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Einleitung

Seit Jahren gelangen Ruckstande umweltschadli-
cher Pharmazeutika Uber Abwasser in die Umwelt, da
viele Substanzen nicht oder nur unzureichend in kon-
ventionellen Klaranlagen entfernt werden kénnen [1].
Mangels geeigneter Messsysteme ist insbesondere
die Vor-Ort-Uberwachung der Schadstoffe, die im
ng/L- bis pug/L-Bereich vorliegen, derzeit nicht mog-
lich.

Gegenwartige Methoden zum analytischen Spuren-
stoffnachweis, z.B. mittels Hochleistungsflissigkeits-
chromatografie, sind kostspielig und erfordern eine
Laborumgebung [2]. Damit ist insbesondere keine in-
stantane Uberwachung von Schwellenwerten im
Sinne einer Wachterfunktion moglich, um bei Uber-
schreitung weitere Verfahrensstufen in der Klaran-
lage oder zusatzliche quantitative Analysen einzulei-
ten. Aus diesem Grund wird hier ein Biosensor vorge-
stellt, mit welchem die Wasserqualitdt anhand des
Schmerzmittels Diclofenac (DCF) als Leitsubstanz fir
eine Schwellenwertbestimmung direkt beurteilt wer-
den kann.

Fir die Detektion von DCF in wassrigen Medien
nutzt das vorgestellte Sensorsystem ein nanostruktu-
riertes Goldsubstrat, auf dessen Oberflache lokali-
sierte Oberflachenplasmonen (localized surface plas-
mon, LSP) angeregt werden. Im Resonanzfall (locali-
zed surface plasmon resonance, LSPR) sind diese
LSP sensitiv gegenliber Anderungen des Brechungs-
indexes in unmittelbarer Nahe der Oberflache
(<50nm), welche als spektrale Verschiebung des
Transmissionsspektrums ausgelesen werden kon-
nen.

Die Nanostruktur fungiert dabei als Transducerober-
flache, Uber welche mittels einer Oberflachenfunktio-
nalisierung Molekllanbindungen anhand der dabei
auftretende oberflachennahen Brechzahlanderung
zeitaufgeldst detektiert werden. An der Oberflache
der Nanostruktur werden DCF-Molekile immobili-
siert. Durch einen Anti-DCF Antikorper [3], welcher an
die immobilisierten DCF-Molekile bindet, wird die
Brechzahlanderung induziert.
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Das Sensorsubstrat wird im Transmissionsaufbau
optisch durch LEDs angeregt. Mittels einer spektralen
Ausleseeinheit (Multitel asbl., Mons, Belgien) werden
optische Spektren ausgelesen. Die Besonderheit da-
bei ist, dass diese kontinuierlich in Zeitabstadnden von
ca. 1 s automatisiert aufgenommen werden. Ein inte-
grierter Algorithmus wertet die optischen Spektren in
Echtzeit bzgl. ihrer Resonanzlage aus. Die Messer-
gebnisse werden in einem Sensorgramm als Lage
der plasmonischen Resonanz Uber der Zeit darge-
stellt. Somit kann der zeitliche Verlauf der Molekilan-
bindung auf der Oberflache aufgezeigt werden. Die
Einbindung des Sensorsubstrats in ein mikrofluidi-
sches System (MicCell, GeSiM mbH Radeberg,
Deutschland) gewahrleistet zudem die Automatisie-
rung und Reproduzierbarkeit der Messung.

Die Verwendung des LSPR-Sensorsystems zur De-
tektion von konkreten DCF-Konzentrationen wurde
bereits nachgewiesen [4], dabei ergab sich ein Ar-
beitsbereich von 4,7 — 12,4 ug/L [5]. Diese Art der
Messung mittels indirektem Assay beruht auf einer
Vorinkubation der Probe fir einen gewissen Zeit-
raum, so dass die Messung nicht unmittelbar ge-
schieht.

In diesem Beitrag soll die Anwendung des Sensor-
systems zur Schwellwertiiberwachung gezeigt wer-
den. Dazu wird der zeitliche Verlauf des DCF-Gehal-
tes eines Analyten kontinuierlich GUberwacht. Zur An-
wendung kommt hierfur ein Verdrangungsassay, in
welchem die Oberflache des nanostrukturierten Gold-
substrats mit einem Anti-DCF Antikérper abgesattigt
wird, wodurch eine maximale Verschiebung der Lage
der plasmonischen Resonanz erreicht wird. Im
nachsten Schritt wird der Analyt Gber die Sensorober-
flache geflihrt. Es wird erwartet, dass sich abhangig
von der DCF-Konzentration in der Probe Antikorper
von der Oberflache ablésen und an das DCF in der
Flussigkeit binden. Dies ist unmittelbar tber eine Sig-
nalanderung im Sensorgramm nachweisbar. Uber die
Dynamik der Signalanderung soll so mit dem Sensor-
system detektiert werden, ob MalRnahmen im Was-
seraufbereitungsprozess notwendig sind, z.B.
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Medienseparation, Zuschalten weiterer Reinigungs-
stufen, Filteraustausch oder weitere Analytik.

Methoden und Materialien

Aufbau des LSPR-Sensorsystems

Die Herstellung der nanostrukturierten Goldsub-
strate mittels Nanoimprint-Lithografie und anschlie-
Render Gold-Besputterung, sowie die Oberflachen-
funktionalisierung erfolgt wie in [4] dargelegt.

Das Sensorsubstrat umfasst zwei mikrofluidische
Kanale mit je zwei nanostrukturierten Bereichen. Eine
dieser nanostrukturierten Flachen wird DCF-oberfla-
chenfunktionalisiert und dient als Messflache. Um au-
Rere Einwirkungen wie Temperatureffekte oder un-
spezifische Bindungen auszugleichen, wird das Sig-
nal der Messflache mit dem Signal einer zweiten pas-
sivierten nanostrukturierten Flache in der Signalaus-
wertung referenziert.

Das Sensorsubstrat wird in eine Tragerplattform ein-
gesetzt und Uber eine Anschlussplatte mit dem mikro-
fluidischen System verbunden. Die Anregung der
LSPs erfolgt Uber LEDs mit einer zentralen Wellen-
lange von 875 nm. Unterhalb der Tragerplattform wird
das transmittierte Licht jedes nanostrukturierten Be-
reiches mit je einer optischen Faser aufgefangen und
zur spektralen Analyse in die Ausleseeinheit (BIO-
PHOTONO020, Multitel asbl.) geleitet. Daraus werden
durch ein Transmissionsgitter vier parallele Dispersi-
onsspektren erzeugt, welche mit Hilfe eines CMOS-
Sensors in digitale Pixelreihen umgewandelt werden.
Die so aufgenommenen Bilder werden von dem inte-
griertem Linux-Betriebssystem verarbeitet und zu-
nachst auf einen spektralen Bereich zwischen
750 — 950 nm begrenzt. Je Faser wird eine Pixelreihe
mit 3088 Pixeln aufgenommen, aus welchen an-
schlieBend anhand der Intensitat der Pixel die opti-
schen Spektren extrahiert werden. Die Bestimmung
der Resonanzlage erfolgt tber die Anpassung einer
Lorentz-Funktion mittels Levenberg-Marquardt-Algo-
rithmus. Der Scheitelpunkt der angepassten Lorentz-
Funktion entspricht der Resonanzwellenlange zum
Zeitpunkt des aufgenommenen Spektrums und wird
als Datenpunkt im Sensorgramm angezeigt.

Ablauf einer Messung

Zu Beginn der Messsequenz wird zunachst die plas-
monische Resonanz in phosphatgepufferter Salzlo-
sung (PBS, pH 7,4) aufgenommen. Diese dient als
Basislinie und ist der Ausgangswert fiir den weiteren
Verlauf der Messung. Dafiir werden 2 ml PBS mit ei-
nem konstanten Volumenstrom von 10 pl/s Gber das
Substrat gespdllt. Zur Absattigung der Oberflache
wird ein monoklonaler Anti-DCF Antikdrper mit einer
Antikdrperkonzentration von 4 ug/l in 1000 yl PBS
Uber die Oberflache geflihrt. Daraufhin werden
1000 pl Probenvolumen, die den Analyten DCF in
Konzentrationen von 50, 100, 250 und 500 pg/L in
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PBS enthalten, mit einem Volumenstrom von 1,5 pul/s
durch den mikrofluidischen Kanal geleitet. Abschlie-
Rend wird nochmals PBS durch den Kanal gesplilt,
um die Resonanzlage nach der DCF-haltigen Probe
aufzuzeichnen, welche als verschobene Basislinie
den Endwert der Messung darstellt.

Ergebnisse

Auswertung der Sensorgramme

Die zu Beginn jeder Messung aufgenommene Ba-
sislinie dient als Ausgangswert zur Bestimmung der
Verschiebung der plasmonischen Resonanz. Im Fol-
genden steigt der Kurvenverlauf im Sensorgramm
durch die Antikérperanbindung zunachst stark an bis
alle Bindungsstellen nahezu abgesattigt sind (hier
verklrzt, um die eingesetzte Antikbrpermenge zu re-
duzieren). Die Experimente zeigen, dass unter den
gegeben Assay-Bedingungen mit dem monoklonalen
Antikoérper eine maximale Resonanzverschiebung
von ca. 2,1 nm erreicht wird.

Durch das anschliefiende Durchstrémen des mikro-
fluidischen Kanals mit einer DCF-haltigen Probe
kommt es zum Abfallen des Messsignals. Das immo-
bilisierte DCF an der Oberflache steht mit dem DCF
in der freien Phase in Konkurrenz um die Bindungs-
stelle des Antikdrpers. Dabei ist das DCF in der freien
Phase der bevorzugte Bindungspartner, wodurch
sich Antikorper von der Oberflache ablost, an das
DCF in der Probe bindet und von der stromenden
Probe abtransportiert wird. Die Ablésung, oder Ver-
dréangung, ist proportional zur DCF-Konzentration in
der Probe [6]. Dies wird durch Messergebnisse be-
statigt. Die Signalanderung ist konzentrationsabhan-
gig. Die Sensorgramme fir die DCF-Konzentrationen
50, 100, 250, 500 pg/l sind in Abb. 1 zu sehen.
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Abb. 1: referenziertes Sensorgramm flr zeitaufgelGste
Antikérper-Anbindung und -Verdrangung.

Der Signalabfall kann im DCF-Verdrangungsassay
als MalR fur die Dynamik der Signalanderung
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herangezogen werden. Dieser wird hier linear ange-
passt. Weiterhin kann die Signaldnderung als Diffe-
renz zwischen der Resonanzlage nach der Antikor-
peranbindung (maximale Resonanzverschiebung)
und der Resonanzlage nach dem DCF-Verdran-
gungsassay (verschobene PBS-Basislinie) beschrie-
ben werden. Die Ergebnisse werden in Tab. 1 zusam-
mengefasst.

Tab. 1: DCF-Konzentrationen cpcr und deren Signaléan-
derungen (lineare Steigung p und Differenz der Reso-

nanzlagen(lres max — Ares DCF))-

Cpcr p (Ares,max - Ares,DCF )
[ug/ 1 [nm/ min] [nm]
50 -0.015 0.168
100 -0.02 0.344
250 -0.047 0.589
500 -0.062 0.760

Die Dynamik der Signalanderung liegt bei einer DCF-
Konzentration von 50 g/l bei -0.015 nm/min, wah-
rend das Signal sich um 0.168 nm verringert. Dies
entspricht ca. 8 % der hier maximalen durch den An-
tikdrper initilerten Resonanzverschiebung. Bei héhe-
ren Konzentrationen wird der Unterschied deutlicher.
Bei einer DCF-Konzentration von 500 pg/l erhéht sich
der Signalabfall auf -0.062 nm/min. Entsprechend er-
hoéht sich der Signalunterschied auf 0.76 nm. Dies
entspricht einem Signalabfall von ca. 36.2 %.

Diskussion

Die Experimente haben gezeigt, dass sich das
LSPR-Sensorsystem zur Schwellwertiiberwachung
eignen kann. Die Signaldanderung ist wie erwartet
konzentrationsabhangig. Allerdings liegen die in die-
sem Beitrag nachgewiesene Konzentrationsstufen
Uber dem fur den Anwendung in einer Klaranlage
sinnvollen Bereich. Abwasser von Klaranlagen wei-
sen gewohnlich einen DCF-Gehalt von 1 bis 10 pg/l
auf [7].

Es wird vermutet, dass durch die hohe Bindungsaf-
finitdt des verwendeten Antikorpers die Bindung des
an der Oberflache immobilisierten Antigen-Antikor-
per-Komplexes zu stark ist, um gentigend Antikérper
abzulésen und so auch bei geringeren Konzentratio-
nen eine entsprechende Signalverminderung zu be-
wirken. Die Bindungsaffinitat wird durch die Dissozia-
tionskonstante beschrieben. Diese liegt bei dem vor-
liegenden monoklonalen Antikorper bei 1.5*10-1°M
[3]. Ein Antikdrper mit geringerer Bindungsaffinitat
kénnte das Verdrangungsassay auch flir geringere
Konzentrationen einsetzbar machen. Dies soll Ge-
genstand zukuinftiger Experimente sein.

Die Weiterverfolgung dieser Art der Messung ist je-
doch vielversprechend, denn sie birgt einen Vorteil
gegenuber der direkten Messung der DCF-
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Konzentration mittels indirektem Assay. Die Probe
muss keiner Vorbehandlung unterzogen werden und
kann unmittelbar vermessen werden. Idealerweise
wird die Probe bzw. das Abwasser kontinuierlich ver-
messen. So kénnen bei auftretenden Konzentrations-
spitzen unmittelbar Gegenmallinahmen getroffen
werden.

Der Anwendungsbereich ist dabei nicht auf DCF be-
schrankt, denn mit anderen Oberflachenfunktionali-
sierungen kann das Sensorsystem zuklinftig eben-
falls zur Detektion von anderen Molekilen, auch in
Form von Multiplexing, zum Einsatz kommen.
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