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Einleitung 
 
Die Verpackungssterilisation in der Lebensmittelin-

dustrie ist einer der wichtigsten Schritte der asepti-
schen Abfüllung, deren Ziel es ist, kundensichere und 
langzeitstabile Lebensmittel zu liefern. Dafür wurden 
mehrere Methoden entwickelt, um die Qualität der Le-
bensmittel, wie z.B. Milch, zu kontrollieren [1]. Als ein 
Sterilisationsmittel für Verpackungen in aseptischen 
Abfüllmaschinen ist Wasserstoffperoxid eines der am 
häufigsten verwendeten Mittel [2], da es sich zu Was-
ser und Sauerstoff zersetzt, welche absolut umwelt-
freundliche Endprodukte darstellen [3]. H2O2 wird bei 
niedrigen Temperaturen flüssig und bei hohen Tem-
peraturen gasförmig aufgebracht. Die Anwendung 
von H2O2 wird kombiniert mit der Anwendung von 
Heißluft oder Strahlung, um H2O2-Rückstände zu ent-
fernen [2,4,5]. Beim Einsatz von H2O2 in Gasform zur 
Sterilisation von Verpackungen spielen physikalische 
und chemische Faktoren eine Rolle, da sie einen di-
rekten Einfluss auf die Qualität der Sterilisation ha-
ben. Daher werden Kontroll-Setups konzipiert, mit de-
nen die Bedingungen in der Sterilisationskammer vor-
definiert und überprüft werden können.  

Um die Zuverlässigkeit der aseptischen Bedingun-
gen nachzuweisen, werden bisher traditionelle mikro-
biologische Tests eingesetzt. Bacillus atrophaeus-
Sporen (resistente Mikroorganismen gegenüber dem 
Sterilisationsmittel) werden dem Sterilisationsme-
dium ausgesetzt, deren Abtötungsrate bestimmt und 
die Sterilisation abgeschlossen. Dabei werden typi-
scherweise mikrobiologische Tests, wie z.B. End-
punkttest und Zählreduktionstest [6], genutzt. Ein sol-
ches Verfahren hat jedoch den Nachteil aufwendiger 
Laboranalytik und langsamer Antwortzeit, da die Er-
gebnisse frühestens nach 48 Stunden erhalten wer-
den können. Um dies zu umgehen, sind neue Metho-
den zur Online-Überwachung von großem Interesse. 
In den letzten Jahren wurden spezifischere Verfahren 
entwickelt, um die Sterilisationsbedingungen durch 
gasförmiges H2O2 zu bestimmen, wie z.B. elektroche-
mische, konduktometrische oder kolorimetrische Ver-
fahren [7-9]. Die meisten dieser Methoden können je-
doch aufgrund von Problemen mit der Transportfähig-
keit, Probenvorbereitung oder Reaktionszeit nicht in 
die Online-Überwachung mit einbezogen werden. 

Das Ziel der jüngsten Forschungsarbeiten ist es des-
halb, die Sterilisationsbewertungen kostengünstiger 
durchzuführen und sie auf ein höheres Niveau der 
Online-Überwachung zu bringen. Parallel sollen die 
mikrobiologischen Prozesse beschleunigt werden, so 
dass die Sterilisationsqualität immer noch konsistent 
bleibt [10-12]. 

Um dieses Problem zu lösen, wurde kürzlich eine 
neuartige Sensorplattform auf Basis eines sporenba-
sierten Biosensors vorgestellt [13]. In der vorliegen-
den Arbeit wird dieser mit einem kalorimetrischen 
H2O2-Gassensor auf einem einzigen Chip kombiniert, 
um die Lebensfähigkeit von Sporen zu bewerten und 
die gasförmige H2O2-Konzentration und die H2O2-
Temperatur zu bestimmen.  

 
 
Methoden und Materialien 
Kalorimetrischer Gassensor 
 
Zur Bestimmung der H2O2-Temperatur und der 

H2O2-Konzentration während des aseptischen Pro-
zesses mit gasförmigem H2O2 wurden flexible kalori-
metrische Gassensoren auf Basis von Polyimidfolien 
untersucht [14]. Dabei wurde der kalorimetrische 
Gassensor als differentieller Aufbau zweier identi-
scher metallischer Mäanderstrukturen konzipiert [12]. 
Diese Strukturen wurden mittels Dünnschichttechnik 
hergestellt. Es wurden Mäanderstrukturen mittels 
Photolithographie definiert und anschließend 20 nm 
Ti und 200 nm Pt auf den Sensor aufgedampft. Mittels 
Lift-off-Technik wurden die Metallrückstände von der 
Sensoroberfläche entfernt und damit die Sensorher-
stellung abgeschlossen. Die beiden Mäanderstruktu-
ren wurden mittels einer Passivierungsschicht passi-
viert [15] (in diesem Fall SU-8), um zu vermeiden, 
dass die Metallstruktur direkt dem gasförmigen H2O2 
ausgesetzt wird. Im Anschluss wurde eines der bei-
den Sensor-Elemente durch einen Katalysator (in die-
sem Fall MnO2) aktiviert, wie in Abb. 1 gezeigt ist. Bei 
Exposition gegenüber verschiedenen Konzentratio-
nen von gasförmigem H2O2 (0; 2,2; 4,1; 5,7; 7,1 und 
7,7% v/v), mit einer Gasströmungsgeschwindigkeit 
von 10 m3/h und einer Gastemperatur von 240 °C, re-
agiert der Katalysator auf H2O2 und zersetzt es in die 
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umweltfreundlichen Endprodukte Wasser und Sauer-
stoff. Die bei dieser Reaktion entstehende Wärme 
wird vom aktiven Temperaturwiderstand am Sensor-
Aufbau gemessen, wie in Gleichung 1 beschrieben 
ist: 

2 H2O2 --> 2 H2O + O2, ΔH= -105.3 kJ/mol.  (1) 
 

 
 

Abbildung 1: Photographische Darstellung zweier iden-
tischer Mäanderstrukturen mit Passivierungs- und Akti-
vierungsschichten auf der kalorimetrischen Gassensor-

oberfläche. 
 

Die Differenz zwischen denen vom aktiven und pas-
siven Element gemessenen Temperaturen stellt das 
Messsignal dar, das als Sensorgröße dient. Dieses 
Signal entspricht der H2O2-Konzentration. Auf der 
Plattform wurde ein kalorimetrischer Gassensor in 
Kombination mit dem sporenbasierten Biosensor zur 
gleichzeitigen Erfassung von Temperatur und H2O2-
Konzentration integriert, um so die Qualität der Steri-
lisation zu erfassen. 
 
Sporenbasierter Biosensor 
 
Als Referenz zum Sterilisationsprozess wurde der 

sporenbasierte Biosensor auf der Plattform des kom-
binierten Chemo- und Biosensors für mikrobiologi-
sche Experimente eingesetzt. Der Sensor wurde ent-
wickelt, um die Sterilisationsbedingungen von B. 
atrophaeus DSM 675 mit einer Ausgangskeimzahl 
von 106 Colony Forming Unit (CFU)/ml unter ver-
schiedenen Faktoren zu bestimmen. Dieser Aufbau 
bestand aus zwei identischen interdigitalen Elektro-
denstrukturen (IDEs). Die Elektroden wurden, ähnlich 
wie der kalorimetrische Gassensor, mittels Dünn-
schichttechnik hergestellt. 

Die Sporen wurden auf einer der IDEs immobilisiert. 
Die Details der Oberflächenvorbereitung und 
Sporenimmobilisierung wurden bereits zuvor be-
schrieben [10,16]. Der sporenbasierte Biosensor 
(kombiniert mit dem kalorimetrischen Gassensor) 
wurde in der Sterilisationskammer platziert und ver-
schiedenen, oben genannten Konzentrationen von 

gasförmigem H2O2 ausgesetzt (bei einer Gasströ-
mungsgeschwindigkeit von 10 m3/h und einer Gas-
temperatur von 240 °C). Die Impedanzsignale der  
IDEs wurden vor und nach der Sterilisation bewertet 
und der Unterschied zwischen den Signalen als eine 
durch die Sterilisation verursachte Veränderung der 
Sporen bewertet. Die Signalantworten (Impedanz) 
der sporenbasierten Biosensoren wurden bei ver-
schiedenen H2O2-Konzentrationen untersucht. 

Parallel dazu wurden die Sporen bei der Sterilisation 
mit gasförmigem H2O2 mittels REM-Analyse auf jegli-
che Morphologieänderung hin charakterisiert. 
 
 
Ergebnisse und Diskussion 
Abbildung 2 skizziert schematisch das kombinierte 

Sensorarray, bestehend aus dem sporenbasierten 
Biosensor (oben) und dem kalorimetrischen Gas-
sensor (unten). Die auf diesem Array entwickelten dif-
ferentiellen Setups ermöglichen es, die Parameter 
des Sterilisationsprozesses gleichzeitig chemisch 
und mikrobiologisch zu charakterisieren. 
 

 
Abbildung 2: Schematische Darstellung des 

kalorimetrischen Gassensors und des sporenbasierten 
Biosensors kombiniert auf einer einzigen Sensorplattform. 

 
Abbildung 3 stellt typische Messkurven des kalori-

metrischen Gassensors dar. Die schwarze Kurve 
zeigt die Temperaturmessung des aktiven Elements, 
bei der der Katalysator mit unterschiedlichen H2O2-
Konzentrationen reagiert. Hier steigt die Temperatur 
mit Zunahme der H2O2-Konzentration. Die rote Kurve 
zeigt die vom passiven Element gemessene Tempe-
ratur, die sich in Bezug auf die H2O2-Anwendung we-
niger ändert. Im unteren Teil der Grafik ist die Tem-
peraturdifferenz der beiden Elemente grün einge-
zeichnet. Diese Temperaturdifferenz dient als Sen-
sorsignal und entspricht den unterschiedlichen H2O2-
Konzentrationen, die während des Sterilisationspro-
zesses appliziert werden (s. auch rechte x-Achse und 
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in blau gestrichelte H2O2-Konzentration). Die Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dass die vom kalorimetri-
schen Gassensor erfasste Temperaturdifferenz mit 
steigender H2O2-Konzentration zunimmt und daher 
eine Korrelation zwischen diesen kritischen Faktoren 
im Sterilisationsprozess gezogen werden kann.  

 
Abbildung 3: Messkurven der Temperatur des aktiven 

(schwarz) und des passiven (rot) Elements des 
kalorimetrischen Gassensors, sowie die 

Temperaturdifferenz (grün), die dem Sensorsignal 
entspricht und mit der H2O2-Konzentration korreliert. 

 
Abbildung 4 beinhaltet die REM-Aufnahmen zur 

morphologischen Untersuchung der IDE-Strukturen 
und der Sporen vor und nach dem Sterilisationspro-
zess. Die beiden oberen Bilder zeigen die Elektroden-
strukturen und die Sporen vor der Sterilisation, die 
unteren Bilder zeigen die Sporen nach dem Sterilisa-
tionsprozess. Eine Veränderung der Morphologie der 
Sporen, d.h. eine Deformation kann durch die REM-
Analyse nachgewiesen werden. Diese Änderungen 
führen zu einer Änderung der Impedanz-Signale, die 
von den Interdigital-Elektroden mittels Impedanz-
spektroskopie erfasst werden. Die normierten Impe-
danzen sind in Tabelle 1 dargestellt. 

 
Tab. 1: Normiertes Impedanz-Signal, das mit dem 

sporenbasierten Biosensor in Bezug auf die unterschied-
lich angewendeten H2O2-Konzentrationen erzielt wurde. 

 
H2O2-Konzent-
ration (% v/v) 

Normierte Impe-
danz (%) 

Blanker Sensor 100 
0 94 

2,2 95 
4,1 92 
5,7 87 
7,1 88 
7,7 83 

 
 

 
 

Abbildung 4: REM-Aufnahmen der Sporen auf den IDE-
Strukturen. Die oberen beiden Bilder zeigen die IDE-
Strukturen und die darauf immobilisierten Sporen. Die 

unteren beiden Bilder zeigen die „deformierten“ Sporen 
nach der Sterilisation. Eine Veränderung der Morphologie 

ist aufgetreten. 
 

 
Zusammenfassend lässt sich belegen, dass die Sy-

nergie dieser beiden Sensortypen als ein kombinier-
tes Sensorarray eine wesentlich spezifischere multi-
parameterbasierte Fehleranzeige in aseptischen Ab-
füllmaschinen im Vergleich zum Stand der Technik 
bezüglich Wasserstoffperoxid-Detektionsmethoden 
ermöglicht. 
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