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Einleitung

Biokompatible und biodegradierbare Materialien ha-
ben ein enormes Einsatzpotential im Bereich der Me-
dizintechnik, z.B. bei der Entwicklung von biomedizi-
nischen Sensoren, Drug Delivery-Sytemen oder beim
Tissue Engineering [1]. Auf Grund ihrer einzigartigen
Charakteristika, d.h. insbesondere die gute mechani-
sche Stabilitat bei gleichzeitig geringem Risiko einer
Ausldésung von Entziindungsreaktionen im Korper, ist
bei vielen medizinischen Fragestellungen die Ver-
wendung eines solchen Materials von hohem Inte-
resse.

Ein vielversprechender Ansatz fur die Entwicklung ei-
nes Biosensors fur den Einsatz in der Medizin ist die
Verwendung von Seide des Seidenwurms Bombyx
mori. Seide ist eine altbekannte tierische Naturfaser,
die durch ihre einstellbare biologische Abbaubarkeit
und ihre herausragenden mechanischen Eigenschaf-
ten eine Renaissance in der modernen Technik erfah-
ren hat [2]. Das Fibroinprotein ist wasserléslich und
kann daher in verschiedenen Strukturen (z.B. als
Schwamm, Membran, Gel, Pulver) hergestellt werden
[3]. Der Degradationsprozess der Seide ist unter an-
derem von der Architektur und der Morphologie der
regenerierten Proteinstrukturen abhangig und wird
Uber proteolytische Enzyme wie Kollagenase, Kera-
tinase und Elastase gesteuert [4—6].

In der Literatur werden bereits verschiedene Senso-
ren basierend auf Seidenfibroin beschrieben. Mittels
Graphen-Elektrode, aufgebracht auf einem Zahn,
konnten beispielsweise Staphilococcus aureus-Infek-
tionen und andere Bakterien nachgewiesen werden
[2].

In dieser Arbeit wurde ein ,Proof-of-Concept“-Bio-
sensorexperiment erarbeitet, um das zukunftige Po-
tential der seidenbasierten Sensorik zu verdeutli-
chen: Durch die geschickte Kombination von Dunn-
schicht- und Dickschichttechnologien, zur Herstel-
lung von Platin-Arbeits- und Platin-Gegenelektroden

15. Dresdner Sensor-Symposium 2021

bzw. Ag/AgCIl-Quasi-Referenzelektroden, wurden fle-
xible Biosensoren auf Basis von biologisch abbauba-
rem Seidenfibroin entwickelt. Die Sensoren, verkap-
selt in biokompatiblem Silikon, wurden am Beispiel ei-
nes Glukosebiosensors mit dem Enzym Glukose-Oxi-
dase untersucht. Die Funktionsfahigkeit des Sensors
konnte durch erfolgreiche Glukosemessungen in Puf-
fer- und in Ringerlésung demonstriert werden. Degra-
dationstests des Fibroinsubstrats mit Platin-Elektro-
den wurden ebenfalls durchgefihrt.

Methoden und Materialien

Fur die Herstellung des Fibroinsubstrats wurden Sei-
den-Kokons (Bombyx mori) zur Proteinextraktion
(Cantiere della Provvidenza, Italy) genutzt. Glycerin
und Ethanol wurden von VWR International (Belgien)
gekauft. Natriumcarbonat wurde von AppliChem
GmbH (Deutschland) erworben und Calciumchlorid
von Merck KGaA (Deutschland).

Zur Herstellung der Enzymmembran mittels Querver-
netzer wurde Glutaraldehyd, Rinderserum-Albumin
(BSA), Glycerin, das Enzym Glukose-Oxidase (GOX,
EC 1.4.4., von Asperqgillus niger) sowie die Puffer-
komponenten (Mononatriumphosphat und Dinatri-
umphosphat) von Sigma-Aldrich (USA) bestellt. Rin-
gerlésung (8,6 g/L NaCl, 0,3 g/L KCI, 0,33 g/L CaCl2
» 2H20) wurde von Bernburg (Deutschland) gekauft.
Zur Herstellung der Quasi-Referenzelektrode wurde
eine Ag/AgCl-Paste der Firma DuPont (GrofRbritan-
nien) erworben. Zur Verkapselung wurde das bio-
kompatible Zweikomponenten-Silikon ECOFLEX
0030 von KauPo Plankenhorn e.K. (Deutschland) ge-
kauft. Diese beiden Komponenten wurden in einem
1:1 Verhaltnis gemischt und fir 3 min vor Nutzung
entgast.

Die detaillierte Herstellung des Fibroinsubstrats kann
in [7] nachgelesen werden. Zusammengefasst wurde
die 4% (w/v) Fibroinldsung mit Glycerol/Ethanol
(50:50 (v/v)) gemischt, um eine 50% Fibroinzusam-
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mensetzung zu erhalten. Zur Herstellung der Sub-
stratstruktur wurde die Fibroinzusammensetzung auf
einem Silizium-Wafer als Trager aufgegossen und fir
24 h bei 21 °C getrocknet. Das finale Fibroinsubstrat
hatte eine Dicke von 200 um, auf das dann die Sen-
sorstrukturen abgeschieden werden konnten.

Der Sensorchip, bestehend aus Arbeits-, Referenz-
und Gegenelektrode, wurde mittels Dick- und Dinn-
schichttechnologien hergestellt. Die Platin-Arbeits-
elektrode und -Gegenelektrode wurden unter Rein-
raumbedingungen mittels Dunnschichttechnologie
prozessiert. Zunachst wurde eine 20 nm Titanschicht
mittels Elektronenstrahlverdampfung aufgebracht,
gefolgt von einer 200 nm dicken Platinschicht mittels
Schattenmaske. Der finale Wafer mit den 15 mm x
15 mm Chips ist in Abb. 1 a) dargestellt. Jeder Sen-
sorchip besteht aus vier Platinelektroden, wobei zwei
als Arbeits- und zwei als Gegenelektrode fir die am-
perometrischen Messungen genutzt wurden. Die Pla-
tin-Arbeitselektrode wurde mit einer Enzymmembran
zur Detektion von Glukose modifiziert. Der Enzym-
membrancocktail bestand aus 20 pL Glukose-Oxi-
dase (4 U/uL), 40 puL BSA (10%) und 40 pL Glutaral-
dehyd (2%)/Glycerin (10%). Alle Komponenten wur-
den unmittelbar vor Gebrauch zubereitet und in Phos-
phatpuffer (PBS, 10 mM, pH 7,4) gel6st. Der finale
Enzymcocktail wurde mit den folgenden Volumenver-
haltnissen hergestellt: 1-2-2 (Enzym-BSA-Glutaralde-
hyd/Glycerin) [8]. Es wurden 4 pL mit 3,2 U GOX des
Enzymmembrancocktails auf die Platin-Arbeitselek-
trode (Durchmesser von 2 mm) pipettiert und fur 2 h
bei Raumtemperatur getrocknet.

a)

Pt-Dinnschichtsensor

Fibroinsubstrat

b)

Ag/AgCI-Quasi-RE

Fibroinsubstrat

Abb. 1: Lichtmikroskopieaufnahmen a) des 4-Zoll Fibro-

insubstrats mit den Platin (Pt)-Diinnschichtelektroden her-

gestellt mittels Diinnschichttechnologie und b) des 4-Zoll

Fibroinsubstrats mit den Ag/AgCl-Quasi-Referenzelektro-
den hergestellt mittels Dickschichttechnologie.

Die Ag/AgCl-Quasi-Referenzelektrode wurde mittels
Dickschichttechnologie hergestellt. Die Ag/AgCl-
Paste wurde Uber eine Schablone auf das Fibroin mit-
tels Dickschichtdrucker (Essemtec AG, Switzerland)
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gerakelt, wobei Strukturen mit einer Dicke von 20 um
entstanden sind (s. Abb. 1 b)). Die gedruckten Sen-
soren mussten fir 2 h bei 60 °C in einem herkémmli-
chen Ofen ausgehéartet werden. Jede Quasi-
Referenzelektrode (Durchmesser von 7 mm) wurde
mittels Skalpell in eine GréRe von 10 mm x 20 mm
zurechtgeschnitten.

Sowohl die Pt-Arbeits- und -Gegenelektroden als
auch die Ag/AgCl-Quasi-Referenzelektroden wurden
mittels Kontaktierdrahten mit Silberleitlack (Ferrero
GmbH, Deutschland) kontaktiert. Beide Chip-Kompo-
nenten, Sensor mit integrierter Arbeits- und Gegen-
elektrode, sowie die Quasi-Referenzelektrode, wur-
den mit den jeweiligen Rickseiten aufeinander ge-
klebt (siehe Abb. 2). Hierzu wurde das biokompatible
Silikon verwendet. Um die Biokompatibilitat des gan-
zen Biosensorchips zu gewahrleisten, wurde, bis auf
die Messflachen, der Sensorchip mit dem gleichen
biokompatiblen Silikon verkapselt.

a) Ag/AgClQuasi-RE

(Ruckseite) CE Silikon-

Passivierun
N /1 / ¢
c -
WE«§\>\ -
"~ Fibroin
Substrat
Kontaktdraht

CE

b)
(Ruckseite)
Ag/AgCl Quasi-RE Silikon-

Passivierung
b

WE —— ““~Fibroin Substrat

(Ruckseite)

Kontaktdraht

Abb. 2: Schematische Darstellung des biokompatiblen
Glukosebiosensors, hergestellt mittels Diinn- und Dick-
schichttechnologien mit Pt-Arbeits (WE)- und -Gegen-
elektroden (CE) auf der einen Seite und einer Ag/AgCI-
Quasi-Referenzelektrode (RE) auf der anderen Seite.

Zur Charakterisierung des hergestellten Glukosebio-
sensors mit der Dreielektrodenanordnung, unter der
Verwendung von Fibroin als Substrat, wurde der Sen-
sorchip an einen Potentiostaten (PalmSens, Palm In-
struments, Niederlande) angeschlossen. Bevor ver-
schiedene Glukosekonzentrationen gemessen wur-
den, wurde ein Voltammogramm aufgenommen, um
das Arbeitspotential im Plateau zu bestimmen. Zur
Glukosemessung wurde eine Spannung von
+600 mV an die Arbeitselektrode vs. die Ag/AgCI-Re-
ferenzelektrode angelegt. Der generierte Strom bei
Veranderung der Glukosekonzentrationen wurde in
Abhangigkeit von der Zeit aufgenommen. Jede Glu-
kosekonzentration im Bereich von 0,5 mM bis 3 mM
wurde unter standigem Rihren der Substratlésung
fur 10 min gemessen.
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Der Degradationsprozess des Sensorchips wurde
unter laminaren Stromungsbedingungen beurteilt.
Zunachst wurde jeder Chip unter UV-Licht sterilisiert
und jeweils in eine Einzelkammer einer Mikrotiter-
platte gelegt. 0,01 g des Enzyms Protease (Strepto-
myces griseus, Type XIV, 23,5 U/mg Pulver, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) wurde in 10 mL PBS Puffer
(phosphatgepufferte Salzldsungstablette, Biotechno-
logy Grade, VWR International, Radnor, USA) gelst.
Die einzelnen Kammern der Mikrotiterplatte wurden
jeweils mit Enzymldsung gefiillt, bis jeder Sensorchip
komplett mit Ldsung bedeckt war. Die Mikrotiterplatte
wurde verschlossen, mit 70%-Ethanol von aul3en ge-
reinigt und in einen Inkubator (Heracell 150i COz2
incubator, Thermo Scientific, Waltham, USA) bei
37 °C gelegt. Nach 2, 4 und 10 Tagen wurde die
Mikrotiterplatte vorsichtig herausgenommen.

Ergebnisse

Morphologische Charakterisierung der Platin-
elektrode auf dem Fibroinsubstrat

Die mittels Dinnschichttechnologie hergestellten Pt-
Elektroden auf dem Fibroinsubstrat wurden mittels
Rasterelektronenmikroskopie (REM, JEOL JSM-
7800 F, Deutschland) charakterisiert. Dabei wurde
eine Beschleunigungsspannung von 50 kV angelegt.
Abb. 3 a) zeigt die homogene Platinschicht ohne
Risse auf dem Fibroinsubstrat. Die Platinstruktur wird
zudem bei den EDS-Messungen (Energiedispersive
Roéntgenspektroskopie, JEOL JSM-7800 F, Deutsch-
land) in Abb. 3 b) sichtbar. Platin ist hier in Magenta
eingefarbt und der Kohlenstoff des Fibroinsubstrats in
Gelb.

[C]O] Electron image |

500 pm

Abb. 3: REM-Aufnahmen der Pt-Arbeitselektrode auf
dem Fibroinsubstrat bei einer Vergroferung von 1000x
(a) und das entsprechende EDS-Bild (b).
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Elektrochemische Charakterisierung des biokompa-
tiblen Glukosebiosensors

Die Sensitivitat des hergestellten biokompatiblen Glu-
kosebiosensors wurde amperometrisch untersucht.
Dazu wurden verschiedene Glukosekonzentrationen
zwischen 0,5 mM und 3 mM in Phosphatpuffer bei ei-
nem pH Wert von 7,4 nacheinander gemessen. Zur
statistischen Auswertung wurden diese Messungen
drei Mal wiederholt. In Abb. 4 ist exemplarisch eine
entsprechende Kalibiergerade in Blau dargestellt. Es
konnte eine Sensitivitat von 0,2 £ 0,01 yA/mM Uber
den gesamten gemessenen Konzentrationsbereich
erreicht werden.

Zusatzlich wurden die Eigenschaften des Sensors
Uberpruft, inwiefern blutdhnliche Komponenten einen
Einfluss auf die Sensorcharakteristika haben. Dazu
wurden die gleichen Glukosekonzentrationen in Rin-
gerlésung (pH 7,4) gemessen, welche analoge Elek-
trolytkonzentrationen wie Blut enthalt. Die entspre-
chende beispielhafte Kalibiergerade ist ebenfalls in
Abb. 4 (schwarze Kurve) zu sehen. Es konnte eine
vergleichbare Sensitivitat mit 0,16 £ 0,01 yA/mM Gber
den gesamten Messbereich erzielt werden. Die bei-
den Experimente zeigen, dass der hergestellte bio-
kompatible Glukosebiosensor erfolgreich verschie-
dene Glukosekonzentrationen messen kann und gro-
Res Potential hat, um in realen Proben angewendet
zu werden.
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Abb. 4: Kalibiergeraden des biokompatiblen Glukosebio-
sensors mit dem immobilisierten Enzym GOX gemessen
in PBS (blau) und in Ringerlsung (schwarz) mit ver-
schiedenen Glukosekonzentrationen zwischen 0,5 mM
und 3 mM. PBS: Phosphatgepufferte Salzlosung.

Beurteilung der Degradation der Platinelektrode
abgeschieden auf dem Fibroinsubstrat

Die Degradationstests der Pt-Elektroden (abgeschie-
den auf dem Fibroinsubstrat) ergaben, dass beide
Materialien Gber einen Zeitraum von 10 Tagen, gela-
gert in einer Enzym-Pufferldsung, fast vollstandig de-
gradieren. In Abb. 5 wird eine lichtmikroskopische
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Aufnahme an Tag 0 gezeigt, bei der deutlich die vier
Pt-Elektroden auf dem Fibroinsubstrat zu erkennen
sind. Die Aufnahme an Tag 10 zeigt hingegen nur
noch staubahnliche Partikel.

Day 0 Day 10

7

Abb. 5: Degradationstests des Fibroinsubstrats mit den
abgeschiedenen Pt-Diinnschichtelektroden iiber einen
Zeitraum von 10 Tagen.

Diskussion

Es wurde ein flexibler biokompatibler Glukosebio-
sensorchip mit integrierter Pt-Arbeits-, Pt-Gegen- und
Ag/AgCl-Quasi-Referenzelektrode beschrieben. Zur
Herstellung der Elektrodenstrukturen wurde die Kom-
bination aus Dickschicht- und Dinnschichttechnolo-
gien angewendet.

Die Besonderheit des Biosensorchips lag in der Sub-
stratstruktur, die aus dem Seidenfibroin des Bombyx
mori hergestellt wurde. Dieses biokompatible und bio-
degradierbare tierische Naturprodukt kann kinstliche
Materialien ersetzen und hat damit ein hohes Poten-
tial bei der Herstellung von ,Green Electronics® zur
Anwendung beispielsweise in der Lebensmittelin-
dustrie oder bei biomedizinischen Implantaten.

Der entwickelte Glukosebiosensorchip wurde elektro-
chemisch hinsichtlich seiner Sensitivitat charakteri-
siert. Dazu wurden Glukosekonzentrationen im Be-
reich von 0,5 mM bis 3 mM in Pufferlésung bei einem
pH Wert von pH 7,4, entsprechend dem pH-Wert von
Blut, gemessen. Die gleichen Messungen wurden in
Ringerlésung wiederholt. Die Sensitivitdtswerte zei-
gen, dass der Biosensorchip gute Voraussetzungen
besitzt, um zukinftig in realen Proben, wie zum Bei-
spiel in Blut oder Urin getestet zu werden. Im nachs-
ten Schritt muss der entwickelte Glukosebiosensor
weiter verbessert werden, um Glukosekonzentratio-
nen im medizinisch relevanten Bereich nachweisen
zu kénnen. Ein Ansatz ist hier die Verbesserung der
Enzymmembran, sowie die Immobilisierungsme-
thode.

Die Degradationstests des Fibroinsubstrats mit inte-
grierten Pt-DUnnschichtelektroden zeigen, dass sich
der Sensor nach 10 Tagen fast vollstandig aufgeldst
hat. Damit schafft der Biosensor gute Voraussetzun-
gen, um im Korper eingesetzt werden zu kénnen.
Zukinftig soll dieser Ansatz weiterentwickelt werden,
so dass der Biosensorchip gezielt zu einem bestimm-
ten Zeitpunkt degradiert. Dies ware bei einem in-vivo
Einsatz von Vorteil, so dass der verwendete Bio-
sensor nicht zu einem spateren Zeitpunkt wieder ope-
rativ entfernt werden musste.
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