/cm. Der NC-Lacquer wurde mit einem Dosierpinsel aufge-
bracht. Pro Membranmaterial werden 4 verschiedene HsAg- Konzentrationen in 150 pL Probenvolumen getestet. Die
Konzentrationen betragen 0, 8, 20, 60 und 240 ng/mL. Die Kontrolllinie ist mit C gekennzeichnet, die Testlinie mit T.
Die HBsAg-Antikorper sind auf Goldpartikel (40 nm) konjugiert.

Als Referenzen wurden Baumwoll-Linters-Papiere mit 50 g/m2 (Abbildung 6-7 a), 75 g/m? (Ab-
bildung 6-7 b) und eine HiFlow 135 Membran (Abbildung 6-7 ¢) gewéhlt. Die HiFlow 135
wurde gewahlt, da die ortsdefinierten NCPHM &ahnliche CFT aufweisen wie diese Membran.

Auf der HiFlow 135 Membran (Abbildung 6-7 ¢) werden schmale und kontrastreiche Test- und
Kontrolllinien erhalten. Die niedrigste Konzentration von 8 ng/mL ist mit blolem Auge noch
erkennbar. Die Linienbreiten bei der Verwendung von Baumwoll-Linters-Papieren (Abbildung
6-7 a, b) sind wie bereits zuvor thematisiert deutlich breiter und weniger Kontrastreich. Dies
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liegt zum einen an der geringeren Proteinbindeaffinitdt und zum anderen an der besseren Be-
netzbarkeit des Papiers was sich in einem breiteren Verlaufen der Antikérperlinien beim Auf-
drucken dufdert. Auf den unbehandelten Baumwoll-Linters-Papieren lassen sich 60 ng/mL sehr
deutlich mit bloRem Auge erkennen, eine sehr schwache und fast unkenntliche Linie kann noch
bei 20 ng/mL beobachtet werden.

Eine Reduktion der Linienbreite und Steigerung des Kontrastes ist bei den ortsdefinierten
NCPHM auf 50 g/m?2 Papieren unter Verwendung eines Lacquers mit einem NC-Anteil von 3,5%
(w/w) zu sehen. Bereits bei einer Dosierung von 8 uL/cm (Abbildung 6-7 d) ist dieser Effekt zu
beobachten. Ebenfalls kann eine Steigerung der Sensitivitdt beobachtet werden. Eine HBsAg-
Konzentration von 20 ng/mL ist mit bloffem Auge noch gut zu erkennen. Dies ist ebenfalls bei
den Hybriden mit 12 uL/cm (Abbildung 6-7 €) und 16 uL/cm (Abbildung 6-7 f) zu beobachten.
Eine sichere Detektion der niedrigsten HBsAg-Konzentration ist bei keinen der drei Hybride
(Abbildung 6-7 d - f) moglich, allerdings kann bei 16 uL/cm (Abbildung 6-7 f) eine sehr schwa-
che Testlinie gesehen werden.

Eine Erh6hung des NC-Anteils im Lacquer (Abbildung 6-7 g ,h) fiihrt zu keiner sichtlichen Stei-
gerung der Sensitivitdt, dennoch ist eine geringe Steigerung der Kontraste der Test- und Kon-
trolllinie sichtbar.

Bei Verwendung von 75 g/m2 Baumwoll-Linters-Papieren (Abbildung 6-7 i -k) kann keine Sen-
sitivitatssteigerung oder Steigerung der Kontraste im Vergleich zu 50 g/m2 Papieren (Abbildung
6-7 d - f) beobachtet werden. Eine Erhohung der NC-Anteile bewirkt, ebenfalls wie auf dem
50 g/m2 Papieren, lediglich eine Intensititssteigerung der Test- und Kontrolllinie (Abbildung
6-7 1, m), aber keine Steigerung der Sensitivitit. Bei einer Dosierung von 12 uL/cm bei einem
NC-Anteil von 5,2% (w/w) auf den 75 g/m? Papier ist eine HBsAg-Konzentration von 20 ng/mL
deutlich zu erkennen. Die niedrigste Konzentration ist allerdings nur sehr schwach zu erkennen.

Im Gegensatz zu den hCG-Assays in Abbildung 6-7 ist bei den HBsAg-Assays keine unspezifische
Bindung der (Antigen-)Antikorper-Gold-Konjugate zu beobachten. Dies ist vermutlich {iber die
GroRe der Gold-Konjugate erklarbar, welche einen um Faktor 10 geringeren Durchmesser als
die Latexpartikel haben. Dies fithrt dazu, dass diese besser durch das Hybridmaterial transpor-
tiert werden konnen und wesentlich weniger durch sterische Effekte im Hybridmaterial zuriick-
gehalten werden.

Die Verwendung von ortsdefinierten NCPHM in hCG und HBsAg-Assays zeigt, dass diese prinzi-
piell als alternative Membranmaterialien fiir die Anwendung in diagnostischen Assays in Frage
kommen. Die Linienbreiten konnen im Vergleich zu unbehandelten Papieren durch das ortsde-
finierte Auftragen von NC verringert werden. Die Intensitdten der Test- und Kontrolllinien ist
fiir einige Materialien vergleichbar mit HiFlow Membranen. Die niedrigste hCG-Konzentration
kann bei den ortsdefinierten NCPHM nur im Falle eines einzelnen Membranmaterials detektiert
werden. Selbst auf der Referenzmembran ist diese niedrige Konzentration schwierig zu erken-
nen. Im HBsAg-Assay kann die niedrigste Antigenkonzentration nur bei einem einzigen Hybrid-
material detektiert werden, diese Konzentration ist allerdings ebenfalls beim Referenzmaterial
nur sehr schwach zu erkennen. Weitere Optimierungsschritte sind bei der Herstellung von
NCPHM notwendig, um diese zu einem vergleichbar leistungsfahigen Membranmaterial zu ent-
wickeln, wie konventionelle NC-Membranen. Das Potential dieser Materialien liegt vor allem in
der signifikant geringeren benétigten Menge an NC im Vergleich zu konventionellen NC-Memb-
ranen. Zudem kann auf PET-Tréagerfolien verzichtet werden, da die verwendeten Papiere eine
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intrinsische Stabilitdt mit sich bringen und den porésen NC-Strukturen ein gutes Tréagermaterial
bieten. Eine Reduktion des NC-Anteils, die Moglichkeit auf PET-Folien zu verzichten und der
Einsatz eines Tragermaterials aus nachwachsenden Rohstoffen ist in Hinblick auf die Nachhal-
tigkeit der neuartigen Membranmaterialien und dem damit verbundenen 6kologischen Ful3ab-
druck ein attraktiver wissenschaftlicher und industriell relevanter Ansatz.

6.4 CN-Papiere als Membranmaterial fiir diagnostische Assays

Die in Abschnitt 8.3 hergestellten CN-Papiere werden nachfolgend als Membranmaterial fiir
diagnostische Assays verwendet, diese sind wie in Abschnitt 8.8 beschrieben aufgebaut. CN-
Papiere bieten neben NCPHM und NC-Membranen eine potentiell einfach herzustellende und
stark kunststoffreduzierte Alternative zu konventionellen Membranmaterialien. Aufgrund des
Herstellungsprozesses und der Verwendung von hochkonzentrierten Mineralsduren, wurden
die Oberflachen-pH-Werte der CN-Papieren ermittelt und mit Baumwoll-Linters-Papier und NC-
Membranen verglichen. Diese pH-Werte sind in Abbildung 6-8 dargestellt.
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Abbildung 6-8: Oberflachen-pH-Werte einer konventionellen NC-Membran (HiFlow 135), Papier (Baumwoll-Linters,
75 g/m2) und CN-Papieren nach 5 min und 60 min Reaktionszeit. Messungen ohne Pufferbehandlung sind in Schwarz
dargestellt, Messungen mit Pufferbehandlung in Rot, Suffix P+D: Detergens und Puffer gemeinsam aufgetragen (ge-
pufferte SDBS Losung), Suffix 1D2P: Detergensbeschichtung mit SDBS, gefolgt von Trocknung und anschlieBender
Pufferbehandlung. Die gestrichelte Linie illustriert den pH-Wert der verwendeten PBS-Puffer-Lésung (pH 7,4).

Die Oberflachen-pH-Werte der verschiedenen Materialien wurden wie in Abschnitt 8.5 beschrie-
ben gemessen. Die Oberflaichen-pH-Werte von den Referenzmaterialien wie der konventioneller
HiFlow 135 Membran und Baumwoll-Linters-Papier liegen bei einem neutralen pH-Wert von 7,
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wohingegen die pH-Werte aller CN-Papiere im sauren Bereich zwischen 1,5 — 2,5 liegen. Dieser
stark saure pH-Wert lésst sich auf die Herstellungsweise der Materialien zuriickfiihren. Trotz
mehrmaligem Waschen und pH-Wert Kontrolle der Waschlosung scheint dennoch ein hoher
Anteil an Saure auf der Oberfliche anzuhaften. Ebenfalls konnten nach der Umsetzung von
Baumwoll-Linters-Papier zu CN-Papier noch gebundene Schwefelsaureester'!’# verseift wer-
den, was zu einem niedrigen pH-Wert auf der Oberflache fiihrt. Die niedrigsten pH-Werte der
CN-Papiere werden bei den Proben gemessen, die ungepuffert ohne vorherige Detergensbe-
schichtung gemessen wurden (Suffix P+D). Die Proben, welche vor der Pufferbehandlung be-
reits mit Detergens beschichtet wurden (Suffix 1D2P), weisen leicht h6here pH-Werte auf. Dies
ist auf die zuvor durchgefiihrte Detergensbeschichtung zuriickzufiihren, da diese wie ein zu-
satzlicher Waschschritt fungiert. Der niedrige Oberflachen-pH-Wert dieser Proben, kann sich
bei der Anwendung als Membranmaterial fiir diagnostische Schnelltests als problematisch er-
weisen. Haufig sind die verwendeten Antikorper in diesen Assays empfindlich gegeniiber zu
hohen oder niedrigen pH-Werten. Meistens ist die hochste Stabilitdt von Antikérper im Bereich
von physiologischen pH-Werten gegeben. Zudem kann das zu detektierende Antigen bei zu
hohen oder niedrigen pH-Werten Schaden nehmen. Aus diesem Grund ist eine Anhebung des
pH-Wertes durch Pufferbehandlung notwendig.

Durch die Pufferbehandlung (Abbildung 6-8, rote Datenpunkte), kann eine Anhebung der Ober-
flachen-pH-Werte auf 6,1 — 7,4 erzielt werden. Ebenfalls liegen hier die pH-Werte der bereits
im Vorfeld mit Detergens beschichteten Materialien hoher, als die pH-Werte der komplett un-
behandelten CN-Papiere. Durch die Anhebung der pH-Werte liegen diese Materialien im Be-
reich von konventionellen NC-Membranen oder Referenzpapieren. Aus diesem Grund ist keine
negative Beeinflussung auf die Sensitivitdt bzw. Funktionalitit der diagnostischen Assays mit
diesen Materialien zu erwarten, diese sind in Abbildung 6-9 dargestellt. Die Herstellung der
Assays ist in Abschnitt 8.8 beschrieben.
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Abbildung 6-9: Fotoaufnahmen des Membranbereichs von diagnostischen anti-hCG-Assays, hergestellt mit verschie-
denen Membranmaterialien. a) konventionelle HiFlow 135 NC-Membran (Merck Millipore), b) Baumwoll-Linters-Pa-
pier (75 g/m?), c¢) CN-Papier nach 5 min Reaktionszeit mit Detergensbeschichtung ohne Puffer, d) CN-Papier nach
60 min Reaktionszeit mit Detergensbeschichtung ohne Puffer, ) CN-Papier nach 5 min Reaktionszeit mit aufeinan-
derfolgender Detergens- und Pufferbeschichtung und f) CN-Papier nach 60 min Reaktionszeit mit aufeinanderfolgen-
der Detergens- und Pufferbeschichtung. Pro Membranmaterial werden 5 verschiedene hCG Konzentrationen in
150 pL Probenvolumen getestet. Die hCG Konzentrationen betragen 0, 25, 250, 2.500 und 25.000 mlU/mL. Die Kon-
trollinie (goat anti-mouse antiserum) ist mit C gekennzeichnet, die Testlinie (anti-hCG alpha mAb) mit T. Die a-hCG
beta Antikérper sind auf Goldnanopartitel (40 nm) konjugiert.

Die Eignung der CN-Papiere als Membranmaterialien wurde anhand des anti-hCG-Assays unter-
sucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6-9 dargestellt. Als Referenz wurde eine HiFlow 135
NC-Membran verwendet (Abbildung 6-9 a). Die kapillare Fliel3zeit dieser Membran liegt bei
135 s/4 cm (vgl. Abschnitt 5.2). Die Linienbreiten der Test- und Kontrolllinie sind schmal und
kontrastreich. Die Negativkontrolle (0 mIU/mL) zeigt wie zu erwarten keine Testlinie. Die nied-
rigste zu detektierende hCG-Konzentration (25 mIU/mL) ist deutlich zu erkennen. Die Intensi-
tat der Testlinien steigt mit zunehmender hCG-Konzentration. Die Kontrolllinie der hochsten
Konzentration (25.000 mIU/mL) ist im Vergleich zu den niedrigeren Konzentrationen geringer.
Dies ist auf eine Verknappung freier Gold-anti-hCG-Nanopartikel zuriickzufiihren, da diese
durch die Testlinie aus dem Fluidfluss entfernt werden und nur noch eine reduzierte Menge die
Kontrolllinie passiert. Neben der NC-Membran wird reines Baumwoll-Linters-Papier (75 g/m?2)
untersucht, welches eine kapillare Flie3zeit von 60 s/4 cm hat (vgl. Abschnitt 5.2). Im Vergleich
zur NC-Membran sind die Bandenbreiten wesentlich breiter und somit weniger intensiv. Dies
ist zum einen auf eine hohere FlieRgeschwindigkeit gegeniiber der Membran zu begriinden, als
auch auf eine geringere Proteinbindeaffinitdt des Papiers. Dennoch kann auf Baumwoll-Linters-
Papier die niedrigste hCG-Konzentration von 25 mIU/mL detektiert werden.
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Die CN-Papiere nach 5 min und 60 min Reaktionszeit ohne Pufferbehandlung (Abbildung 6-9
¢, d) zeigen auf den Kontrolllinien deutlich schmalere Banden als die Assays auf Baumwoll-
Linters-Papier. Die Linienbreiten und Kontraste sind vergleichbar bzw. etwas schmaler und in-
tensiver als die Linien auf den HiFlow 135 Membranen. Dies spricht fiir eine hohere Protein-
bindeaffinitat der CN-Papiere im Vergleich zum reinen Papier. Allerdings sind bei beiden Memb-
ranmaterialien (Abbildung 6-9 c, d) die Testlinien kaum erkennbar. Dies ist auf den niedrigen
Oberflachen-pH-Wert (Vgl. Abbildung 6-8) zuriickzufiihren. Es kann davon ausgegangen wer-
den, dass dieser zur Denaturierung der Antikorper fithrt, welche dann kein hCG mehr binden
konnen. Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass hCG bei niedrigen pH-Werten inaktiviert
wird. Solch eine Inaktivierung konnte bei Schlumberger!'” beobachtet werden, wobei hCG
welches bei pH 2,5 inkubiert wurde nur noch 5-10% der urspriinglichen Aktivitdt aufwies. Als
Ursache dafiir wurden Anderungen der Proteinstruktur und Form postuliert. Dies wiirde fiir
einen diagnostischen Schnelltest bedeuten, dass selbst wenn die Antikérper der Testlinie intakt
bleiben wiirden, sich die Epitope des Antigens derart verdndert haben konnten, dass diese nicht
mehr von den Antikorpern detektiert werden konnten. Die Ergebnisse der ungepufferten CN-
Papiere als Membranmaterial bestitigen, dass eine neutraler Oberflaichen-pH-Wert fiir die
Funktionstiichtigkeit von Schnelltests benotigt wird. Die Assays mit gepufferten CN-Papieren
sind in Abbildung 6-9 e) und f) dargestellt. Das CN-Papier nach 5 min Reaktionszeit und an-
schlielender Pufferbehandlung wurde mit einer kapillaren Flie[3zeit von 98 s/4 cm = 2 s/4 cm
charakterisiert und liegt damit eher im Bereich der HiFlow 90 Membranen. Die Kontrolllinie
auf diesen Materialien ist von der Breite und Intensitat sehr gut mit der Referenz NC-Membran
vergleichbar. Die Testlinie hingegen weist zwar eine schmale Linienbreite auf, allerdings ist die
Intensitit der Linien schwicher. Dies fiihrt dazu, dass die Testlinie bei 25 mIU/mL kaum er-
kennbar ist und eine klare Ablesbarkeit des Schnelltests nicht gegeben ist. Selbiges ist bei dem
CN-Papier nach 60 min Reaktionszeit und Pufferbehandlung zu erkennen. Die Linienbreiten der
Kontrolllinien ist vergleichbar zur Referenzmembran. Die Intensitit ist ebenfalls geringer, was
wie beim 5 min CN-Papier dazu fiihrt, dass die niedrigste Konzentration kaum ablesbar ist. Die
Signalintensitidt kann zudem aufgrund einer hoheren Flie3geschwindigkeit (CFT 67 s/4 cm *
2 s/4 cm) geringer sein als beim CN-Papier mit 5 min Reaktionszeit (Abbildung 6-9 e).

Nach Optimierung des Oberflachen-pH-Wertes von CN-Papieren als alternatives Membranma-
terial fiir diagnostische Schnelltests, zeigen diese Materialien gute Kontraste und gute Sensiti-
vitdt im Vergleich zu konventionellen NC-Membranen. Die Linienbreiten sind im Allgemeinen
vergleichbar schmal und kontrastreich, lediglich die niedrigsten hCG-Konzentrationen von
25 mIU/mL koénnen noch nicht vollstdndig und zuverldssig detektiert werden. Da die Oberfla-
chen-pH-Werte der gepufferten Papiere im selben Bereich wie die Referenzmaterialien liegen,
konnte eine geringere Membranoberflache ein Grund fiir die verminderte Signalintensitit sein.
Wie in den REM-Mikrographen (Abbildung 4-37) zu erkennen, weisen die CN-Papiere keine
pordsen Strukturen auf, weshalb die spezifische Oberflache im Vergleich zu NC-Membranen
und auch unbehandelten Papieren geringer ist. Eine geringere Oberfliche konnte zur Folge
haben, dass weniger Gold-Nanopartikel an den Linien gebunden werden, was zu einer schwé-
cher gefarbten und somit weniger intensiven Bande fiihrt.

Zur weiteren Charakterisierung der CN-Papiere als alternative Membranmaterialien wurden
hCG-Assays mit blauen 400 nm Latexpartikeln durchgefiihrt, diese sind in Abbildung 6-10 ge-
zeigt. Die Herstellung und Durchfiihrung dieser Assays ist in Abschnitt 8.8 beschrieben.
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Abbildung 6-10: Fotoaufnahmen des Membranbereichs von diagnostischen a-hCG-Assays, hergestellt mit verschiede-
nen Membranmaterialien. a) konventionelle HiFlow 90 NC-Membran (Merck Millipore), b) Baumwoll-Linters-Papier
(75 g/m?), c) CN-Papier nach 5 min, d) 30 min und e) 60 min Reaktionszeit mit jeweils aufeinanderfolgender Deter-
gens- und Pufferbeschichtung. Pro Membranmaterial werden 4 verschiedene hCG Konzentrationen in 150 pL Pro-
benvolumen getestet. Die hCG Konzentrationen betragen 0, 25, 170, 1.700 und 17.000 mIU/mL. Die Kontrollinie
(goat anti-mouse antiserum) ist mit C gekennzeichnet, die Testlinie (anti-hCG alpha mAb) mit T. Die a-hCG beta An-
tikorper sind auf Latexpartikel (400 nm) konjugiert.

Im Wesentlichen sind diese vergleichbar mit den hCG-Assays mit Goldpartikeln aus Abbildung
6-9. Als Referenzmembran wurde eine HiFlow 90 Membran (Merck Millipore) verwendet, da
diese von den kapillaren FlieBzeiten (a, 90 s/4 cm) ndher an den CN-Papieren liegt. Diese lie-
gen bei 98 s/4 cm = 2 s/4 cm (Abbildung 6-10 ¢), 82 s/4 cm = 3 s/4 cm (Abbildung 6-10 d)
und 67 s/4 cm *+ 2 s/4 cm (Abbildung 6-10 e). Wie zu erwarten sind die erhaltenen Banden
auf der HiFlow Membran intensiv und schmal. Die Niedrigste, deutlich zu erkennende hCG-
Konzentration ist 170 mIU/mL. Die niedrigste Konzentration von 25 mIU/mL ist nicht eindeutig
mit dem blof3en Auge erkennbar. Bei der Verwendung von Papier (Abbildung 6-10 b) als Memb-
ranmaterial werden breitere Banden erhalten. Die Intensitét dieser ist schwécher als bei der
NC-Membran, ebenfalls ist die niedrigste detektierbare Konzentration 170 mIU/mL. Die Assays
mit CN-Papieren als Membranmaterial (Abbildung 6-10 c - e) zeigen im Vergleich zu Papier
etwas schmalere und intensivere Banden. Die niedrigste detektierbare Konzentration liegt eben-
falls wie auch bei der Referenzmembran bei 170 mIU/mL (Abbildung 6-10 c, d), allerdings mit
verminderter Intensitat.

Die verwendeten Latexpartikel sind 10-mal grof3er, als die zuvor verwendeten Goldpartikel. Die
Membranen selbst weisen keine Blaufarbung fernab der Test- und Kontrolllinie auf, sodass da-
von ausgegangen werden kann, dass keine unspezifische Bindung der Latexpartikeln an den
CN-Papieren stattfindet. Die reduzierten Intensitdten im Vergleich zu den Assays mit Goldpar-
tikeln konnte auf eine mogliche elektrostatische Repulsion zwischen den Latexpartikeln und
der Fasern der CN-Papieren zuriickzufiihren sein.['”®! Trotz identischer Umhiillung der Partikel
mit Antikdrpern, konnte die negative Oberflichenladung der Partikel nicht vollstdndig abge-
schirmt werden. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, miissten die Oberflachenladungen und
Potentiale der Partikel und der CN-Papiere bestimmt werden. Alternativ kénnte zur Uberprii-
fung auch eine ,,Umpolung® der Faseroberflache, z.B. durch abscheiden positiver Polymere in
Erwédgung gezogen werden. Eine Abscheidung positiv geladener Proteine/Antikorper auf den
Latexpartikeln ware ebenfalls eine denkbare Vorgehensweise. Grundsétzlich kénnen CN-Pa-
piere als alternatives Membranmaterial fiir diagnostische Schnelltestes verwendet werden. Al-
lerdings ist eine weitere Optimierung des Materials nétig, um auch die niedrigsten hCG-Kon-
zentrationen deutlich detektieren zu konnen.
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Zur weiteren Charakterisierung der CN-Papiere als alternative Membranmaterialien wurden
anti-HBsAg-Assays durchgefiihrt. Bei diesem Assay eine gute Sensitivitit zu erreichen, ist
schwieriger als beim hCG-Assay. Hierbei spielt vor allem die FlieRgeschwindigkeit und die damit
verbundene Interaktionszeit zwischen den Antikérpern der Kontrolllinie und dem Antigen eine
Rolle. Niedrige Fliegeschwindigkeiten, also hohe kapillare Fliel3zeiten, wirken sich positiv auf
die Sensitivitdt der Assays aus. Abbildung 6-11 zeigt die Leistungsfahigkeit der CN-Papiere in
HBsAg-Assays.
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Abbildung 6-11: Fotoaufnahmen des Membranbereichs von diagnostischen HBsAg-Assays, hergestellt mit verschie-
denen Membranmaterialien. a) konventionelle HiFlow 90 NC-Membran (Merck Millipore), b) Baumwoll-Linters-Pa-
pier (75 g/m?), c) CN-Papier nach 5 min, d) 30 min und e) 60 min Reaktionszeit mit jeweils aufeinanderfolgender
Detergens- und Pufferbeschichtung. Pro Membranmaterial werden 4 verschiedene HsAg- Konzentrationen in 150 pyL
Probenvolumen getestet. Die Konzentrationen betragen 0, 8, 20, 60 und 240 ng/mL. Die Kontrolllinie ist mit C ge-
kennzeichnet, die Testlinie mit T. Die HBsAg-Antikdrper sind auf Goldpartikel (40 nm) konjugiert.

Als Referenzmembran wurde eine HiFlow 90 Membran (Merck Millipore) verwendet, da die
CN-Papiere eine dhnliche kapillare Flief3zeit zu dieser aufweisen. Auf der Referenzmembran (a)
werden schmale Linien erhalten, wobei die niedrigste mit dem Auge eindeutig zu erkennende
Konzentration 20 ng/mL ist. Die Konzentration von 8 ng/mL ist d&ufBerst schwach erkennbar.
Bei der Verwendung von Baumwoll-Linters-Papier als Membranmaterial (b) sind die Linien im
Vergleich zur NC-Membran leicht verbreitert. Die Intensitédt dieser ist stark vermindert, dies
fiihrt dazu, dass die niedrigste detektierbare HBsAg-Konzentration bei 60 ng/mL liegt. Dies
konnte auf die erhohte Fliel3geschwindigkeit (60 s/4 cm) im Vergleich zur Referenzmembran
zuriickzufiihren sein. Die alternativen Membranmaterialien aus CN-Papieren (c-e) weisen er-
neut eine hohere Intensitét der Linien auf, als die Baumwoll-Linters-Papiere. Die Linienbreiten
sind geringer, jedoch leicht verbreitert im Vergleich zur NC-Membran. Die hochste Sensitivitét
kann bei den CN-Papieren nach 5 min Reaktionszeit beobachtet werden, welche bei 20 ng/mL
liegt. Diese lésst sich durch die niedrigste FlieBgeschwindigkeit (98 s/4 cm + 2 s/4 cm) der
drei alternativen Membranen erkléren. Die niedrige Geschwindigkeit wirkt sich positiv auf die
Interaktion der Antikérper (Test- und Kontrolllinie) auf das vorbeitransportierte Antigen
(HBsAg) aus. Eine Konzentration von 20 ng/mL ist mit dem bloRen Auge deutlich erkennbar,
wohingegen die niedrigste Konzentration von 8 ng/mL wie bei der NC-Membran nur duf3erst
schwach erkennbar ist. Die HBsAg-Assays zeigen, dass CN-Papiere eine vergleichbare Intensitét
wie die Referenz-NC-Membran aufweisen und dies bei einer vergleichbaren Sensitivitédt. Eine
unspezifische Bindung der Goldkonjugate kann auf den Materialien nicht beobachtet werden.
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Die Durchfiihrung der unterschiedlichen diagnostischen Schnelltests zeigt, dass CN-Papiere
eine mogliche und leistungsféhige alternative zu konventionellen Membranmaterialien darstel-
len. Die Anpassung der Flie3geschwindigkeiten kann verhaltnisméf3ig einfach durch Kontrolle
der Reaktionszeiten beim Herstellungsprozess erfolgen. Die erhaltenen Materialien weisen eine
gute Stabilitdt und Flexibilitdt auf, was die Materialien einfach in der Handhabung macht.
Durch eine geeignete Nachbehandlung der Materialien durch Puffer und Detergens erhalten
diese guten Membraneigenschaften, welche sich u.a. in der Intensitét der Test- und Kontrollli-
nien und deren Breite wiederspiegelt.

Die Herstellung und Verwendung von CN-Papieren ist neben den in dieser Arbeit charakteri-
sierten Eigenschaften auch im Sinne der Nachhaltigkeit besonders interessant. Fiir konventio-
nelle NC-Membranen wird NC verwendet, welche zuvor durch eine vollstdndige Nitrierung von
Cellulose erhalten wird. Hierbei kann es zu grofden Qualitdatsunterschieden der hergestellten
NC kommen, da es natiirliche Schwankungen bei der verwendeten Cellulose im Rohmaterial
kommt. Die auf diesem Weg gewonnene NC muss, wie auch bei der Herstellung von NCPHM,
in organischen Losemitteln zu einem Lacquer verarbeitet werden. Dieser Lacquer muss anschlie-
Rend unter aufwandiger Kontrolle der klimatischen Bedingungen (Temperatur, Luftfeuchte)
und anderen Prozessparametern (sehr langsame Bahngeschwindigkeit) auf eine Kunststofffolie
aufgebracht und getrocknet werden. Erst nach einer ausreichenden Trocknung und Membran-
ausbildung kann die Detergensbeschichtung durchgefiihrt werden, bevor nach einem erneuten
Trocknungsschritt das Membranmaterial aufgerollt werden kann. CN-Papiere benétigen zur
Herstellung weniger Reaktionsschritte. Durch Einlegen der Papiere in Nitriersduren kann direkt
aus Papieren das alternative Membranmaterial hergestellt werden. Eine anschliel3ende Nach-
behandlung mit Detergens und Puffer kann in einem einzigen Schritt durchgefiihrt werden und
sogar direkt mit den Waschschritten nach der Nitrierungsreaktion kombiniert werden, wobei
ein zwischenzeitlicher Trocknungsschritt entfillt. Da die Herstellung durch vollstindiges Einle-
gen in die Nitriersdure geschieht, entfillt dabei die Kontrolle der Luftfeuchte bei der Herstel-
lung. Eine Verwendung von organischen Losemitteln ist fiir diese Materialien nicht notwendig,
ebenfalls muss keine Kunststofffolie als stabiles Fundament fiir die Membran genutzt werden,
da das Fasernetzwerkt von Papieren und CN-Papieren selbsttragend und flexibel ist. Fiir die
Anwendbarkeit in diagnostischen Assays ist die Homogenitét bzw. vollflichige Funktionalisie-
rung der Papiere vorteilhaft. Dies war fiir die CN-Papiere gegeben, wie mittels IR-Spektroskopie
(Abschnitt 4.4.2) und Elementaranalysen (Abschnitt 4.4.3) gezeigt werden konnte. Hersteller
von diagnostischen Assays konnen dadurch ihre etablierten Herstellungsverfahren direkt an-
wenden und miissen diese nicht an das Material anpassen. CN-Papiere bilden demnach eine
gute, kostengiinstige und vor allem nachhaltige Alternative zu konventionellen NC-Membra-
nen.

6.5 Zusammenfassung diagnostischer Schnelltests auf alternativen Membranmate-
rialien im Vergleich zu NC-Membranen

In den Abschnitten 6.1 - 6.4 wurden NCPHM und CN-Papiere auf ihre Eignung als alternative
Membranmaterialien untersucht und mit unbehandelten Baumwoll-Linters-Papieren und kon-
ventionellen NC-Membranen verglichen. Als diagnostische Modell-Assays wurde der anti-hCG-
Assay (,,Schwangerschaftstest”) und anti-HBsAg-Assay (,,Hepatitis-B Test*) verwendet. Bei den
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Untersuchungen wurde lediglich das Membranmaterial ausgetauscht, alle anderen Komponen-
ten wurden unverdndert gelassen. Die Herstellung und Durchfiihrung der Assays ist in Abschnitt
8.8 beschrieben.

Die diagnostischen Assays auf konventionellen NC-Membranen zeigen in allen Fallen, unabhéan-
gig des Assays, schmale Linienbreiten und hohe Kontraste der Test- und Kontrolllinien. Fiir die
meisten durchgefiihrten Tests, war die hochste Sensitivitit bei diesen Materialien zu beobach-
ten, sodass in fast allen Féllen die niedrigsten Konzentrationen detektiert und mit bloRem Auge
erkannt werden konnten.

Bei Verwendung von unbehandelten Baumwoll-Linters-Papieren als Membranmaterialien
konnte eine deutliche Verschlechterung der Sensitivitit der Assays beobachtet werden. Bei Ver-
wendung einer Grammatur von 50 g/m2 konnte in allen Fillen eine deutliche Zunahme der
Linienbreiten beobachtet werden, was mit einem reduzierten Kontrast der Linien einher geht.
Dies fithrt unweigerlich zu einer geringeren Sensitivitat, sodass die niedrigste zu detektierenden
Konzentrationen nur selten zu erkennen waren. Durch Verwendung von 75 g/m? Papieren liel3
sich eine verringerte Linienbreite beobachten, welche allerdings vergleichbare Sensitivitdten
wie die 50 g/m?2 Papiere aufwiesen. Dies zeigt deutlich, dass reine Baumwoll-Linters-Papiere
als Membranmaterialien in einem klassischen Assay-Aufbau nicht als alternative Membranma-
terialien geeignet sind und modifiziert werden miissen.

Durch Tauchbeschichtung der Papiere mit NC-Lacquer, konnte eine Vielzahl verschiedener
NCPHM hergestellt werden. Einige dieser Materialien wurden hinsichtlich ihrer Eignung als
alternative Membranmaterialien untersucht. Dabei liel§ sich erkennen, dass die Linienbreiten
der Test- und Kontrolllinie durch die Beschichtung deutlich reduziert werden konnen, sodass
diese denen von konventionellen NC-Membranen sehr dhneln. Die NCPHM weisen gegeniiber
unbehandelten Papieren eine etwas hohere Sensitivitat auf. Dies kann auf eine bessere Protein-
bindung auf den Linien erklart werden, zudem ist die kapillare Flie3zeit grof3er, was die Inter-
aktionszeiten der Linien mit den vorbeiflie3enden Antikorper-Antigen-Konjugaten erhoht. Im
Vergleich zu konventionellen NC-Membranen ist die Sensitivitidt geringer. Lediglich bei einer
Parameterkombination lief3 sich die geringste hCG-Konzentration detektieren. Fiir die Herstel-
lung der Assays musste aufgrund der gleichméfSigen NC-Beschichtung kein Augenmerk auf eine
exakte Positionierung des Materials beim Aufdrucken der Test- und Kontrolllinien gelegt wer-
den. Im Allgemeinen konnte gezeigt werden, dass diagnostische Assays auf vollflachig beschich-
teten NCPHM durchgefiihrt werden konnen, es allerdings noch Optimierungsbedarf hinsichtlich
der Sensitivitat auf den neuartigen Membranmaterialien vorliegt.

Neben vollflachig beschichteten Materialien erfolgten konzeptionelle Tests von ortsdefinierten
NCPHM als alternative Membranmaterialien fiir diagnostische Assays. Die zu beobachtenden
Linienbreiten und Kontraste der Linien sind vergleichbar zu vollfldchig beschichteten Materia-
lien. Die Sensitivitédt der ortsdefinierten NCPHM ist geringer als bei konventionellen NC-Memb-
ranen. Es konnte lediglich bei zwei getesteten Material die geringste hCG- und HBsAg-Konzent-
ration beobachtet werden. Bei der Verwendung von ortsdefinierten NCPHM ist sowohl bei der
Herstellung der Membranmaterialien, als auch beim Auftrag der Antikorperlinien auf eine kor-
rekte Orientierung des Materials und Platzierung der Linien zu achten, da sonst die Linien au-
Berhalb des beschichteten Bereichs appliziert werden. Dies hat einen starken negativen Einfluss
auf die Ergebnisse der Assays. Anhand der Durchfithrung der Assays kann eine grundséatzliche
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Eignung dieser neuartigen Membranmaterialien fiir die Anwendung in diagnostischen Schnell-
tests bestitigt werden. Um die Sensitivitét in Einklang mit konventionellen NC-Membranen zu
bringen sind weitere Anpassungen des Materials notig.

Neben beschichteten alternativen Membranmaterialien wurden reaktiv hergestellte CN-Papiere
aus Baumwoll-Linters-Papieren in diagnostischen Assays getestet. Es liel3 sich zeigen, dass trotz
identischer Oberfldchenstruktur der CN-Papiere im Vergleich zum Ausgangsmaterial schmalere
Linienbreiten erzielt werden konnten. Dies fiihrt zu einer Erh6hung der Kontraste auf den Li-
nien. Bei den durchgefiihrten Assays konnten die niedrigsten zu detektierenden Konzentratio-
nen weder bei hCG, noch bei HBsAg beobachtet werden. Allerdings war die Sensitivitit bei der
Verwendung der CN-Papiere identisch zur verwendeten HiFow 90 Membran, da auf dieser
ebenfalls die niedrigsten Konzentrationen nicht erkennbar gewesen sind. Bei der Herstellung
der Assays spielte eine exakte Positionierung der Linien keine besondere Rolle, da die CN-Pa-
piere in allen Dimensionen gleichmél3ig hinsichtlich der Materialzusammensetzung und Stick-
stoffgehalte waren. Im Allgemeinen konnte gezeigt werden, dass diese vollig neuartigen alter-
nativen Membranmaterialien aus CN-Papieren grundsatzlich fiir die Anwendung in diagnosti-
schen Assays verwendet werden konnen. Durch weitere Anpassungen des Materials sollte eine
identische Sensitivitat wie bei konventionellen NC-Membranen erzielt werden konnen.
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7. Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, durch Kombination der positiven und inhédrenten Eigenschaften von Pa-
pier und Nitrocellulose neuartige Membranmaterialien herzustellen, welche Anwendung in di-
agnostischen Assays finden konnen. Die Herstellung der Materialien sollte dabei durch Anwen-
dung etablierter Herstellungs- und Beschichtungsverfahren geschehen und die Materialeigen-
schaften charakterisiert werden. Eine Reduktion der bendtigten Menge an NC fiir die Memb-
ranherstellung, sowie ein moglicher Verzicht auf eine PET-Trédgerfolie wurde angestrebt. Auf-
grund dessen wurde erwartet, dass die daraus resultierenden Materialien eine nachhaltigere
Alternative zu konventionellen NC-Membranen darstellen konnten.

Strategisch sollten die Ziele entweder durch eine Beschichtung von Baumwoll-Linters-Papieren
mit NC oder durch eine reaktive Umsetzung der Papiere erhalten werden. Bei der Beschichtung
von Papieren mit NC sollten die positiven Materialeigenschaften der Ausgangsmaterialien mit-
einander kombiniert werden. Das eingesetzte Papier sollte dabei zudem als Tragermaterial fun-
gieren um auf PET-Tragerfolien verzichten zu konnen. Bei der reaktiven Umsetzung von Baum-
woll-Linters-Papieren zu Cellulosenitrat-Papieren wurde angestrebt, dass die Papieroberflache
vollstandig funktionalisiert und in Cellulosenitrat umgewandelt wird, aber die offenporige Pa-
pierstruktur erhalten bleibt. Auf diesem Wege sollten die proteinbindenden Eigenschaften des
Cellulosenitrats mit der Stabilitdt und Struktur von Papieren kombiniert werden.

Durch Anwendung des Tauchbeschichtungsverfahrens und Variation verschiedener Herstel-
lungsparameter konnten vollflachige und gleichméf3ig beschichtete NC-Papier-Hybridmateria-
lien erhalten werden. Diese Materialien zeigten eine gleichméafRige NC-Verteilung auf der Pa-
pieroberfliche und im Inneren der Papiere. Bei der Handhabung von vollflichigen NCPHM
konnte schnell beobachtet werden, dass kein zusitzliches Tragermaterial zur Stabilisierung be-
notigt wird. Die Porenstruktur auf den so hergestellten NCPHM &dhnelte der von konventionel-
len NC-Membranen, wohingegen die neuartigen Materialien geringere Porengrof3en aufwiesen.
Eine Betrachtung der aufgebrachten NC-Menge konnte zeigen, dass die neuartigen Membran-
materialien deutlich weniger NC enthielten, als konventionelle Membranen. Durch die Tauch-
beschichtung war es moglich die bendtigte NC-Menge im Vergleich zu konventionellen NC-
Membranen um bis zu 89% zu reduzieren.

Neben der vollflichigen Beschichtung der Papiere mit NC-Lacquer wurden mittels Liniendruck-
verfahren ortsdefinierte NCPHM hergestellt. Durch die ortsdefinierte Applikation des Lacquers
auf Papieren wurden nur in einem geringen Bereich des Hybridmaterials die Eigenschaften bei-
der Materialien kombiniert. Entlang der Beschichtung konnten bei diesem Material verschie-
dene Oberflachenstrukturen beobachtet werden. Diese dul3erten sich in den Randbereichen als
annidhernd homogene Beschichtung der Faseroberflachen und im Zentrum der Lacquer-Appli-
kation als porose Strukturen, wie sie auch bei den vollflichigen NCPHM beobachtet werden
konnten. Vor und nach dem mit NC beschichteten Teil des Hybridmaterials bestand dieses nur
aus unbehandeltem Papier. Homogene Linien konnten dabei vor allem durch die Kombination
aus geringem NC-Anteil im Lacquer, einer geringen Dosierung, hoherer Papiergrammatur und
einer breitflachigeren Applikation durch einen Dosierpinsel erhalten werden. Die ortsdefinierte
Applikation ermoglichte es den NC-Anteil auf den NCPHM weiter zu reduzieren, sodass im Ver-
gleich zu konventionellen NC Membranen bis zu 91% NC eingespart werden konnten.

Génzlich ohne eine Beschichtung mit NC liel3en sich CN-Papiere durch eine reaktive Umsetzung
von Baumwoll-Linters-Papieren mit Sduremischungen aus Schwefelsdure und Salpetersdure
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herstellen. Bei der Herstellung musste keine Kontrolle der Luftfeuchtigkeit erfolgen. Einzig die
Reaktionszeit und Temperatur der Sduremischung mussten kontrolliert werden. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die Oberfldchenstruktur der Ausgangspapiere weitestgehend erhalten blieb.
Die resultierenden CN-Papiere vereinten die Oberflaichenchemie von Nitrocellulose mit der Po-
renstruktur von Papieren. Die erhaltenen Materialien wiesen eine deutlich hohere Stabilitét in
Kontakt mit Wasser auf als nicht umgesetzte Papiere, was fiir eine Anwendung in diagnosti-
schen Assays von Vorteil ist.

Ein Vergleich der verschiedenen Herstellungsverfahren zeigte, dass die Tauchbeschichtung der
industriellen Herstellungsmethode fiir NC-Membranen am nichsten kam. Bei der Tauchbe-
schichtung war eine Kontrolle der relativen Luftfeuchtigkeit, der Temperatur und der Ziehge-
schwindigkeit notwendig, um reproduzierbare Ergebnisse erzielen zu konnen. Da die Beschich-
tung dieser Materialien gleichmaRig war, dhnelte dieses Material den konventionellen Memb-
ranen am meisten. Die Applikation von NC-Lacquer auf Papieren durch das Liniendruckverfah-
ren fiihrt zur ortsdefinierte Beschichtung von Papieren mit NC. Dies ermoglicht die Erstellung
von komplexen Systemen, welche sehr genau aufgetragen werden konnen. Zudem lie@3 sich auf
diesem Wege Rohstoffe einsparen, da weniger NC bei der Herstellung benotigt wurde. Bei der
Anwendung ortsdefinierter NCPHM in diagnostischen Assays muss sichergestellt werden, dass
die fiir den Assay wichtigen Antikorper gezielt auf den mit NC beschichteten Bereich aufge-
bracht werden. Ein einfacher Austausch von konventionellen NC-Membranen gegen ortsdefi-
nierte NCPHM ist aus diesem Grund nicht ohne weiteres moglich. Eine weitere Reduktion des
eingesetzten NC Anteils konnte durch die reaktive Umsetzung der Papiere zu CN-Papieren er-
zielt werden. Diese Materialien konnten direkt aus Papier unter erhalt der Faserstruktur herge-
stellt werden und wiesen eine besondere Stabilitdt in wassriger Umgebung im Vergleich zu
unbehandelten Papieren auf. Aufgrund der homogenen Funktionalisierung der Papiere, konn-
ten diese ohne weitere Anpassungen als alternative Membranmaterialien fiir diagnostische As-
says eingesetzt werden.

Neben der Herstellung und strukturellen Charakterisierung wurden die mikrofluidischen Eigen-
schaften der NCPHM und CN-Papiere untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass sowohl
NCPHM als auch CN-Papiere ohne eine Detergensbeschichtung nicht in der Lage sind einen
Fluidfluss im Material zu etablieren. Dies lie3 sich auf die Oberflachenstruktur der Materialien
zurilickfiihren. Um einen Fluidfluss zu ermoglichen wurden NCPHM und CN-Papiere nachtrag-
lich mit Detergens beschichtete. Bei CN-Papieren konnte zudem gezeigt werden, dass die De-
tergensbeschichtung mit dem Herstellungsprozess kombiniert werden kann, ohne dass das Ma-
terial zwischenzeitlich getrocknet werden musste. Dies vereinfachte den Herstellungsprozess
und reduzierte die benotigten Trocknungsschritte. Die Betrachtung von kapillaren Flie3zeiten
zeigte, dass diese je nach gewdhlten Herstellungsparametern denen von konventionellen NC-
membranen dhnelten. Die ideale Kombination der Herstellungsparameter war eine Papier
Grammatur von 50 g/m2, ein NC-Anteil von 3,5%, eine Ziehgeschwindigkeit von 500 mm/min
bei einer Temperatur von 25 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 75% RH. Bei ortsdefi-
nierten NCPHM wurde deutlich, dass der initiale Fluidfluss nur durch die mikrofluidischen Ei-
genschaften des gewédhlten Basispapiers abhingen. Erst ab Erreichen des mit NC beschichteten
Bereichs kam es zu einer Verlangsamung des Fluidflusses, sodass die gesamte CFT der Materi-
alien der CFT von konventionellen NC-Membranen dhnelte. Niedrige CFT konnten dabei durch
eine Kombination aus geringer Lacquer-Dosierung und niedrigem NC-Anteil erzielt werden. Bei
den reaktiv hergestellten CN-Papieren wurden die niedrigsten CFT gemessen, welche sich durch
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Kontrolle der Reaktionszeit einstellen lieBen. Die Charakterisierung der mikrofluidischen Ei-
genschaften konnte zeigen, dass die neuartigen alternativen Membranmaterialien fiir die An-
wendung in diagnostischen Assays geeignet sein konnten.

Die verschiedenen Membranmaterialien wurden abschlieend in diagnostischen Assays getes-
tet. Als Modell-Assays diente der Schwangerschaftstest (hCG-Assay) und der Hepatits-B-Assay
(HBsAg-Assay). Anstelle von konventionellen NC-Membranen wurden die Assays mit den alter-
nativen Materialien zusammengesetzt. Als Referenz dienten NC-Membranen mit unterschiedli-
chen CFTs und Baumwoll-Linters-Papiere. Die Baumwoll-Linters-Papiere zeigten in allen Fillen
blasse und breite Linien und konnten die niedrigsten hCG- und HBsAg-Konzentrationen nicht
nachweisen. Die NC-Membranen lieferten wie erwartet in allen Tests die schmalsten und inten-
sivsten Linien und lieferten die sensitivsten Resultate. Der direkte Vergleich mit Vollflachigen
NCHPM zeigte, dass diese neuen Materialien etwas breitere Linien aufwiesen als NC-Membra-
nen, aber dennoch die geringsten hCG-Konzentrationen detektiert werden konnten. Im HBsAg-
Assay wurde die zweitniedrigste Konzentration sicher detektiert. Bei den ortsdefinierten
NCPHM wurden vergleichbar breite Linien, Intensitdten und Sensitivitat wie bei vollflichigen
NCPHM fiir beide Assays beobachtet. Die durch reaktive Umsetzung hergestellten CN-Papiere
zeigten im Vergleich zu unbehandelten Papieren trotz identischer Materialstruktur deutlich
schmalere Linienbreiten, was zu hoheren Kontrasten und Intensitdten auf der Linie fiihrte. Die
Materialien wiesen gegeniiber unbehandelten Papieren eine hohere Sensitivitat auf. Im direkten
Vergleich zu NCPHM und NC-Membranen konnten allerdings nicht die niedrigsten hCG- und
HBsAg-Konzentrationen detektiert werden. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass
vollflachig beschichtete NCPHM, ortsdefinierte NCPHM und CN-Papiere als alternative Memb-
ranmaterialien eingesetzt werden konnen und sich die Kombination der Eigenschaften aus Pa-
pier und Nitrocellulose positiv auf die erhaltenen Materialeigenschaften im Vergleich zu unbe-
handelten Papieren auswirken.

Zieht man zum Schluss einen Vergleich der einzelnen in dieser Arbeit entwickelten und charak-
terisierten Systeme, so ergeben sich folgende Schlussfolgerungen:

e Durch die Verwendung von Papieren als Basismaterial konnen neuartige Membranma-
terialien hergestellt werden, die ohne die Verwendung einer PET-Tragerfolie auskom-
men. Dies kann unabhingig vom umgesetzten Herstellungskonzept erreicht werden.

e Durch eine vollflachige Beschichtung von Papieren mit NC lésst sich der bendtigte NC-
Anteil um 89% im Vergleich zu konventionellen NC-Membranen reduzieren. Wird ein
ortsdefiniertes Beschichtungsverfahren fiir die Herstellung verwendet, so reduziert sich
der benotigte NC-Anteil weiter auf 91% des bei NC-Membranen benétigten NC-Anteils.

e Als vollflachige Beschichtungsmethoden sind im allgemeinen keine Einschrankungen zu
erwarten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde erfolgreich das Tauchbeschichtungsverfahren
angewendet und etabliert. Zur ortsdefinierten Applikation der NC-Losung liel3 sich das
Fliissigkeits-Dispenserdruck-Verfahren bzw. Liniendruckverfahren etablieren. Beson-
ders der Auftrag der NC-Losungen iiber einen breiten Dosierpinsel lieferte homogene
und reproduzierbare Beschichtungen.

e Anhand der Kombination verschiedener Herstellungsparameter lieBen sich bei NCPHM
die kapillaren Flief3zeiten anpassen und in einen vergleichbaren Rahmen bringen, wie
bei konventionellen NC-Membranen. Bei CN-Papieren kann die Einstellung der Fliel3-
zeiten liber die Reaktionszeit gesteuert werden.
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e Durch eine reaktive Umsetzung von Baumwoll-Linters-Papieren in Sduremischungen
aus Salpetersdure und Schwefelsdure konnten Cellulosenitrat Papiere hergestellt wer-
den. Diese neuartigen Membranmaterialien kommen ohne eine Beschichtung mit NC
aus.

e Die prinzipielle Eignung der Materialien in diagnostischen Schnelltests konnte anhand
des hCG-Assays (Schwangerschaftstest) und des HBsAg-Assays (Hepatitis-B Test) iiber-
priift werden. Die Materialien sind im Allgemeinen fiir die Anwendung in LFTs geeignet.
Die Sensitivitdt der Assays auf neuartigen Membranmaterialien ist im Falle des hCG-
Assays mit konventionellen Membranen vergleichbar. Beim HBsAg-Assay hingegen ist
eine geringere Sensitivitit auf den neuartigen Membranmaterialien zu beobachten.

AbschliefSend ldsst sich festhalten, dass es neben konventionellen NC-Membranen weitere,
spannende Konzepte gibt, um alternative Membranmaterialien auf Basis nachwachsender Roh-
stoffe herzustellen und somit nachhaltigere Materialien erhalten werden konnen. Ebenfalls wird
klar, dass weitere Optimierungen der Materialien notwendig sein werden um diese auf dasselbe
Sensitivitatsniveau in diagnostischen Assays zu heben, wie es bei konventionellen NC-Membra-
nen der Fall ist.

In dieser Arbeit wurden essentielle Parameter zur Herstellung neuartiger Materialien identifi-
ziert und diskutiert. Der mogliche Parameterraum zur Herstellung der neuartigen Materialien
wurde teilweise untersucht. Es wurden lediglich Baumwoll-Linters-Papiere fiir die Herstellung
der Materialien verwendet. Diese sind im Vergleich zu Papieren aus anderen Zellstoffen teurer,
da sie nicht im groen Mal3stab aus Holzern hergestellt werden. Bei der Herstellung der Mate-
rialien konnten in nachfolgenden Arbeiten auch Zellstoffe aus Buche, Kiefer, Eukalyptus und
anderen Zellstoffen sowie Mischungen daraus eingesetzt werden. Auch eine weitere Reduktion
der Grammatur der eingesetzten Papiere ist denkbar. Zudem wurde der Zellstoff fiir die Papier-
herstellung in dieser Arbeit unbehandelt eingesetzt. Durch weitere Bearbeitung des Zellstoffs
durch verschiedene Mahlungen, Kalandrieren oder Refinen der Fasern konnten in weiteren Ar-
beiten die Eigenschaften der Ausgangspapiere eingestellt werden, bevor diese mit NC beschich-
tet oder reaktiv umgesetzt werden. So lasst sich beispielsweise die Dichte der Papiere und die
Porositét einstellen, was sich auf kapillare FlieRzeiten der Basispapiere auswirkt.[177:178]

Des Weiteren kann in Erwdgung gezogen werden, dass gédnzlich auf eine NC-Beschichtung oder
reaktive Umsetzung verzichtet wird. Dabei konnten wie zuvor erwédhnt die Papiereigenschaften
der Basispapiere angepasst werden, um sensitive Assays zu erhalten. Ebenfalls denkbar wire,
durch eine Anpassung des Assay-Designs auf ein aus mehreren Materialien bestehenden Assay
zu verzichten (assembly) und die Assays auf einem langen Papierstreifen zu iibertragen. Das
Resultat dieses Ansatzes wére ein Paper-only-LFT, welcher bis dato nicht existiert. Dieses Kon-
zept ist in Abbildung 7-1 dargestellt.
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Abbildung 7-1: a) Klassischer Lateral-Flow-Assay, bestehend aus verschiedenen Komponenten. b) Paper-only-LFT, be-
stehend aus einem einzigen, langen Papierstreifen mit verschiedenen Funktionsbereichen.

Wie in Abschnitt 8.8 beschrieben, bestehen konventionelle diagnostische Assays aus mehreren
verschiedenen Bestandteilen wie Sample-Pad, Conjugate-Pad, Membranmaterial und Wicking-
Pad. Diese einzelnen Bestandteile machen die Herstellung und den Zusammenbau der Assays
recht komplex. Durch die Verwendung von ldngeren Papierstreifen und gezieltes ortsdefiniertes
Aufbringen von Pufferlésungen, Konjugaten und Test- und Kontrolllinien sollten sich die Funk-
tionalitdten vom zusammengesetzten Assay auf den Papierstreifen iibertragen lassen. Die Her-
stellung dieser Paper-only-LFT konnte durch mehrere parallel verlaufende Liniendruckverfahren
realisiert werden und kommt sehr wahrscheinlich ohne eine aufwéndige Kontrolle extrinsischer
Klimaparameter aus.

7.1 Summary

The aim of this work was to combine the positive and inherent properties of paper and nitro-
cellulose to produce novel membrane materials that can be used in diagnostic assays. The ma-
terials should be produced using established manufacturing and coating processes and the ma-
terial properties should be characterized. The intention was to reduce the amount of NC re-
quired for membrane production and possibly eliminate the need for a PET carrier foil. It was
therefore expected that the resulting materials could represent a more sustainable alternative
to conventional NC membranes.

Strategically, the targets should be achieved either by coating cotton linters papers with NC or
by reactive conversion of the papers. When coating papers with NC, the positive material prop-
erties of the base materials should be combined with each other. The paper used should also
function as a carrier material so that PET carrier foils can be eliminated. In the reactive conver-
sion of cotton linters paper to cellulose nitrate paper, the aim was to completely functionalize
the paper surface and convert it into cellulose nitrate while retaining the open-pored paper
structure. In this way, the protein-binding properties of cellulose nitrate were to be combined
with the stability and structure of paper.

By using the dip-coating process and varying the production parameters, full-area and uni-
formly coated NC paper hybrid materials were obtained. These materials showed a homogene-
ous NC distribution on the paper surface and inside the papers. When handling full-area
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NCPHM, it was quickly observed that no additional carrier material was required for stabiliza-
tion. The pore structure on the NCPHMs produced in this way was similar to that of conven-
tional NC membranes, whereas the novel materials had smaller pore sizes. An examination of
the amount of NC applied showed that the novel membrane materials contained significantly
less NC than conventional membranes. The dip coating made it possible to reduce the amount
of NC required by up to 89% compared to conventional NC membranes.

In addition to the full-area coating of the papers with NC-Lacquer, a line-printing process was
used to produce spatially defined NCPHM. Due to the spatially defined application of the lac-
quer on papers, the properties of the two materials were only combined in a small area of the
hybrid material. Different surface structures could be observed along the coating of this mate-
rial. These manifested themselves in the edge areas as an almost homogeneous coating of the
fiber surfaces and in the center of the lacquer application as porous structures, as could also be
observed with the full-area NCPHM. Before and after the section of the hybrid material coated
with NG, it consisted only of untreated paper. Homogeneous lines were achieved primarily
through the combination of a low content of NC in the lacquer, a low dosage, higher paper
grammage and a broader area of application using a dosing brush. The spatially defined appli-
cation made it possible to further reduce the NC content on the NCPHM, so that up to 91% NC
could be saved compared to conventional NC membranes.

It was possible to produce CN papers entirely without coating them with NC by reacting cotton
linters papers with acid mixtures of sulphuric acid and nitric acid. It was not necessary to control
the humidity during production. Only the reaction time and temperature of the acid mixture
had to be controlled. It was shown that the surface structure of the starting papers was largely
retained. The resulting CN papers combined the surface chemistry of nitrocellulose with the
paper structure. The resulting materials exhibited significantly higher stability in contact with
water than non-reacted papers, which is advantageous for use in diagnostic assays.

A comparison of the different manufacturing processes showed that dip coating came closest to
the industrial manufacturing method for NC membranes. With dip coating, it was necessary to
control the relative humidity, temperature and withdrawal speed in order to achieve reproduc-
ible results. As the coating of these materials was even, this material was the most similar to
conventional membranes. The application of NC-Lacquer on papers by the line printing process
leads to spatially defined coating of papers with NC. This enables the creation of complex sys-
tems that can be applied very precisely. In addition, raw materials can be saved in this way, as
less NC is required during production. When using spatially defined NCPHM in diagnostic as-
says, it must be ensured that the antibodies important for the assay are precisely applied to the
area coated with NC. For this reason, it is not possible to simply replace conventional NC mem-
branes with spatially defined NCPHM. A further reduction in the NC content used was achieved
by reactive conversion of the papers to CN papers. These materials could be produced directly
from paper while retaining the fiber structure and exhibited outstanding stability in an aqueous
environment compared to untreated papers. Due to the homogeneous functionalization of the
papers, they could be used as alternative membrane materials for diagnostic assays without
further adaptations.

In addition to the production and structural characterization, the microfluidic properties of the
NCPHM and CN papers were investigated. It was found that both NCPHM and CN papers are
not able to establish a fluid flow in the material without a detergent coating. This could be
attributed to the surface structure of the materials. In order to enable fluid flow, NCPHM and
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CN papers were subsequently coated with detergent. In the case of CN papers, it was also shown
that the detergent coating can be combined with the manufacturing process without the need
to dry the material in between. This simplified the manufacturing process and reduced the re-
quired drying steps. The observation of capillary flow times showed that these were comparable
to those of conventional NC membranes, depending on the selected manufacturing parameters.
The ideal combination of manufacturing parameters was a paper grammage of 50 g/m2, a NC
content of 3.5%, a withdrawing speed of 500 mm/min at a temperature of 25 °C and a relative
humidity of 75% RH. With spatially defined NCPHM, it was found that the initial fluid flow
depended only on the microfluidic properties of the selected base paper. Only after reaching
the area coated with NC the fluid flow slowed down, so that the overall CFT of the materials
was similar to the CFT of conventional NC membranes. Low CFTs were achieved through a
combination of low lacquer dosage and low NC content. The lowest CFTs were measured for
the reactive CN papers, which could be adjusted by controlling the reaction time. The charac-
terization of the microfluidic properties showed that the novel alternative membrane materials
potentially could be suitable for use in diagnostic assays.

The various membrane materials were finally tested in diagnostic assays. The pregnancy test
(hCG assay) and the hepatitis B assay (HBsAg assay) were used as model assays. Instead of
conventional NC membranes, the assays were composed with the alternative materials. NC
membranes with different CFTs and cotton linters papers were used as reference. The cotton
linters papers showed pale and broad lines in all cases and were unable to detect the lowest
hCG and HBsAg concentrations. As expected, the NC membranes provided the narrowest and
most intense lines in all tests and gave the most sensitive results. The direct comparison with
full-area NCHPM showed that these new materials had slightly broader lines than NC mem-
branes, but still detected the lowest hCG concentrations. The second lowest concentration was
reliably detected in the HBsAg assay. For the spatially defined NCPHM, comparably broad lines,
intensities and sensitivities were observed for both assays as for full-area NCPHM. The CN pa-
pers produced by reactive conversion showed significantly narrower line widths compared to
untreated papers although the material structure was identical, resulting in higher contrasts
and intensities on the line. The materials showed a higher sensitivity compared to untreated
papers. However, in direct comparison to NCPHM and NC membranes, the lowest hCG and
HBsAg concentrations could not be detected. In summary, it can be stated that full-area coated
NCPHM, spatially defined NCPHM and CN papers can be used as alternative membrane mate-
rials and that the combination of the properties of paper and nitrocellulose has a positive effect
on the material properties obtained in comparison to untreated papers.

Finally, a comparison of the individual systems developed and characterized in this work leads
to the following conclusions:

e By using paper as the base material, new types of membrane materials can be produced
that do not require the use of a PET carrier film. This can be achieved regardless of the
manufacturing concept implemented.

e The full-area coating of papers with NC can reduce the required NC content by 89%
compared to conventional NC membranes. If a spatially defined coating process is used
for production, the required NC content is further reduced to 91% of the NC content
required for NC membranes.
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e As full-area coating methods, no restrictions are generally to be expected. The dip coat-
ing process was successfully applied and established as part of this work. The liquid
dispenser printing process or line printing process was established for spatially defined
application of the NC solution. In particular, the application of the NC solutions using a
wide dispensing brush provided homogeneous and reproducible coatings.

e By combining various manufacturing parameters, the capillary flow times of NCPHM
could be adjusted and brought within a comparable range to that of conventional NC
membranes. With CN papers, the setting of the flow times can be taylored via the reac-
tion time.

e Cellulose nitrate papers could be produced by reactive conversion of cotton linters pa-
pers in acid mixtures of nitric acid and sulphuric acid. These novel membrane materials
do not require a coating with NC.

e The fundamental suitability of the materials in diagnostic rapid tests was verified using
the hCG assay (pregnancy test) and the HBsAg assay (hepatitis B test). The materials
are generally suitable for use in LFTs. The sensitivity of the assays on novel membrane
materials is comparable to conventional membranes in the case of the hCG assay. In
contrast, the HBsAg assay shows a lower sensitivity on the novel membrane materials.

In conclusion, it can be said that, in addition to conventional NC membranes, there are other
exciting concepts for producing alternative membrane materials based on renewable raw ma-
terials and thus more sustainable materials can be obtained. It is also clear that further optimi-
zation of the materials will be necessary to raise them to the same level of sensitivity in diag-
nostic assays as is the case with conventional NC membranes.

In this work, essential parameters for the production of novel materials were identified and
discussed. The possible parameter space for the production of the novel materials was partially
investigated. Only cotton linters papers were used for the production of the materials. These
are more expensive than papers made from other cellulose materials, as they are not produced
from wood on a large scale. In subsequent work, pulps made from beech, pine, eucalypt and
other pulps as well as mixtures of these could also be used in the production of the materials.
A further reduction in the grammage of the paper used is also conceivable. In addition, the pulp
used for paper production in this work was untreated. By further processing the pulp through
various grinding processes, calendering or refining the fibers, the properties of the base papers
could be adjusted in further work before they are coated with NC or reactively converted. For
example, the density of the papers and the porosity can be adjusted, which has an effect on the
capillary flow times of the base papers.[t77:178!

Furthermore, it can be considered to completely omit NC coating or reactive conversion. As
previously mentioned, the paper properties of the base papers could be adapted in order to
obtain sensitive assays. It would also be an option to do entirely without an assay consisting
of several materials (assembly) by adapting the assay design and to transfer the assays to a
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long paper strip. The result of this approach would be a paper-only LFT, which does not yet
exist. This concept is illustrated in Figure 7-2.

Wicking-Pad Wicking-Area
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CN-Papier
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Figure 7-2: a) classical Lateral-Flow-Assay, consisting of different components (assembly). b) Paper-only-LFT, consisting
of a single paper strip with various functional regions.

As described in section 8.8 , conventional diagnostic assays consist of several different compo-
nents such as sample pad, conjugate pad, membrane material and wicking pad. These individ-
ual components make the production and assembly of the assays quite complex. By using longer
paper strips and spatially defined application of buffer solutions, conjugates and test and control
lines, it should be possible to transfer the functionalities from the assembled assay to the paper
strip. The production of this paper-only LFT could be realized by several parallel line printing
processes and most likely does not require complex control of extrinsic climate parameters.
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8. Experimenteller Teil

8.1
Ausgangsmaterialien

NC (NC)

Cellulose Acetat (CA)

Aceton, p.a.

Ethanol (EtOH), denat.

Isopropanol (IPA)

Butanol (n-BuOH)

Milli-Q® Wasser

Natriumdodecylbenzylsulfonat (SDBS)

Triton™ X-100, puriss.

Glycerin

Tween® 20

Baumwoll-Linters-Zellstoff

Eukalyptus-Sulfat-Zellstoff

Calcofluor White
brightener 28 (CFW)

M2R, Fluorescence

Natriumchlorid (NaCl)

Kaliumchlorid (KCI), p.a.
Dinatriumphosphat (Na;HPO,)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
NaOH 0.1 M

HC1 0.1 M

Rhodamin B

Schwefelsdure (H2SO4)

Salpetersdure (HNOs)

FITC-BSA

FITC-Dextran

Reagenzien, Losungsmittel, Gemische und Verbindungen

Synthesia

Eastman

VWR, 299.8%

Carl-Roth, >99.8%

Carl-Roth, 299.5%

Alfa-Aesar, 99.0%
Wasseraufbereitungsanlage Merck Millipore
Sigma-Aldrich, technical grade
Carl-Roth, 99.0%
Sigma-Aldrich, 299.0%
Carl-Roth

Buckeye Technologies, Grade 225 HSR-M,
Lot.# K45060636

Cmpc, Eucalypt BHKP, G2056786

MP Biomedicals

Carl-Roth, 99.8%
Carl-Roth, 99.5%
Carl-Roth, 98.0%
Carl-Roth, 99.0%

VWR

VWR

Sigma-Aldrich, >95.0%
VWR, 298.0%

VWR, 69%

Sigma Aldrich

TdB Labs

Experimenteller Teil
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Albodour 956 Alberdingk Boley
Desmodur N3200 Covestro

TIB Kat 318 TIB Chemicals

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht ausdriicklich anders angegeben, wie erhalten verwendet.

Detergenslosung

Eine 0,0625%-ige (w/w) SDBS Losung wird in Milli-Q® Wasser hergestellt.

CFW Firbelosung

Zum Erhalt einer 100 uM Calcofluor White M2R Losung werden 48 mg in 500 mL Milli-Q® Was-
ser gelost. Die erhaltene Losung wird in einer Braunglasflasche mit Schraubverschluss gelagert
um ein Ausbleichen der Fluorophore zu verhindern.

Phosphatgepufferte Salzlésung (pH 7.4)

Zum Erhalt einer 10-fach konzentrierten Stammlosung einer wassrigen Phosphatpufferlosung
(PBS) werden 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,2 g Na2HPO4 und 2,7 g KH2PO4 in 1 L Milli-Q® Wasser
gelost. Der pH-Wert der Losung wird auf pH 7,4 eingestellt. Hierfiir wird bei einem initialen
pH-Wert <7,4 eine 0,1 M Natronlauge zugegeben. Ist der initiale pH-Wert >7,4 wird 0,1 M
Salzsdure zugegeben.

Um eine 5-fach und 1-fach konzentrierte PBS Pufferlosung zu erhalten, wird die Stammlosung
(10-fach konzentriert) im Faktor 1:1 (fiir 5-fach) und 1:10 (fiir 1-fach) mit Milli-Q® Wasser
verdiinnt.

Verwendeter Zellstoff und Papier

Baumwoll-Linters-Zellstoff wurde von Buckeye Technologies und Eukalyptus-Sulfat-Zellstoff von
cmpc bezogen.

Die Zellulose-Zellstoffplatten werden in kleine Stiicke (ca. 3 cm x 3 cm) gerissen und fiir 16 h
in Leitungswasser eingeweicht. Um die Fasern voneinander zu trennen, werden maximal 25 g
des eingeweichten Zellstoffs in ein Aufschlaggerit (Typ AG 04, HAAGE, Miilheim an der Ruhr,
Deutschland) iiberfiihrt und das Fiillvolumen mit Leitungswasser auf 2 L aufgefiillt. Die Zerfa-
serung wird mit insgesamt 75.000 Umdrehungen durchgefiihrt. Die Zerfaserung des Zellstoffs
erfiillt die Zellcheming Merkblatter V/4/6117°), und 1SO 5263:199518%,

Die erhaltene Fasersuspension wird geméR der Zellcheming Merkblatter V/6,/61181 in einen
Verteiler gegeben und weiter mit Leitungswasser verdiinnt, bis die Zellstoffkonzentration bei
0,2% - 1,0%(w/Vv) liegt. Die Fasersuspension wir kontinuierlich geriihrt und bei jeder Entnahme
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der Zellstoffsuspension 3 x 1 L. entnommen und zuriickgegeben um den Auslassstutzen zu spii-
len. Zur Blattbildung wird ein definiertes Volumen in Abhéngigkeit der Zellstoffkonzentration
und gewiinschten Grammatur des zu bildenden Blattes aus dem Verteiler entnommen. Die ent-
nommene Menge wird bis zu tatsdchlichen Blattbildung kontinuierlich bewegt.

Die Blattbildung wird mit Hilfe eines manuellen Rapid-Kothen Blattbildners! 82 (BB3, HAAGE,
Miilheim an der Ruhr, Deutschland) fiir Standardlaborpapiere durchgefiihrt. Die zuvor entnom-
mene und permanent agitierte Fasersuspension wird im Fiillvorgang des Blattbildners bei einem
Fiillvolumen von 2 L hinzugegeben und der Blattbildungszylinder bis auf 7 L mit Frischwasser
gefiillt. Anschliefend wird die verdiinnte Fasersuspension fiir 5 s mit Luft durchwirbelt. Nach
einer Ruhephase von 5 s wird die Fasersuspension durch ein Sieb entwassert und mittels Gau-
tschkartons, Deckblittern und Gautschrolle entnommen. Das nasse Faservlies wird im Vakuum
bei 93 °C fiir 10 min getrocknet. Anschlief3end wird das Gewicht des erhaltenen Blattes zur
Bestimmung der Grammatur gewogen und das Papier unter kontrolliert normklimatischen Be-
dingungen (23,5 °C, 50% RH) gelagert.

8.2 Herstellung von NC-L6sungen

NC-Losungen, auch NC-Lacke oder auch Lacquer genannt, werden fiir die Herstellung von
NCPHM verwendet. Diese bestehen aus einer Mischung von Polymeren (NC, Celluloseacetat),
Losemittel (Aceton), Nicht-Losemitteln (EtOH, n-BuOH, IPA, H,O) und Additiven (Glycerin,
Triton™ X-100). Die Reihenfolge der Zugabe dieser Bestandteile ist entscheidend dafiir, dass
ein homogener Lacquer erhalten wird.

Um wéhrend der Herstellung des Lacquers ein Verdampfen des Losemittels zu minimieren, wird
dieser in einer Schraubglasflasche angeriihrt. Da beim Losen der Polymeranteile die Viskositét
der Losung zunimmt, wird ein Magnetriihrstab mit einem Kern aus seltenen Erden verwendet.

Die Herstellung der NC-Losungen erfolgt bei Raumtemperatur. Zu Beginn wird das Losemittel
in der Schraubglasflasche vorgelegt und der gewiinschte Anteil an NC und Celluloseacetat unter
intensivem Riihren gel6st. Anschlief3end werden alle organischen Nicht-Losemittel hinzugege-
ben. Nach Zugabe dieser, werden die Glycerin und Triton™ X-100 zugegeben und die Losung
fiir mindestens 30 min weiter geriihrt. Abschliel3end wird die benotigte Menge Wasser als
Nicht-Losemittel zugegeben. Hierbei kann es zur voriibergehenden Fallung der Polymeren Be-
standteile kommen, welche nach weiteren 30 min rithren wieder in Lésung gehen. Nach weite-
ren 60 min rithren sind die hergestellten Losungen gebrauchsfertig.

Die Zusammensetzung der verwendeten NC-Lacquer sind in Tabelle 8-1 aufgelistet.
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Tabelle 8-1: Zusammensetzung der verschiedenen verwendeten NC-Lacquer fiir die Herstellung verschiedener

NCPHM.
7% (w/w) 5,2% (w/w) 3,5% (w/w)
Masse / g
NC 25,91 20,73 13,82
Celluloseacetat 1,35 1,08 0,72
Aceton 142,80 155,29 158,28
Ethanol 99,79 108,51 110,66
Butanol 63,26 68,8 70,12
Triton X-100 0,60 0,65 0,67
Glycerin 2,33 2,53 2,58
Milli-Q® Wasser 39,00 42.41 43,23
Summe 375,04 400,00 400,02
Massenanteil NC 6,91 5,18 3,45

Beschichtungsmethoden zur Herstellung von NCPHM

Fiir die Herstellung von NCPHM konnen verschiedene Beschichtungsmethoden zum Einsatz
kommen. Durch eine Tauchbeschichtung lassen sich vollfldchig beschichtete NCPHM erhalten.
Durch die Anwendung des Liniendrucks wird ortsdefiniert NC abgeschieden. Eine Ubersicht der
verschiedenen Beschichtungsmethoden und der verwendeten Parameter ist in

Tabelle 8-2 dargestellt.

Tabelle 8-2: Ubersicht (iber verschiedene Beschichtungsmethoden und deren verwendeten Parameter fiir die Herstel-
lung von NCPHM.

Tauchbeschichtung | Liniendruck
Papier Grammatur / g/m? 50, 75, (100) 50, 75
NC Anteil Lacquer / w% 3,5-7,0 3,5-7,0
Temperatur / °C 15-45 25
rel. Luftfeuchtigkeit / % RH 25, 50, 75 50
Ziehgeschwindigkeit / mm/min 120 - 1000 -
Dosierung / uL/cm - 2-20
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8.2.1 Tauchbeschichtung

Die Tauchbeschichtung, ist eine Methode zur vollflachigen Beschichtung von Papieren und
Substraten aller Art. Sie zeichnet sich durch definierte Immersions-, Verweil- und Herauszieh-
schritte eines Substrats in/aus der Beschichtungslosung aus. Dabei dringt die NC-Losung voll-
stdndig in die pordsen Substrate (z.B. Cellulosepapiere) ein und fiihrt zu einer Abscheidung der
NC in den Poren des Papiers oder auf der Faseroberflache. Bei der Trocknung der Materialien
bildet sich die porése Struktur durch Mikrophasenseparation der NC aus.?”]

Zur Beschichtung werden Cellulosepapiere in Stiicke von 5,0 cm x 10,0 cm geschnitten und fiir
mindestens 2 h in einem Klimaschrank (Binder SN 14-06929) zum Equilibrieren bei definierter
Luftfeuchtigkeit und Temperatur gehdngt. Zur Tauchbeschichtung werden die Papierstiicke an
der kurzen Seite an einer horizontalen Traverse des Dipcoaters festgeklammert. Unterhalb der
Traverse werden Gefdl3e mit der NC-Losung gestellt und der Beschichtungsprozess gestartet.
Die Substrate werden vollstdndig in die Losungen getaucht und nach einer kurzen Immersions-
zeit von 5 s werden diese bei verschiedenen Zuggeschwindigkeiten aus den NC-Losungen her-
ausgezogen. Anschliefend verweilen die frisch beschichteten Papiere fiir 2 h im Klimaschrank,
bevor sie unter Normklima fiir die weiteren Verwendungen gelagert werden.

8.2.2 Liniendruckverfahren

Das Liniendruckverfahren ist eine Methode zur ortsdefinierten Deposition von NC-Losung auf
Papiersubstraten. Im Vergleich zur vollflichigen Applikation werden bei diesem Verfahren nur
geringe Mengen der NC-Losung aufgebracht.

Das Liniendruckverfahren wird mit einem Hyrel System 30M 3D-Drucker mit einer Druckkopf-
aufnahme fiir Spritzen durchgefiihrt. In den Spritzenhalter wird eine 500 uL. Hamilton Gas-
tight™ Spritze gespannt, welche mit einer flexiblen und im 45° Winkel gebogenen PP Luer-
Lock-Kaniile (G18, 0.80 mm, GONANO Dosiertechnik GmbH, Art.-Nr. IPS618100) versehen ist.
Um breitere Bereiche mit NC-Losung zu beschichten, kann alternativ ein 7 mm Dosierpinsel mit
harten Nylonborsten (VIEWEG, Dosierpinsel harte Borsten, Art.-Nr. BTC18-STIFF-07) als Sprit-
zenaufsatz verwendet werden.

Das Liniendruckverfahren wird unter Normklima (23 °C, 50% RH) durchgefiihrt. Die zuvor bei
Normklima equilibrierten Papiere werden auf 5,0 cm x 10,0 cm geschnitten und auf einer Va-
kuum-Keramiksinterplatte fixiert. Die Kaniile wird so positioniert, dass diese nur leicht iiber die
Papieroberfldche kratzt und austretende NC-Losung direkt Kontakt zum Substrat hat. Die Linien
werden bei einer Liniengeschwindigkeit von 600 mm/min und Dosiervolumina von 0,25 uL/cm
— 20 uL/cm aufgebracht. Im Anschluss an den Liniendruck werden die erhaltenen Materialien
fiir 2 h bei Normklima getrocknet.
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Fotos vom Liniendruckverfahren mit Kaniile und Dosierpinsel sind in Abbildung 8-1 gezeigt.

Abbildung 8-1: Liniendruckverfahren, durchgefiihrt mit a) einer Kandile und b) mit einem Dosierpinsel.

8.3 Veresterung von Papiersubstraten mit Nitriersauren

Fiir die Veresterung von Papiersubstraten werden zwei verschiedene Nitrierlosungen verwen-
det. Die Nitrierlésungen werden in einem Eisbad hergestellt, um eine Uberhitzung dieser zu
vermeiden. Die Zusammensetzungen der Nitrierlosungen ist in Tabelle 8-3 dargestellt.

Tabelle 8-3: Zusammensetzung der angesetzten Nitrierlésungen.

Vschwefelsiure /1L Vsapetersiure /ML | Vwasser /ML Wasseranteil
/% (w/w)
Sauremischung 1 30 10 0 8
Sauremischung 2 30 10 8,8 18

Zur Herstellung wurde konzentrierte Schwefelsdure (98%) und konzentrierte Salpetersdure
(65%) verwendet.

Zur Veresterung von Papiersubstraten werden diese bei Raumtemperatur fiir definierte Einwirk-
zeiten in Nitrierlosungen gelegt. Die Nitrierlosungen werden nicht agitiert. Nach der Einwirk-
zeit werden die nitrierten Substrate in ein Wasserbad gegeben. Das Wasser wird mehrmals
durch Frischwasser ersetzt, bis der pH-Wert des Waschwassers neutral ist. Anschlie3end werden
die Substrate bei Raumtemperatur iiber Nacht getrocknet.

8.4 Bestimmung der Beschichtungsmasse flachig beschichteter NCPHM

Vor der Bestimmung der Beschichtungsmasse werden alle Proben entsprechend 1SO 1872 Kli-
matisch equilibriert. Aus den Proben und Ausgangspapieren werden mittels eines runden Stan-
zeisens und Hammer Stanzlinge mit 1,5 cm Durchmesser entnommen. Die Flache der Stanz-
linge betrédgt 7,07 - 10* m2. Die Masse der Stanzlinge wird durch wiegen ermittelt und die Be-
schichtungsmasse anhand Gleichung (8) berechnet.
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Die gravimetrische Bestimmung der Beschichtungsgewichte von NC-Membranen wird ebenfalls
iiber das Anfertigen von Stanzlingen durchgefiihrt. Hierfiir wird zunéchst die Masse der ausge-
stanzten Membranen ermittelt, und die NC-Schicht anschliefend durch Einlegen in Aceton ent-
fernt. Die dadurch erhaltenen Folien werden ebenfalls gemessen und als Referenzwert in Glei-
chung (8) eingesetzt.

MBeschichtung __ ™(Probe)~ M(Referenz)

pa(Beschichtung)[g/m?] =

Aprobe Aprobee (8)

8.5 Detergensbeschichtung von NCPHM und CN-Papieren

Zur Erhohung der Benetzbarkeit von NCPHM und CN-Papieren werden diese nach der Herstel-
lung mit Detergens beschichtet. In dieser Arbeit werden zwei verschiedene beschichtungsarten
verwendet.

Fiir eine vollflachige Detergensbeschichtung werden die NCPHM und CN-Papieren fiir 10 Mi-
nuten bei Raumtemperatur in eine Detergenslosung eingelegt. Anschliel3end werden die Proben
aus der Losung herausgenommen und bei Raumtemperatur iiber Nacht getrocknet. Diese Me-
thode ist fiir vollflachige und ortsdefinierte NCPHM, sowie CN-Papieren geeignet.

Dariiber hinaus kann die Detergenslosung auch mittels Liniendruck appliziert werden. Diese
Methode eignet sich nur fiir ortsdefinierte NCPHM. Die Applikation der Detergenslosung wird
in Anlehnung an die Herstellung der Materialien wie in Abschnitt 8.2.2 beschrieben durchge-
fiihrt. Die Detergenslosung wird mit 4 ul/cm aufgebracht. Die beschichteten Proben werden
iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

Pufferbehandlung von CN-Papieren

In Anlehnung an die Detergensbehandlung werden die bereits mit Detergens behandelten CN-
Papiere fiir 10 min in eine 1-fach konzentrierte PBS-Pufferlosung mit pH 7,4 bei Raumtempe-
ratur eingelegt. Anschlief3end werden die Proben aus der Pufferlosung genommen und iiber
Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

Bei Verwendung von nicht mit Detergens behandelten CN-Papieren kann die Pufferbehandlung
mit der Detergensbehandlung kombiniert werden. Hierfiir wird eine 0,0625%-ige (w/w) SDBS
Losung in 1-fach PBS Puffer hergestellt. Die Einlegezeiten und Trocknungsparameter sind iden-
tisch wie zuvor beschrieben.

Bestimmung des Oberflachen pH-Wertes von CN-Papieren

Die Oberflichen-pH-Werte wurden mit einer speziellen Oberfldchen-pH-Elektrode (VWR® 662-
1805) bestimmt. Die Elektrode wurde zuvor bei pH 4.0, 7.0 und pH 10.0 mit Stammldésungen
kalibriert. Zur Bestimmung der Oberflachen-pH-Werte wurden die Proben auf 1,5 x 3,0 cm
geschnitten und mit 150 — 200 uL Milli-Q® Wasser befeuchtet. Die pH-Elektrode wird per Hand
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mit der Messflache aufgedriickt und gewartet, bis sich ein Gleichgewicht eingestellt hat. Min-
destens drei Messwerte werden pro Probe genommen und die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen der Messungen berechnet.

8.6 Mikrofluidische Charakterisierung der kapillaren FlieBzeit

Vor der Bestimmung der CFT, werden die Proben in Streifen von 4,0 cm x 1,5 cm geschnitten
und fiir mindesten 24 h bei Normklima gelagert. Die Messung erfolgt ebenfalls bei normklima-
tischen Bedingungen. In einem Stinder fiir die Messungen, wird das Fliissigkeitsreservoir mit
150 uL Milli-Q® Wasser gefiillt und die Proben in das Reservoir gestellt. Sobald die Probe das
Wasser beriihrt, wird eine Zeitmessung mittels Stoppuhr gestartet. Die Messung wird beendet,
sobald die Fliel3front das Ende der Probe erreicht. Die gemessene kapillare Fliel3zeit trégt die
Einheit s/4 cm. Neben der reinen FlieRzeitmessung wird die Homogenitat der Flie(3front be-
trachtet und vermerkt. Ein Foto einer laufenden CFT Messung ist in Abbildung 8-2 dargestellt.

Abbildung 8-2: Fotoaufnahme einer laufenden CFT-Messung.

8.7 Qualitative Experimente zur Untersuchung der Interaktion von Proteinen mit
NCPHM

Zur Untersuchung der Proteinbindung an ortsdefinierten NCPHM werden Proben verwendet,
welche mit dem Liniendruckverfahren in Absatz 8.2.2 hergestellt worden sind. Die verwendeten
NCPHM wurden aus Baumwoll-Linters-Papier mit 50 g/m? und einer Dosierung von 4 uL/cm
NC-Lacquer mit einem NC-Anteil von 5,2% bei 25 °C und 50% RH hergestellt. Nach einer an-
schlielenden Beschichtung mit Detergens (vgl. Abschnitt 8.5) werden die Proben in 0,5 cm x
8,0 cm geschnitten.

Um die Abreicherung von Proteinen aus einer Losung zu untersuchen, wird FITC-markiertes
BSA mit 1-fach konzentriertem PBS-Puffer (pH 7,4) verdiinnt, um eine Konzentration von
2,5 ng/ulL zu erreichen. Als Referenz wird eine FITC-Dextranlosung in identischer Konzentra-
tion in 1-fach konzentriertem PBS-Puffer hergestellt.

Der Versuchsaufbau ist schematisch in Anlehnung an Ritter von Stockert et al.[*83! in Abbildung
8-3 dargestellt. Das NCPHM wird mit einem Uberhang von 3 mm — 5 mm auf einen PMMA-
Kunststoffobjekttréager fiir die Mikroskopie gelegt, welcher auf einer Laborhebebiihne liegt und
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biindig mit der Kante abschlie3t. Unter das gegeniiberliegende Ende des Hybridmaterials wird
eine Kapton®-Heizfolie gelegt. Der vertikale Fluidfluss wird durch ein hochdrehen einer weite-
ren Laborhebebiihne gestartet, indem das Ende des Hybridmaterials das maximalst gefiillte
Fliissigkeitsreservoir beriihrt. Sobald die Fliel3front eine Distanz von 1,5 cm zuriickgelegt hat,
werden 5 uL (entspricht 12,5 ng) der BSA- oder Dextranlosung an der Fliel3front appliziert
(,with the front“)1'#l, Der Fliissigkeitsfluss wird durch konstantes Erwarmen des Streifenendes
bei ~40 °C fiir 15 min aufrechterhalten, bevor die Probe bei Raumtemperatur fiir mindestens
16 h getrocknet wird. Die Charakterisierung der Proteinbindung an der abgeschiedenen NC
erfolgt mittels Konfokalmikroskopie.

Die Untersuchung der Proteinretention auf vollflichigen NCPHM wird identisch zur oben be-
schriebenen Durchfiihrung fiir ortsdefinierte NCPHM durchgefiihrt. Als Hybridmaterial wurde
ein mittels Tauchbeschichtung hergestelltes, vollflachig beschichtetes NCPHM verwendet. Die
Herstellung wurde mit einem NC-Anteil von 5,2% durchgefiihrt. Baumwoll-Linters-Papiere mit
50 g/m? wurden mit einer Ziehgeschwindigkeit von 120 mm/min bei 25 °C und 50% RH be-
schichtet.

- Laborhebebiihne

FlUssigkeitsreservoir

Kunststoffobjekttrager

Probe / Papierstreifen
Heizbereich

Abbildung 8-3: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Untersuchung der Proteinbindung an ortsdefinier-
ten NCPHM.

8.8 Herstellung von diagnostischen Assays auf verschiedenen Membranmaterialien

Verschiedene Materialien werden auf ihre Eignung als alternative Membranmaterialien fir di-
agnostische Schnelltests hin untersucht. Als Standard-Assay wird der anti-hCG (humanes Cho-
riongonadotropin) Assay, umgangssprachlich als ,Schwangerschaftstest“ bezeichnet, verwen-
det. Als zusétzlicher Assay kann der anti-HBsAg (Oberflachenprotein in der Virushiille des He-
patitis-B-Virus) Assay verwendet werden. Die Auswahlkriterien fiir die diagnostischen Schnell-
tests sind in Abschnitt 3.3 skizziert. Als alternative Membranmaterialien werden vollflachige
und ortsdefinierte NCPHM und CN-Papiere verwendet. Als Referenzmembranen werden kon-
ventionelle NC-Membranen (HiFlow, Merck Millipore) und nach Abschnitt 8.2 hergestellte
Baumwoll-Linters-Papiere (50 g/m2, 75 g/m2, 100 g/m?) verwendet.
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Herstellung der einzelnen Assay-Bestandteile

Fiir die Testlinien werden Losungen mit 1 mg/mL anti-hCG oder anti-HBsAg spezifische capture
Antikorper in 10 mM MES (pH 6,5) gelost. Als Losung fiir die Kontrolllinien werden 1 mg/mL
goat anti-mouse capture antiserum (Merck Millipore) verwendet. Zur Applikation dieser Losun-
gen auf die verschiedenen Membranmaterialien werden diese in 5,0 cm x 3,0 cm grof3e Stiicke
geschnitten und die Losungen mittels eines modifizierten 3D-Drucker (HYREL 3D System 30M)
aufgebracht. Die Testlinie wird dabei 1 cm und die Kontrolllinie bei 1,5 cm vom unteren Ende
der breiten Seite aufgebracht (vgl. Abbildung 8-4). Zur Applikation der Antikérperlosungen
werden 100 uL. Hamilton Gastight™ Spritzen mit zementierter Nadel verwendet. Die Druckge-
schwindigkeit der Losungen betragt 1 cm/s bei einer Dosierung von 0,1 uL/mm um eine Masse
von 0,5 ug capture Protein auf den Linien zu erhalten. Nach dem Drucken werden die Memb-
ranmaterialien fiir 2 h bei 37 °C getrocknet.

Fiir die hCG-Assays werden Glasfaser Conjugate-Pads (Merck Millipore) auf 30 cm x 3,5 cm zu-
geschnitten und vollstdndig in 8,4 mL Konjugatlosung getrdankt. Die Konjugatlésung wird aus
4,2mL 10% (w/v) Trehalose (Sigma Aldrich), 1,68 mL anti-hCG beta mAb Goldkonjugat
(40 nm, OD 10, Fitzgerald) und 2,52 mL Milli-Q® Wasser hergestellt. Das getrankte Glasfaser-
pad wird iiber Nacht bei 23°C und 50% relativer Luftfeuchtigkeit getrocknet. Nach der Trock-
nung werden die Glasfaserpads auf die passenden Malf3e von 0,5 cm x 5 cm zurechtgeschnitten.

Die zurechtgeschnittenen Konjugatpads (30 cm x 3,5 cm) fiir die anti-HBsAg-Assays werden
vollstdndig in 7,5 mL Konjugatlésung getrankt. Diese wird aus 3,6 mL 10% (w/v) Trehalose
(Sigma Aldrich), 1,44 mL anti-HBsAg mAb Goldkonjugat (BBI) und 2,16 mL Milli-Q® Wasser
hergestellt. Die getrankten Konjugatpads werden {iber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet
und anschliel3end auf 5,0 cm x 0,5 cm zurechtgeschnitten.

Die Herstellung der Sample Pads fiir beide Assay-Arten ist identisch. Hierfiir werden die Sample
Pads (Merck Millipore) auf 3,0 cm x 2,5 cm geschnitten und mit einer Losung aus 10 mM Tris-
HCI pH 8,2 (Sigma Aldrich), 1% (w/v) Tween® 20 (Carl Roth) und 0,75% (w/v) BSA (Sigma
Aldrich) behandelt.

Alle zuvor beschriebenen Materialien werden bis zur Verwendung im diagnostischen Schnell-
test zusammen mit einem Silica-Trockenbeutel in einem evakuierten und verschweif3ten Alu-
miniumbeutel gelagert.
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Aufbau/Zusammenbau der Schnelltests

Aus den zuvor beschriebenen Einzelteilen (Abbildung 8-4 a), werden diagnostische Schnelltests
durch Aufkleben auf eine ,,Backingcard“ aus Kunststoff zusammengesetzt. Die Mal3e der einzel-
nen Bestandteile konnen Abbildung 8-4 a) enthommen werden.

a)

2,5cm [ Wicking-Pad

3,0cm 0,5cm
Lo e ————
0,5cm 3 Conjugate-Pad b)

2,5 cm[

Abbildung 8-4: Klassischer Aufbau von diagnostischen Assays. a) MaBe und einzelne Bestandteile der Schnelltests, b)
schematische Seitenansicht eines Assays mit Uberlappenden Bestandteilen, aufgeklebt auf einer "Backingcard"
(Grau), c) Draufsicht auf einen zusammengebauten und bereits durchgefiihrten hCG-Schnelltest.

5cm C)

Die Backingcard (Abbildung 8-4 b, Grau) dient beim Schnelltest als Tragermaterial und ist mit
einem Klebstoff beschichtet. Auf diesen werden die einzelnen Bestandteile nacheinander auf-
geklebt. Zuerst wird zentral das Membranmaterial (5,0 cm x 2,5 ¢cm, Blau) aufgebracht, hierbei
ist auf die Reihenfolge der Test- und Kontrolllinie zu achten. Die Testlinie muss in Richtung des
Samplepads zeigen, die Kontrolllinie in Richtung des Wicking-Pads. Im zweiten Schritt, wird das
Conjugate-Pad (5,0 cm x 0,5 cm, Orange) mit einem leichten Uberlapp auf das untere Ende des
Membranmaterials geklebt. Das Samplepad (5,0 cm x 2,5 cm, gelb) bildet das Ende, auf dem
die Probe aufgetragen wird, dieses wir mit einem leichten Uberlapp auf das Conjugate-Pad ge-
klebt. Das gegeniiberliegende Ende des Schnelltests wird durch das Wicking-Pad (5 cm x 2,5 c¢m,
Griin) komplettiert. Dieses dient dazu, iiberschiissige Testfliissigkeit aufzunehmen und zu bin-
den. Ein vollstédndiger und bereits durchgefiihrter Schnelltest ist in Abbildung 8-4 c) dargestellt.

Durchfithrung der Schnelltests

Zur Durchfiihrung der Schnelltests werden negative Testlosungen und positive Testlésungen
mit verschiedenen Konzentrationen an Substrat bendtigt.

Im anti-hCG-Assay wird als Testfliissigkeit synthetischer Urin (Sigma Aldrich, Dynatek) genutzt.
Dieser wird als Negativkontrolle verwendet, oder mit hCG (Fitzgerald) versetzt um eine Ver-
diinnungsreihe an Positivkonzentrationen zu erhalten. Die hergestellten Verdiinnungen sind
25, 250, 2.500 und 25.000 mIU/mL. Fiir die Durchfithrung der Schnelltests werden 150 uL der
Negativkontrolle oder der Positivkonzentrationen auf das untere Ende des Samplepads gegeben
und den Assay laufen gelassen. Die Ergebnisse werden nach frithestens nach 10 min, spatestens
nach 20 min abgelesen. Um das Ableseergebnis konstant zu halten, werden die Tests nach
15 min ausgewertet.
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Fiir anti-HBsAg-Assays wird als Negativkontrolle eine 1:1 (v/v) Mischung aus Humanserum
(Sigma Aldrich) und 1x-PBS-Puffer verwendet. Die Positivkonzentrationen werden durch Zu-
gabe von HBsAg-adr Analyt (Prospec) hergestellt. Die Konzentrationen betragen 8, 20, 60, 240
und 2.000 ng/mL. Fiir die Durchfiihrung der Schnelltests werden 150 uL der Negativkontrolle
oder der Positivkonzentrationen auf das untere Ende des Samplepads gegeben und den Assay
laufen gelassen. Die Ergebnisse werden nach 30 min abgelesen und ausgewertet.

8.9 Probenpraparation fiir die Elektronenmikroskopie

Fiir die Untersuchung der Oberflache von hergestellten NCPHM und CN-Papieren werden Aus-
schnitte der Proben mittels doppelseitigen leitfahigen Kohlenstoffklebepads (Plano GmbH,
Wetzlar) auf Stiftprobenteller aus Aluminium geklebt.

Proben ohne zusatzliche Leitfahigkeitsbeschichtung werden im VP/EP-Modus des Zeiss EVO 10
Rasterelektronenmikroskops betrachtet. Zur Leitfahigkeitsbeschichtung werden 10 nm Pt/Pd
(80/20, ESG Edelmetallservice Rheinstetten; Charge IN0145660) mit einem Sputtercoater (Cre-
ssington 208HR, TESCAN GmbH, Dortmund) aufgebracht.

Zur Untersuchung von Proben im Querschnitt, werden diese mit Hilfe einer Mikrotom-Klinge
geschnitten. Dafiir wird ein Stapel Papierhandtiicher auf einen festen Untergrund gelegt und
die Probe darauf platziert. Die Mikrotom-Klinge wird auf die Probe aufgesetzt und diese durch
einen kraftigen Schlag auf die Riickseite der Klinge geschnitten. Die erhaltenen Querschnitts-
proben werden mit der Schnittfliche nach Oben mit leitfadhigen Kohlenstoftklebepads auf einen
kleinen Aluminiumblock geklebt, welcher ebenfalls auf einen Stiftprobenteller geklebt wird. Die
Proben werden entweder mit oder ohne Leitfdhigkeitsbeschichtung im Elektronenmikroskop
betrachtet.

8.10 Fluoreszenzfarbung fiir Konfokalmikroskopie und Fluoreszenzimager

Damit eine Betrachtung von Proben mittels Fluoreszenzimager und Konfokalmikroskopie er-
moglicht werden kann, miissen diese zunédchst mit verschiedenen Fluorophoren angefarbt wer-
den.

Fluoreszenzfirbung von Cellulose mit Calcofluor White M2R

Zur Farbung von Cellulosepapieren mit Calcofluor White M2R (CFW) wird eine 100 uM Flu-
orophorlosung hergestellt (vgl. Abschnitt 8.1). Die Farbung muss vor der Beschichtung mit NC-
Losungen erfolgen, da ein nachtragliches Farben der beschichteten Bereiche nicht moglich ist.
Die Losung wird in eine 3D-gedruckte Schale gefiillt und die Papiere auf einem 3D-gedrucktem
Gitter in die Losung gelegt. Die Papiere verweilen fiir 10 min in der Losung und werden tiiber
Nacht zum Trocknen bei Raumtemperatur auf eine Kunststoffplatte gelegt.

Das Fluoreszenzspektrum von CFW ist im Anhang (Seite 184) dargestellt.
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Fluoreszenzfirbung von NC-Lacquer mit Rhodamin B

Zur Fluoreszenzfarbung von NC-Lacquer wird dieser mit Rhodamin B versetzt. Hierfiir wird eine
kleine Menge des zu verwendenden Lacquers aus der Stammlosung in ein Schnappdeckelglas
gefiillt und eine Spatelspitze Rhodamin B hinzugefiigt. Die Losung wird so lange geriihrt, bis
der Fluorophor vollstdndig in Losung gegangen ist.

Fiir die Herstellung von gefarbten NCPHM wird jeweils vor der Herstellung eine geringe Menge
der Fluorophorlosung zu Lacquer zugegeben, bis eine blass rosa Farbung dessen zu beobachten
ist. Auf eine definierte Einwaage der Fluorophore wurde verzichtet, da das Ziel der Anfarbung
lediglich die Lokalisation der NC auf den NCPHM ist und nicht die Quantifizierung derer.

Das Fluoreszenzspektrum von Rhodamin B ist im Anhang (Seite 185) dargestellt.

8.11 Probenpraparation fiir die Untersuchung von Querschnittsproben mittels Kon-
fokalmikroskopie

Bevor die Proben eingebettet werden, miissen alle Farbeschritte abgeschlossen sein. Ein nach-
tragliches Einfarben nach dem Einbetten ist nicht méglich. Die Einbettlosung wird in einem
Speedmixerbecher hergestellt, dessen Deckel zuvor mit zwei Lochern versehen wird, um eine
Be- und Entliiftung dessen zu gewahrleisten.

In einem Speedmixer Becher werden 10 g Albodour 956 (Alberdingk Boley) vorgelegt und 5 mg
TIB Kat 318 (TIB Chemicals) hinzugegeben. Anschlief3end werden 10 g Desmodur N3200
(Covestro) zugegeben und der Becher verschlossen. Die Mischung wird fiir 3 min bei 1300 rpm
bei 30 mbar im Speedmixer (DAC 400.2 VAC-P, Hauschild, Hamm, Deutschland) gemischt.

Nach dem Mischen wird eine diinne Schicht des Einbettmediums in eine kleine Kunststoffpet-
rischale gegossen und anschliel3end die Probe aufgelegt. Eine weitere diinne Schicht Einbett-
medium wird {iber die Probe gegossen und die Petrischale in einem Vakuumofen fiir 5 Minuten
entgast. Die Aushértung des Einbettmediums erfolgt iiber Nacht bei Raumtemperatur. Anschlie-
Rend kann die eingebettete Probe fiir 3 h bei 70 °C nachgehértet werden. Die ausgeharteten
Proben werden mit Hilfe eines scharfen Messers grob zurechtgeschnitten. Fiir die Mikroskopie
werden die Zuschnitte zwischen zwei Mikroskopiedeckgldser in Typ F Immersionsmedium
(Leica) gelegt.

Der Feinschnitt der Probe erfolgt mit Hilfe eines manuellen Schlittenmikrotoms. Die Dicke der
angefertigten Schnitte betrdagt ~30 um.

8.12 Gerate und Software

Kontaktwinkelmessungen

Die Messung der statischen Kontaktwinkel wurden mit der sessile-drop-Methode auf einem
DataPhysics OCA35 Kontaktwinkelmessgerdt mit der Messsoftware SCA 4.5.2 Build 1052
durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten bei einem Normklima von 23 °C und 50% relativer Luft-
feuchtigkeit. Als Messmedium wurden 4 uL Tropfen von destilliertem Wasser verwendet. Die
Kontaktwinkelmessung wurde unmittelbar nach Aufbringen der Tropfen durchgefiihrt. Pro Sub-
strat wurden mindestens an drei Positionen der Kontaktwinkel bestimmt.
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Infrarotspektroskopie

Zur Messung von IR-Spektren wurde ein IR-Spektrometer mit einem MIR TGS Detektor von
Perkin Elmer Verwendet. Die Spektren wurden bei einem Anpressdruck von 20 in einem Wel-
lenzahlenbereich von 4000 — 650 cm™ mit einer Auflésung von 4 cm™. Pro Spektrum wurden
10 Scans akkumuliert.

Thermogravimetrische Analyse — TGA

Fiir TGA Messungen wurde eine TGA von Mettler Toledo eingesetzt (TGA1, Mettler Toledo,
GieBen, Deutschland). Die Messungen wurden an Umgebungsluft durchgefiihrt. Die Auf-
heizrate betrug 10 K/min bis zu einer Temperatur von 50 °C, diese wurde fiir 10 min gehalten.
Anschliel3end erfolgte die Messung bei einer Heizrate von 5 K/min bis zu einer Temperatur von
600 °C. Als Messsoftware wurde Star SW 16.00 verwendet.

CLSM

CLSM-Aufnahmen wurden an einem Leica TCS SP8 der Firma Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland gemacht. Fiir die Bildgebung wurde ein 20x-Luftobjektiv oder ein 63x-
Olobjektiv verwendet. Die Anregung der Fluorophore wurde bei 405 nm (Calcofluor White),
488 nm (FITC) und 552 nm (Rhodamin) durchgefiihrt. Als Aufnahmesoftware wurde die
Leica Application Suite X (LASX) verwendet.

Rasterelektronenmikroskopie

REM-Aufnahmen wurden an einem ZEISS EVO 10 (Carl Zeiss Microscopy, Oberkochen,
Deutschland) Rasterelektronenmikroskop gemacht. Als Elektronenquelle wurde ein Wolfra-
Filament verwendet. Die Beschleunigungsspannung wurde in Abhingigkeit der Abbildungsme-
thode zwischen 5 kV - 20 kV gewahlt. Nicht leitfahige Proben wurden entweder mit 10 nm
Pt/Pd (80/20, ESG Edelmetallservice Rheinstetten; Charge INO145660) mit einem Sputtercoa-
ter (Cressington 208HR, TESCAN GmbH, Dortmund) beschichtet, oder im Variablen Druckmo-
dus (VP-Modus, Stickstoff) zur Ladungsneutralisierung gearbeitet. Alle Aufnahmen wurden bei
einem Arbeitsabstand von 8,5 mm angefertigt. Die Vergrof3erungen verstehen sich im Verhalt-
nis zum Polaroid 4x5“Format. Die Bildaufnahme wurde mittels SmartSEM V6.06 SP8 oder
SmartSEM Touch V2.01 SP4 durchgefiihrt.

8.12.1 Zugfestigkeitsmessungen von verschiedenen Substraten

Die Messung der Zugfestigkeit der verschiedenen Materialien wurde auf einer Priifmaschine
Zwick Z1.0 (ZwickRoell GmbH & Co. Kg, Ulm, Deutschland) mit einer 1kN Kraftpriifdose bei
Normklima durchgefiihrt. Hierfiir wird nach DIN ISO 1924—2[1%! gearbeitet. Die Messungen
wurden mit der Software testXpert II V3.71 (ZwickRoell GmbH & Co. KG, Ulm, Deutschland)
durchgefiihrt. Pro Probe werden mindestens 5 Priifungen durchgefiihrt, dafiir werden die Ma-
terialien in 1,5 cm x >15 c¢m geschnitten und im Vorfeld der Priifung bei Normklima gelagert.
Die Materialien werden mittels Pressbacken in die Priifmaschine gespannt und bei konstanter
Geschwindigkeit bis zum Riss des Materials auseinandergezogen. Dabei wird die auf die Probe
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einwirkende Kraft gemessen. Fiir die Bestimmung der Zugfestigkeiten der nassen Proben, wer-
den diese zuvor fiir 5 min in destilliertes Wasser gelegt und kurz vor der Messung das iiber-
schiissige Wasser mit einem Papiertuch entfernt.

Anhand der ermittelten Zugfestigkeiten lasst sich mittels Gleichung (9) die relative Nassfestig-
keit der Proben errechnen. Ab einer relativen Nassfestigkeit von >15%, wird von Nassfesten
Papieren/Materialien gesprochen.

Zugfestigkeit nass [NTm]

_ i op y
rel Nassfestlgkelt o Zugfestigkeit trocken [NTm] 100 (9)
Dabei ist die Zugfestigkeit wie folgt definiert.
Zugfestigkeit [N—m] = Finax (V] x 100
g b [m]- Grammatur[%] (10)

Mit Frnax als maximale Kraft bis zum Brechen/ReifSen der Probe, b als breite der Probe in m und
der Grammatur der Probe gegeben in g/m?2.
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Abbildung 6-1: Qualitative Beurteilung der Proteinretention auf vollflichigen NCPHM. a)
Bildaufnahme mittels Fluoreszenzimager. Der Auftrag von FITC-Dextran (oben) und FITC-
BSA (unten) wurde im vorgehobenen Bereich mit der Flie3front aufgetragen. Der
Fluidfluss erfolgte gemdal} der Pfeilrichtung von links nach rechts. b) Relative
Fluoreszenzintensititen der in a) dargestellten Proben. Die Fluoreszenzintensitdten
wurden entlang des Materials mit einem Linienprofil in ImageJ bestimmt. Die
Fluoreszenzintensititen des FITC-BSA sind in Schwarz dargestellt, die des FITC-Dextrans
(Referenz) in rot. CLSM-Detailaufnahmen als Maximalprojektionen im Bereich des
Probenauftrags von c) FITC-Dextran und d) FITC-BSA. Auf den CLSM-Aufnahmen sind die
Papierfasern in Blau (Calcofluor White M2R), NC in Rot (Rhodamin B), BSA/Dextran in
Griin (FITC) und die Kolokalisation von BSA auf NC in Gelb dargestellt. Der
Skalierungsbalken in d) ist giiltig fiir beide Detailaufnahmen und betragt 50 um. ....... 112

Abbildung 6-2: Untersuchung der Proteinbindung an ortsdefinierten NCPHM (4uL/cm, 5,2%
NC, 25°C, 50% RH, 50g/m2) mittels FITC-BSA und FITC-Dextran. Die Richtung des
Fluidflusses erfolgte in Pfeilrichtung. Alle Abbildungen sind CLSM-Aufnahmen, dargestellt

172 Abbildungsverzeichnis



als Maximalprojektionen. a) ortsdefiniertes NCPHM vor der Durchfiihrung des
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NC-Anteil von 5,2% (w/w) und Dosierungen von 1) 8 uL/cm und m) 12 uL/cm. Der NC-
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Anhang

REM-Mikrographen von vollflachigen NCPHM

50 g/m?, 7,0 %, 25°C, 50%RH

500 mm/min 1000 mm/min

_'.{

Abbildung 0-1: REM-Aufnahmen zur Untersuchung des Einflusses der Ziehgeschwindigkeit auf die Morphologie mit-
tels Tauchbeschichtung hergestellter vollflachiger NCPHM. Die Hybride wurden hergestellt auf 50 g/m2 Baumwoll-
Linters-Papieren bei 25 °C, 50% RH mit einem NC-Anteil von 7,0% (w/w) im Lacquer. Der Skalierungsbalken der 1000-
fachen VergroBerung betragt 20 um und der Skalierungsbalken der 8000-fachen VergréBerung ist 5 um.

REM-Mikrographen der CN-Papiere, hergestellt mit 19% (w/w) Wassergehalt in der Sidu-
relosung

Abbildung 0-2: REM-Mikrographen mit einer 500-fachen VergréBerung von CN-Papieren hergestellt mit einer Saure-
I6sung mit einem Wassergehalt von 19% (w/w). Der Skalierungsbalken ist giiltig fur alle dargesteltten Aufnahmen.
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Abbildung 0-3: REM-Mikrographen mit einer 2000-fachen VergréBerung von CN-Papieren hergestellt mit einer
Saurelésung mit einem Wassergehalt von 19% (w/w). Der Skalierungsbalken ist gliltig fir alle dargestellten

Aufnahmen.

Fluoreszenzspektren verwendeter Fluorophore

Fluoreszenzspektrum von Calcofluor White M2R

Normierte Fluoreszenzintensitat / a.u.

Calcofluor White M2R, 10uM, Wasser | ___ aAnregung
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Abbildung 0-4: Fluoreszenzspektrum einer 10 uM Calcofluor White M2R Ldsung in Wasser. Das Anregungsspektrum
ist in blau dargestellt, das Emissionsspektrum in rot.
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Fluoreszenzspektrum von Rhodamine B

Rhodamin B, 10uM, Wasser

Normierte Fluoreszenzintensitat / a.u.
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Abbildung 0-5: Fluoreszenzspektrum einer 10 yM Rhodamin B Ldsung in Wasser. Das Anregungsspektrum ist in blau

dargestellt, das Emissionsspektrum in rot.

Fluoreszenzspektrum von FITC

FITC, 10pM, 1M NaOH

Normierte Fluoreszenzintensitéat / a.u.
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—
600

650 700

Abbildung 0-6: Fluoreszenzspektrum einer 10 uM FITC Lésung in 1M NaOH. Das Anregungsspektrum ist in blau dar-

gestellt, das Emissionsspektrum in rot.
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