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Kurzfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fluoreszente pH-Sensormatrizen in mikrofluidische Reaktoren
integriert und deren pH-Sensitivitat untersucht. Zur on-chip pH-Detektion wurde die Methode des Dual
Lifetime Referencing (DLR) im mikroskopischen Malstab basierend auf ratiometrischer Aufnahme
von Fluoreszenzlebenszeiten mithilfe geeigneter Indikator- und Referenznanopartikel im
Mikromalstab angewandt. Daflir wurde die Sensormatrix mittels Rotationsbeschichtung in einen Glas-
Polymer Hybridchip eingebracht. Darlber hinaus wurde das Sensorsystem kovalent an eine
nanopordse Glasmembran gebunden, um deren vorteilhafte Oberflachenbeschaffenheit zu nutzen.
Die Mikrochips sollen zur Entwicklung eines enzymatischen Mikrobiosensors verwendet werden,
welcher zur schnellen und mobilen Uberwachung von Pestiziden (ber die lokale pH-Anderung

geeignet ist.

Schliisselwoérter: fluoreszenter pH Sensor, Mikroreaktor, Lumineszenzlebenszeitmessung,
indikatorversetzte Nanopartikel, nanoporése Glasmembran.

Einleitung

Die Verwendung von Pestiziden auf und in
Lebensmitteln wird durch zahlreiche EU-
Vorschriften geregelt. Diese mitunter
hochtoxischen Substanzen sind dennoch sehr
stark verbreitet. Die Aufnahme in den
menschlichen Koérper kann Uber verschiedene
Wege, wie beispielsweise durch Inhalation,
Hautkontakt oder Uber die Nahrungsaufnahme,
erfolgen. Aufgrund dessen sind die Kontrolle
und Einhaltung von bestimmten Grenzwerten
fur  Pestizde und deren  Rickstéande
unerlasslich. Bisher erfolgten diese Kontrollen
mithilfe zeitaufwendiger und kostenintensiver
Messverfahren. Da viele Pestizide, welche fir
den Menschen ein besonderes
Gefahrenpotential darstellen, auf der Inhibition
des Enzyms Acetylcholinesterase (AChE)
basieren, sind enzymatische Sensoren von
groRer Bedeutung auf dem Weg zur schnellen
und lokalen Uberwachung von Pestiziden.

Enzymatische = Biosensoren  nutzen die
evolutionar entwickelte Selektivitat natlrlicher
oder biotechnologisch hergestellter

Makromolekile fir die Echtzeitanalytik vieler
Substanzen und sind deshalb unter anderem

far die flexible Umwelt- und
Nahrungsmitteliberwachung  von  grof3em
Interesse. Die auf das Enzym AChE

basierenden Biosensoren nutzen die Anderung
des pH-Wertes als Folge der Inhibition. Diese
pH-Anderung kann online und in Echtzeit
mithilfe  optischer, fluoreszenter Sensoren
detektiert werden. Die Untersuchung des
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lokalen pH-Wertes mittels solcher Sensoren
ermoglicht eine hohe rdumliche Auflésung und
Prazision. Die Miniaturisierung fluoreszenter
Sensoren bietet dabei verschiedene Vorteile.
Allen voran steht der geringe Verbrauch an
Reagenzien und daraus resultierend eine
effiziente Okonomie. Weiterhin kénnen, durch
Systemintegration und Miniaturisierung in
Mikrochips, die Aufarbeitungs- und
Analysezeiten von Umweltproben deutlich
verkirzt werden. Ein weiterer Vorteil liegt auch
in der potenziellen Portabilitédt eines solchen
Analysesystems. Hierzu sind jedoch
Herausforderungen in der Fabrikations- und
Detektionstechnologie zu bewaltigen, um eine
effiziente Analytik im Mikromalstab
durchfiihren zu kénnen.

Sensorpraparation

Zur ratiometrischen pH-Detektion wurden zwei
verschiedene Lumineszenzfarbstoffe
verwendet. Da das Messprinzip auf der
Referenzierung der Farbstoffe zueinander
beruht, muassen diese bestimmte
Anforderungen erfillen. Dafir wird ein
kurzlebiger, pH-sensitiver Fluorophor bendtigt,
dessen Emissionsintensitét bzw.
Lumineszenzlebenszeit zu einem langlebigen,
nicht pH-sensitiven Fluorophor referenziert wird
[11. Eine weitere Voraussetzung ist die
spektrale Uberlappung, um eine gleichzeitige
Anregung und  Detektion der beiden
Fluorophore zu ermdéglichen. Als pH-sensitives
Fluorophor wurde das Fluoresceinderivat 5-(6)-
Carboxyfluorescein verwendet, als
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Referenzfarbstoff Ruthenium-tris-
phenanthrolin-dichlorid (Abb.1 a) und b)). Die
Fluorophore wurden in nanopartikulare Form
gebracht. Das pH-sensitive Fluorophor wurde

modifiziert und mithilfe von
Tetraethylorthosilikat (TEOS) von  einer
Silikathille umschlossen [2]. Der
Referenzfarbstoff wurde in Polyacrylnitril

(PAN) eingebracht [3]. Zur Herstellung der
Beschichtungslésung wurden beide
Partikeltypen jeweils in 1 % (w/w) Konzentration
in das Hydrogel Polyhydroxyethylmethacrylat
(PHEMA) gebracht und in Ethanol/Wasser 9:1
(w/w) in den mikrofluidischen Kanal eingebettet.
Die Charakterisierung der  Sensorschicht
erfolgte mittels Britton-Robinson-Puffern (40
mM H;BO;, 40 mM H3;PO, und 40 mM
CH3;COOH, pH 2-11).

Experimenteller Aufbau
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Abb. 1. Chemische Strukturen der  beiden
verwendeten Farbstoffe zur Nanopartikelherstellung
a) pH-sensitiver Fluorophor Carboxyfluorescein mit
kurzer Fluoreszenzlebenszeit und b) Referenz (1,10-
phenanthrolin) Ruthenium (11) mit langlebiger
Lumineszenzemission und c) Spektrum der beiden
Farbstoffe mit den verwendeten Filtern.

Abb. 2.: a) Schematische Zeichnung des Messaufbaus, b)Mikrofluidischer Chip zur pH Sensorik, c)
Veranschaulichung des mikrofluidischen Kanals mit integrierten lumineszenten Nanopartikeln, d) Diagramm der
Messmethodik

Fir die sensitive und selektive Detektion der
Mikrosensoren  wurde ein  Messaufbau
entwickelt (Abb. 2). Dieser ermdglicht mittels
LEDs als Lichtquellen, Photomultiplier (PMT)
sowie eines Signalverstarkers mikroskopische
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Lumineszenzlebenszeitmessungen  in  der
Frequenzdomane.
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Ergebnisse

Die lumineszenten Partikel wurden zun&chst
mit einer Konzentration von 1 mg/mL in eine
Polymermatrix aus pHEMA eingebettet und mit
Hilfe eines Fluorometers auf ihre pH-Sensitivitét
untersucht. Dazu wurde das dotierte Polymer
auf eine PET-Tragerfolie aufgetragen welche in
einer Kuvette mit Britton-Robinson-Puffern
unterschiedlicher pH-Werte versetzt wurde,
(Abb. 3). Es konnte eine signifikante pH-
Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat des
Carboxyfluoresceins festgestellt werden,
wohingegen die Fluoreszenzintensitdt des
Ruthenium-Komplexes bei unterschiedlichen
pH-Werten unveranderlich blieb.

Carboxyfluorescein
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Abb 3. Fluoreszenzspektren der synthetisierten,
lumineszenten Nanopartikel eingebettet in
Polyhydroxyethylmethacrylat (poHEMA)

Die Nanopartikel in pHEMA wurden in ein
photolithographisch hergestelltes
mikrofluidisches System (Kanaldimension: 200
pm x 100 pm), bestehend aus Glas und dem
Photopolymer NOA81 gebracht (Abb. 2 b)).
Dazu wurde der Mikrokanal mit einer
Beschichtungsuspension, bestehend aus den
Farbstoffpartikeln in 5% pHEMA in einem 9:1
Ethanol/Wasser Gemisch, durch Kapillarkrafte
beflllt. Nach Verdampfen des L&sungsmittels
blieb das dotierte Polymer im Kanal zurtick. Zur
pH-Wert Messung wurde der mikrofluidische
Kanal mit Britton-Robinson-Puffer
unterschiedlicher pH-Werte durchspilt und
jeweils der  Phasenwinkel bei einer
Modulationsfrequenz von 45 kHz
aufgenommen. Wie in Abb. 4 ersichtlich,
erfolgte eine starke  Anderung des
Phasenwinkels des emittierten Lichts der
mikrochipintegrierten Sensorschicht von 27 °
bei pH 3 auf 18 ° bei pH 10. Der durch den pKs-
Wert der Sensormatrix definierte Arbeitsbereich
des Mikro-pH-Sensors liegt im Bereich von ca.
pH 5 bis 9 mit einem pKs im Bereich des
physiolologischen pH-Wertes bei 7,1.
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Abb 4. pH-Abhéngigkeitsuntersuchung des

Phasenwinkels der Farbstoffpartikel in 5% pHEMA ,
im Mikrochip. Agx: 420-480 nm, Agm: > 515 nm

Als alternativer Ansatz wurden die fur die DLR-
Detektion verwendeten Nanopartikel direkt auf
einer in den Mikrochip integrierten nanopordsen
Glasmembran (durchschnittliche Porengréfe:
60 nm) immobilisiert (Abb. 5). Dafiir wurde
sowohl die Membran als auch die
lumineszenten  Partikel mit Hilfe des
Silanisierungsmittels 3-
Aminopropyltriethoxysilan oberflachen-
modifiziert, um eine kovalente Anbindung zu
ermdglichen. Die Anbindung erfolgte im
Vakuum (Exsikkator: 600 mbar) fir eine Stunde
in PBS Puffer (phosphate buffered saline, pH
7.4).

Abb 5. Modifikation der nanoporésen
Glasmembran mit a) den pH-sensitiven Partikeln
(SICF NP)und b) den Referenzpartikeln (Ru(phe)3
PAN/Carbox)

Nach der kovalenten Anbindung beider Partikel
auf einer Membran (Abb. 6a) wurde die
Abhangigkeit des Phasenwinkels vom pH-Wert
mit Britton-Robinson-Puffer untersucht (Abb.
6b). Die Flussrate betrug 200 pyL/min, die
Anregungswellenlange lag im Bereich von 420
bis 480 nm und die Emission wurde ab 515 nm
aufgenommen .Der pKs-Wert des Systems
wurde zu 6,22 festgestellt.
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Abb 6. a) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme
einer nanoporésen Glasmembran modifiziert mit pH-
sensorischen Nanopartikeln, b) pH-
Abhéngigkeitsuntersuchung des  Phasenwinkels
hervorgerufen an einer modifizierten nanoporésen
Glasmembran im Mikroreaktorchip
(Modulationsfrequenz 45 kHz, Aexc: 420-480 nm, Aem:
>515 nm).

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl pH-
sensitive, fluoreszente Nanopartikel, als auch
pH-insensitive  Referenzpartikel synthetisiert.
Diese Partikel wurden in eine
Polyhydroxyethylmethacrylatmatrix integriert
und in Kanéle eines mikrofluidischen Chips
eingebracht sowie an eine im Mikrochip
integrierte nanoporése Glasmatrix gebunden.
Die pH-Aufnahme erfolgte Uber
Lumineszenzlebenszeitmessungen in  der
Frequenzdoméne. Es konnte gezeigt werden,
dass mit diesen Sensormatrizen eine online
Uberwachung des lokalen pH-Wertes in
mikrofluidischen Kanalen méglich ist.

Ausblick

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit soll ein
enzymatischer  Mikrobiosensor  entwickelt
werden, welcher sich zur schnellen und mobilen
Uberwachung von Pestiziden eignet. Die
Detektion von Pestizidriickstdnden soll dabei
Uber die Aktivitdt des Enzyms AChE durch die
lokale pH-Anderung erfolgen. Dafirr soll das
Enzym mit Hilfe eines Linkers kovalent an eine
nanopordse Glasmembran gebunden werden
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und die so modifizierte Membran in einen
mikrofluidischen Chip integriert werden (Abb.
7).

Abb 7. Schematische Darstellung eines
mikrofluidischen Chips zur Detektion von Pestiziden
und deren Riicksténden.

Die Echtzeitanalytik vieler Substanzen mithilfe
solcher enzymatischer Biosensoren ist unter
anderem fir die flexible Umwelt- und
Nahrungsmitteliberwachung  von  grof3em
Interesse.
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