
stieg die Temperatur des Scheibchens um nicht mehr als 5 "C an. Um uberschussige 
Photobiotin-Reste zu desaktivieren, wurde die Scheibe in eine Losung von 
10 mgmL-' Casein in PBS getaucht und 15 min bestrahlt. Die Entwicklung des 
Musters umfaBte zwei Schritte: Zunachst wurde 60min in einer Losung von 
10 pgmL- * TRITC-rnarkiertem anti-Kaninchen-IgG aus Ziege in PBS entwickelt 
und anschlieBend weitere 60 min in einer Losung von 10 pgmL-' FITC-markier- 
tem anti-Ratten-lgG aus Kaninchen in PBS. Alle verwendeten IgGs waren polyklo- 
nal und wurden von Sigma bezogen. 

Beschriftung einer Goldoberflache rnit Antikorpern : Die Goldoberflache wurde 
zunachst mit N-Acetylcystein modifiziert, an welches dann Avidin D unter Verwen- 
dung eines Carbodiimids als Kupplungsagens gebunden wurde [lo]. Immobilisiert 
wurden die IgG wie zuvor beschrieben. 

Elektrochemische Messungen: Die Goldelektroden (0.2 cm Durchmesser) wur- 
den zunlchst 2 h rnit einer 5 mM Losung von N-Acetylcystein (Sigma) in 10 mM 
Phosphatpnffer, pH 7.0, behandelt und anschlie5end mit Wasser gewaschen. Die 
mit N-Acetylcystein modifizierten Elektroden wurden 2 h bei 25 "C in einer Losung 
mit 10% (wlv) 1 -Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)in 10 mM 
Phosphatpuffer inkubiert und anschlieBend rnit Wasser gewaschen. Die rnit EDC 
aktivierten Elektroden wurden bei 4°C 16 h in eine Losung von 0.2 mgmL-' Avi- 
din in 1 0 r n ~  Phosphatpuffer gelegt. Nachdem die Elektrode rnit Wasser gespult 
worden war, wurde sie 1 h bei Raumtemperatur in einer Losung von 0.2 mgrnL-' 
Casein in 10 mM Phosphatpuffer inkubiert. Die mit Avidin beschichtete Goldelek- 
trode wurde mit Photobiotin 1 behandelt, und beide Elektroden wurden rnit anti- 
Kaninchen-IgG aus Ziege uberzogen. Jeweils eine der beiden Elektroden wurde 
anschlie5end je einem Antigen, das im UberschuB vorlag, ausgesetzt, Kaninchen- 
IgG (Signal a) und Ratten-IgG (Signal b). SchlieLIlich wurden beide Elektroden 2 h 
mit ALP-markiertem anti-Kaninchen-IgG aus Ziege, das im Uberschu5 vorlag, 
inkubiert und danach gewaschen. Eine Losung von 10 mM 1-Naphtylphosphat in 
100 mM Tris rnit 2.7 mM KCl und 137 mM NaCl wurde zu den Elektroden gegeben 
und die Elektroden nach 5 min bei + 320 mV gegen Ag/AgCI ausgeglichen. Zwei 
Minuten lang wurde ein Strom gemessen, der auf die elektrochemische Oxidation 
von enzymatisch produziertem 1-Naphthol zuruckzufiihren ist, welches - anders als 
1-Naphthylphosphat - bei diesem Potential elektrochemisch aktiv ist. Wenn ALP- 
markiertes anti-Ratten-IgG aus Ziege anstelle von ALP-markiertem anti- 
Kaninchen-IgG aus Ziege verwendet wird, ergeben beide Elektroden Signale des 
Typs b. Dies zeigt, daB die nichtspezifische Bindung (NSB) von Ratten-IgG an 
Elektroden, die mit anti-Kaninchen-IgG aus Ziege beschichtet sind, minimal ist. 

Eingegangen am 28. Juni, 
verPnderte Fassung am 5. September 1994 [Z 70811 

Stichworte: Antikorper . Immobilisierung . Immunsensoren . 
Photolithographie 
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Die Farben von C,,-Losungen ** 
Javier Catalan*, JosC L. Saiz*, JosC L. Laynez, 
Nadine Jagerovic und JosC Elguero * 

Es iiberrascht, daB eine unpolare Verbindung wie C,, in Lo- 
sung verschiedene Farben zeigt, die vom verwendeten Losungs- 
mittel abhangen", '1. Beispielweise wurde iiber folgende Farben 
von C,,-Losungen berichtet : pink in Fluorbenzol (FB), magen- 
ta in Toluol (T), blaulichviolett in Methoxybenzol (MOB), 
braunlich in 1,2-Dimethoxybenzol(12DMOB) sowie braungelb 
in 1,2,3,5-Tetramethylbenzol (1235TMB). Diese Beobachtun- 
gen konnen nicht auf den EinfluB vom Losungsmittel zuriickge- 
fuhrt werden; weder Losungsmittelpolaritat noch -polarisier- 
barkeit spielen eine Rolle. 

Ermer['] berichtete iiber die Farben von C,,-Losungen in 
einer Reihe von aromatischen Losungsmitteln rnit unterschied- 
lich stark ausgepragtem n-Donor-Charakter (von Nitrobenzol 
iiber Benzol bis Anisol und schlieBlich 12DMOB). Er regte an, 
die UV/VIS-Spektren dieser Losungen im Hinblick auf Charge- 
Transfer(CT)-Effekte zu untersuchen. Wang et al.[3s 41 und Rao 
et al.l53 schlugen CT-Komplexe zur Erklarung der Wechselwir- 
kung zwischen C,, und N,N-Dimethylanilin vor, wahrend 
Williams und VerhoevenI'] solche Komplexe fur die Wechselwir- 
kung zwischen C,, und 12DMOB oder eines Alkoxycalix[8]- 
arensulfonats postulierten. 

Unabhangig davon untersuchten Scrivens und Tour['] die 
Loslichkeit von C,, in 30 aromatischen Losungsmitteln (Ben- 
zol- und Naphthalinderivaten) und beschrieben die Farben der 
entsprechenden gesattigten Losungen. Wenn man diese Daten 
analysiert, scheinen - von gewissen Ausnahmen abgesehen - 
Farbe und Loslichkeit miteinander zu korrelieren. In den Lo- 
sungsmitteln, in denen C,, weniger loslich ist (von 0.3 mgmL- ' 
in Pyridin bis 1.4 mgmL-' in tert-Butylbenzol), sind die gesat- 
tigten Losungen pink. Im Zwischenbereich (von 1.5 mgmL- ' in 
Benzol bis 17.9 mgmL-' in 1,2,4-TrimethylbenzoI) sind die ge- 
sattigten Losungen magenta. In den Losungsmitteln schlieBlich, 
in denen sich C,, am besten lost, sind die gesattigten Losungen 
braunlich, so in 1235TMB (20.8 mgmL-') und in l-Brom-2- 
methylnaphthalin (34.8 mgmL- '). Chinolin bildet eine Aus- 
nahme, denn die Losung ist braunlich gefarbt, obwohl die Los- 
lichkeit von C,, hier nur 7.2 mgmL-' betragt. 

Bei ihrer Untersuchung der Loslichkeit von C,, in 
47 aromatischen und nichtaromatischen Losungsmitteln disku- 
tieren Ruoff et al.[sl nicht die Farben der Losungen. Jedoch 
berichten sie, daB sie ,,im Falle des Cyclohexans bemerkten, daB 
die anfangliche Zugabe des Losungsmittels zu C,, zu einer ziem- 
lich intensiven Purpurfarbung fiihrte, die auf eine hohe Loslich- 
keit hindeuten wiirde. Nach der Filtration durch ein 0.45-mm- 
Filter wurde aber nur eine schwach gefarbte Losung erhalten. 
Der groBte Teil der Farbung riihrte von einem flockigen, pur- 
purfarbenen Feststoff her, der in der Losung lange sus- 
pendiert blieb". Die Loslichkeit von C,, in Cyclohexan ist rnit 
0.002 mgmL-' sehr gering[*'. 

[*] Prof. Dr. J. Catalan 
Departamento de Quimica Fisica Aplicada 
Universidad Aut6noma de Madrid 
Cantoblanco, E-28049 Madrid (Spanien) 
Telefax: Int. + 91/3974-187 
Dr. J. L. Saiz, Dr. J. L. Laynez 
Instituto de Quimica Fisica Rocasolano Madrid (Spanien) 
Dr. N. Jagerovic, Dr. Jose Elguero 
Instituto de Quimica Midica Madrid (Spanien) 

[**I Diese Arbeit wurde vom Consejo Superior de lnvestigaciones Cientificas (Son- 
derprojekt ,,Fullerene") und von der spanischen Direccion General de Investi- 
gacion Cientifica y Tecnica (Projekt Nr. PB90-0117) gefordert. 



ZUSCHRIFTEN 
In Anbetracht all dieser Berichte wollen wir hier versuchen, 

zwei grundlegende Fragen zu beantworten: 1) Andert sich die 
Farbe einer gesattigten C,,-Losung beim Verdiinnen oder beim 
Stehenlassen? 2) Gilt im untersuchten Konzentrationsbereich 
das Lambert-Beer-Gesetz? Die zweite Frage hangt mit der Mog- 
lichkeit zusammen, daD C,, je nach Konzentration teilweise 
monomer und teilweise aggregiert oder in Suspension vorliegt. 
Die Beantwortung der beiden Fragen wird helfen, zu verstehen, 
warum C,, seine Farbe mit dem Losungsmittel andert. 

Die Abbildungen 1 ,  2 und 3 zeigen jeweils eine Reihe von 
C,,-Losungen in 12DCB (1,2-Dichlorbenzol), 1235TMB bzw. 
12DMOB. Die entsprechenden Konzentrationswerte sind in Ta- 
belle 1 angegeben. In den drei Reihen haben die Losungen mit 
gleichen Nummern etwa die gleiche Konzentration. 

Abb. 1. Losungen von C,, in 1,2-Dichlorbenzol (IZDCB). Konzentrationen siehe 
Tabelle 1. 

Spektren. Auf einen Lichtweg von 1 cm und eine Konzentration 
von 1 M normiert, sind diese Spektren nahezu deckungsgleich. 
Daraus folgt, daB das Lambert-Beer-Gesetz befolgt wird. 

Konzentrierte Losungen von C,, in 12DMOB (Abb. 3) haben 
eine rot-braunliche Farbe, die beim Verdiinnen zunachst zu rot 
wechselt (bis 2 x M) und 
schlie5lich zu gelb (unterhalb von 1 x M). Dennoch folgen 
die Spektren dem Lambert-Beer-Gesetz. Daher sind sie alle 
identisch, wenn auf einen Lichtweg von 1 cm und eine Konzen- 
tration von 1 id normiert wird. Wir haben iiberpruft, dal3 die 
konzentriertesten Losungen keine Aggregate enthalten, die 
grol3er als 0.45 mm sind: Weder die Farben noch die Spektren 
andern sich, wenn diese Losungen durch ein 0.45-mm-Filter 
filtriert werden. 

Ein ahnliches Phanomen tritt bei Ldsungen von C,, in 
1235TMB auf (Abb. 2). Hier andert sich die Farbe von braun- 
lich nach gelb, wenn die Konzentration von 5 x M auf 
2 x M herabgesetzt wird. 

In allen Fallen wird das Lambert-Beer-Gesetz befolgt. Tragt 
man die Extinktion gegen die molare Konzentration auf 
(14 MeDpunkte), so ergeben sich bei 333 nm beispielsweise die 
Werte R = 0.994 bei 12DCB und R = 0.998 bei 1235TMB sowie 
R = 0.990 bei 12DMOB. Die Extinktionskoeffizienten wurden 
bei den Wellenlangen 410, 470, 520, 580, 600 und 650 nm be- 
stimmt; diese entsprechen dem violetten, blauen, griinen, gel- 
ben, orangen bzw. roten Spektralbereich. Die Werte sind in 
Tabelle 2 neben denen fur andere Losungsmittel aufgefiihrt. 

M), dann zu orange (bis 1 x 

Tabelle 2. Molare Extinktionskoeffizienten E [Lmol-' cm- '1 von C,, in verschiede- 
nen Losungsmitteln. 

Toluol (T) 2 561 

Isopropylbenzol (IPB) 1 834 

Chlorbenzol (CB) 2313 

1,2-Dichlorbenzol 3 170 

Abb. 2. Losungen von Cs0 in 1,2,3,5-Tetramethylbenzol(1235TMB). Konzentrdtio- 
nen siehe Tabelle 1. Fluorbenzol (FB) 3 224 

Methoxybenzol (MOB) 5 744 

1,2-Dimethoxybenzol 6 600 
(IZDMOB) 

1,2,3,5-Tetramethyl- 10 332 
benzol (1235TMB) 
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Bei gleicher Konzentration (7 x M) weisen die Losungen 
in 12DCB, 1235TMB und 12DMOB Farbunterschiede auf, die 
in Abbildung 4 deutlich zu erkennen sind. Abbildung 5 gibt die 

von 1.1 x M in weiteren Losungsmitteln ergeben. Diese 
Farben bleiben uber Wochen unverandert. Was Farbe und Los- 
lichkeitr2I anbelangt, so hangen die Farben der C,,-Losungen 

Wie aus Abbildung 1 hervorgeht, haben konzentrierte Losun- sowohl vom Losungsmittel als auch von der Konzentration ab. 
gen von C,, in 12DCB eine schone Magentafarbung, die beim Das UV/VIS-Absorptionsspektrum von C6, in einem 
Verdiinnen schwacher wird, aber den Farbton beibehalt. Alle ,,inerten" Losungsmittel wie n-Hexan ist bei Wellenlangen uber 
diese Losungen ergeben zwischen 700 nm und 300 nm identische 300 nm charakterisiert durch einen intensiven Peak bei 332 nm. 

Abb. 3. Losungen von Cso in 1,2-Dimethoxybenzol(12DMOB). Konzentrationen Farbabweichungen wieder, die sich bei einer C60-Konzentration 

siehe Tabelle 1. 

Tabelle 1. C,,-Konzentration in 1.2-Dichlorbenzol (Abb. I), 1,2,3.5-Tetramethylbenzol (Abb. 2) und 1,2-Dimethoxybenzol (Abb. 3). 

GefaO Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Konz. [MI 5.08 x 2 . 5 4 ~  1.07 x 7.11 x 5.08 x 2 . 5 4 ~  1.05 x 7.37 x lo-'  5.27 x 2.63 x 
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Abb. 4. Von links nach rechts: 
Losungen von C,, in 1,2-Dichlor- 
benzol (IZDCB), I ,2,3,5-Tetra- 
methylbenzol(1235TMB) und 1,2- 
Dimethoxybenzol (IZDMOB), je- 
weils bei einer Konzentration von 
7.1 1 0 - 4 ~ .  

Abb. 5. 1.1 x M Losungen von C,, in den Losungsmitteln T, FB, CB, MOB, 
IPB, IZDCB, l2DMOB und 1235TMB (von links nach rechts). Abkurzungen siehe 
Tabelle 2. 

Im sichtbaren Bereich, in dem C,, nahe 630 nm absorbiert, sind 
die hervorstechenden Merkmale die Durchlassigkeit im Blauen 
(424-492 nm), bereits von Ajie et al.['] bemerkt, und im Roten 
(650 nm). Das menschliche Auge nimmt eine schone Purpurfar- 
bung wuhr, weil in diesen beiden Bereichen die Absorption 
schwach ist. 

Unsere Versuchsreihen ergaben folgendes Bild: 1) Es existie- 
ren bei hoheren Konzentrationen keine Aggregate oder Suspen- 
sionen; denn in diesen Losungen treten nach Filtration keine 
Anderungen auf, und das Lambert-Beer-Gesetz wird stets be- 
folgt. 2) Die Farbanderungen von C,, mit der Konzentration 
beruhen nicht auf der Existenz von CT-Komplexen zwischen 
C,, und einigen aromatischen Verbindungen, denn in solchen 
Losungsmitteln sind die Spektren deckungsgleich, wenn die 
Konzentrationen normiert sind (dies schlient eine Auswirkung 
der Konzentration auf die Mengenverhaltnisse der Spezies aus, 
die im Sichtbaren absorbieren). 

Da die Absorptionsspektren des Fullerens C,, wegen seiner 
unpolaren Natur ziemlich unempfindlich gegenuber dem Lo- 
sungsmittel sind, treten keine deutlichen Verschiebungen auf - 
weder bathochrome noch hypsochrome. In Abbildung 6 sind 

300 400 500 600 700 
hlnm .-- 

Abb. 6. UV/VIS-Spektren von C, ,  in verschiedenen Losungsmitteln bei einer Kon- 
zentration von 7 x M .  

88 (0 VCH Verlugsgesellschuft mbH, 0-69451 Weinheim, 

die Spektren bei den Losungsmitteln dargestellt, die in dieser 
vorliegenden Arbeit verwendet wurden. Die Konzentration be- 
trug jeweils 7.3 x M. Wir folgern daher, dal3 die Ursache 
des Phanomens vor allem in den unterschiedlich starken Ab- 
sorptionen zwischen 400 nm und 500 nm liegt, die das menschli- 
che Auge als Farbabweichungen wahrnimmt. 

Experimentelles 
Das verwendete C,, stammte von der Firma MER und wies eine Reinheit >99.5% 
auf. Soweit verfugbar, wurden Losungsmittel von Aldrich rnit einer Reinheit von 
uber 99% eingesetzt: Flourbenzol (FB), Toluol (T), Chlorbenzol (CB), Methoxy- 
benzol (MOB), Isopropylbenzol (IPB), 1,2-Dichlorbenzol (12DBC) und 1,2-Di- 
methoxybenzol (IZDMOB). Das Losungsmittel 1,2,3,5-Tetrdmethylbenzol 
(1235TMB) stammte ebenfalls von Aldrich. war aber nur von technischer Qudlitdt. 
Die UV/VIS-Spektren der C,,-Losungen wurden mit einem Cary-210-Spektropho- 
tometeraufgenommen; die Kuvetten hatten einen Lichtwegvon 0.1 oder 1 .0 cm. Bei 
den Losungen mit don hochsten Konzentrationen wurde dabei wegen der starken 
Absorption der Sattigungsbereich des Spektrometersignals erreicht. In diesen Fal- 
len verwendeten wir deshalb ein Cary-5-Spektrophotometer. Dessen Kuvette hatten 
einen variablen Lichtweg, den wir auf 0.005 cm einstellten. 
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Photochemisch schaltbare Phasentrennung 
in hydrophob modifizierten 
Poly(acrylamid)/Tensid-Systemen ** 
Jochem J. Effing und Jan C. T. Kwak" 

In den letzten Jahren haben selbstorganisierende chemische 
Systeme stark an Interesse gewonnen. Typische Bausteine fur 
supramolekulare Strukturen in Wasser sind Tenside oder allge- 
mein Amphiphile. Deren Fahigkeit zur Selbstorganisation 
kann durch Einbau funktioneller Gruppen (z.B. photoakti- 
ven"] oder redoxaktiventZ1 Einheiten) beeinflunt werden. Wech- 
selwirkungen zwischen Polymeren und Tensiden in waljrigem 
Milieu fuhren zur Bildung von Kornplexen rnit speziellen physi- 
kalisch-chemischen Eigenschaften. Solche Systeme sind fur sehr 

[*] Prof. Dr. J. C. T. Kwak, Dr. J. J. Effing 
Department of Chemistry, Dalhousie University 
Halifax, Nova Scotia B3H4J3 (Kanada) 
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