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Zusammenfassung: 

In dieser Arbeit wird die Herstellung eines Polymer-Mikroarray vorgestellt. Die dazu verwendeten Lö-
sungen der pH-sensitiven Polyvinylpyridine werden auf einer reaktiv beschichteten Goldoberfläche 
durch ein Mikropipettiersystem tropfenweise in Abständen von 290 µm auf 20 verschiedenen Messor-
ten abgesetzt. Mittels der Methode der Oberflächenplasmonenresonanz (SPR) werden pH-Wert-
Änderungen in sauren, wässrigen Lösungen auf dem Mikroarray detektiert. Die SPR-Methode erlaubt 
eine hochempfindliche und markierungsfrei optische Bestimmung der Brechungsindexänderung. Das 
Quellen und die Protonierung der Polymere führen zu messbaren Brechungsindexänderungen an der 
Sensoroberfläche. Das Mikroarray wird in einem mikrofluidischen Kanal eingesetzt, um pH-Werte 
kleiner als 5 in salzsauren Lösungen mittels SPR schnell zu detektieren. Jedes der Polymere zeigt 
einen bestimmten pH-Bereich, in dem es die höchste Sensitivität aufweist. 
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Einleitung 

Das Ziel der vorgestellten Arbeit ist die Entwick-
lung eines Verfahrens zur Herstellung eines 
Polymer-Mikroarrays, welches die optische pH-
Bestimmung in sauren wässrigen Lösungen 
ermöglicht. Das Sensorprinzip beruht dabei auf 
der Oberflächenplasmonenresonanz (SPR). Die 
SPR-Methode erlaubt eine sehr sensitive opti-
sche und markierungsfreie Messung der Bre-
chungsindexänderung an einer etwa 50 nm 
dicken Goldschicht [1]. Um dieses Prinzip nut-
zen zu können, müssen pH-sensitive Polymere 
auf der Goldoberfläche des SPR-Sensors im-
mobilisiert werden. Dafür sind Polymere mit 
basischen Gruppen als pH-Sonden geeignet. 
Hier werden Polyvinylpyridine verwendet, wel-
che über eine Poly(glycidylmethacrylat)-Schicht 
an die Goldoberfläche gebunden werden (Bild 
1). In sauren Lösungen werden Pyridingruppen 
protoniert. Diese Protonierung und das Quellen 
der Polymerschichten hat eine Änderung des 
Brechungsindex an der Sensoroberfläche zur 
Folge. Auf dieser Grundlage soll ein optischer 
pH-Sensor entwickelt werden, welcher ohne 
konventionelle pH-Elektroden betrieben werden 
kann (Bild 2).  
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Bild 1. Chemische Struktur ausgewählter Poly-
mere. P4VP - Poly(4-vinylpyridin), P2VP-R - Poly(2-
vinylpyridin) mit einem terminalen Rest R (R = H, 
COOH, SH), PGMA - Poly(glycidylmethacrylat). 
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Bild 2. Aufbau der Sensorschicht und Prinzip der 
pH-Antwort in HCl-Lösungen. Mit der Protonierung 
der Pyridingruppen werden Wasser und Chloridionen 
in der gequollenen Polymerschicht gebunden. 
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Dadurch ergeben sich wesentliche Vorteile 
gegenüber den elektrochemischen Methoden. 
Diese Vorteile betreffen beispielsweise die Mi-
niaturisierung sowie die Messung bei extremen 
pH-Werten und bei geringen Ionenstärken der 
Probenlösungen [2]. Weiterhin wird ein mikro-
fluidischer Kanal verwendet, um die Messung 
zu beschleunigen und um das gebrauchte Pro-
benvolumen deutlich unter 1 ml zu halten. Das 
verwendete SPR-Spektrometer erlaubt die 
Auswertung eines Mikroarrays unterschied-
licher Polymere mit Sensitivitäten in spezifi-
schen pH-Bereichen. Dadurch kann in einem 
weiten pH-Bereich gemessen werden. 

Material und Methoden 

SPR-Chip und SPR-Spektrometer 

Der Aufbau des verwendeten SPR-Systems 
(capitalis technology GmbH, Germany) wurde 
bereits in früheren Publikationen beschrieben 
[3, 4]. Diese Plattform verwendet transparente 
Chips (76 mm × 26 mm × 4 mm) aus einem 
Cyclo-Olefin-Copolymer (COC) mit integrierten 
Mikrolinsen und einer 50-nm dicken Gold-
schicht mit einer effektiven Sensorfläche von 
3 mm × 9 mm. Ein eindimensional aufgelöstes 
Array von streifenförmigen Sondenorten der 
Sensorfläche wird ausgewertet. Die Ver-
schiebungen der Reflektivitätsminima im win-
kelaufgelösten Spektrum werden als SPR-
Signale aufgezeichnet. Die SPR-Signale, ange-
geben in Pixel einer CCD-Kamera, sind die 
Verschiebungen der Minima des reflektierten 
Lichtes im Winkelspektrum. Die Lage dieser 
Minima wird simultan als Mittelwert über die 
Länge eines streifenförmigen Sondenortes re-
gistriert. Als Mikrokanal wird ein temperierbares 
Mikrofluidik-System mit einem Mikrokanal aus 
Polydimethylsiloxan verwendet. Dieser Kanal ist 
300 µm hoch und 3 mm breit. Die Flüssigkeiten 
werden mittels einer Spritzenpumpe durch den 
Mikrokanal über die Sensoroberfläche ge-
pumpt. 

Immobilisierung der Polymere 

Die Goldschicht des SPR-Sensors wird durch 
Überschichten mit einer wässrigen Lösung von 
10 mM Cystamindihydrochlorid funktionalisiert. 
Cystamin bindet über die Disulfidgruppe an 
Gold und stellt Aminogruppen zur Verfügung, 
indem es eine selbstorganisierende Mono-
schicht (SAM) bildet. Eine Schicht, bestehend 
aus Poly(glycidylmethacrylat) mit einer durch-
schnittlichen Molmasse von 18 kg/mol (PGMA), 
wird auf der Cystamin-SAM immobilisiert, wobei 
die Glycidylgruppen des PGMA mit den Amino-
gruppen des SAM reagieren können. Dazu 
werden 40 µl einer 10 g/l PGMA-Lösung in Ace-
ton auf die Cystamin-SAM pipettiert und 1 h bei 
110 °C im Vakuumofen inkubiert und unge-

bundenes PGMA wird danach durch Spülen mit 
Aceton entfernt. 

Die Polymere aus Tabelle 1 werden durch ein 
Mikropipettiersystem (sciFLEXARRAYER S3, 
SCIENION AG) auf die PGMA-Schicht aufge-
tragen. Dabei werden Tropfen mit einem Volu-
men von etwa 100 pl abgesetzt. 

Tabelle 1: pH-sensitive Polymere auf dem Mikro-
array. M - Massenmittel der Molmasse in kg/mol. 

Polymer Abkürzung M 

Verzweigtes Polyethy-
lenimin 

PEI 25 

Poly(4-vinylpyridin) P4VP 60 kDa 60 

Poly(2-vinylpyridin) mit 
terminaler Thiolgruppe 

P2VP-SH      
3 kDa 

3 

Poly(2-vinylpyridin) mit 
terminaler Car-

boxylgruppe 

P2VP-COOH 
41 kDa 

41 

Poly(2-vinylpyridin) P2VP 41 kDa 41 

Poly(2-vinylpyridin) P2VP 38 kDa 38 

Die pH-sensitiven Polymere liegen in einer 
wässrigen Lösung mit 10 % Ethanol und 1 g/l 
Polymer vor. Die Tropfenerzeugung in den pie-
zogesteuerten Kapillaren wird durch Variation 
der Spannung und Pulsdauer optimiert (Bild 3). 
Die optimierte Spannung beträgt 71 V und die 
Pulsdauer 56 µs.  

   

Bild 3. Optimierung der Parameter zur Abgabe der 
Polymerlösungen. Links: Spannung und Pulsdauer 
sind zu klein; Gasbläschen bilden sich; keine Trop-
fenbildung. Mitte: Spannung zu hoch; mehrere Trop-
fen mit schlecht definierter Flugbahn. Rechts: Sym-
metrischer Tropfen: ≈ 100 pl, Spannung: 71 V, Puls-
dauer: 56 µs. 

Weil die Polymere gerätebedingt in streifenför-
migen Sondenorten aufgebracht werden müs-
sen, wird die Immobilisierung in zwei Durchläu-
fen realisiert. Zunächst werden die Tropfen in 
einem Abstand von 80 µm innerhalb eines 
Sondenortes abgesetzt. Anschließend wird im 
zweiten Durchlauf um 40 µm versetzt, um mög-
liche Lücken zu schließen. Der Abstand zwi-
schen den Sondenstreifen beträgt 290 µm. Es 
werden 7 unterschiedliche Lösungen im Mikro-
array in vier Blöcken von links nach rechts auf-
getragen: 
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1) 10 % Ethanol in Wasser, 2) PEI, 3) P4VP 60 
kDa, 4) P2VP-SH 3 kDa, 5) P2VP-COOH 
41 kDa, 6) P2VP 41 kDa, 7) P2VP 38 kDa. Auf 
dem ersten Block sind je Pipettierposition 1, auf 
dem zweiten 2, auf dem dritten 3 und auf dem 
vierten 4 Tropfen der jeweiligen Lösung abge-
setzt (Bild 4). Anschließend wird das Mikroarray 
30 min bei 110 °C im Vakuumofen inkubiert. 

1. Durchlauf 

 
2. Durchlauf 

 

Bild 4. Aufbaus des Polymer-Mikroarrays mittels 
eines Mikropipettiersystems. Sichtbar sind 4 × 6 
vertikale streifenförmige Rückstände der Polymer-
lösungen; von links nach rechts: 1) 10 % Ethanol in 
Wasser (keine sichtbaren Rückstände), 2) PEI, 3) 
P4VP 60 kDa, 4) P2VP-SH 3 kDa, 5) P2VP-COOH 
41 kDa, 6) P2VP 41 kDa, 7) P2VP 38 kDa. Tropfen-
anzahl pro Position und Block von links nach rechts: 
1, 2, 3 bzw. 4 Tropfen. Abstand der Tropfenposition 
innerhalb der Streifen: 80 µm (37 Tropfenpositionen), 
zwischen unterschiedlichen Streifen 290 µm. Im 
zweiten Durchlauf wird der Absatzpunkt um 40 µm 
vertikal versetzt. 

SPR-Messung  

Zu Beginn der Messung wird der SPR-Chip mit 
einer wässrigen Lösung von 100 mM HCl ge-
spült, um ungebundene Polymere zu entfernen 
und ein stabiles SPR-Signal zu erhalten. An-
schließend werden Lösungen mit unterschiedli-
chen HCl-Konzentrationen über das Mikroarray 
gepumpt. Die pH-Werte liegen zwischen 0,75 
und 4,20. Das Probenvolumen beträgt 200 µl 
und die Flussrate 7,7 µl/s. Die SPR-Signale bei 
25 °C werden für jede Lösung über einen Zeit-
raum von 2 min gemittelt. Die Referenzierung 
der Signale erfolgt durch Subtraktion der Signa-
le, die von Referenzsondenorten stammen, auf 
denen PGMA ohne pH-sensitive Polymere im-
mobilisiert ist. 

Ergebnisse und Diskussion 

Eine stabile Immobilisierung der pH-sensitiven 
Polymere auf der Goldoberfläche eines SPR-
Chips wurde durch eine vorherige reaktive 
Funktionalisierung gewährleistet. Dies konnte 

anhand der gut reproduzierbaren und stabilen 
SPR-Signale verifiziert werden. Die chemische 
Anbindung des PGMA und der Polyvinyl-
pyridine war somit erfolgreich. Welche chemi-
sche Reaktion dabei stattfindet, konnte nicht 
direkt nachgewiesen werden. Aus der Literatur 
ist jedoch bekannt, dass sowohl Amino-, Thiol- 
und Carboxylgruppen als auch Pyridin-Reste 
bei höheren Temperaturen mit Glycidylgruppen 
reagieren können [5, 6]. 

Um Polymere in einem Mikroarray anzuordnen, 
wurden zunächst die notwendigen Parameter 
für die Tropfenabgabe mittels piezoelektrisch 
gesteuerter Kapillarspitzen bestimmt (Span-
nung: 71 V, Pulsdauer: 56 µs). Diese Tropfen 
haben unterschiedliche Kontaktwinkel auf der 
Chipoberfläche und ergeben dadurch unter-
schiedliche Kontaktdurchmesser. In Bild 4 ist 
erkennbar, dass, obwohl 37 Tropfen im ersten 
Durchlauf und Block abgesetzt wurden, deutlich 
weniger getrennte Bereiche der Rückstände 
innerhalb eines Streifens feststellbar sind. Die-
ses lässt sich dadurch erklären, dass der Kon-
taktdurchmesser der Tropfen größer ist als der 
Abstand der Tropfenpositionen von 80 µm. 
Somit vereinigen sich die Tropfen während des 
Pipettierens. Wie mobil die Tropfen auf der 
Oberfläche sind, wird vor allem durch die Vis-
kosität der Lösung, die Benetzbarkeit auf der 
Oberfläche und daher durch das gelöste Poly-
mer bestimmt. Folglich ergibt sich für eine be-
stimmte Polymerlösung eine charakteristische 
Oberflächenmorphologie der Rückstände. So 
können die Polymere P4VP 60 kDa, P2VP 
41 kDa und P2VP 38 kDa gut zur Herstellung 
streifenförmiger Sondenorte genutzt werden. 
PEI ist unter den getesteten Bedingungen un-
geeignet und konnte keine nutzbaren SPR-
Signale liefern. Die abgesetzte Polymermenge 
ist ebenfalls ein wichtiger Parameter. Das wird 
dadurch bestätigt, dass gut auswertbare Signa-
le der anderen 5 Polymere vom dritten Block 
mit 3 Tropfen pro Position erhalten werden. Die 
entsprechenden SPR-Signale in Abhängigkeit 
vom pH-Wert sind in Bild 5 dargestellt. Auf allen 
Sondenorten sinkt das SPR-Signal mit steigen-
dem pH-Wert, außer auf dem von P2VP 41 
kDa. Auf der Schicht von P2VP 41 kDa läuft 
das SPR-Signal durch ein Minimum bei pH ≈ 3 
und das Signal ist zwischen pH 2,3 und 3,8 
negativ. Daher kann man von einer Verdün-
nung bzw. einem Quellen der Polymerschicht 
ausgehen. Das führt zur Erniedrigung des ef-
fektiven Brechungsindex an der Sensoroberflä-
che und damit zu geringeren SPR-Signalen. 
Der Signalanstieg bei weiterer Erhöhung der 
HCl-Konzentration und damit einer Senkung 
des pH-Wertes lässt sich durch die Einlagerung 
des HCl in der Polymerschicht erklären. Die 
Erhöhung der HCl-Konzentration führt zu höhe-



	 12. Dresdner Sensor-Symposium 2015	 277

DOI 10.5162/12dss2015/P7.14

ren Brechungsindices und höheren SPR-
Signalen. 
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Bild 5. SPR-Signale in Abhängigkeit vom pH-Wert 
einer HCl-Lösung auf verschiedenen Polymer-
schichten des Mikroarrays (3. Block von links, Bild 4). 

Die pH-Sensitivität, in Form des Signalanstiegs 
mit steigender HCl-Konzentration, unter-
scheidet sich zwischen den Polymeren. P4VP 
60 kDa und P2VP 41 kDa mit den größten 
Molmassen zeigen hohe SPR-Signale und ei-
nen großen sensitiven Bereich von pH 0,75 bis 
3. Schichten mit P2VP 41 kDa zeigen eine hö-
here Steilheit der pH-abhängigen SPR-Signale. 
Auf Messflächen mit P2VP-COOH 41 kDa ist 
der pH-sensitive Bereich zu niedrigeren pH-
Werten verschoben, was auf eine veränderte 
Struktur der Schichten oder möglicherweise 
den Einfluss des sauren Charakters der Car-
boxylgruppe hinweist. Dies zeigt sich auch im 
Vergleich mit Schichten des P2VP 38 kDa mit 
einer etwas niedrigeren Molmasse. Bei der 
wesentlich geringeren Molmasse von P2VP-SH 
3 kDa sind die SPR-Signale entsprechend viel 
geringer, weil davon ausgegangen werden 
kann, dass weniger HCl durch die Schicht auf-
genommen wird [7], da die effektive Konzentra-
tion der protonierbaren Pyridingruppen an der 
Sensoroberfläche geringer ist. Dies beeinflusst 
auch die Lage des pH-sensitiven Bereiches, 
welcher von der Zugänglichkeit der Pyridin-
gruppen abhängt. Bei besser zugänglichen 
Gruppen, wie z. B. bei P4VP 60 kDa im Ver-
gleich zu P2VP 41 kDa, verschiebt sich der pH-
sensitive Bereich zu höheren Werten [2]. 

Schlussfolgerungen und Ausblick  

Es wurde ein Verfahren entwickelt, mit der es 
möglich ist, Polymer-Mikroarrays auf Goldober-
flächen herzustellen. Dabei wurden Polymerlö-
sungen tropfenweise in Abständen von 290 µm 
auf gesonderten Messorten mit einem Mikropi-
pettiersystem abgesetzt. Mit den getesteten pH-
sensitiven Polymeren, den Polyvinylpyridinen 
mit unterschiedlichen Molmassen und termina-
len funktionellen Gruppen, wurden Messungen 
auf SPR-Chips durchgeführt. Es wurde gezeigt, 
dass die pH-Sensitivität auf Schichten mit höhe-

ren Molmassen größer ist, als bei Schichten mit 
Polymeren geringerer Molmasse. Dabei sind 
die Protonierung und die HCl-Aufnahme in den 
Polymerschichten entscheidend für die Höhe 
der gemessenen SPR-Signale. Außerdem be-
einflusst die chemische Struktur eines Polymers 
die SPR-Signalhöhe und die Lage des pH-
sensitiven Bereiches. Das hergestellte Mikro-
array zeigt eine pH-Sensitivität über einen wei-
ten pH-Bereich in HCl-Lösungen von pH 0,75 
bis pH 3. Zukünftig soll die Immobilisierung der 
Polymere noch homogener gestaltet werden 
sowie Polymere mit anderen basischen und 
sauren Gruppen sollen getestet werden. 
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