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Einleitung

FUr die Herstellung von Pharmazeutika und Lebensmitteln
sowie in der Biotechnologie spielen verfahrenstechnische
Prozesse eine grundlegende Rolle. Fir die Sicherung der
Qualitdt und zur Prozesskontrolle ist dabei eine perma-
nente Prozessliberwachung vorteilhaft und teilweise sogar
notwendig. Zu den sich in Reaktionsprozessen fortlaufend
andernden Parametern zahlen zum einen die stoffliche Zu-
sammensetzung der Prozessflissigkeit und zum anderen
auch ProzessgréBen wie Druck und Temperatur. Fir die
Prozessuberwachung spielt meist nicht ein einzelner Para-
meter eine wichtige Rolle, sondern das Zusammenspiel
mehrerer MessgréBen. Somit erlangen Messtechniken im-
mer gréBere Bedeutung, welche inline gleichzeitig mehrere
Parameter bestimmen.

Die Echtzeitiberwachung von haufig auftretenden Gro-
Ben wie z.B. pH-Wert oder Temperatur, ist bereits industri-
ell etabliert [1]. Hingegen ist die gleichzeitige vor-Ort-Uber-
wachung mehrerer chemischer Parameter, die Ruck-
schlisse auf Stoffkonzentrationen geben, weiter Fragestel-
lung der Forschung.

Haufig wird Nahinfrarotspektroskopie zur gleichzeitigen o-
der inline Detektion verfahrenstechnischer Prozesse ange-
wendet. Die dafiir notwendigen groBBen und teuren Geréte,
arbeiten zuverlassig in Laboren, sind fir vor-Ort-Anwen-
dungen jedoch nicht ausreichend robust oder prazise. Des
Weiteren sind sehr zeitaufwendige Datenauswertungen
notwendig [2,3].

Das hier eingesetzte Sensorkonzept dient der optischen
Detektion der Anderung der stofflichen Zusammensetzung
von Flissigkeiten. Dabei kommt ein kompaktes, plasmo-
nisch aktives Sensorsubstrat zum Einsatz, welches eine
Sensitivitat gegeniiber der oberflachennahen Brechzahlan-
derung des zu untersuchenden Mediums aufweist und kos-
tenglinstig herstellbar ist [4]. Darliber hinaus bietet ein sol-
ches Sensorsubstrat entsprechend der Herstellung und des
Sensoraufbaus die Mdglichkeit mehrere Parameter gleich-
zeitig zu detektieren.

FUr die selektive, parallele Parameterbestimmung bietet
die Anwendung von Stimuli-responsiven Hydrogelen einige
Vorteile. Zum einen sind Hydrogele kostenglinstig und ein-
fach in der Handhabung, zum anderen handelt es sich da-
bei um biokompatible Substanzen, die auch im medizini-
schen Bereich Anwendung finden [5]. Hydrogele sind drei-
dimensionale Polymernetzwerke, die in Folge eines Stimu-
lus groBe Mengen an FlUssigkeit absorbieren. Dieser Vor-
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gang ist reversibel, wobei die Fllssigkeit desorbiert wird so-
bald der Stimulus entfernt wurde [5,6]. Entsprechend &ndert
sich das Polymer-Flussigkeits-Verhaltnis wéhrend eines
Quell- bzw. Entquellvorgangs.

Mittels des plasmonischen Sensorsubstrats wird die
Brechzahl des Hydrogels nhyarogel detektiert, die von den
Brechzahlen von Polymeretzwerk npolymer und Analyt nanaiyt
sowie den gemaf Quellgrad vorliegenden Volumenanteilen
vi abhéangt (s. Glg. 1).

nHydrogel = nAnalyt * vAnalyt + nPolymer * UPolymer (1)

In diesem Beitrag werden erste Ergebnisse von Untersu-
chungen vorgestellt, die eine getrennte Messung der
Brechzahl des Analyts und der des Hydrogels verfolgen.
Dies erfolgt am Beispiel eines Ethanol-sensitiven Hydro-
gels zur Ermittlung von verschiedenen Ethanolkonzentrati-
onen. Die inline Detektion von Ethanol spielt unter anderem
in Fermentationsprozessen eine zentrale Rolle.

Zur gleichzeitigen Detektion der Hydrogel- und Analyt-
brechzahl wurden die Sensorsignale einer mit Hydrogel
funktionalisierten Messflache des plasmonischen Sen-
sorsubstrats und die einer nicht funktionalisierten Referenz-
flache ausgewertet und verglichen. Fir Echtzeitdetektionen
sind schnelle Ansprechzeiten wichtig, diese wurden hier
durch diinne Hydrogelschichten (ca. 4 um) mit zuséatzlicher
Mikrostrukturierung umgesetzt. Dariiber hinaus wurden re-
alitdtsnahe Bedingungen durch kontinuierlich flieBenden
Medien (Ethanollésungen) geschaffen.

Methoden und Materialien
Plasmonisches Sensorsubstrat

Das plasmonische Sensorsubstrat weist vier optisch sen-
sitive, nanostrukturierte Flachen (5x5 mm?) auf. Die Nano-
saulen sind hexagonal angeordnet, besitzen einen Durch-
messer von ca. 230 nm, einen Abstand von ca. 450 nm und
eine Hoéhe von ca. 150 nm. Die Herstellung erfolgt mittels
Nanoimprintlithographe unter Verwendung eines pContact-
Printers 4.1 (GeSiM mbH, GroBerkmannsdorf, Deutsch-
land). Als Substrat wurde eine Polymerfolie aus Cyclo Ole-
fin Polymer (COP) verwendet, da diese optisch transparent
und im Herstellungsprozess temperaturbestandig ist. Auf
den (COP)-Wafer wurde mittels Spincoater WS-650 (Lau-
rell Technologies Corporation, North Wales, USA) eine
Photoresist-Schicht (SU-8) aufgebracht und anschlieBend
mittels eines optisch transparenten Polydimethylsilo-
xan(PDMS)-Stempels, der das Negativ der gewinschten
Nanostruktur tragt, die Strukturen gepragt und mit UV-Licht
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gehartet. Dann erfolgte die Beschichtung mit 75 nm Gold
mittels Sputtercoater Q300T D (Quantum Design GmbH,
Darmstadt, Deutschland).

Die Goldbeschichtung der Nanosaulen ermdglicht eine
resonante Anregung von kollektiven Elektronenschwingun-
gen (Oberflachenplasmonen) an der Grenzflache zwischen
Metall (Gold) und Dielektrikum (Resist) durch direkt einfal-
lendes Licht [4,7]. Die Struktur wird durch eine breitbandige
LED beleuchtet. Das durch die Struktur transmittierte Licht
zeigt in Folge der Energieabsorption aufgrund der Anre-
gung von Oberflachenplasmonen ein Minimum im Trans-
missionspektrum (s. Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Transmissionsauf-
baus.

Die spektrale Position dieses Minimums (Resonanzwel-
lenlange) ist direkt proportional zur oberflachennahen
Brechzahl. Die Verschiebung der Resonanzwellenlange in
Folge der gednderten Brechzahl in der Umgebung der Na-
nosaulen wurde hier zur Detektion der Ethanolkonzentra-
tion verwendet.

Flusszelle

Um realitdtsnahe Messbedingungen in den Versuchen
abbilden zu kénnen, wurden die Untersuchungen unter
kontinuierlich strémenden Flissigkeiten durchgefiihrt. Hier-
fir wurde das zuvor hergestellte Sensorsubstrat mit einer
Folie beklebt, die mikrofluidische Kanale aufweist. Die Ka-
nale besitzen eine Hbhe von ca. 180 um und eine Breite
von ca. 2,5 mm. Um die eingangs beschriebene Uberlage-
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rung der Brechzahl des Analyten mit der des Hydrogels de-
tektieren zu kdnnen, wurden eine Messflache und eine Re-
ferenzflache verwendet (s. Abb. 2a). Die Messflache wurde,
wie folgend beschrieben, mit einem Ethanol-sensitiven
Hydrogel funktionalisiert und dient somit der Detektion der
Brechzahl des Gels. Als Referenzflache diente die reine
goldbeschichtete Nanostruktur zur Detektion der Flussig-
keitsbrechzahl.

Um spéter den Kanal abzudichten wurde nach der Funk-
tionalisierung der Messflache eine hydrophile Deckfolie
verwendet, die Locher fir Ein- und Auslass der durchstro-
menden Flissigkeit vorsieht.

Hydrogelfunktionalisierung

Zunachst wurde die Goldoberflache der Nanostruktur mit-
tels eines UV/Ozone ProCleaners (NanoAndMore GmbH,
Wetzlar, Deutschland) gereinigt und aktiviert. AnschlieBend
erfolgte zur kovalenten Bindung des Gels an die Oberflache
eine Funktionalisierung mit 1,3 mg Bisacrylolylcrystamin in
25vol%iger Dimethylsulfoxid-Lésung (ca. 12 h bei Raum-
temperatur).

Die Synthese einer Ethanol-sensitiven Hydrogelldsung
wurde entsprechend [8] durchgefiihrt und diese wie in [9]
beschrieben mit UV-Initiator versetzt.

Zum Polymerisieren und Strukturieren der Hydrogell-
sung wurde der pContactPrinter 4.1 (GeSiM mbH, GroBerk-
mannsdorf, Deutschland) eingesetzt. Um die Strukturierung
innerhalb des mikrofluidischen Kanals vornehmen zu kén-
nen, wurde ein zuvor hergestellter PDMS-Stempel mit einer
Stempelflache von 2x2mm? mit 2 um Parylene-C beschich-
tet. Die Polymerisierung von 0,5 pL der Hydrogelldsung er-
folgte unter UV-Licht flir 2 min. Die entstandene Hydrogel-
schicht wies eine Héhe von ca. 4 pm und Strukturelemente
von ca. 15x15 um? auf (s. Abb. 2b).

Nach der der Polymerisierung des Gels wird das Hydrogel
fir 24h in deionisiertem Wasser gewaschen und anschlie-
Bend mehrmals mit wechselnden Ethanolkonzentrationen
konditioniert.

Fluidisches Messsystem

Das in Abb. 3 gezeigte Sensorkonzept vereint sowohl flu-
idische als auch optische Komponenten. Mittels Spritzen-
pumpen der Fluideinheit (GeSiM mbH, GroBerkmannsdorf,

b)

Abb. 2: a) Sensorsubstrat mit mikrofluidischen Kanilen zur Detektion der Brechzahl des Hydrogels (Messfldche)
und der Fliissigkeit (Referenzfliache) b) Mikroskopbild eines mikrostrukturierten Hydrogels auf einer Nanostruktur.
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Deutschland) werden kontinuierlich 500 uL mit 3 uL/s der
zu untersuchenden Lésungen Uber die Sensorflachen ge-
fOhrt. Gleichzeitig kdnnen durch integrierte LEDs, Oberfla-
chenplasmonen auf den vier nanostrukturierten Flachen
angeregt werden. Die Verwendung eines fasergekoppelten
Spektrometers (Multitel, Mons, Belgien) ermdglicht die De-
tektion der Transmissionsspektren und die anschlieBende
Bestimmung der Minima mittels Fit einer Lorenz-Funktion.

~— Fluidanschlusse

LED’s
Sensorsubstrat mit
mikrofluidischen Kanalen

Optische Fasern

Spektrometer

Abb. 3: Schematischer Aufbau des Sensors mit optischen
und fluidischen Komponenten.

Ergebnisse

Zunachst wurden Ethanollésungen von 0 vol% bis 30
vol% mit aufsteigender Konzentration mit dem zuvor be-
schriebenen Sensoraufbau untersucht. Mittels automati-
sierter Resonanzwellenlangenbestimmung erfolgte die pa-
rallele Aufzeichnung der Sensorgramme von Mess- und
Referenzflache (s. Abb. 4). Dabei verschieben sich sowohl
die Resonanzwellenlange der Messflache als auch die der
Referenzflache in den roten Wellenldngenbereich.
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Abb. 4: Sensorgramme der Mess- und Referenzfléche fiir
Ethanolkonzentrationen von 0 bis 30 vol%

Mit aufsteigender Ethanolkonzentration entquillt das Hyd-
rogel und die im Polymernetzwerk enthaltene Fllssigkeit
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(Analyt) wird desorbiert. Die Brechzahl des Hydrogels wird
groéBer, da der Volumenanteil des gegeniiber der Fliissig-
keit hoherbrechenden Polymers steigt. Gleichzeitig erhdht
sich die Brechzahl des Analyten mit steigender Ethanolkon-
zentration. Mit der Messfléache wird die Brechzahlédnderung
des Hydrogels durch Anderung des Quellgrades in Uberla-
gerung mit der Brechzahlanderung des im Polymernetz-
werk enthaltenden Analyten (s. Glg. 1) detektiert. Zur Tren-
nung des Effekts der Brechzahlanderung durch einen
Quell- oder Entquellvorgang vom Effekt der Brechzahlan-
derung des Analyten muss folglich eine getrennte Detektion
erfolgen.

In weiteren Messreihen wurden Ethanolkonzentrationen
von 0 vol% bis 100 vol% untersucht. Zum Vergleich der
Mess- und Referenzflache wurden die Resonanzwellenlan-
gen der stationaren Zustande (20 Messwerte gemittelt) be-
stimmt und die Verschiebung gegeniiber der Resonanzwel-
lenlange fur deionisiertes Wasser (0 vol% Ethanol) ermit-
telt. Diese Verschiebung (gemittelt aus zwei Messreihen,
Fehlerbalken aus den Standardabweichungen) wurde tber
den Ethanolkonzentrationen aufgetragen (s. Abb. 5).
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Abb. 5: Verschiebung der Resonanzwellenlidnge von
Mess- und Referenzfliche fiir Ethanolkonzentrationen
von 0 bis 100 vol%.

Die Referenzkurve zeigt ein entsprechend [10] zu erwar-
tendes Verhalten. Die Brechzahl von Ethanol-Wasser-L6-
sungen zeigt bis ca. 75 vol% (41 mol% [10]) einen Anstieg
und ein anschlieBendes Abflachen. Die Anomalie solcher
Lésungen ist unter anderem auf starker auftretende inter-
molekularen Wechselwirkungen zwischen Ethanol- und
Wassermolekulen zurtickzufihren [10].

Der direkte Vergleich der Kurven von Mess- und Refe-
renzflache (s. Abb. 5) zeigt, dass diese anfangs einen ahn-
lichen Verlauf haben, aber mit steigender Konzentration
weiter voneinander abweichen. Das Ethanol-sensitive Hyd-
rogel entquillt mit aufsteigender Konzentration, somit ver-
liert der Anteil der Analytbrechzahl immer weiter an Ein-
fluss, aufgrund des kleiner werdenden Volumenanteils der
Flussigkeit. Die exakten Volumenanteile von Polymernetz-
werk und Analyt sind aus Abb. 5 nicht abzulesen und sind
daher Bestandteil zukunftiger Arbeiten.
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Diskussion

Die Verwendung von Sensorsubstraten mit plasmonisch
aktiven Flachen ermdglicht die parallele Detektion von
mehreren Parametern. Hier wurden Ergebnisse vorgestellt,
welche gleichzeitig die Brechzahl eines Ethanol-sensitiven
Hydrogels (Messflache) und die Brechzahl des untersuch-
ten Analyten (Referenzflache) unter kontinuierlich flieBen-
den Medien detektieren. Dabei wurde festgestellt, dass die
Brechzahl des Analyten Einfluss auf die Brechzahl des
Hydrogels hat. Dieser Einfluss wird kleiner je mehr das
Hydrogel entsprechend der Anwesenheit des Stimulus ent-
quillt. W&hrend des Entquellvorgangs wird der Volumenan-
teil der im Polymernetzwerk enthaltenen FlUssigkeit immer
kleiner, somit wird der Einfluss der Analytbrechzahl auf die
Brechzahl des Hydrogels ebenfalls kleiner. Die Verldufe der
Volumenanteile von Polymer und Flissigkeit im Hydrogel
wahrend eines Quell- bzw. Entquellvorgangs sind fir die
Kalibrierung zur Untersuchung von komplexen Medien ent-
scheidend und werden in zukinftigen Arbeiten untersucht.
Hier konnte zunéchst gezeigt werden, dass mit dem be-
schriebenen Sensorsystem eine getrennte Detektion mit
Mess- und Referenzflache méglich ist.

Zukunftig kénnen bis zu vier optisch sensitive Flachen
des plasmonischen Sensorsubstrats zur parallelen Detek-
tion der zu Uberwachenden Fllssigkeitsparameter genutzt
werden. Neben dem bereits angewendeten Ethanol-sensi-
tiven Hydrogel bietet sich fiir die Uberwachung von Fer-
mentationsprozessen ein Glucose-sensitives Hydrogel an.
Waéhrend der Fermentation von Glucose mit Hilfe von He-
fezellen wird Ethanol und Kohlenstoffdioxid gebildet. Die si-
multane Detektion der Ethanol- und Glucosekonzentration
sowie die Detektion der Analytbrechzahl mit der Referenz-
flache kann eine bessere Prozessliiberwachung bedeuten.
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