Tabelle 4. Transsialylierungen mit immobilisierter Sialidase.
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nicht nur mit klassisch-chemischen Methoden sondern auch
mit der (2-3)-Sialyl-Transferase unbefriedigend sind, solange
dieses Enzym noch nicht auf gentechnologischem Wege in
ausreichendem MaBe produziert wird. Auch die geringe
Aglycon-Spezifitit der Sialidasen erweist sich von Vorteil, da
sie Sialylierungen unphysiologischer Acceptoren zuldBt.
Sialidasen sind zudem vergleichsweise problemlos zu isolie-
ren, leicht zu handhaben und begnigen sich mit relativ einfa-
chen Ausgangsverbindungen.

Arbeitsvorschriften

Immobilisierung der Sialidase: In 1 mL Enzymldsung (1 UmL™!)und4mL I M
Kaliumphosphat-Puffer (pH 7.5) werden 500 mg VA-Epoxy suspendiert und
3d bei 20°C geschiittelt. Danach wird das Immobilisat mehrmals mit 0.1 m
Kaliumphosphat-Pufler gewaschen (pH 7.5) und anschlieBend mit 2mL 5
proz. Mercaptoethanol-Losung (pH 8.0) 3d bei 20°C unter Schiitteln
nachbehandelt. Nach nochmaligem Waschen betrug die Aktivititsausbeute des
lyophilisierten Priiparats 68% (1.36 Ug™').

Sialylierungen mit immobilisierter Sialidase: a) 25 pmol Donor 2, 175 pmol
Acceptor und 40 mg (60 mU) Immobilisat werden in 130 uL entgastem Inkuba-
tionspuffer (0.1 M NaAc, 0.5 mm CaCl,, 0.03% NaN,, pH 5.5) angeteigt und
bei 26 C inkubiert (siche Tabelle 2). Die Reaktionen werden durch Verdiinnen
mit bidestilliertem H,O und sofortigem Abzentrifugieren des Immobilisats ab-
gebrochen. Die Aufarbeitung erfolgt durch Anionenaustauschchromatogra-
phie (Dowex 1x 2, PO; ~-beladen)[3b]. Die sich anschlieBende gelchromato-
graphische Entsalzung (Sephadex G15) der Produktfraktionen wird
konduktometrisch Gberpriift. b) Dem Inkubationspuffer werden 30Vol.-%
DMSO zugesetzt, ansonsten gleiche Vorgehensweise wie unter a) beschrieben.

Analytische HPLC zur Quantifizierung der Stellungsisomere[12] (siche Tabel-
le 2): Siule: Lichrosorb-NH, (5 x 240 mm), Laufmittel: 15 mM KH,PO,/Ace-
tonitril 28 : 72, FluBrate: 1.2 mL min ™!, Detektion bei 200 nm.
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Mikropordse Siliciumdioxidfilme

Von Wilhelm F. Maier*, Michael Wiedorn
und Herbert O. Schramm

Diinne keramische Filme werden zunehmend als optische
oder schiitzende Beschichtung in der Mikroelektronik einge-
setzt. Mikroporose Keramikmembranen mit Porendurch-

{*] Prof. Dr. W. F. Maier. Dipl.-Chem. M. Wiedorn,
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Institut fiir Technische Chemie der Universitdt-Gesamthochschule
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messern von 5-10 A sind fiir Trennprozesse in der Lebens-
mittelindustrie und in der Gastrennung ebenso von Interesse
wie fiir Anwendungen in der nichtlinearen Optik oder bei
mikroelektronischen Sensoren. Bisher basieren die Unter-
suchungen zur Herstellung mikroporéser Keramikfilme im-
mer auf den durch eine definierte Mikroporenstruktur cha-
rakterisierten Zeolithe. Die Herstellung homogener loch-
und rififreier Filme ist jedoch vor allem wegen der begrenz-
ten KristallitgroBe von Zeolithen noch sehr schwierig. Wir
berichten nun Uber die Porenradienverteilung in neuen
mikropordsen, homogenen Siliciumdioxidfilmen, die durch
Elektronenstrahlverdampfung in beliebiger Dicke hergestellt
werden konnen und prinzipiell als mikropordse Keramik-
membranen geeignet sind.

Unser Interesse an der Mikroporositdt von diinnen Sili-
ciumdioxidfilmen stammt aus der heterogenen Katalyse. In
Untersuchungen iiber den Mechanismus heterogener Hy-
drier- und H/D-Austauschreaktionen an Kohlenwasserstof-
fen haben wir diinne Silictumdioxidfilme (50-200 nm) als
Schutzschichten auf den Katalysatoren verwendet!!], um ei-
ne direkte Wechselwirkung des katalytisch aktiven Metall-
films (Pt auf Si-Wafer) mit dem organischen Reagens zu
verhindern. Die Oxidschicht war fiir die organischen Reak-
tanten weitgehend undurchldssig, wihrend der Wasserstoff
durch die Oxidschicht diffundierte, an der Pt-SiO,-Grenz-
schicht aktiviert wurde und als Spillover-Wasserstoff zur
Oberfliche zuriickdiffundierte, um dort mit dem organi-
schen Reaktanten zu reagieren (Einstellung eines Gleichge-
wichtskonzentrationsgradienten an aktiviertem Wasserstoff
in der Oxidschicht). Allerdings blieb der Diffusionsprozef3
unklar, da die Untersuchungen keine Hinweise auf Risse
oder Locher ergaben. Als einzige Moglichkeit, unsere Daten
zu erkldren, blieben Mikroporen, deren Nachweis und die
Bestimmung, der fiir die Interpretation der Ergebnisse ent-
scheidenden Porendurchmesser uns jedoch aufgrund der ge-
ringen Filmmenge damals unméglich schienen. Unsere itber-
raschenden Befunde stieflen auf grofles Interesse!?],

Um die Porenradienverteilungen der Siliciumdioxidfilme,
die mit Elektronenstrahlverdampfung hergestellt wurden,
durch Stickstoffadsorption zu bestimmen, verwendeten wir
zur Filmherstellung nicht wie frither einen diinn mit Pt be-
schichteten Si-Wafer als Substrat, sondern kommerzielle
Aluminiumfolie, da der Siliciumdioxidfilm hier nicht nur
mechanisch, sondern auch durch Auflésen der Aluminium-
folie in 2 N HCI oder durch Abldsen in reinem Wasser vom
Substrat separiert werden kann. Da schon gezeigt wurde,
daf} die Filme amorph sind, und sich die Filmstruktur auf
Platin von der auf Aluminium héchstens bei den ersten
Atomlagen unterscheidet, sollte die Filmstruktur, besonders
in Dicken grofler als 50 nm, trigerunabhédngig sein. Aus der
Stickstoffadsorptionsisotherme wurden die spezifische
Oberfliche und das Porenvolumen nach BET!! und nach
Dubinin'® berechnet, und die Porenradienverteilung wurde
(von 3-300 A) nach der Kelvin-Gleichung' und nach der
Mikroporen(MP)-Methode!®! aus den Adsorptionsdaten er-
mittelt.

Die Adsorptionsisotherme, die typisch fiir ein hochmikro-
pordses Material ist (Abb. 1), liefert nach der Kelvin-Glei-
chung die in Abbildung 2 gezeigte Porenradienverteilung des
Siliciumdioxidfilms. Obgleich die Gleichung ihre Giiltigkeit
fiir die Radienzuordnung bei Poren kleiner als 15 A ver-
liert!”), zeigt die Auswertung doch, daB eine enge Porenver-
teilung mit Durchmessern deutlich unter 15 A vorliegt und
daB keine Poren mit gréBerem Durchmesser vorhanden sind.
Bei der Analyse von Mikroporen im Radienbereich < 10 A
ist man auf die MP-Methode, fiir die der t-Plot (t steht fur die
Schichtdicke) nach de Boer et al.'®! bendtigt wird, angewie-
sen. Als Qualitdtskriterium flir deren Anwendbarkeit wur-
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Abb. 1. Ausschnitt aus der Stickstoffadsorptionsisotherme eines mit Elek-
tronenstrahlverdampfung hergesteliten Siliciumdioxidfilms. Bei p/p, > 0.1
(nicht dargestellt) wurde keine weitere N,-Adsorption gemessen. Adsorptions-

volumen ¥, incm3g~".
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Abb. 2. Porenradienverteilung des Siliciumdioxidfilms von Abbildung 1, er-
halten durch Auswertung nach der Kelvin-Gleichung. d ¥p/dr in mL A-t

den die berechneten Werte fiir Oberflache und Porenvolu-
men mit denen der BET- und Dubinin-Auswertung
verglichen. Mit der Halsey-Gleichung® als Standard-
isotherme fiir den t-Plot resultierten keine sinnvollen Ober-
flichen und Porenvolumina. Als unpordses Referenzmate-
rial erwies sich fein zerriebene Quarzwolle als geeignet. Ab-
bildung 3 zeigt die Mikroporenverteilung aus dem t-Plot(®),
Die negative Steigung weist auf ein Maximum der Poren-
radienverteilung kleiner oder gleich 3 A hin. Diese Art der
Auswertung wurde an mehreren Molekularsieben iiberpriift.
Wir kénnen daher die Genauigkeit der Auswertung auf bes-
serals + 1 A abschitzen, was fiir das mikroporése Silicium-
dioxid Porendurchmesser von 6 + 2 A'3) ergibt.

Ob das gemessene Porenvolumen auf eine innere oder eine
duflere Porenstruktur zuriickzufiihren ist, wurde durch Ad-
sorptionsmessungen an 10 unterschiedlich dicken Filmen
Uberpriift (Dicke 250-4000 nm, Gesamtoberfliche 155-
259 m2g~!, Porenvolumen 0.055-009 cm3g™!, von der
Schichtdicke unabhéngig). Das Maximum der Porenradien-
verteilung war in allen Fillen gleich. Das gemessene Poren-
volumen ist somit nicht durch eine duBlere Rauhigkeit des
Films, sondern nur durch innere Poren- oder Kanalstruktu-
ren zu erkldren.

Da der Bereich der Porengrofe an der Grenze der Berech-
nungsmethoden liegt, waren wir an einer besseren Abschét-
zung der tatsdchlichen PorengroBe im unteren GroBenbe-

riAl

Abb. 3. Porenradienverteilung des Siliciumdioxidfilms von Abbildung 1, er-
halten durch Auswertung nach der MP-Methode.
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Tabelle 1. BET-Auswertung von Stickstoffadsorptionsisothermen.

Si0,- Zeolith

Film 3A 4A SA NaY
Porenvolumen [cm®g "] 0.07 0.003 0.013 0.23 0.34
Oberfliche [m*g ™ '] 192 93 372 6617 960

reich interessiert, um festzustellen, ob kleinere Poren
vorliegen, die durch Stickstoffadsorption nicht mehr erfal3t
werden konnen. Wir ermittelten dazu die Adsorptions-
isothermen von drei Molekularsieben und einem reinen
NaY-Zeolithen (Tabelle 1). Wihrend der NaY-Zeolith und
das 5 A-Molekularsieb Stickstoff leicht adsorbieren, zeigen
das 4 A- und das 3 A-Molekularsieb nur geringe N,-Adsorp-
tion, d.h. in Ubereinstimmung mit der Literatur*!), sind
hier die Poren fiir Stickstoff (Rotationsdurchmesser 4.3 A)
als Adsorbat zu klein.

Um zu kldren. ob die Siliciumdioxidfilme eventuell 4hn-
lich kleine Poren enthalten, muBten sie mit einem Adsorbat,
das kleiner als Stickstoff ist, Uberpriift werden. Eines der
wenigen hierflir geeigneten ist Wasser mit einem Rotations-
durchmesser von 2.6 A. Da die Aufnahme der Adsorptions-
isothermen von Wasser jedoch technische Probleme verur-
sacht, haben wir uns mit der Thermogravimetrie (TGA)
beholfen. Zwei Siliciumdioxidfilme und drei Molekularsiebe
wurden mit Wasser gesittigt, getrocknet (1 h bei 120°C im
Trockenschrank, 1 h bei 80°C fiir den 4000 nm-Film) und
thermoanalytisch an einem SETARAM TGA92 untersucht
(Tabelle 2). Die Temperatur der maximalen Wasserabgabe
nimmt mit abnehmender Porengréfe der Molekularsiebe zu.
Die wesentlich niedrigeren Wasserabgabetemperaturen der
Siliciumdioxidfilme weisen darauf hin, da3 das Wasser von
diesen weniger stark adsorbiert wird. Fiir die drei Moleku-
larsiebe erhdlt man aus den Gewichtsverlusten, anders als bei
der Stickstoffadsorption, aber in Einklang mit der zu erwar-
tenden gleichen Porositit der Molekularsiebe, nahezu identi-
sche Werte fiir die Porenvolumina. Im Falle des 5 A-Mole-
kularsiebs liegt der durch TGA ermittelte Wert ca. 40%
unter dem BET-Volumen von 0.23 cm®g ™!, das dem Litera-
turwert fiir die Wasseradsorptionskapazitdt dieses Moleku-
larsiebs!! ! entspricht. Die Abweichung 148t sich vermutlich
auf die Vortrocknung der Molekularsiebe zuriickfiihren, da
beim sehr schonend vorbehandelten 4000 nm-Film das der
Gewichtsdnderung entsprechende Porenvolumen mit dem
BET-Porenvolumen iibereinstimmt. Damit sind alle erfal3-
ten Mikroporen in den Siliciumdioxidfilmen gréBer als der
kritische Stickstoffdurchmesser.

Aus unseren Untersuchungen folgern wir, daf} Silicium-
dioxidfilme, die durch Elektronenstrahlverdampfung herge-
stellt wurden, eine enge Mikroporenverteilung dhnlich der
des 5A-Molekularsiebs und eine Porositit von 14 % aufwei-
sen. Sie sind daher potentielle Materialien fiir die Herstel-
lung von mikropordosen Membranen und Oberflichenbe-
schichtungen. Die Homogenitdt und die relativ einfache

Tabelle 2. Thermogravimetrische Untersuchung der Wasseraufnahme von Ze-
olithen und Sificiumdioxidfilmen.

Zeolith Si0,-Film-Schichtdicke

34 4A sA 30000 A 40000A
Einwaage [mg] 85.0 86.7 85.6 41.7 54.9
AM [mg][a] 1.7 119 119 2.0 3.9
AM [Gew-%][a]  13.8 13.7 13.9 4.7(6.6)b] 7.1

T [°Cl[c] 2019 2060 2019 1181 121.2

[a] AM = Gewichtsinderung. {b] Bei dem Wert in der Klammer ist der Ge-
wichtsverlust durch die Vortrocknung beriicksichtigt (siehe Text). [c] T,.,, =
Temperatur der maxiinalen Gewichtsabnahme.
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Herstellung der Filme lassen dieses Material als vielverspre-
chende Alternative zu Zeolithfilmen erscheinen.

Die extreme Mikroporositit der Siliciumdioxidfilme be-
stdtigt unsere urspriingliche Interpretation der katalytischen
Untersuchungen an den mit SiO, iiberschichteten Pt/Si-Ka-
talysatoren!!). Die ca. 6 A engen Poren sind fiir Wasserstoff
leicht passierbar, wihrend die Diffusion der organischen Re-
aktanten durch die mikroporése SiO,-Uberschichtung stark
gehemmt ist. Auch die Einstellung eines Konzentrationsgra-
dienten von aktiviertem Wasserstoff (Spillover) als Erkla-
rung des beobachteten katalytischen Phianomens!!! scheint
plausibel.

Experimentelles

Die Filme wurden in einer Verdampfungseinheit von Baizers (BAE 250) mit
einer 3 kW-Elektronenstrahlkanone E036-15 von Edwards hergestellt. Die Ver-
dampfungsgeschwindigkeit lag zwischen 2 und 20 nmmin ~* und der Verdamp-
fungsdruck bei p < 107° Torr. Der Siliciumdioxidfilm wurde auf eine Alu-
miniumfolie aufgedampft und anschlieBend von dieser abgeldst. Nach Waschen
und Trocknen des Oxids wurde die Stickstoffadsorptionsisotherme in einer
umgebauten Sorptomatic 1900 von Carlo Erba (kleinere ProbengefiBe,
Dosageeinheit fir geringere Dosagedriicke (p = 0—100 Torr), DruckmeBdose,
die Gleichgwichtsdriicke von 0-100 Torr erfaBt) aufgenommen. Durch die
Umbauten sank der Bedarf an Probenmaterial, und man konnte mehr Punkte
im Mikroporenbereich zuverldssiger bestimmen. Die Datenauswertung [12]
wurde mit einem in Excel programmierten Makro durchgefiihrt. Wiederholun-
gen der Messungen zeigten nur geringe Abweichungen in den bestimmten Ober-
flichen und Porenvolumina.
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Die oxidative DNA-Spaltung mit Metallkomplexen ist fiir
Chemiker, die sich mit der Entwicklung von Wirkstoffen
und von synthetischen Restriktionsenzymen beschéftigen,
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