Chemo- und Biosensoren — Grundlagen und Anwendungen

Von Karl Cammann*, Udo Lemke, Anja Rohen, Jiirgen Sander, Hildegard Wilken
und Babette Winter

Chemie- und Umwelttechnik sowie Biotechnologie sind wie auch andere Fachgebiete durch
eine stindige Zunahme des Automatisierungsgrades geprigt. Ist bei anderen Industriezweigen
die einfache Rationalisicrung der Grund, so sind es hier eher systemtheoretische Uberlegungen
oder Sicherheitsaspekte, die einen hohen Automatisierungsgrad verlangen. Entweder sind die
ProzeBablidufe zu komplex und verlangen nach einer multifunktionellen Kontrolle mit riick-
gekoppelter Regelung, oder sicherheitsanalytische Uberlegungen fordern eine gewisse Sicher-
heitsredundanz und den AusschluBl des Risikofaktors ..menschliches Versagen*. In Zusam-
menhang mit Fragen der Qualitiatssicherung lassen sich augenfillige Kosten/Nutzen-Analysen
anstellen, die zur Vermeidung von AusschuBlproduktion ebenfalls einen hohen und vor allem
ausfallsicheren Automatisierungsgrad verlangen. Kernstiick jeglicher Automatisierungstech-
nik ist die MeB- und Regeltechnik; dabei ist die schnelle, zuverldssige, manchmal auch konti-
nuierliche Messung und Erfassung bestimmter relevanter Proze3- oder Regelgréf3en von zen-
traler Bedeutung. Dazu dienen die verschiedensten MeBwertaufnehmer oder auch Sensoren,
die ein moglichst unverfilschtes Bild vom Zustand des Systems liefern sollen. Es liegt auf der
Hand. daB} die Qualitit der Regelung entscheidend von den Sensoren abhingt. Falsche
MellgroBen konnen sich bei der Regelgrofle verstirken oder bei dynamischen Systemen zu
unerwiinschten Betriebszustinden fithren. Gerade auch wegen der gewaltigen Fortschritte auf
dem Gebiet der Mikroelektronik zihlen die ,.intelligenten™ Sensoren, die sich selbst kalibrieren
und kontrollieren, zu den Schliisseltechnologien der neunziger Jahre. Ohne eine schnelle und
direkte Information tber den ..Ist-Status' sind regelnde Mikroprozessoren blind und anfillig
gegeniiber Eingabefehlern. Neue Erkenntnisse auf den Gebieten der elektronischen/elek-
trochemischen und optischen Transducer, der heterogenen Katalyse, supramolekularen Che-
mie und Oberflichenphysik sowie der Biochemie (Enzymologie und Immunologie) haben zu
neuen Chemosensor-Prinzipien gefiihrt. Erste Modelle sind derzeit in Erprobung, sie kdnnten
vor allem die instrumentelle Molekiilanalytik wegen des sehr giinstigen Preis/Leistungsverhiilt-
nisses revolutionieren. Der vorliegende Beitrag versucht, einen aktuellen Uberblick {iber den
derzeitigen Stand der Technik zu geben. Gewichtet wurde nach der Bedeutung fiir die Analy-
tik. nach dem Interesse des Chemikers an stofferkennenden Mechanismen und nach Entwick-
lungsrichtungen, die ein kritischer Analytiker als lohnenswerte Ziele betrachtet.

1. Einleitung!**]
1.1. Definitionen

Unter analytisch einsetzbaren Chemosensoren versteht
man nach einem vorldufigen Nomenklaturvorschlag der zu-
stindigen TUPAC-Kommission!!! miniaturisierte MeBwert-
fihler, die chemische Verbindungen oder lonen selektiv und
reversibel erfassen und dabei konzentrationsabhingige elek-
trische Signale liefern. Streng genommen liegt nur dann ein
echter Sensor vor, wenn Konzentrationsinderungen in bei-
den Richtungen erfal3t werden konnen. Diese Voraussetzun-
gen erfitllen Priifréhrchen und Teststreifen im allgemeinen
nicht. Sie kdnnen auch kein kontinuierliches, konzentra-
tionsproportionales MeBsignal liefern und werden nach ei-
nem weiteren vorlidufigen IUPAC-Diskussionspapier!?! bes-
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Angew. Chem. 103 (1991) 519 -541 ¢ VCH Yerlagsgesellschaft mbil, W-6940 Weinheim, 1991

ser als Dosimeter bezeichnet. Gleicherweise herrscht in den
zustdndigen [UPAC-Gremien Einigkeit dariiber, daf ein in-
strumentell-analytisches GroBgerit (z. B. Massenspektrome-
ter) mit einer externen MeBsonde oder eine FlieBinjektions-
analyse(FIA)-Anordnung nicht als Sensor aufgefa3t werden
kann, wenn auch im Fall der integrierten Optik der Uber-
gang zu einem echten Sensor flieBend wird.

Laut dieser Nomenklaturvorschlidge spricht man weiter
von der Untergruppe Biosensoren, wenn bei Chemosensoren
biologische Erkennungsmechanismen oder -prinzipien zur
Stofferkennung angewendet werden. Einige aus natiirlichen
Systemen isolierte .,Biomolekiile™ wie Enzyme. Antikorper
oder Rezeptoren sind imstande, chemische Verbindungen
mit hoher Spezifitit zu erkennen und kénnen zur Signal-
lieferung herangezogen werden. Biosensoren sind weitaus
selektiver als Chemosensoren. Sie wiren die idealen Senso-
ren, wenn nicht Stabilitidtsprobleme ihre Lebensdauer stark
einschrianken wiirden.

1.2. Historisches
Als um die Jahrhundertwende im Zusammenhang mit
physiologischen Untersuchungen iiber die Eigenschaften

dinnwandiger Membranen rein zufillig die pH-Sensitivitit
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bestimmter Glassorten entdeckt wurde!®), war die Tragweite
dieses Effektes fiir die Entwicklung von analytisch-chemisch
einsetzbaren Sensoren noch nicht abzusehen. Mit geeignet
konstruierten pH-Glasmembran-Elektroden war es in der
Folgezeit erstinals moglich, die Wasserstoffionenkonzentra-
tionen wissriger Losungen mit hoher Selektivitat und be-
achtlicher Genauigkeit zu bestimmen!*}, was zur Kontrolle
der ersten Siure-Base-Theorien duferst niitzlich war. Aber
erst 1935 vollzog sich durch die kommerzielle Verfiigbarkeit
erster Elektrometerverstirker fir hochohmige Spannungs-
quellen (Grindung: Fa. Beckman Instruments von Prof.
A. O. Beckman)ein groBerer Wandel von den vorher verwen-
deten optischen pH-Indikatorverfahren zum vorteilhafteren
potentiometrischen MeBverfahren, dessen theoretische
Grundlagen Nernst schon 1889 mit der nach ihm benannten
Gleichung erarbeitet hatte. Die elektrometrische pH-Wert-
Messung!®~ 7! wurde nicht zuletzt auch durch die weiteren
Fortschritte der MeBtechnik inzwischen zur meistangewand-
ten Analysentechnik iiberhaupt. Ein weiterer Durchbruch in
der chemischen Sensortechnik gelang, als Calcium-, Fluorid-,
Silber- und Sulfidionen-selektive Elektroden!® ®! sowie Ka-
liumionen-selektive Elektroden(!® ' entwickelt wurden,
mit denen diese lonen analog einer pH-Wert-Messung be-
stimmbar waren. Die bei der Entwicklung dieser ionenselek-
tiven Elektroden (ISE) gewonnenen Erkenntnisse fiihrten in
den Folgejahren zur Entwicklung weiterer Elektroden fiir
eine Vielzahl von lonen!'? 1% so daf3 heute ein Dutzend
Kationen und Anionen direkt-potentiometrisch bestimmt
werden kénnen (vgl. hierzu Tabelle 1)114 710},

Im weiteren Verlauf waren Chemosensoren nicht nur auf
die ionenselektive Potentiometrie und weitere elektrochemi-
sche Detektionsverfahren wie Polarographie, Voltammetrie
oder Amperometrie beschriankt, die durch die Entwicklung
der membranbedeckten O,-Elektrode nach Clark! " beson-
dere Bedeutung gewann; auf Halbleiterbasis arbeitende Sy-
steme. z. B. mit SnO,, das oxidierbare Gase anzeigen kann,
wurden erstmals in den siebziger Jahren vorgestellt!'®), Mas-
sensensitive Systeme auf der Basis von piezoelektrischen Kri-
stallen (PZ, Schwingquarz-Systeme) und Surface-Acoustic-
Wave(SAW)-Vorrichtungen wurden Mitte der sechziger
Jahre als empfindliche Detektoren fiir Kohlenwasserstoffe in
der Gaschromatographie eingefiihrt!!®!. Die ersten Arbeiten
auf dem Gebiet der minijaturisierten faseroptischen Sensor-
systeme (Optoden oder Optroden) erschienen 1975120211,

Enzymelektroden wurden erstmals 1962 beschrieben!?2!;
hier wurde der enzymatische Abbau von Glucose selektivi-
tiatsgebend benutzt, um zu einer amperometrischen Elektro-

Tabelle 1. lonenselektive Elektroden.

Elektrodentyp Gemessene Spezics

Traditionelle Elekiroden
Glas-Membran H*.Na'.Ag'.Li'".Cs*".Rb',NH; . K*. TI"
Flissig-Membran
lonenaustauscher Cu?*, C17, Mg*', Ca?*, NO;, ClO, . UO?*
organische Kationen und Anionen, einige Drogen
Neutrale Carrier  K', Li'. H'. Ca?*, Mg?'. Na'*, NH,. Sr?' Ba?',
Ccd?*
Kristall-Membran
Einkristall F-
S?-, Ag'. Hg*',Cl™. Br~
Cl".Br . I7.CN " SCN™, Cd*', Pb*'. Cu*'
CO,. NH,. H,S, SO,. HCN

Polykristall
Mischkristall
Gas-Sensor
auf ISE-Basis
Nicht traditionelle Eiek troden
ISFET H,,H,S.H'.Li'.Na' . K' NH/ Ca?' Cl", F~
H'.Li*,Na' K’ NH/,Ca*' Fe'' . Cl",Br ., 1"
SCN™, 8G%". NO;. ClO; . organische lonen. Amino-
sduren, Drogen
Cu?', Mg?*. Ca®’, Cs*. Li*, Na'  K'.NH,, Co?*,
NO;. 8%~
H'. K*. Na'.Li*.Ca?', Mg?"
H' K*' Na' Li*.CI"

Coated wire

Polymermatrix

Mikroclektroden
Filmelektroden

denanordnung zu gelangen, mit der Glucose im physiologi-
schen Bereich bestimmbar war. Der Begnff Biosensor fiir
enzymmodifizierte ionenselektive Elektroden taucht erst-
mals - im Sinne der aktuellen Definition — 1977 in der analy-
tischen Literatur auft?*!. Heute sind fiir eine Vielzahl von
stark gefragten Substraten wie Glucose, Lactat, Harnstoff,
Penicillin etc. Biosensoren kommerziell erhiltlich,

1.3. Allgemeiner Aufbau von Chemo- und Biosensoren

Der prinzipielle Aufbau eines Chemo- oder Biosensors
(Abb. 1) ist durch eine Dreiteilung charakterisiert. Das wich-
tigste Bauteil ist der Rezeptor (das Erkennungssystem). bet
dem eine stoffspezifische energetische Wechselwirkung zur
Stofferkennung fithrt. Hier ist vor allem der Chemiker oder
Physikochemiker gefragt, wenn es um neue Erkennungsprin-
zipien oder Verbesserungen bekannter Prozesse geht. Vergli-
chen mit dieser Herausforderung ist die ,.Weiterleitung™ des
erzeugten spezifischen Signals oder die Transformation einer
energetischen Grofe in eine proportionale elektrische weniger
schwierig. Dieser Schritt wird in der Regel mit einer Palette
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wert angeboten werden, sagen alle Marktstudien hohe Zu-
wachsraten voraus. Bel weniger selektiven Sensoren kann in
vielen Fillen durch eine automatische Probenvorbereitung
mit einer selektivitdtsgebenden chemischen Vorreaktion oder
Trennung etwa durch die Technik der FlieBinjektionsanaly-
sel?*l ein relativ preisgiinstiges MeBgerit aufgebaut werden.

bekannter physikalischer Transducer durchgefiihrt, die das
zweite Bauteil eines jeden Chemo-/Biosensors sind. Als
drittes Bauteil wird hiufig noch eine elektronische Vorrich-
tung (Vorverstirker, Impedanzwandler, Multiplexer, Ana-
log-Digital-Wandler etc.) unmittelbar hinter dem Transdu-
cer plaziert. um Einfliisse storender elektrischer oder magne-
tischer Felder weitgehend auszuschalten oder die unterschied-
lichen Signale mehrerer Erkennungssysteme simultan mit nur

einer elektrischen Verbindung zur Auswerteinheit zu leiten.
2. Chemosensoren

MeBwertausgabe 2.1, Elektrochemische Sensoren

Rezeptor Transducer Elcktronik

(Erkennungs-

swstem) 2.1.1. lonenselektive Elektroden

zB. z.B. Bis vor wenigen Jahren, als die Lambda-Sonde zur Rege-
Halbleiter- . .
oherfliche. Veranderung lung des Drel-WCgC-Kdtdl}deIO'rS wegen fe.hlende.r. gesetzli-
jonen- | |Eicktrode. | _von Potential, MeBverstirker, cher Verordnungen noch nicht in den heutigen Stiickzahlen
sclektive Lichtleiter/ | Strom, Licht- A/D-Wandler produziert wurde, bildeten die ionenselektiven Elektroden
Membran, Photodiode | intensitit usw. . . . . . .
Bi:molckul (einschlieBlich der pH-Glaselektrode) die wirtschaftlich be-
Reagenzschicht deutsamste Chemosensor-Klasse. Die ionenselektive Poten-

Bio-/Chemoscnsor

Abb. 1. Schematischer Aufbau einer Chemo- und Biosensoreinheit.

Die Chemo-/Biosensoren konnen nach der Art thres stoff-
erkennenden Sensorelements oder nach der Art des Transdu-
cers klassifiziert werden. Steht die analytisch-chemische Se-
lektivitdt im Vordergrund, so ist das stofferkennende Sensor-
element der entscheidende Teil. Geht es um die Nachweis-
grenze oder das Signal/Rauschverhdltnis, diirfte der physi-
kalische oder elektronische Transducer (siche Tabelle 2)
entscheidend sein.

Tabelle 2. Klassifikation der Chemo- und Biosensoren,

Art des MeBprinzip/MeBgroBe
Transducers
1. Elektro- 1.1 Potentiometrie
chemisch 1.2 Amperometric
1.3 Voltammetrie
1.4 Feldeffekt (ChemFET. ISFET)
2. Elektrisch 2.1 Oberflichenleitfihigkeit (MOS)
2.2 FElektrolytleitfahigkeit
3. Optisch 3.1 Fluoreszenz
3.2 Absorption

3.3 Reflexion
3.4 Lumineszenz
3.5 Brechungsindex
3.6 Lichtstreuung
4. Magpetisch 4.1 Paramagnetismus
5. Massen- 5.1 Resonanzfrequenz eines piczoelektrischen Kristalls (PZ)
sensitiv 5.2 Surface Acoustic Wave (SAW)
6. Thermisch 6.1 Reaktionswidrme
6.2 Adsorptionswirme

Alle Chemo- und Biosensoren kénnen direkt zur Analyse
von Gasen und Flissigkeiten (letztere auch in Form von
Suspensionen oder Pasten) auf bestimmte lonen oder Mole-
kiile zwischen ppb- und Prozent-Konzentrationen eingesetzt
werden. Da bei hinreichend selektiven Chemo-/Biosensoren
die Probenvorbereitung minimal ist und die Sensoren preis-

Angew. Chem. 103 (1991) 519 -541

tiometrie wird mit einer von Nicolsky et al. stammenden,
empirisch erweiterten Nernst-Gleichung!?®! ausgewertet, die
einen Zusammenhang zwischen der zu bestimmenden Ionen-
Spezies in der Probe und der gemessenen MeBkettenspan-
nung unter dem EinfluB aller stdrenden Komponenten her-
stellt [G. (a)].

U:U°+_R.

-M

T In [ay+2 Ky .1 ai*®] (a)
1

L MeBkettenspannung

L MeBkettenspannung bei Inf = 0

R allgemeine Gaskonstante

T absolute Temperatur

F Faraday-Konstante

dy  MeBionenaktivitit

z Ladung des MeBions (mit entsprechendem Vorzeichen)
Ky -, Selektivitiitskoeffizient (MeBion-Storion)

a Stérionenaktivitit

Ladung des Stdrions (mit entsprechendem Vorzeichen)

Die Quantifizierung der Selektivitit erfolgt durch den Se-
lektivitdtsk oeffizienten K),_,. der leider keine Konstante ist,
da er von der Bestimmungsmethode sowie den Konzentra-
tionen aller stdrenden Substanzen abhingt. Er liegt bei guten
ionenselektiven Elektroden in der GréBlenordnung von 1074,
d.h. ein 10*-facher Stérionentiberschul} ergibt einen Fak-
tor 2 in der Anzeige (= 100% Fehler).

Zum Mechanismus der Selektivitdt der Potentialeinstel-
lung an der Phasengrenze zwischen ionenselektiver Mem-
bran und MeBmedium wurde in den letzten Jahren!?® 30!
eine neue theoretische Betrachtungsweise entwickelt. Sie ba-
siert auf den Arbeiten von Korvta und anderen iber das
elektrochemische Verhalten an der Grenzfliche zweier nicht
mischbarer Elektrolyte!®!! und beriicksichtigt dabei die Er-
kenntnisse der modernen Korrosionsforschung beziiglich
konkurrierender Elektrodenreaktionen.

Grundlage der ionenselektiven Potentiometrie ist eine io-
nenselek tive Spannungsdnderung an der betrachteten Pha-
sengrenze. Voraussetzung dazu ist wiederum eine ionenselek-
tive Ladungsdnderung (oder -verschiebung) an dieser Pha-
sengrenze, d. h. nur der jeweiligen MeBionensorte sollte ein
nennenswerter Phasentransfer ermoglicht werden. Dazu
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miissen energetische und geometrische Parameter zusammen
optimiert werden.

Wird eine der Elektroneutralitdtsbedingung gehorchende,
ungeladene. ionenselektive Membranelektrode in eine Elek-
trolytlosung getaucht, so kommt es zu Phasentibergingen
von Ladungstrigern, deren Richtung (Membran — Losung
oder umgekehrt) vom Gradienten des jeweiligen chemischen
Potentials abhingt. Wenn bevorzugt nur eine einzige lonen-
art selektiv itbertreten soll (z. B. durch spezifische Komplex-
bildung in Flissig- oder PVC-Membranen oder Gitterplatz-
groBen-bedingt bei Membranen aus poly- oder einkristalli-
nem Material), so kommt es durch diesen selektiven Phasen-
iibergang von Ladungstridgern zu einer zunehmenden Auf-
ladung der Phasengrenze. Durch das Auftreten des dazuge-
horigen ionenselektiven elektrischen Feldes wird der anfing-
lich energetisch beglinstigte lonentbertritt gebremst, so daf3
am Ende infolge der elektrostatischen AbstoBungskrifte
zwischen gleichgeladenen Teilchen und der Anziehung durch
die zuriickbleibenden Gegenladungstriger der weitere Uber-
gang von Ladungstrigern gestoppt und die Riickreaktion
gefordert wird. Im Gleichgewichtsfall halten sich dann die
mikroskopischen Ionenstréme, die in beiden Richtungen die
Phasengrenze durchwandern, die Waage, und die sich ein-
stellende ionenselektive Potentialdifferenz ist konstant und
meBbar. Nach auBlen herrscht Stromlosigkeit (Bedingung
der Potentiometrie).

Dem Transport von Ladungstrigern iiber die Phasengren-
ze zwischen Elektrode oder ionenselektiver Membran und
MeBl6sung hinweg entspricht nach den Gesichtspunkten der
elektrochemischen Kinetik definitionsgemil ein gerichteter
elektrischer Strom (je nach Richtung: Membran — Losung
oder umgekehrt) { oder i. Im Gleichgewichtsfall gilt i = i=
iy. Die Stromndichte j, (= iy/4, A = Flache) wird Austausch-
stromdichte genannt (sieche Abb. 2). Die beiden entgegenge-

)

N
N

J
[,uA/cmZ]

Abb. 2. Schematische Darstellung der gerichteten Ionenstréme 2’und [ iber die
Phasengrenze hinweg: die Selektivitiit ist durch das Verhiltnis der MeBionenla-
dungsmenge g,, zur Ladungsmenge ¢, der Storionen gegeben (siehe Text).

setzten Stromdichten j und J sorgen dafiir, daB die ionense-
lektive Aufladung an einer Phasengrenze aufrecht erhalten
wird. Sie ermoglichen dariiber hinaus sogar erst ihre Mef3-
barkeit, denn in der Praxis kann ein MeBkreisstromflul3 von
107'% bis 107 '* A, d.h. ein NettofluB von 10° bis 10° Ein-
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heitsladungen pro Sekunde, je nach Verstirker, nicht vermie-
den werden. Die so durch selektive Ladungstrennung er-
zeugte ionenselektive elektrische Spannung an der Phasen-
grenze eines solchen Ionensensors hiangt natiirlich von der
Konzentration der durchtrittsfihigen (potentialbestimmen-
den) Ionen ab. Der Zusammenhang zwischen der lonenkon-
zentration und dem Grenzfldchenpotential wurde in genialer
Weise schon 1889 von Nernst in der nach ithm benannten
Gleichung theoretisch hergeleitet. Mit Hilfe der experimen-
tell bestimmbaren Austauschstromdichte j, 148t sich nach
dieser Theorie die Selektivitit von potentiometrischen Sen-
soren vorhersagen: Potentialbestimmend ist stets die lonen-
art, die die gréBte Austauschstromdichte aufweist.

Die gegenseitige Beeinflussung parallel ablaufender Pha-
sengrenzreaktionen (neben den MeBionen befinden sich in
realen MeBlosungen in der Regel noch Stdrionen) bewirkt,
daB sich die thermodynamischen Gleichgewichtspotentiale
der einzelnen Elektrodenreaktionen (hier: paralleler Uber-
tritt von Mef3- und Stérionen an der Phasengrenzfliche zwei-
er Ionenleiter) wie bei korrodierenden Metallelektroden
nicht vollig einstellen kdnnen, so daBl Abweichungen vom
Nernst-Verhalten auftreten konnen. Zur Erzielung einer ho-
hen Austauschstromdichte und damit zur Einstellung einer
gewiinschten Selektivitdt konnen thermodynamische wie ki-
netische Faktoren gezielt verdndert werden. So bewirkt das
Einbringen eines Tonophors in die Membran fiir eine be-
stimmte [onensorte eine VergréBerung der Austauschstrom-
dichte und somit eine Selektivititssteigerung. Die so erzeugte
Selektivitit muBl wohl einer Ion-Dipol-Fernwirkung zwi-
schen dieser bestimmten Ionensorte in der Losung und dem
Ionophor in der Membranoberfliche zugeschrieben werden.
Es wire vorstellbar, daB es speziell fiir das potentialbestim-
mende Ton durch Uberschneiden beteiligter Energiebarrie-
ren zu einer Senkung der effektiven Aktivierungsenergie fir
den lonentransfer iber den gesamten Phasengrenzbereich
kommt. Die Aktivierungsenergie kann auch elektrochemisch
durch einen Transferwiderstand ausgedriickt werden. Dieser
wiederum ist umgekehrt proportional zur Austauschstrom-
dichte und kann unter anderem aus Impedanzspektren er-
halten werden!32-331.

Die Selektivitit aller ionenselektiven Membranen, die ra-
sche Potentialeinstellung auch bei dicken Membranen sowie
das gelegentliche Auftreten von Ubersteilheiten (mehr als
der Nernst-Faktor vor dem Logarithmus der MeBionenakti-
vitdt voraussagt) laBt sich mit dieser Theorie, die auch kineti-
sche Parameter verwendet, befriedigend erklaren. In unse-
rem Arbeitskreis sind seit 1975 viele Grundlagenuntersu-
chungen durchgefiihrt worden, um festzustellen, welche Vor-
aussetzungen erfiillt sein miissen, damit ein bestimmtes Ion
potentialbestimmend (also selektiv nachweisbar) ist. Ent-
scheidend war bei allen Elektrodenarten das Verhdltnis der
Austauschstromdichte des MeBions zu der des betreffenden
Storions. Der daraus gebildete Quotient war in allen Fallen
gleich dem potentiometrisch gemessenen Selektivitdtskoeffi-
zienten in der erweiterten Nernst-Gleichung (a).

Vergleicht man gute ionenselektive Elektroden hinsicht-
lich gemeinsamer Merkmale, die offensichtlich eine poten-
tialbestimmende MeBionenaustauschstromdichte an der
Phasengrenze zwischen ionenselektiver Membran und Mef-
16sung nach sich ziehen, so ist es bei Festkrpermembranen
die bevorzugte lonenleitfidhigkeit in oberflichennahen Berei-
chen (Ag,S = guter Ag*-lonenleiter; Eu®*-dotiertes LaF,
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= guter F~-Ionenleiter); bei den PYC-Membranen mit se-
lektiven Ionencarriern werden vorzugsweise nur lonen-Di-
pol-Wechselwirkungen genutzt, wie ein Blick auf die Palette
der sogenannten elektroaktiven Verbindungen!®*# verdeut-
licht. Es scheint so, als ob der Verlauf der Aktivierungsener-
gieschwelle fiir den lonentransfer Membranphase — Losung
den Schnittpunkt (= effektive Aktivierungsenthalpie fiir den
Phaseniibergang des betreffenden Ions) mit dem bei einem
bestimmten Losungsmittel gegebenen unverdnderbaren Ver-
lauf der Aktivierungsenergie-Abstands-Kurve fiir die Desol-
vatation bestimmt.

Die rein kinetische Bevorzugung des MeBions ist zwar eine
hinreichende, jedoch keine ausreichende Bedingung fiir ei-
nen guten, selektiven und vor allem langzeitstabilen Nernst-
Sensor. Es muB auch ein gewisser Grad an Nichtpolarisier-
barkeit vorliegen. Unter dieser GroBe versteht der Elektro-
chemiker vereinfachend ausgedriickt die Eigenschaft einer
elektrochemischen Halbzelle, ihr Potential ohne Riicksicht
auf die aktuell vorhandene Stromstirke konstant zu halten.
Gute ionenselektive Elektroden weisen, wie gute Bezugselek-
troden, fiir das MeBion eine relativ steile Strom-Spannungs-
Kennlinie auf. Die Storionen zeichnen sich bei dieser Be-
trachtungsweise durch eine weniger steile Kennlinie aus.
Liegen sie zusammen mit den MeBionen in einer Losung vor,
so muB sich nach unseren derzeitigen Kenntnissen, wie im
Falle korrodierender Metallelektroden, ein Mischpotential
einstellen. Hierbei dominiert stets das Gleichgewichtspoten-
tial derjenigen Elektrodenreaktion (Phasentransfer von lo-
nen), die die steilste Kennlinie hat. Zur Erzielung einer vor-
teilhaften Strom-Spannungs-Kennlinie liber einen moglichst
groBen Uberspannungsbereich sind auch Konzentrationspo-
larisationen zu beriicksichtigen. Hohere Mefionenkonzen-
trationen in der Membranphase, die durch Komplexierung
und Gegenionenladungen an einer Diffusion in die Losung
mit daraus resultierenden schlechten Nachweisgrenzen ge-
hindert sind, erweisen sich hier als glinstig, ebenso die daraus
folgende hohere Pufferkapazitit fiir das chemische Potential
der MeBionen in der Membranphase. Hierzu gibt es eine
ausfiihrliche Abhandlung!®*!,

Ionenselektive Elektroden ermoéglichen als elektrochemi-
sche Halbzellen in Verbindung mit einer geeigneten, poten-
tialkonstanten Bezugselektrode die Bestimmung einer Viel-
zahl von Stoffen (vgl. Tabelle 1). Je nach den verwendeten
Membrantypen unterscheidet man zwischen Glas-, Festkor-
per-, Fliissig- und PVC-Membran-Elektroden!*¢- 37 Die
Lebenszeit der robusten Glas- und Festkérpermembran-
Elektroden liegt mit mehreren Jahren deutlich iiber der von
Fliissig- oder PVC-Membran-Elektroden, die je nach An-
wendungsgebiet nur ca. sechs Monate einsetzbar sind, will
man nicht groBere Einbullen an Empfindlichkeit und Selek-
tivitdt hinnehmen. Mit der Einfithrung der Modulbauweise
bei dieser Elektrodenart durch einige Hersteller wird jedoch
ein schnelles und problemloses Auswechseln der sensitiven
Elektrodenelemente ermoglicht. Die wichtigsten, von der
Arbeitsgruppe Simon (Ziirich) entwickelten und zur Eigen-
fertigung von selektiven PYC-Membranen benétigten Iono-
phore werden kommerziell vertrieben!®], wobei auch Her-
stellungsvorschriften mitgeliefert werden.

2.1.2. lonenselektive Feldeffekttransistoren (ISFETs)

Lange Zeit glaubte man mit den 1970 von Bergveld°-4°!
erstmals beschriebenen ionenselektiven Feldeffekttransisto-
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ren eine neue Generation von Sensoren geschaffen zu haben,
die den Forderungen nach Miniaturisierbarkeit, Mikroelek-
tronik-Kompatibilitit, Massenproduktionsfihigkeit und da-
mit Kostenersparnis entsprach. Infolge der bekannten mikro-
elektronischen Herstellungsprozesse lag es auf der Hand,
Chemosensoren als wegwerfbare Massenartikel anzustreben.
Die anfingliche Euphorie ist inzwischen einer realistischen
Einschitzung gewichen, da immer noch Schwierigkeiten be-
ziiglich Langzeitstabilitidt sowie Bezugselektroden-Integra-
tion bei diesen Sensoren existieren. Dennoch ist es interes-
sant, auf diese Sensorklasse im folgenden etwas nédher ein-
zugehen, weil sich hier die Disziplinen Chemie, Elektronik
und Diinnfilmtechnologie begegnen und ISFETs die Grund-
lage der Biochips bilden sollen.

Ein ISFET kann allgemein als eine sehr stark miniaturi-
sierte Ausfiihrung einer ionenselektiven Halbkette mit inte-
grierter Impedanzwandlung betrachtet werden. Hiermit 1af3t
sich sowohl die Aktivitit einzelner Ionen bestimmen, fiir die
es auch ionenselektive Makroelektroden gibt, als auch - in
Form enzymbeschichteter ISFETs (Biochips) — eine Vielzahl
von Substraten messen. Die verwendeten Transistoren kon-
nen in der Regel sehr klein ausgelegt werden, so dal} auf
einem Chip von nur wenigen mm? mehrere sensitive Flichen
fiir verschiedene Ionen oder Substrate aufgebracht werden
konnen. Auf demselben Chip kann auflerdem die gesamte
Steuerelektronik inklusive der Temperaturkompensation
Platz finden.

Den Grundbaustein aller ISFETs bildet ein Feldeffekt-
transistor (FET), bei dem das Metallgate durch eine isolie-
rende und eine dariiber befindliche ionenselektive Schicht
ersetzt wurde. Die GroBe des Gatepotentials, das den Strom-
flu3 zwischen Source und Drain steuert, wird durch die Akti-
vitdt der zu messenden lonen bestimmt, weil eine ionenselek-
tive Oberflichenschicht vorhanden ist. Der prinzipielle
Aufbau eines ISFETs ist in Abbildung 3 in einer vorteilhaf-
ten Ausfiihrung gezeigt. Hiufig wird aber aus Griinden ei-

Referenz -
elektrode

Probelésung

Isolator
D n-Si S

Ups
; - Silicium
[ ]

Abb. 3. Funktionsprinzip eines ISFETs: die Gréfle des Gatepotentials V,
steuert den StromfluB i,s zwischen Source S und Drain D.

nes optimalen Arbeitspunktes nicht die Abhdngigkeit des
Source-Drain-Stroms von der MeBionenaktivitit gemessen,
sondern die Regelspannung, die man iiber eine Bezugselek-
trode einspeisen mul}, um diese Stromstirke konstant zu
halten.

Bei einem ISFET dient haufig eine ionenselektive PVC-
Membran, die durch Spin-Coating auf der Gatefliche aufge-
bracht wird, als stofferkennendes Sensorelement. Mit den
bekannten elektroaktiven Verbindungen lassen sich auf diese
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Weise alle ionenselektiven PVC-Membran-Elektroden auch
als ISFET verwirklichen. Haftungsprobleme der Kunststoff-
membranen auf der Gate-Oberflidche fithren jedoch in der
Regel schon nach einigen Wochen zu einem Abldsen der
selektivititsgebenden Membran. Bei einem pH-ISFET!#! 44
stellen Protonen an einer diinnen aufgewachsenen SiO,-,
Si,N,-, Al,O,- oder Ta,0,-Schicht ein H* -konzentrations-
abhingiges Feld ein. Ein entscheidender Nachteil dieser Ma-
terialien liegt in der zum Teil noch vorhandenen Lichtemp-
findlichkeit. Die Diffusion von Verunreinigungen in tiefere
Halbleiterschichten, die bekanntlich darauf empfindlich rea-
gieren, fithrt im allgemeinen noch zu einem langsamen Drif-
ten der Mef3signale im Bereich von wenigen mV pro Tag.

Die genannten Nachteile sowie das grundsitzliche Pro-
blem der Leckbildung bei der Isolation der iibrigen Transi-
storflichen — was ebenfalls vor der endgiiltigen Zerstérung
der Funktionsfiahigkeit zu driftenden Anzeigen fithrt — ha-
ben bisher ihrem kommerziellen Erfolg im Wege gestanden.
Neuere Entwicklungen auf dem Gebiet der elektrolytischen
Verglasung lassen aber auf Verbesserungen hoffen!*%). Die
ISFET-Entwickiung beschiftigte sich auch schon mit Multi-
sensor-Arrayst*® 7] bei denen mehrere unterschiedliche io-
nenselektive Sensorelemente vor verschiedenen Gates auf ei-
nem einzigen Chip integriert sind. Hier stieB man aber auf
Grenzen der Miniaturisierungstechnik. Eng benachbarte
Flichen unter ! mm? konnten nicht separat durch die Spin-
Coating-Technik beschichtet werden. Die nachtrigliche lo-
kale Dosierung einer alle Gates bedeckenden gemeinsamen
PVC-Weichmacher-Membran mit mehreren elektroaktiven
Verbindungen oberhalb der betreffenden Gate-Oberflichen
war auch problematisch, da Tonencarrier-Diffusionsvorgin-
ge innerhalb der Membran die clektroaktiven Verbindungen
vermischten.

Neben der Beseitigung der weiter oben erwihnten Nachteile
ist es aber auch notwendig, eine miniaturisierte und langzeit-
stabile Bezugselektrode auf dem ISFET zu integrieren, um
die Vorteile als miniaturisierter Chemosensor voll nutzen zu
kénnen. Kann die integrierte Bezugselektrode infolge der zu
geringen Stromschliisselabmessungen das Eindringen poten-
tialverfédlschender Substanzen nur far kurze Zeit aufhalten,
lassen sich nur Wegwerf-Sensoren verwirklichen. Hier wire
aber kritisch zu prifen, ob ein klassischer Elektrodenaufbau
in Dickfilmtechnik nicht kostengiinstiger ist.

Eine interessante Alternative zu den ISFETs sind in die-
sem Zusammenhang die in Planartechnologie gefertigten
Filmelektroden!*8!. Auch hier genie3t man den Vorzug eines
miniaturisierten Sensors, der kostengiinstig als Massenarti-
kel produziert werden kann. Ein kommerziell erhiltliches
System!#?- 3% basiert auf der Nullpunktspotentiometrie.
MeB- und Referenzsystem des Einmal-Sensors sind gleich
und haben aufgrund identischer Herstellung bei gleichen L6-
sungen vor den betreffenden Membranen einen Potentialun-
terschied von Null. Wird auf die eine Sensoroberfliche nun
eine Losung bekannter Konzentration (Referenz) und auf
die andere Sensoroberfliche die Probeldsung aufgebracht
(siche Abb. 4), so ist die beobachtete Potentialdifferenz nach
Nernst direkt und allein vom Konzentrationsunterschied des
betreffenden MeBions zwischen beiden Losungen abhingig
(Konzentrationsketten-Aufbau). Der bei solchen Differenz-
meBmethoden (= MeBkette ohne Uberﬁihrung) auftretende
Fehler ist sehr gering, da die Probleme mit traditionellen
Bezugselektroden (Diffusionspotentialvariationen) sowie
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’\Ag

Abb. 4. Aufbau eines Filmsensors (Kodak). der nach dem Prinzip der Null-
punktspotentiometric arbeitet.

Alterungserscheinungen und Elektrodenvergiftungen entfal-
len. Kontinuierliche Messungen sind hiermit jedoch nicht
moglich.

2.1.3. Ionenleitende Festkorperelektrolyt-Sensoren

Die durch den Drei-Wege-Katalysator bekannt geworde-
ne Lambda-Sonde ist zur Zeit der populirste elektrochemi-
sche Sensor. Er ermoglicht die Messung des Restsauerstoff-
gehaltes in der Abluft von Verbrennungsmotoren. Hier wird
die selektive lonenleitfihigkeit des O~ -lons in iiber 400 C
heiBem, yttriumdotiertem ZrO, ausgenutzt. Nach Reak-
tion (1) 148t sich eine potentiometrisch arbeitende O,-MeB-
kette aufbauen, wobei der gasformige Sauerstoff mit dem im
Festkorperelektrolyt  befindlichen  Gitter-Sauerstoff im
Gleichgewicht steht.

O,(g)+de” == 20" (1

Befindet sich auf einer Seite der ZrO,-Membran eine ho-
here Sauerstoffkonzentration, d.h. ein hoherer O,-Partial-
druck (p§" z. B. in AuBenluft, Referenzgas) als auf der ande-
ren (pM:® z.B. in Abgas, MeBmedium), so stellt sich
entsprechend der Nernst-Gleichung fiir Konzentrationsket-
ten eine Spannung ein, die logarithmisch dem Quotienten
beider Sauerstoff-Driicke folgt [Gl. (b)].

. Ref
v BT, Lo (b)
Po,

4F

Die Selektivitit ergibt sich bei diesem Sensor dadurch. dal
in ZrO, eine selektive O? ~-lonenleitfihigkeit (dhnlich wie im
LaF,-Einkristall fiir F~-lonen) auch die Oberflachenreak-
tion bestimmt. Abbildung 5 zeigt den schematischen Aufbau
einer potentiometrisch arbeitenden Lambda-Sonde!®!- 521,
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Abb. 5. Schematische Darstellung ciner Lambda-Sonde als potentiometrischer
Sensor.
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Beziiglich der weiteren analytischen Eigenschaften gelten
dhnliche Uberlegungen wie bei den ionenselektiven Membran-
elektroden. Der erfallbare Konzentrationsbereich ist enorm
(>10 Dekaden), vorausgesetzt der MeBkreisstromfluB} ist
wesentlich kleiner als die Austauschstromdichte der Redox-
reaktion (1) an den Platinableitelektroden. Die Ablesegenau-
igkeit wird auch hier 0.1 mV nicht iibersteigen, woraus sich
bei Temperaturkonstanz Konzentrationsmefllgenauigkeiten
von ca. 2% rel. ergeben. Diese Genauigkeit reicht fir die
typische Anwendung beim Drei-Wege-Katalysator vollig
aus, da bei Anderung von 2 = 1.0 aufgrund des logarithmi-
schen Zusammenhangs grofle Spannungsidnderungen resul-
tieren.

Als Festkorperelektrolyt zur Bestimmung von O,, der
schon bei Raumtemperatur eine lonenleitfahigkeit aufweist,
eignet sich LaF,!*3!. An diesem wird durch intermedidr gebil-
dete OH ™ - und HOj; -lonen eine Potentialdnderung hervor-
gerufen, mit der indirekt die O,-Konzentration gemessen
werden kann®®4],

Der Einsatz von Hochtemperatur-Festkorperelektrolyten
mit O?~-Leitfihigkeit kann bei konstanter Sauerstoffkon-
zentration auch zur Detektion oxidierbarer Stoffe ausge-
nutzt werden, indem eine zweite an der Elektrode ablaufende
Reaktion ausgenutzt wird. Dies geschieht z. B. bei der kata-
lytischen Oxidation von NH, und bei der Bestimmung von
Chrom in geschmolzenem Stahl!**) [Reaktion (2)].

302 7(FIL) + 2Cr(Metall) ~- » Cr,0,(2. Phase) + 6¢~(Metall) (2)
FIL = Festkérperionenleiter

Die sich im Festkorperelektrolyt bewegenden O ~-lonen
oxidieren das Chrom unter Abgabe von Elektronen; die Po-
tentialinderung kann gemessen werden. Nach einer dhnli-
chen Methode gelang auch die Analyse von Silicium mit
ZrSiO, als Festkorperionenleiter!®®). Fiir Anwendungen bei
solch hohen Temperaturen (iiber 1600 °C) wurde inzwischen
ein sehr kompakter Sensor entwickelt, der bis zu zehn Stun-
den in geschmolzenem Stahl eingesetzt werden kann®7.. Zur
Bestimmung von Sauerstoff in flitssigem Natrium, das in
Reaktoren vom Typ des schnellen Briiters verwendet wird,
wurden ebenfalls spezielle Sensoren konstruiert>8 3% Zy-
sdtzlich zur thermischen und mechanischen Belastbarkeit
miissen solche Sensoren auch noch gegen Strahlung und Na-
triumkorrosion bestindig sein.

AuBer fir Sauerstoff wurden bisher insbesondere zur SO,/
SO,;- und CO,-Bestimmung Festkdrperelektrolyt-Sensoren
entwickelt!®®), die z. B. aus Li,SO, +Ag,SO,157-61 764] pe.
stehen und bei einer Betriebstemperatur von ca. 400°C ar-
beiten. Die Empfindlichkeit solcher Sensoren liegt im Be-
reich von 3 bis 10* ppm und ihre Verwendung in der Abgas-
tiberwachung wird zur Zeit gepriift. Auch zur Messung von
Cl, lassen sich oberflichenmodifizierte Festkorperelektroly-
te verwenden. Hierzu wird z. B. LiAlCl, als lonenleiter mit
einer diinnen LiCl- oder AlCI,-Oberflichenschicht iiberzo-
gen. Die vom Chlorpartialdruck abhidngige Zellspannung
gehorcht der Nernst-Gleichung!©3-9¢),

2.1.4. Amperometrische Mepzellen

Um die Anforderungen beziiglich Temperaturkonstanz
der Lambda-Sonde zu verringern sowie um von der loga-
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rithmischen Signal/Konzentrations-Abhédngigkeit zu einer li-
nearen zu gelangen, die auch genaue Messungen mit Sauer-
stoffitberschull (4 > 1. Mager-Mix-Prinzip) ermoglicht,
kann der Sensor auch als Grenzstrom-Sonde konstruiert
werden!®”-®8) Bei dieser Anordnung, die auBerdem auch
unterhalb 400 “C betrieben werden kann, fliet im Gegensatz
zur potentiometrisch arbeitenden Lambda-Sonde infolge des
Anlegens einer dufleren Spannung (..Pumpspannung™)
durch die O,-Konzentrationskette ein Strom, wodurch
Sauerstoff von einer auf die andere Seite der Kette transpor-
tiert wird (,.Sauerstoffpumpe*). Vor der Kathode befindet
sich eine Diffusionsbarriere (z. B. porose Keramikschicht),
die der Sauerstoff iiberwinden muB, bevor er reduziert und
im ZrO, zur Anode transportiert wird (Abb. 6). Ist die ange-
legte Spannung so gewihlt, dal jedes ankommende Sauer-
stoffmolek il sofort an der Kathode reduziert wird, so erhilt
man wie bei der Polarographie einen spannungsunabhingi-
gen Grenzstrombereich. Der dort flieBende Strom ist direkt
proportional der zu messenden O,-Konzentration, und der
Temperaturkoeffizient wird nicht linger durch den Nernst-
Faktor gegeben, sondern durch die Eigenschaften der Diffu-
sionsbarriere kontrolliert!®%1.

Strom-
messung
Iee eel Sauerstoff
Sauer -
stoff ——] Zr\Oz(dot) (—J
ooz |
pRefl o 1o pMen
Oz ! E 02
\pordse / Ditfusions-
Elektrode barriere

Abb. 6. Schematische Darstellung einer Lambda-Sonde als Grenzstromsensor.

Das amperometrische MeBprinzip wird sonst vorzugswei-
se bei industriellen Chemosensoren fiir Gase verwirklicht.
Klassisches Beispiel ist der Sauerstoffsensor nach Clark!' "1,
Der zu bestimmende Sauerstoff diffundiert durch eine gas-
durchlissige Membran von 10 bis 50 Mikrometer Dicke aus
Polytetrafluorethylen (Teflon) oder einem Copolymer aus
Tetrafluorethylen und Hexafluorpropylen (FEP) mit beson-
ders hoher Sauerstoffpermeabilitdt. Dahinter befindet sich
eine chloridhaltige Elektrolytldsung, in welche eine Platin-
oder Goldkathode als Arbeitselektrode und eine Ag/AgCl-
Anode als potentialkonstante Gegenelektrode eintauchen
(vgl. Abb. 14). Sauerstoff wird bei einem Arbeitselektroden-
potential von ca. — 0.8 V gegen die Ag/AgCl-Elektrode re-
duziert. Der langsamste Schritt ist die Diffusion des Sauer-
stoffs durch die gasdurchlissige Membran, wobei die Menge
von seinem Partialdruckgradienten Giber die Membran ab-
hdangt. Der Stromfluf3 wird daher primdr vom O,-Partial-
druck bestimmt. Da die Membran keine Fliissigkeiten und
Elektrolyte durchldBt, kann auch der in Fliissigkeiten geldste
Sauerstoff gemessen werden, wobei die Partialdruckabhin-
gigkeit zu beachten ist. Der Sensor zeigt an Luft und in
luftgesittigten Flissigkeiten den gleichen Wert! Fiir eine An-
zeige des gelosten Sauerstoffs in mgl. ™! ist eine Kalibrierung
erforderlich.

Ein Nachteil der meisten O,-Elektroden auf dieser Grund-
lage liegt im hohen Sauerstoffumsatz, so daB bei einem Ein-
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satz in unbewegten Flissigkeiten nicht geniligend O, nach-
geliefert werden kann (O,-Verarmungsschicht wéchst mit
einer W~Geselzméﬂigkeit in die Flissigkeit) und es zu Min-
deranzeigen kommt. Die MeBlosung muf} infolgedessen ge-
rithrt werden, wobei gleichzeitig eine gewisse Abhangigkeit
des gemessenen Signals von der Konvektion entsteht. Man
versucht, diesen Nachteil durch Verkleinerung der Arbeits-
elektrodenflache zu verringern, wobei aber Probleme infolge
des sehr geringen Stromflusses entstehen. Eine vorteilhafte
Losung wird derzeit durch Anwendung eines Mikroelektro-
den-Arrays (siehe Abb. 7) angestrebt. Bei Einzelelektroden-

(9] (SNO)
(OR0)
<
QO
OO
9

9
O 9
Q9
QD
QRO

<)
9]
(o)

)
19

L)

)
0]
)
0]
(G

)
0]
1O JC
O
o)

@ o

RO N
) O
(080
20
0]
O

L9

)

Q

o)
19

o]
o
o
5

0 0
o)

0]

(S
Q

(0]

)
)
9
)
(GG RT

9

O RONT
o
)
O
99 W
(O 8(C
L0
)
(5]
9 &
(S

)

(0 0
)
G
o)
G
0]

(S
)
o
10
10
)
)

)
15
OO ]
s R0
(O R0
(ON0]
1)
15
)

)
(0

(5
O

)
)
10
1S

O
IO %)
RO NG
Q9
O Y
%)
")

)
)

O]
)
)

(%
(5]
)
w)
o)

)
)

(OREC RO

wl S
6]
(6]
(G

)

0

e

A o
)
)

10 N 'O ) (G )

O
9

el

) &

(0

) (S N0 NGRS

)

0]
(G

o

L

(S ) i

durchmessern von nur 1 ym (!) gelangt man zu Umsatzraten,
die so gering sind, daB die Brownsche Molekularbewegung
in einer sphirischen Schicht zur Nachlieferung ausreicht.
Derartige Sensortechnologien sind allerdings nur mit mo-
dernsten Fabrikationsprozessen der Halbleitertechnologie
zu verwirklichen. Eine weite Verbreitung finden die ampero-
metrisch arbeitenden Sauerstoff-Elektroden als Transducer
fiir viele Biosensoren (siehe Tabelle 7).

Nach einem &dhnlichen Prinzip funktionieren auch viele
SO,-, CO- und NO-Gassensoren. Die MeBmethode basiert
auf der elektrochemischen Oxidation der einzelnen Gase in
dem durch eine Gasmembran abgetrennten Zwischenraum.

Die Selektivitit amperometrischer Sensoren 1dft sich ge-
zielt beeinflussen. DaB in der Technik amperometrisch arbei-
tende Chemosensoren bisher vorzugsweise fiir Gase einge-
setzt werden, obwohl die Amperometrie auch fiir die Fliissig-
keitsanalyse geeignet ist, liegt an der eingeschriankten elek-
trochemischen Selektivitdt. Bei den meist verwendeten wiB-
rigen Grundelektrolyten stehen gerade ca. 2V als nutzbares
Spannungsfenster zur Verfiigung. Innerhalb dieser Spanne
werden alle elektrochemisch veridnderbaren, d.h. oxidier-
oder reduzierbaren Stoffe, deren Anzahli in die zigtausende
geht, unter Stromflull umgesetzt. Im Idealfall lassen sich in
einem voltammetrischen Diagramm maximal zehn Stoffe
durch thre charakteristischen Halbstufenpotentiale getrennt
darstellen!’"!. Das Trennvermégen, das sich durch die Wahl
des Arbeitselektrodenpotentials im Grenzstrombereich des
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zu bestimmenden Stoffes einstellen 1408¢t, ist zur Analyse un-
bekannter Fliissigkeiten in der Regel zu gering. Wird aber
eine gaspermeable Membran vorgeschaltet, so verringern
sich die Stérungsmoglichkeiten nur auf gleich gut permeie-
rende Gase, die ebenfalls unter diesen Bedingungen elektro-
chemisch umgesetzt werden. Im Falle des O,-Sensors nach
Clark sind dies beispielsweise Chlor und einige Haloforme.
Durch geschickte Auswahl des Membranmaterials sowie des
Elektrolyten lassen sich diese Stdrungen weiter verkleinern.
Gelegentlich wird auch eine unterschiedliche elektrochemi-
sche Reversibilitit selektivitdtssteigernd ausgenutzt, wobei
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Abb. 7. Mikroelektroden-Array zur
amperometrischen  O,-Bestimmung,
1040 Pt-Mikrocicktroden auf einem
2 x 3 mm Si-Chip: Durchmesser der Pt-
Mikroelektroden: 1.5 um: Durchmes-
ser der umgebenden SiO, -Si;N,-Isola-
tionsschicht: 20 um. Die umgebende.
graue Ag-Fliche dient als Ag/AgCl-
Referenzelektrode. Mit freundlicher
Genehmigung des Instituts fiir Medi-
zintechnik (IMT), Minster.
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dann Impulsmethoden angewendet werden. Die Nachweis-
grenze amperometrischer Gassensoren ist durch das Rau-
schen des Grundstroms limitiert. Chemosensoren fir den
Umweltschutz (NO_, SO, etc.) erreichen aber untere ppm-
Bereiche ohne besondere Signalaufbereitung.

2.1.5. Galvanische Sensoren

Die Amperometrie 148t sich auch ohne duflere Hilfsstrom-
quelle durchfiihren, wenn eine galvanische Kette gebildet
wird. Bekanntestes Beispiel ist die sogenannte innere Elek-
trolyse, bei der man Cu?*-lonen auf einem Platindrahtnetz
reduzierend abscheidet, indem man es mit einem Zinkstab
verbindet, der in einer Zinksulfatldsung steht und von der
Kupferionenlosung durch ein Diaphragma abgetrennt ist.
Treibende Kraft fiir den StromfluB, bei dem Zink in Lsung
geht und Kupferionen abgeschieden werden, ist auch hier
wieder die Differenz der chemischen Potentiale, d.h. die
Differenz beider Redoxreaktionen in der elektrochemischen
Spannungsreihe. Verbindet man in diesem Beispiel die Zink-
elektrode und das Platinnetz iiber ein duBeres Galvanome-
ter, so erhdlt man wihrend der Elektrolyse ein Strom/Zeit-
Diagramm mit exponentiellem Verlauf. Die Cu?*-Tonen
sind quantitativ auf dem Platinnetz abgeschieden, wenn die
Stromstérke auf ca. 0.1% der Ausgangsstromstirke gesun-
ken ist. Anstelle der gravimetrischen Auswertung 1dBt sich in
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diesem Fall ohne storende Nebenreaktionen auch die insge-
samt geflossene Ladungsmenge (Integral liber die Strom/
Zeit-Kurve) zur Berechnung der Kupfermenge nach dem
Faraday-Gesetz verwenden. Diese coulometrische Arbeits-
weise zdhlt zu den genauesten Absolutbestimmungsmetho-
den, die keiner Kalibrierung bediirfen. Gerade fiir das Ziel,
intelligente Sensoren zu entwickeln, bietet sich die Coulo-
metrie als elegante Methode an, die leider zu wenig genutzt
wird.

Schon vor tiber 25 Jahren wurde eine coulometrisch arbei-
tende MeBzelle fiir SO, vorgestellt!”!), die sich inzwischen
durch die Fortschritte auf dem Gebiet der elektrochemischen
Miniaturzellen in Diinn- oder Dickfilmtechnik gut als Che-
mosensor einsetzen lielle (Abb. 8). Bei quantitativen Umsit-
zen entspricht ein leicht meBbarer Strom in der GroBenord-
nung von 1 pA einem Analytumsatz von nur 10~ '®mols ™!
Die Selektivitdt wird hier durch vorgelagerte selektive chemi-
sche Reaktionen oder Membranseparationen erreicht. Bei-
des ist heute durch geschickte Schichtenbauweise leicht zu
verwirklichen. Inzwischen befindet sich eine derartige ,.ana-
Iytische Brennstoffzelle™ auch in Form eines Alkoholmeters
(fiir die Atemanalyse) auf dem Markt. Zusitzlich zur kataly-
tischen Aktivitdt von Edelmetallelektroden konnen natiir-
lich auch Enzyme zur Selektivitdtssteigerung verwendet
werden. Das dabei hidufig proportional zum Analyten
anfallende H,0, ist ebenfalls leicht coulometrisch zu be-
stimmen.

Luft

'

Abb. §. ..Brennstoffeelle' fir SO, ; zwischen Elcktrode 4 und B flieBt cin Gene-
ratorstrom, der freies lod erzeugt, das spontan an der Elcktrode ¢ wieder
reduziert wird und bei Abwesenheit von SO, zwischen Elektrode 8und Ceinen
genau gleich groBen Strom erzeugt, der mit dem Recorder gemessen wird. Das
MeBgas SO, fihrt stéchiometrisch zu einer verminderten Anzeige. (Fir lod
wird hier zur Differenzierung von 7 das Symbol J benutzt.)

Ebenfalls schon seit Mitte der sechziger Jahre ist eine gal-
vanische MeBzelle zur Bestimmung von Sauerstoff in Lésun-
gen bekannt!”?) Im Gegensatz zum Clark-Sensor wird bei
der Sauerstoffmessung nach Muackereth Blei statt Silber als
Anodenmaterial und Silber statt Platin als Kathodenmate-
rial verwendet. Der entscheidende Vorteil besteht darin, dal3
jegliche Kalibrierung in sogenannter Null-Lésung (z. B. ge-
sdttigter Sulfidlésung) entfillt, da die Elektrode bei Abwe-
senheit von Sauerstoff keinen Strom erzeugt. Als Innenelek-
trolyten werden Kaliumhydroxid und Kaliumhydrogencar-
bonat verwendet.

Angew. Chem. (03 (1991} 519-541

2.2. Halbleiter-Gassensoren

In Gaswarngeriten werden oftmals Sensoren auf Halblei-
terbasis eingesetzt. Das Prinzip beruht hier auf einem Elek-
tronentransfer zwischen Halbleiteroberflache und adsorbier-
ten Gasmolekiilen. Aufgrund dieses Ladungsibertritts erhoht
oder erniedrigt sich die Anzahl freier Ladungstriger in der
Halbleiteroberfliche, woraus dort eine Leitfihigkeitsdnde-
rung resultiert, die der Messung zugénglich ist und mit der
Anzah] der so reagierenden Gasmolekiile korreliert. Oxidier-
bare Gase wie Wasserstoff, Schwefelwasserstoff, Kohlenmo-
noxid und niedere Alkane verringern die Oberflichenleitfi-
higkeit bei bestimmten n-Typ-Halbleitern (SnO,. ZnO etc.),
die zwischen 100 und 500 “C betrieben werden. Analog wir-
ken reduzierbare Gase wie Chlor, Sauerstoff, Ozon u.a. auf
p-Typ-Halbleiter (NiO, CuO etc.). Der Mechanismus des
Elektronentransfers ist noch Gegenstand intensiver For-
schung; einen moéglichen Mechanismus zeigt Abbildung 9.

Halbleiter Gas

€ M"-ee ae

E¢

adsor - CS\
v 77777% biertes
Teilchen

Grenzflache
Halbleiter/ Gas

Abb. 9. Mechanismus des Elektronentransfers an der Grenzfliche Halbleiter,
Gas. &y = Energieniveau des Valenzbandes. ¢, = Fermi-Energic, ¢, = Energie-
niveau des Leitungsbandes.

Nihert sich ein Gasmolekiil der Oberfliche des Halbleiters,
wird es zundchst schwach physisorbiert. Im folgenden
Schritt geschieht entweder Desorption oder Chemisorption
unter Ubergang eines Elektrons. Hierbei kommt es zu einer
Verbiegung des Valenz- und Leitungsbandes und zusdtzlich
zu einer verinderten Austrittsarbeit. In Abhdngigkeit von
Oberflichenbeschaffenheit und -struktur und den Wechsel-
wirkungen zwischen Molekiilen und Oberfliche wird eine
Teilchensorte bevorzugt. Die Selektivitit dieser einfachen
Sensoren, die mit Dickfilmtechnologie leicht und preiswert
herstellbar sind (siche Abb. 10), 148t sich unter Anwendung

Abb. 10. Aufbau eines SnQ,-Dickfilm-Gassensors.

von Kenntnissen der heterogenen Katalyse in gewissen Gren-
zen variieren. Fiir gezielte Selektivitdtsverbesserungen miis-
sen hier die apparativ aufwendigen mechanistischen Studien
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der Heterogenkatalyse-Forschung angewendet werden. wenn
nicht nach zeitaufwendigen ..tnial-and-error**-Methoden vor-
gegangen werden soll. Haufig wird die Halbleiteroberfldche
durch Beimengungen von Metallen wie Palladium, Silber
oder Platin, die die O,-Doppelbindung schwichen sollen,
modifiziert. In einem bestimmten Umfang kann die Selekti-
vitdt noch durch Optimierung der Betriebstemperatur gestei-
gert werden (Abb. 11). Dennoch ist die Selektivitit dieser auf
Halbleiterbasis funktionierenden Sensoren oftmals noch un-
zureichend 73!, Die Oberfliachenbeschaffenheit, die Ladungs-
tragerdichte, das Fermi-Energieniveau, die Anzahl reaktiver
Oberflichenzentren, ja selbst das Ausmall der Bandverbie-
gung konnen durch weitere Partner (Stormolekiile wie Was-
ser, Katalysatorgifte etc.) beeinflult werden. Dadurch kann
es zu Selektivitdtsveranderungen kommen. Derartige Effek-
te sind bei der Kalibrierung zu beriicksichtigen. Zwischen
der Kalibrierung und der Analyse darf sich weder die Selekti-
vitit noch die Empfindlichkeit (Signal/Einheitskonzentration
Analyt) noch der Nullpunkt der Kalibrationsgeraden ver-
schoben haben.

a) b)
N aK([%]
601 60
40[— . 40
A VA4S
€O, [/ \CH, ' \CH,
w0f \ 200 4 co
I/( / N \\

sogenannten Matrixeffekten, die sich dadurch duflern, daf3
die Empfindlichkeit ¢ von Probe zu Probe schwanken kann?

Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber Materialien, die der-
zeit zur Herstellung von Sensorelementen fiir elektrochenti-
sche Sensoren von Bedeutung sind.

Tabelle 3. Materiulien fur selektive Chemosensorelemente.

Sensor- Beispiele angezeigter Lit.
materialien Stoff
Glaser Li,0-B20O-Si0, H* {S. 6]
Na,0-A},0,-8i0, Na' 7]
synthetische PVC-, Silicon-. PMMA- 2.B. K", [14 16. 34,
Polymere ~ Membranen [a] mit Weichmachern Na'., Ca’*. 36 - 38]
und entsprechenden Carriern Mg?' NH/.
NO;
Teflon-Membran fir Gassensoren NH,. CO,. S0, [37]
Festkdrper- LaF, - [37]
ionenleiter 0, [53. 54)
Zr0, (Lambda-Sonde) 0o, [51.52]
Cr {55}
TiO,. Nb,O, 0,
Z1Si0, Si (56]
Na,SO, + Ag,SO, $0,/50, [57.60 - 64]
Nasicon [b} Na [65]
Na* [66)

oxid. red. Gase [73,
109 111]

H'.H..0, [73.
109- 111}

Halbleiter  Si, GaAs, SiC

Metalloxid/- ALO,. Si,N,. $10,. TiQ,
-nitrid- als Isolatoren, Elektronenleiter
schichten und clektroaktive Materialien

R . L L Y .
200 400 600 800 T{°Cj 200 400 600 800 T{°C]

Abb. 11, EmfuB von Temperatur und Pt-Beimischungen auf die Selektivitit
eines SnO,-Gassensors. a) reiner Sn(},-Sensor, b) SnQ,-Sensor mit 1 % Pt be-
handelt.

Wegen der einfachen Moglichkeit der Selektivititsmodu-
lation wird derzeit versucht, ein Sensor-Array zu verwenden,
bei dem jeder miniaturisierte Einzelsensor eine unterschiedli-
che Querempfindlichkeit aufweist. Bei der Analyse von Pro-
ben mit Storstoffen ergibt nun jeder Einzelsensor ein unter-
schiedliches Signal. Durch Kalibrationsmessungen mit je-
weils anderen Storkomponentenkonzentrationen sollte durch
eine Pattern-Recognition-Analyse eine korrigierende Aus-
wertung gelingen. Bei der Simultananalyse eines Stoffgemi-
sches mit einem derartigen Sensor-Array sollten sich prinzi-
piell alle Stoffe bestimmen lassen, die das Signal beeinflus-
sen. Fiir Gberschaubare und einfache Stoffgemische konnte
dies auch gezeigt werden!’*. Der Analytiker aus der Indu-
striemeBpraxis wird aber Zweifel hegen, ob dies auch bei
realen Proben unbekannter und stindig wechselnder Zusam-
mensetzung der Fall ist. Kénnen zwischen Kalibrierung und
Messung die Parameter a und ¢ der einfachsten Analysen-
funktion (c) konstant gehalten werden? Was mulB der Algo-

s=a+e-¢ (c)
s = Analysensignal

a = Achsenabschnitt (Blindwert)

e = Steigung der Kalibrierfunktion (Empfindlichkeit)

¢ = Konzentration des Analyten

rithmus machen, wenn Storstoffe die Sensoren unterschied-
lich vergiften oder eine Drift erzeugen? Was geschieht bei
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[a] Polymethylmethacrylat. [b] Na,, Zr,Si,P, O,,.

2.3. Faseroptische Sensoren (Optoden)

Chemische Informationen konnen auch durch Wechsel-
wirkung elektromagnetischer Strahlung mit dem Analyten in
melbare Signale umgewandelt werden. Spektralanalyse und
-photometrie, Fluorimetrie und Lumineszenzmessung sind
eingefiihrte, bewihrte Techniken. Thre Adaption fiir eine in-
situ-Analyse mit miniaturisierten Melsonden, die dhnlich
wie Chemosensoren eingesetzt werden konnen, gelang durch
die Anwendung der modernen Lichtleitertechnologie. Im
Bereich der Faseroptik wurde hierfiir eine neue Klasse von
Sensoren entwickelt, die Optoden genannt werden (der Be-
griff Optroden wird synonym gebraucht)!”®>~ 7. Diese opti-
schen Sensoren nutzen eine Anderung von Fluoreszenz, Ab-
sorption, Chemilumineszenz, Lichtstreuung. Polarisation,
Raman-Streuung, Brechungsindex oder Reflexion aus. Die
Ubertragung des eingestrahlten Lichtes zur Probe erfolgt mit
einem Lichtleiter. Die Riickfithrung des Fluoreszenz- oder
Reflexionslichtes zum Detektor kann iiber denselben oder
einen zweiten Arm des Lichtleiters (Y-gegabelter Lichtleiter)
geschehen. Den Aufbau eines iiblichen faseroptischen Mel-
systems zur Fluoreszenzmessung, der hier exemplarisch be-
schrieben werden soll, zeigt Abbildung 12. Das bei einer
Messung resultierende AC-Signal wird mit einem Lock-In-
Verstirker frequenz- und phasenselektiv verstarkt. Letztere
Eigenschaft ermdglicht auch die Erfassung der zeitverzoger-
ten Fluoreszenz. Die Fluoreszenz- und Lumineszenzmes-
sung wird aufgrund ihrer hohen Sensitivitit gegeniiber ande-
ren optischen MeBmethoden bei Spurenanalysen bevorzugt.
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Abb. 12, Faseroptisches MeBsystem zur Fluoreszenzmessung; die Anregungs-
cinheit (2) enthiilt die Lichtquelle (Xenon-, Halogen- oder Laserlampe). deren
emittierte Strahlung durch einen Monochromator (3) iiber einen Chopper (4)
und eine Fokussiereinheit (5) in einen Lichtleiter (6) eingekoppelt wird. Uber
die Fokussiereinheit (7) und einen zweiten Monochromator (8) gelangt das
Fluoreszenzlicht zum Detektor (9). der aus ciner Photodiode oder einem Photo-
multiplier besteht. (1) ist die Grundplatte.

Die Chemilumineszenzmessungen bieten einen zusitzli-
chen Vorteil, da auf eine externe Lichtquelle verzichtet wer-
den kann. Das Verfahren ist wegen der nur selten auftreten-
den Chemilumineszenzerscheinungen vor allem auf das Sy-
stem H,O,/Luminol beschrinkt.

Der Vorzug faseroptischer Sensoren besteht in der Mes-
sung ohne jegliches Referenzsystem, wenn man vom Ver-
gleich der Lichtintensitdten vor und nach dem Durchstrah-
len des Probevolumens (/ /) oder dem Zweistrahlprinzip zur
Kompensation von Intensitatsschwankungen der Lichtquel-
le absieht. Bei den oben beschriebenen elektrochemischen
Sensoren wird stets eine potentialkonstante zweite Elektrode
bendtigt. Optoden sind leicht zu miniaturisieren, da es ent-
sprechend diinne Lichtleiter (z.B. 0.1 mm Durchmesser)
kommerziell gibt. Die Probleme der Strahlungseinkopplung
werden allerdings bei zunehmender Miniaturisierung schwieri-
ger. Optoden kdnnen auch in komplizierten Matrices wie
beispielsweise Blut eingesetzt werden. Elektromagnetische
Felder und Temperaturinderungen stdren weniger als bet
den potentiometrischen Elektroden oder Halbleitersensoren.
Nachteilig wirken sich dagegen einfallendes Streu- und Um-
gebungslicht aus. Oftmals sind die Sensoren entsprechend
dem spektralanalytischen Kiivettenverfahren, auf dem sie in
der Regel beruhen, nur innerhalib eines kleinen MeBbereichs
einsetzbar und weisen dhnliche Selektivitdt auf. Die Nach-
weisgrenzen sind durch die meist angewendeten geringeren
optischen Schichtdicken ebenfalls noch zu optimieren (vgl.
Tabelle 4).

Trotz allem ist zu erwarten, daB faseroptische Sensoren
aus dem jetzigen Forschungsstadium heraustreten und in
Zukunft ihren Platz in der industriellen Anwendung finden
werden, wobei sie zuerst die DurchfluBkiivetten abldsen
diirften. Die umfangreichsten Untersuchungen liegen iiber
pH-Optoden vor. Die Technik beruht auf der Immobilisie-
rung eines Indikator-Farbstoffes am Ende des Lichtleiters,
so dafl pH-Wert-Bestimmungen iiber Absorptions- oder Fluo-
reszenzmessungen durchgefiihrt werden konnen. Als Indika-
toren wurden hier beispielsweise 8-Hydroxypyren-1,3,6-tri-
sulfonat (HPTS) oder auch herkémmliche Farbstoffe wie
Eosin und Phenylorange eingesetzt!”°!.

Die pH-Optoden bilden auch die Basis fiir eine Reihe von
Gassensoren. So befindet sich beispielsweise bet NH;- und
CO,-Optoden dhnlich wie bei den analogen potentiometri-
schen Sensoren die pH-Optode in einer geeigneten Innenlo-
sung hinter einer gaspermeablen Membran. Aufgrund der
basischen bzw. sauren Eigenschaften der genannten Gase
andert sich der pH-Wert der Innenlosung und steht somit in
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Korrelation mit der gesuchten Gaskonzentration. Solche
Sensoren sind insbesondere fiir in-vivo-Anwendungen (Blut,
K orperfliissigkeiten, etc.) interessant, da sie im Gegensatz zu
elektrochemischen Sensoren keine galvanische Verbindung
von spannungsfithrenden Bauelementen aufweisen.

Ahnliche Einsatzbereiche zeigen sich fiir die O,-Optode,
die nach dem Prinzip der direkten Fluoreszenzausloschung
arbeitet. Die mathematische Grundlage hierfiir ist durch die
Stern-Volmer-Gleichung gegeben!®®). Die Fluoreszenz der
verwendeten Indikatoren wie Decacyclen oder Perylen, die
am Lichtleiterende immobilisiert sind, wird durch den Sauer-
stoff geschwicht. Dieser Effekt kann nach Kalibrierung zur
0O,-Bestimmung ausgenutzt werden.

Neue Entwicklungen beruhen darauf. Kenntnisse lber
den Mechanismus an ionenselektiven Elektroden, die die Se-
lektivitit bewirken, auf faseroptische Systeme zu lbertra-
gen: Wird z.B. Valinomycin als selektiver K *-Carrier zu-
sammen mit einem pH-sensitiven Indikator, der in proto-
nierter Form vorliegt, in einer geeigneten Matrix immobili-
siert, so lassen sich Membranen herstellen, die am Ende eines
Lichtleiters befestigt werden. Wird der Sensor in eine K *-
haltige Losung eingesetzt, so werden die K *-Ionen bevor-
zugt in die Membranphase eindringen (Bildung eines Ka-
lium-Valinomycin-Komplexes). Infolge der Elektroneutrali-
tiatsbedingung miissen dementsprechend H ™ -lonen, als die
am leichtesten bewegbaren Ionen. aus der Membranphase
austreten, wodurch sich die Absorption bzw. Fluoreszenz
des pH-Indikators in der Membran dndert. was leicht meB-
bar ist[81],

Abschlieflend sei bemerkt, daB es zur Zeit auf dem Markt
der Optoden nur wenige Anbieter gibt und es sicherlich noch
einige Jahre dauern wird, bis faseroptische Mellsysteme dhn-
lich verbreitet wie die elektrochemischen Sensoren sind.

2.4. Masseanzeigende Transducer

Weniger erforscht sind Chemosensoren, die auf massen-
sensitiven Transducern basieren und bisher nur bei speziellen
Anwendungen eingesetzt wurden. Das MeDBprinzip beruht
auf der Eigenfrequenzverschiebung Afeines Schwingquarzes
bet dessen Massenidnderung Am, die durch die Belegung sei-
ner Oberfliche mit einer Fremdschicht hervorgerufen wird.
Die Schwingungsfrequenz liegt iblicherweise im Bereich von
9 bis 14 MHz; fiir die Selektivitdt sorgt ein bestimmtes, auf
der Oberfliache fixiertes Adsorbens. Mit Phthalocyaninen
z.B. lassen sich planare, konjugierte Molekiile und hohere
Alkohole selektiv nachweisen; hiermit konnen Masseninde-
rungen bis hinab zu 10~° g detektiert werden!®2 831 Im Va-
kuum ist fiir kleine Am-Werte die Bezichung zwischen Afund
Am linear und kann mit der Sauerbrey-Gleichung!®*) ausge-
driickt werden [GI. (d)].

y__am (@

fo m

/o = Resonanzfrequenz des unbeladenen Schwingquarzes

m = Masse des unbeladenen Schwingquarzes

Die Eignung von Schwingquarzen fiir die Gasanalyse ist
inzwischen unbestritten. Schwierig ist jedoch die Suche nach
selektiven Adsorptionsmitteln fiir den Analyten sowie die
Kompensation des Feuchte-Einflusses. Auch ist zu bemer-
ken, daB die Oberflichenadsorption in der Regel nicht rever-
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sibel ist. Potentiell kénnten diese Transducer fiir Biosenso-
ren, die in der Gasphase eingesetzt werden, von Bedeutung
sein. Ihr Preis verhindert zur Zeit aber noch ein praktikables
Einmal-MeBsystem.

Bei der direkten Anwendung von Schwingquarz-Detekto-
ren in Fliissigkeiten!®™ 8¢} ohne Trocknung vor der Massen-
inderungs-Messung muB zusitzlich noch die Schwingungs-
ddmpfung berlicksichtigt werden, und man erhidlt Glei-
chung (e).

12
Af =3 (@)
T oo
n = Viskositit der Flissigkeit
p = Dichte der Flissigkeit
tto = Schermodul des Quarzes
po = Dichte des Quarzes

Nach neuesten Untersuchungen!®”), die sich auf eine exak-
te coulometrische Kalibrierung stiitzen, werden ca. 0.4 ym
der umgebenden Fliissigkeit beim Schwingen des Quarzes
mitbewegt. Dies stellt hohe Anforderungen an die Konstanz
aller stérenden Parameter. Durch die mitbewegte Fliissig-
keitsschicht wird das Massenauflésungsvermogen vermin-
dert. Auch sollte erwidhnt werden, daB3 eine derartige Anord-
nung auch zur Dichtebestimmung von Loésungen kommer-
ziell angeboten wird. Hier sind Dichtednderungen in der
sechsten Stelle nach dem Komma noch detektierbar.

Von Surface-Acoustic-Wave(SAW)-Detektoren spricht
man, wenn sich durch geschickte Resonanzbedingungen 2wi-
schen zwei Flichen auf einem geeigneten Material akustische
Oberflichenwellen erzeugen lassen. Die Schwingungsfre-
quenz liegt dann bei einigen hundert MHz, und nach der
Sauerbrey-Gleichung (d) sollte eine hohere Empfindlichkeit
resultieren. Diese kann aber nicht voll ausgeschopft werden,
weil die Massensensitivitdt zwischen den beiden midanderfor-
migen Elektroden nur innerhalb einer sehr diinnen Schicht-
dicke zu messen ist. Beziiglich der Selektivitdt gilt das gleiche
wie oben.

2.5. Anwendungen von Chemosensoren

Im letzten Jahrzehnt hat der Einsatz von Chemosensoren
in der Techmk stark zugenommen. Die Entwicklung von
Chemosensoren wird weltweit, vor allem jedoch in Japan,
forciert. Der Anwendungsbereich klassischer Chemosenso-
ren erstreckt sich von der ProzeBkontrolle/chemischen Ver-
fahrenstechnik uber klinisch-chemische Applikationen bis
hin zur Haustechnik. Ein besonderes Interesse fiir Chemo-
sensoren besteht im Umweltschutzbereich, wo aufgrund ei-
ner BewuBtseinsinderung und der stindig strenger werden-
den Gesetzgebung eine on-line-Uberwachung von umweltre-
levanten Gasen wie NO,, SO,. NH,. CO und CO, immer
wichtiger wird(88-93),

Das Spektrum der bisher entwickelten Chemosensoren er-
moglicht es in vielen Fillen, aus mehreren MeBverfahren das
fir den speziellen Einsatz geeignetste auszuwihlen. Dies
wird in Tabelle 4 am Beispiel der Bestimmung von Sauerstoff
illustriert.

Den grofiten Bedarf an Chemosensoren hat derzeit aller-
dings die Automobilindustrie, die schon 1987 weltweit {iber
zehn Millionen Sauerstoffsensoren (Lambda-Sonden) fiir
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Tabelle 4. Vergleich von MeBverfahren zur Bestimmung cines einzigen Stoffes (am
Beispicl des SauerstofTs).

Funkti- Prinzip MeBmedium  Melbereich
onsweisc
des Sensors

1. Ampero-  amperometrische Anord-  Flissigkeit, 0.1 ppm 100 Vol.- %

metrie nung mit Gasmembran Gas

(nach Clark)

2. Potentio-  O,-Konzentrationskette Gas 1 100 Vol.-%

metric {Prin- mit Festkorperionenleiter

zip der bei erhohter Temperatur

Lambda-

Sonde)

3. Optisch 2. B. Fluoreszenz- in Flissig- 0.0t ppm
ausloschung oder keiten geldster  gesiittigte Losung
-schwichung des immo- Sauerstoff

bilisierten Farbstoffes
4. Para- Paramagnetismus von O,  Gas 0.1 100 Vol.-%
magnetisch  verdringt Hantelwaage

aus Magnetfeld

die Regelung der Betriebsbedingungen des Drei-Wege-Kata-
lysators bendtigte.

Ein dhnlich groBer Bedarf besteht an Halbleitersensoren
auf der Basis von SnQ, fir oxidierbare Gase wie CO, NO,,
CH,, die vorwiegend in Uberwachungsgeriten (Alarmmel-
dern) in Tiefgaragen, in Tunneln, im Kohlebergbau und bei
Emissionsmessungen in der Industrie Verwendung finden.
Hier ist die schlechte Selektivitdt kein groBer Nachteil, son-
dern eher ein Sicherheitszuschlag. Auch die klassischen elek-
trochemischen Sensoren sind in der Mel3- und Regeltechnik
weit verbreitet, insbesondere die pH-Glaselektrode mit einer
weltweiten Produktion von rund einer Million Stick pro
Jahrt®4,

Fiir die klassischen potentiometrischen Sensoren liegt der
grofite Einsatzbereich in der Medizin- und UmweltmeB3-
technik. So gibt es in der klinischen Chemie viele Applikatio-
nen von ionenselektiven Sensoren in biologischen Matri-
ces!?3 7991 Seit langem haben sie sich bei der Bestimmung
einzelner Parameter im Blut, z.B. Na*, K*, Ca?*, Mg?",
bewidhrt. Im Gegensatz zu anderen Untersuchungsmethoden
wie der Atomabsorptionsspektroskopie (AAS), die stets die
Totalionenkonzentration, d. h. die Konzentration der freien
und gebundenen Ionen, erfaBt, ermoglichen sie eine direkte
Messung der Aktivitdt des freien Ions, d. h. der Wirkkonzen-
tration — diese allein ist fiir die medizinische Diagnostik rele-
vant!'°% Die Bestimmung von Fluorid in Urin und Blut
gelingt z. B. mit einer LaF;-Einkristallelektrode, die eine ex-
trem hohe Selektivitdt fiirr Fluorid aufweist. Die Kenntnis
der Fluoridkonzentration ist wichtig bei der medikamento-
sen Behandlung von Osteoporose und Niereninsuffizienz so-
wie bei der Bestimmung des F ~-Gehaltes nach der Anwen-
dung von Narkotika!®7},

Die Uberpriifung von Cyanid-Spuren im Blut, die bei der
Behandlung von Hypertonie mit Natriumpentacyanonitro-
sylferrat(u) (Natriumnitroprussid) erforderlich ist, kann
ebenfalls mit einer ionenselektiven Elektrode erfolgen.

lodid- und bromidselektive Sensoren sind von klinisch-to-
xikologischem Interesse bei radioimmunologischen Unter-
suchungen der Schilddriisenfunktion mit dem Isotop '3'l
bzw. der Verabreichung von bromhaltigen Schlafmitteln.
Hier kann es infolge metabolischer Dehalogenierung und
Kumulation der Br~-lonen oftmals zu Intoxikationen kom-
men.
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Elektrolytvorratsraum

Bei der Behandlung von manisch-depressiven Patienten ist
die Kontrolle des Lithiumgehaltes von besonderer Bedeu-
tung, die ebenfalls mit ionenselektiven Fliissigmembran-
Elektroden, bestehend aus PVC und z. B. dem Lithium-Iono-
phor ETH 1810 (N,N-Dicyclohexyl-N,N'-diisobutyl-cis-cy-
clohexan-1,2-dicarboxamid). ermittelt werden kann.

Die transcutane Messung des Blut-CO,-Partialdrucks
(d. h. die nicht invasive Messung durch die Haut) wird vor-
zugsweise bei Operationen, in der Amputationschirurgie und
in der Sportmedizin durchgefiihrt. Das Funktionsprinzip des
hierfiir verwendeten Sensors ist analog dem anderer poten-
tiometrischer Gassensoren, z. B. fir NH; und SO,. Im we-
sentlichen handelt es sich um eine pH-MeBkette aus einer
Glaselektrode und einer Ag/AgCl-Referenzelektrode. Das
Gas diffundiert durch eine semipermeable Membran in einen
Zwischenelektrolyt, dessen pH-Wert sich entsprechend dem
Gaspartialdruck verdndert und somit von der pH-Mebelek-
trode erfaBBt werden kann. Eine Skizze des Sensors ist in
Abbildung 13 dargestellt.

Gehduse

Deckel

Glaselektrode

Referenzelektrode

Elektrolyt Gasmembran

Abb. 13, pe,,-Gassensor fiir medizinische Anwendungen [95]; der Sensor er-
mdoglicht die transcutane Messung von CO,.

Die beschriebenen Sensoren werden bisher liberwiegend
bei in-vitro-Messungen eingesetzt; Ziel der Forschung sind
Katheder-Einstichelektroden fiir in-vivo-Messungen. Abbil-
dung 14 zeigt ein Beispiel fiir eine amperometrisch arbeiten-
de po,-Katheterelektrode!' '\

Die ISFETs (ionenselektiven Feldeffekttransistoren) konn-
ten sich hauptsdchlich in der Medizintechnik etablieren.
Kommerziell erhiiltlich sind bisher pH-ISFETs, die zur Aci-
ditdtsbestimmung in Blut und Serum. dessen pH-Wert nor-
malerweise 7.41 betrigt, sowie anderen Korperfliissigkeiten
verwendet werden. Ein weiterer technischer Anwendungsbe-
reich besteht z.B. in der Photoindustrie; dort konnen
ISFETs bei der Prozel3kontrolle eingesetzt werden, um wich-

LL LI ] m"“
A O e

1.5 mm

S0 mm

Abb. 14. Amperometrisch arbeitender p, -Kathetersensor [101]. (1) Teflon-
membran und Kappe, (2) Elektrolytraum, (3) Ag/AgCl-Anode, (4) Pt-Katho-
de. (5) Glas. (6) Araldit (Epoxidharz), (7) Pt-Draht, (8) Cu-Abschirmung. (9)
Isolation. (10) Schlauch.
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tige Parameter wie die H* - und Ag*-Konzentration bei der
Filmherstellung konstant zu halten!*®2],

Ektachem-Filmelektroden (vgl. Abb. 4) finden als Ein-
wegsensoren im medizinischen Bereich Verwendung. Kom-
merziell hierzu angeboten wird das Kodak-DT-60-Ekta-
chem-System!4%-30-103] 'mit dem lonen wie K*, Na', ClI-
bestimmt werden kdnnen. Ein derartiger Kalium-Filmsen-
sor ist in Abbildung 15 gezeigt.

Abb. 15. Kodak-DT-60-Ektachem-System fir die Bestimmung von Kalium.

Im Umweltschutz kénnen potentiometrische Sensoren so-
wohl fiir Laboruntersuchungen als auch im on-line-Betrieb
eingesetzt werden. Ein geeignetes Anwendungsgebiet ist die
kontinuierliche Uberwachung des NO; - und NH; -Gehaltes
im Grund- und Trinkwasser. Dadurch 148t sich eine Bela-
stung des Wassers frithzeitig erkennen, so dall Gegenmal-
nahmen rechtzeitig ergriffen werden kénnen. Abbildung 16
veranschaulicht ein MeBldiagramm von einem Sensor zur
Uberwachung von Nitrat im Trinkwasser. Die Uberschrei-
tung des gesetzlich festgeschriebenen Hochstwertes von
50 mg L~ ! Nitrat (50 ppm) kann darauf sofort erkannt wer-
den. Dabei wird die FlieBinjektionsanalyse (FIA) angewen-
det, da aufgrund der Selektivitidt des Sensors auf eine vor-
herige chromatographische Trennung verzichtet werden
kann!!94],

5mVI 75

100

—
A 3 min

Abb. 16. MeBdiagramm zur NO, -Uberwachung im Trinkwasser. Grundelek-
trolyt: 50 ppm NOj in 0.01 M NaH,PO, - H,O: Flu}: 3.0 mL min~"; Probe-
menge: 0.3 mL in 0.01 M NaH,PO, - H,0. Die Zahlen an der Kurve bedeuten
mg L~} Nitrat. A: bidestilliertes Wasser. B: Leitungswasser.

In der Prozefitechnik kénnen zur Uberwachung der Rein-
heit des Kesselspeisewassers von Dampfturbinen ionenselek-
tive Sensoren fiir Ca®*, Na*, NH; oder Cl~ eingesetzt wer-
den!'9%] wobei mit der Na-Glaselektrode noch ppb-Mengen
erfafit werden kdénnen. Diese Parameter sind im Hinblick auf
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Tabelle 5. Churakteristika einiger ausgewihlter Sensoren.

Sensor Spezies MeBbereich Nachweisgrenze Probenart Lebensdauer
ISFET H' pH2-12 10" molL™! fliissig pastés einige Wochen
ChemFET Na' 1-10"*molL ™' 107>  mol L ! flussig einige Waochen
ISE H' pHO 14 107" molL "' Missig Jahre

Na' 107" 10 *moll™' i07** molL"! flussig Jahre

F- 10° 10" * molL™! Ix10" "molI.7! fTiissig Jahre

K' 10°'-10"%* mol L ™! 10 *molL™! fliissig 6 Monate

NOj 10° 10" mol L™ 5x10"°*molL "’ fiissig 6 Monate
Filmelektroder Na' 1075 107 molL ™! 107 motL™! fussig Einweg-

K* 107% 107 ' molL ™! 10" molL™! fliissig sensor
Clark-Sensor 0O, - 200 ppm 1 ppm Q, in Lésung 3 S Jahre
Lambda-Sonde 0, 1-100 Vol.-% 0.5 Vol.-% gasformig 5 6 Jahre
Gaswarngeriite CO 1 -100 Vol.-% 1 Vol.-% gasformig mehrere Jahre

H, 1--100 Vol.-% 1 Vol.-% gasformig

Alkane 1-100 Vol.-% 1 Vol.-% gasformig
Faseroptisch (Fluoreszenz) K* 107*-10" " mol L ™! Sx10"*mol 7! flissig. O, in Losung Wochen bis Monate

0, 107%-10° mol L} 10" *mol L™

Kesselsteinablagerungen sowie Turbinenkorrosion von ent-
scheidender Bedeutung.

Eine Zusammenstellung wichtiger Parameter wie MeB3be-
reich, Lebensdauer und Nachweisgrenze der hier beschriebe-
nen Sensoren zeigt Tabelle 5. Auch in nichtwifrigen Medien
konnen Sensoren, die nicht auf PYC-Membranen basieren,

Tabelle 6. Kurziibersicht kommerziell erhiltlicher Sensoren.

Lieferfirma Anzige  MeBbereich Einsatzbereich
Melgerit von
AEG. NO,-Momitor  NO, 0 600 ppm Kfz-Abgase, Rauchgase
MSI (Drager). [ 0-20.9%
Gasanalysecomputer CO 0 1500 ppm
SO, 0 1500 ppm » Rauchgase
NO 0- 1000 ppm
NO, 0- 200 ppm
Unitronic (Figarc). CHy 500- 10000 ppm .
Gas-Monitor CH, 500- 10000 ppm | Gaswarngerite
CH,,  500- 10000 ppm j (Camping)
CcO 50- 1000 ppm | Gaswarngeriite
NH, 30 300 ppm j (Garage, Tunnel)
H,S 5-100 ppm Gaswarngerit
H,0 0- 100% Feuchte
Transducer NO, 10 ppb 50 ppm
Research Inc. H.S 0 1000 ppm }Guswarngerﬁ(e
Gas-Monitor CcO 0- 1000 ppm
Bran & Liibbe, Na* 0- 20 ppb
lonometer ClI- 0- 100 ppb Qualitdtskontrolle,
NH,/NH,; 010 ppm Grenzwertiiberwachung
F- 0- 10 ppm von Flissigkeiten
§*° 0-30 ppm

beschrdnkt eingesetzt werden. So lassen sich Verunreinigun-
gen in Erddlrohstoffen nachweisen, die eine nachteilige Wir-
kung auf den RaffinationsprozeB haben!!°®.. Eine Auswahl
kommerziell erhiltlicher Sensoren ist in Tabelle 6 wiederge-
geben!t07,

2.6. Entwicklungstendenzen

Es sollte nicht iibersehen werden, daf3 die meisten Sensor-
Entwicklungen bisher mehr oder weniger empirisch erfolg-
ten. Inzwischen ist man bestrebt, durch modernste Untersu-
chungsmethoden gezielt bestimmte Parameter der Sensorele-
mente wie Selektivitdt, Stabilitdt, Dynamik, Reproduzierbar-
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keit, Empfindlichkeit zu optimieren. Beispiele fiir solche Me-
thoden sind elektrochemische Impedanzspektroskopie!!°®,
Tracer-Studien und Oberflichenuntersuchungen!'%°~ 11} wie
Sekundarionen-Massenspektrometrie (SIMS), Auger-Elek-
tronenspektroskopic (AES) und Elektronenspektroskopie
fiir die chemische Analyse (ESCA). Mit Hilfe dieser Metho-
den 148t sich zugleich auch ein tieferer Einblick in die Funkti-
onsmechanismen der stofferkennenden Sensorelemente ge-
winnen.

Zur Zeit ist in der Chemosensorik ein Wandel zu beobach-
ten, der vom klassischen Bauprinzip der Sensoren (elektro-
denihnlichen Gebilden) wegfihrt, hin zu einer Miniaturisie-
rung unter Integration von Erkennungssystem und Signal-
verarbeitung!''2 ''3] Hierbei kann auf die Technologie der
Mikroelektronik zuriickgegriffen werden. Neben der Mate-
rialeinsparung kann diese Technologie bei Massenproduk-
tion auch zu deutlichen Preisreduzierungen und teilweise so-
gar zu verbesserten Sensoreigenschaften fithren. Nach diesen
Techniken gefertigte physikalische Sensoren sind bereits fiir
zahlreiche Parameter bekannt, wihrend derartige chemische
Sensoren gerade auf dem Markt erscheinen.

Die Dickfilmtechnik bietet sich alternativ fur die Integra-
tion von Sensorerkennungssystem und nachfolgender Si-
gnalverarbeitung auf einem Chip an und ist auch von mittel-
stindischen Betrieben nachvollziehbar. Ein vom Batelle-In-
stitut entwickelter potentiometrisch arbeitender Wasserstoff-
sensor in Dickschichttechnologie ist in Abbildung 17 gezeigt.

Na,Ww0,
Glas Substrat

P ‘porés Gas Nasicon
Kontaktbahn l

Heizer Kontaktbahn

Abb. 17. WasserstofTsensor in Dickschichttechnologie [113] (siehe Text).

Als sensitives Material wird Nasicon (Na,, Zr,Si P,_0,,)
verwendet, das als Festkorperionenleiter bei erhdhter Tem-
peratur auf Wasserstoff anspricht, bei Raumtemperatur und
in Losungen aber ein guter Na *-Sensor ist. Dieser mit Nasi-
con gefertigte Sensor ist derzeit einer der wenigen kommer-
ziell erhdltlichen Sensoren in Dickschichttechnologie.
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3. Biosensoren

Wird die Sensitivitdt der Chemosensoren mit der Selektivi-
tat der biologischen Erkennung im Sensorelement verbun-
den, so gelangt man zu den Biosensoren. Diese erfolgver-
sprechende Kombination hat in den letzten Jahren zu ver-
stirkten Forschungsanstrengungen gefiihrt, was auch aus
dem rapiden Anstieg an Publikationen auf diesem Gebict
sowie aus dem Erscheinen der ersten Monographien!!!#-115]
zu ersehen ist. Es haben sich mittlerweile mehrere Biosensor-
Prinzipien etabliert, bei denen die biologischen/biochemi-
schen Erkennungssysteme mit den unterschiedlichsten Che-
mosensoren gekoppelt wurden. Obwohl die Biosensoren
bisher nur in der Medizintechnik eine gewisse kommerzielle
Rolle spielen, ist abzusehen, dal} sie in Zukunft auch auf
anderen Gebieten, z. B. in der Umwelt- und Prozef3technik,
eingesetzt werden. Aus diesem Grund soll im folgenden auf
relevante Entwicklungen eingegangen werden.

Enzymatisch arbeitende Biosensoren gehdren zur éltesten
Generation dieser Sensor-Kategorie; hier werden selektive
chemische Reaktionen unter Enzym-Katalyse genutzt. Die
betreffenden Enzyme werden zweckmiBig im oder am Sen-
sorelement immobilisiert und koénnen dadurch mehrfach
verwendet werden. Leider ist die Haltbarkeit solcher immo-
bilisierter Enzyme zur Zeit noch begrenzt; die Lebensdauer
bei Raumtemperatur und unter Anwendungsbedingungen
liegt hier je nach Enzym und Immobilisierungstechnik zwi-
schen wenigen Tagen und einigen Monaten. Gekiihit und
gefriergetrocknet behilt ein immobilisiertes Enzym seine
Aktivitdt nahezu unbegrenzt.

Immunosensoren bilden eine weitere Klasse von Biosenso-
ren, die ein anderes Prinzip nutzen, nimlich die selektive
Ankopplung eines Antigens an einen Antikorper. Diese spe-
zifische Biokomplexierung 1dBt sich auf verschiedene Weisen
zur Messung von jeweils einem der beiden Reaktanten her-
anziehen. Fiir diec Sensorentwicklung bedeutsam sind Me-
thoden, die hier anders arbeiten als beim Radio-Immuno-
Assay (RIA), entweder mit dem Enzym-Immuno-Assay (EIA)
unter Verwendung verschiedener Detektionsprinzipien (Pho-
tometrie, Amperometrie, Surface Plasmon Resonance) oder
iber Direktpotentiometrie.

Einige Entwicklungen arbeiten ohne isolierte Biomolek -
le, d. h. bei den enzymatischen Biosensoren werden die biolo-
gischen Materialien wie intakte Zellkulturen, Gewebeschnit-
te oder Mikroorganismen direkt ohne Reinigung verwendet ;
bei den Immuno-Sensoren nimmt man entsprechend intakte
Rezeptoren. Rezeptlorstrukturen oder rekonstitutionierte
Einheiten.

Da die Entwicklung von Biosensoren auf der der Transdu-
cer oder Chemosensoren aufbaut, sind Biosensoren noch
nicht so ausgereift, und nur wenige sind zur Zeit kommerziell
verfigbar. Dennoch lassen sich groBe Fortschritte in jeder
der Biosensor-Klassen feststellen.

3.1. Mono-Enzym-Sensoren

Die zuerst entwickelten und bekanntesten Biosensoren
sind die Mono-Enzym-Sensoren. Hier wird ein Enzym mit
einem optischen oder elektrochemischen Chemosensor, der
einen Reaktionspartner des Substrats oder ein Reaktions-
produkt selektiv erfal3t, gekoppelt. Schon bei den ersten En-
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zym-Elektroden in den sechziger Jahren gingen die Entwick-
lungen dahin, das Enzym zu immobilisieren. Obwohl die
Immobilisierungstechnik fur die Eigenschaft des Biosensors
entscheidend ist. soll an dieser Stelle nicht ndher darauf ein-
gegangen werden. Im Grunde ist die Situation dhnlich wic
bei den Bioreaktoren: Man ist an einer hohen Oberflichen-
aktivitdt bei zugleich verlidngerter Lebensdauer interessiert.
Entsprechend werden bei den Biosensoren analoge Immobi-
lisierungstechniken angewandt!!''®~ 129 Es sei aber nicht
verschwiegen, daf3 viele Techniken noch weit davon entfernt
sind, reproduzierbare Ergebnisse zu liefern. Viele Vorschrif-
ten sind nach dem _ trial-and-error**-Prinzip entstanden; ein
Durchbruch in Richtung dauerhafter Immobilisierung wiir-
de viele Nachteile der Biosensoren beseitigen.

Als eine Art Immobilisierung kann auch die Modifizierung
des Coenzyms Nicotinamidadenindinucleotid (NAD ") gese-
hen werden!'2!- 1221, Durch MolekulargewichtsvergréBerung
von NAD ™ mit Polyethylenglykol (PEG) zu PEG-NAD * ist
es moglich, das Coenzym hinter Dialysiermembranen zu im-
mobilisieren und so einer mehrfachen Verwendung - nach
Coenzym-Recycling - zugédnglich zu machen.

In jiingster Zeit sind chemisch voraktivierte Membranfil-
ter zur einfachen und schnellen Enzym-Immobilisierung auf
dem Markt erschienen. Hiermit konnte wegen der unproble-
matischen Arbeitsweise ein Durchbruch beziiglich der La-
gerfihigkeit von Biosensoren gelingen. Das Einsetzen ciner
frisch mit Enzym belegten Filtermembran in den Sensor kurz
vor der Messung ist angesichts der gewaltigen Vorteile der
selektiven Messung in kurzer Zeit ein zumutbarer Aufwand.

3.1.1. Elektrochemische Biosensoren

Die Entwicklungen von Mono-Enzym-Biosensoren mit
verschiedenen Transducern beschrinkten sich in der Vergan-
genheit hauptsichlich auf elektrochemische Sensoren. Diese
Situation hat sich inzwischen durch die Entwicklung neuarti-
ger Optoden sowie der Technik der Oberflichenplasmonre-
sonanz etwas gedndert. Die Biosensoren mit elektrochemi-

Tabelle 7. Amperometrische Biosensoren.

Substrat Enzym Pro- MeBbereich Lit.
dukte

Alkohol 10 150 mmol .7}

Malat Dehydrogenasen  NADH 5x10°" 100x10 *molL "'

Formiat [121.124]

Cholin Cholin-Oxidase H,0, 500 mmol L™ [a] [125]

Ethanol Alkohol-Oxidase  H,0, 10mgL~! (a] {114]

Formaldehyd Formaldehyd- NADH 10 *moll "' [a] [126]
Dehydrogenase

Glucose Glucose-Oxidase  H,0, 0 7gL™! {127 135}

Glutamin Glutaminase, H,0, 0 25mmol L7! [136]
Glutamat-Oxidase

Glycerin Glycerin- NADH, [137]

Dehydrogenase 0O,
Hypoxanthin Xanthin-Oxidase H,0, 4x10 *-180x10"*mol L' {138, 139]

Lactat Lactat-Oxidase H,0, 1-40mmollL™' [114)

Oligo- Glycoamylase, H,0, 0.1 25mmolL"! 1140]

saccharide Glucose-Oxidase

Phenol Polyphenol- Chinon [125}
Oxidase

anorg. Nucleosid-

Phosphor Phosphorylase 0, [141]

[a] Hier nur Werte der Obergrenze bekannt.
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schen Transducern bleiben aufgrund der Art der Reaktions-
produkte der enzymatischen Reaktionen im wesentlichen
auf zwei MeBmethoden, nimlich Amperometrie und Poten-
tiometrie, beschrinkt.

Amperometrische Biosensoren.: Den zahlenmadBig groBten
Anteil am Forschungsgebiet haben die amperometrischen
Biosensoren. Tabelle 7 gibt einen kurzen, sicherlich nicht
vollstindigen Uberblick iiber die vielfiltigen Nutzungsmog-
lichkeiten der klassischen Amperometrie bei Biosensoren.

Amperometrische Transducer setzen Reaktionspartner
oder Produkte der jeweiligen enzymatischen Reaktion direkt
reduktiv oder oxidativ um; der dabei flieflende Strom wird
gemessen und ermoglicht aufgrund der Stéchiometrie einen
RiickschluB3 auf die umgesetzte Substratmenge. Wie aus
Tabelle 7 ersichtlich, hat die schon in Abschnitt 2.1.4 be-
schriebene Sauerstoff-/Wasserstoffperoxid-Elektrode hier den
grofiten Anteil, da bei vielen enzymatischen Reaktionen
(z.B. denen der Oxygenasen) Sauerstoff verbraucht oder
produziert wird. Dieser O,-Verbrauch oder auch die H,0,-
Produktion werden mit der O,-Elektrode gemessen.

Haufig ist in diesem Bereich der Entwicklungen der Glu-
cosesensor vertreten, der auf der vom Enzym Glucose-Oxi-
dase (GOD) katalysierten Reaktion (3) basiert.

D
p-0-Glucose + O, + H,0 SO0, Giuconsiure + H,0, (3)

Bei dieser selektiven Reaktion bieten sich die Konzentra-
tionsdnderungen von drei Substanzen zur Umsatzmessung
an:

1) die Abnahme der Cosubstrat-Konzentration (O,-Abnah-
me);

2) die Zunahme der H,0,-Konzentrationen und

3) die Zunahme der H*-Konzentration; H* entsteht durch
Dissoziation der Gluconsiure.

Alle drei Wege sind beschritten worden.

Die Entwicklungen auf dem Gebiet der Glucosemessung
sind am weitesten gediehen. was bei den grof3en Forschungs-
anstrengungen (etwa die Hilfte aller Biosensor-Publikatio-
nen beschiftigen sich mit der Glucosemessung) nicht ver-
wundert; allerdings ist der fiir die Medizintechnik erwiinsch-
te implantierbare Glucosesensor immer noch nicht in Sicht.
Fir Implantate ist eine Lebensdauer von einigen Jahren ge-
fordert. weil die notwendige Operation in kiirzeren Zeitspan-
nen eine unzumutbare Belastung fiir die Patienten wire. Die
Lebensdauer des Enzyms GOD in synthetischen Glucoselo-
sungen betrug bisher lingstens etwa hundert Tage!!23!. Pro-
bleme durch den Cosubstrat-Charakter - die O,-Menge limi-
tiert den Mefbereich —, durch Produkt-Inhibierung, durch
den méglichen Angriff von Proteasen auf das Enzym, durch
Diffusionslimitierung wegen Einkapselung der Implantate
etc. erschweren den Einsatz.

Weitere amperometrische Biosensoren basieren auf der
Detektion eines Coenzyms. In weit tiber hundert enzymati-
schen Reaktionen fungiert NAD™* als Coenzym. Eine direk-
te elektrochemische Reduktion von NAD™* oder Oxidation
der reduzierten Form NADH gelingt zwarf!*?-'43 jedoch
geht man wegen der recht hoch anzulegenden Uberspannung
(+0.7— + 1.0V vs. Ag/AgCl) dazu liber, beide mit Hilfe
von Elektroneniibertrigern (Mediatoren) zu bestimmen.
Das Funktionsprinzip zeigt Abbildung 180'447 1471 Apalo-
ges gilt tir das Coenzym NADP*.
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Abb. 18. Mediator-modifizierte amperometrische Enzymelektrode.

Als Mediatoren werden reversible Redoxsysteme mit ho-
hen Austauschstromdichten, hiufig Redox-Farbstoffe wie
Methylenblau und Thionin oder auch modifizierte Ferroce-
ne und Hexacyanoferrate eingesetzt. Der Vorteil der Media-
toren ist bekannt: Sie reagieren in homogener Losung ohne
grofle kinetische Hemmung mit dem Coenzym NAD™* und
werden ihrerseits elektrochemisch reversibel und bei deutlich
niedrigerem Potential als NAD™* an der Elektrode umge-
setzt. Durch das niedrigere Arbeitselektrodenpotential ver-
spricht man sich eine geringere Storung von ebenfalls elek-
trochemisch umsetzbaren Stdrstoffen in der Probe.

Auch Ferrocene wurden eingesetzt, um den direkten Elek-
tronentransfer zwischen Enzym und Elektrode zu vermit-
teln. Ein modifiziertes Ferrocen dient als Mediator zwischen
immobilisierter Glucose-Oxidase und einer Graphitelektro-
de!!*8!. Dieser Glucosesensor, vom Cranfield Institute of
Technology entwickelt, ist O,-unabhingig, da das Ferrocen
den Sauerstoff als Cosubstrat ersetzt. Dieser Sensor eignet
sich daher auch fiir anaerobe Medien (Fermenter). Proble-
matisch 1st im Zusammenhang mit den Mediatoren ihre Im-
mobilisierung. Eine Immobilisierung, welche gut genug ist.
um den Mediator nicht mit der Zeit vom Transducer zu
16sen, geht meist mit starker Desaktivierung des Mediators
einher.

Potentiometrische Biosensoren. Biosensoren mit potentio-
metrischem Transducer konnen lberall dort aufgebaut wer-
den, wo Protonen im Verlauf der enzymatischen Reaktion
entstehen oder verbraucht werden. Sie basieren groBtenteils
auf einer pH-Elektrode. Dies wird aus Tabelle 8 ersichtlich,
welche einen kurzen Uberblick iiber die Moglichkeiten po-
tentiometrischer Biosensoren gibt.

Die pH-Messung ldBt sich auch fiir die schon bei den
amperometrischen Biosensoren beschriebene Glucoseumset-
zung (3) anwenden. Hierbei wird die pH—Anderung, die
durch die Bildung von Gluconsiure hervorgerufen wird, ge-
messen. Die in Tabelle 8 aufgefiihrte Bestimmung von Fetten
liber die Messung der pH-Anderung durch die entstandenen
Fettsduren ist zwar noch in der Entwicklung!*3!], erscheint
aber vielversprechend, zumal die Anwendungsmdéglichkeiten
in der Lebensmitteitechnologie vielfiltig sind. Es sind mitt-
lerweile stabile Lipasen isoliert worden, die sogar die Fettbe-
stimmung in organischen Losemitteln erlauben. Bei allen
Biosensoren, die iiber eine pH-Wert-Anderung arbeiten, er-
gibt sich eine starke Abhdngigkeit von der Pufferkapazitit
der Probelosung. Diese Abhdngigkeit kann vermindert wer-
den, wenn die Reaktionszone mit einer lipophilen Schicht
oder Membran vom Puffersystem abgetrennt wird. Im Ge-
gensatz zu amperometrischen Sensoren, die den angezeigten
Stoff beim Mefvorgang verbrauchen und bei EiweiBablage-
rungen auf der Oberfliache ein vermindertes Signal zeigen,
wird bei den potentiometrischen Sensoren durch diesen Ef-
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Tabelle 8. Potentiom

ctrische Biosensoren.

Substrat Enzym Produkte Transducer MeclBbereich Lit.
Aspartam L-Aspartase NH, NH ,-Gasclektrode 0.1 0.6mmol L~} (149]
Fette Lipase Fettsiure pH-Elektrode Sx107" SOx10"*molL™! [150. 151]
Glucose Glucose-Oxidase Gluconsiure pH-Elektrode (pH-ISFET) 0.1 2pgL™! [152]
Harnstoff Ureuase NH;. CO, NH/ -Elcktrode (.01 -10 mmol L ! [153-155)
pH-Elektrode
CO,-Gassensor
Nitrite Nitrit-Reduktase NH, NH, -Sensor 10" mol L™} [156,157]
Penicillin Penicillinase H' pH-Elekirode 0.2-70mmol L !} [158]
Sulfate Sulfat-Reduktase HS~ Ap,S-ISE {159]

fekt nur die Ansprechzeit, nicht aber die SignalgréBe beein-
fluft, da hier verbrauchslos gemessen wird. Dieses kann bei
Implantationen entscheidend sein.

Interessant fiir die technologische Herstellung und Ver-
wendung von SiiBstoffen ist die Umsetzung von Aspartam
durch das Enzym L-Aspartase. Das entstehende NH, 13t
sich mit der bekannten NH,-Gas-Elektrode bestimmen. Ei-
ne weitere Anwendung der NH,-Gas-Elektrode wird schon
seit einiger Zeit erfolgreich durchgefiihrt: Die Harnstoffbe-
stimmung im Urin mit dem Enzym Urease. Die enzymati-
sche Harnstoff-Hydrolyse [Reaktion (4)] ist, wie die Gluco-
se-Oxidation. ein Beispicl fiir die Einsatzmoglichkeit ver-
schiedener Chemosensoren als Transducer.

Urcase

CO(NH,), + 2H,0 » 2NH} +CO%" 4)
In willriger Losung ergeben sich anhand der Reaktions-
produkte pH-abhingige Gleichgewichte (5) und (6). die zu

NH; +OH~ —» NH,+H,0 (5)
coi- +H* - . Hco; M co, + 1,0 ()
weiteren Stoffen fithren, fiir die Transducer vorhanden sind.
Fiir die beiden Reaktionsprodukte, Ammonium- und Car-
bonat-Ion, sind potentiometrische ionenselektive Elektro-
den (ISE) vorhanden. Des weiteren kann das je nach pH der
Reaktionszone entstehende NH, mit der NH,-Gas-Elek-
trode und Kohlendioxid mit einer entsprechenden CO,-Gas-
Elektrode detektiert werden!!®9 Solch ein Harnstoff-Sen-
sor 1408t sich durch eine einfache Tripel-Membran-Anord-
nung. wie in Abbildung 19 gezeigt, realisieren.

[ ———— ==—5 Ag/AgCl-Elektroden

N
I8

[

Ammoniumsensitive Elektrode

Ammoniumsensitive
PVC-Membran

—
ﬂ J/ldJ/% Gasmembran

[L_o ©coo0o0oO0 oj—% Enzym: Urease
l——} Dialysiermembran

Abb. 19. Tripel-Membran-Aufbau 2. B. fir einen Harnstoff-Sensor.

Angew. Chem. 103 (1991) 519 541

Zu den bei Biosensoren angewendeten elektrochemischen
Transducer-Prinzipien zdhlt auch die Konduktometrie, da
der Ablauf einer enzymatischen Reaktion auch tiber eine
Widerstandsidnderung der Losung gemessen werden kann.
Eine grundlegende Schwierigkeit besteht neben der Unselek-
tivitdt darin, daf} sich nur der Gesamtwiderstand messen
1a83t, d. h. die durch das Einbringen einer ionenhaltigen Ma-
trix hervorgerufene Anderung wird gemeinsam mit der reak-
tionsbedingten Anderung gemessen. Eine Differenzmethode
wird von Watson et al.l'®!) yorgestellt. Konduktometrische
Biosensoren fiir Harnstoff und b-Aminosduren werden von
Rechnitz et al!'®2) beschrieben.

3.1.2. Biochips

Die neuen mikroelektronischen Transducer gewinnen an
Bedeutung, da sie die Herstellung von wegwerfbaren Biosen-
soren ermoglichen. Dies ist eine mogliche Losung fiir die bei
Biosensoren stets vorhandenen Probleme beziiglich Lagerfa-
higkeit und Lebensdauer. Selbst das Sterilisationsproblem
l1aBt sich durch sterile Sensorelemente, die erst unmittelbar
vor der Messung eingesetzt werden, 16sen.

Hier sind vor allem die ionenselektiven Feldeffekttransi-
storen (ISFETSs) zu nennen, deren Einsatz als Transducer in
Biosensoren auch in ihrer geringen Grofle begriindet ist, eine
Forderung, die in der Medizintechnik bei Kathetersensoren
eine grolle Rolle spielt. Die enzymatisch modifizierten
ISFETs, die ENFETSs, bestehen vielfach aus einem pH-sensi-
tiven ISFET. auf dessen Oberfliche ein Enzym immobilisiert
ist, das die Reaktion cines Substrats unter Freisetzung oder
Verbrauch von Protonen katalysiert.

Als Beispiele seien hier ENFETs zur Bestimmung von Glu-
cosel!32: 1031 Harnstoff und Penicillinen genannt!!8-165] bej
denen auf der pH-sensitiven Fliche des ISFETs die entspre-
chenden Enzyme mit Glutaraldehyd und Rinderserumalbu-
min oder in Membranen immobilisiert wurden. Um Stérun-
gen durch Temperaturschwankungen sowie durch nicht
durch die enzymatische Reaktion verursachte pH-Anderun-
gen zu kompensieren, kann, wie in der ersten deutschen Bio-
chip-Offenlegungsschrift beschrieben!!®* eine Differenz-
messung durchgefithrt werden, d.h. es kommen ein mit
Enzym beschichteter und ein nicht beschichteter pH-ISFETs
zum Einsatz.

Ebenfalls mit einer Differenzmessung wurde die Bestim-
mung von Triglyceriden durchgefiihrt, wobei auf der pH-
sensitiven Fliche eines ISFETs Lipase in einer Polyvinylpyr-
rolidonmembran immobilisiert ist!!®®), In Tabelle 9 findet
sich eine Zusammenstellung der vorgestellten ENFETs.
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Tabelle 9. Enzymatische Sensoren auf der Basis von ISFETs. Als Transducer
dienten pH-ISFETs.

Substrat Ensym Produkt MeBbereich Lit.

Glucose GOD Gluconsiure 0 20mmolL™" [163]
Harnstoff  Urcase CO,. 2NH, 0-6mmolL~"' {165]
Penicillin G Pericillin-GG-Amidase Phenylessigsdure 1.5 - 50 mmol L ™' [165]
Penicillin Pericillinase Penicillinsiure 0.2 20 mmol L ™' [158]
Triolein Lipase Fettsiure 0.6 3mmolL™" [166]

3.1.3. Optische Transducer

Neben den bewidhrten elektrochemischen Transducern
werden in letzter Zeit zunehmend optische Sensoren zur Sub-
straterkennung mit enzymatischen Reaktionen herangezo-
gen, weil faseroptische Spektralphotometer und Fluorimeter
inzwischen kommerziell erhéltlich sind. Die Funktionsweise
dieser optischen Biosensoren soll anhand weniger ausge-
wihlter Beispiele aufgezeigt werden.

Fiir die Bestimmung von Glucose auf Basis der Reak-
tionsgleichung (3) entwickelten Wolfbeis, Trettnak et al.t'e’!
einen Biosensor, der als Transducer eine schon in Ab-
schnitt 2.3 beschriebene Sauerstoff-Optode enthilt. Hierbei
wurde Glucose-Oxidase kovalent auf einer Nylonmembran
mit aktivierten Carboxygruppen (Immunodyne) gebunden
und auf der Oberfliche der Optode befestigt.

Auf der Eigenfluoreszenz des beteiligten Enzyms beruht
ein weiterer Ansatz von Wolfbeis et al.!'®®] Enzyme mit FAD
als prosthetischer Gruppe édndern ihre Fluoreszenzeigen-
schaften wihrend der Reaktion mit dem Substrat, da Flavo-
proteine im oxidierten Zustand andere Eigenschaften auf-
weisen als im reduzierten Zustand. Diese Anderung 1iBt sich
wiederum mit Lichtleitfasern, an deren Ende das Enzym von
einer Dialysierfolie gehalten wird, messen. Untersuchungen
an diesem System wurden unter Verwendung von Glucose-
Oxidase, Lactat-Monooxygenase und Cholesterin-Oxidase
durchgefihrt.

Zur Kontrolle der biotechnologischen Herstellung von Pe-
nicillinen wurde ein optischer Biosensor entwickelt, der die
durch enzymatische Umsetzung von Penicillin zu Penicillin-
siure verursachte Anderung des pH-Werts verfolgt. Diese
Messung 138t sich nicht nur elektrochemisch, sondern auch
optisch realisieren!*®?), Hierzu wurde das Enzym Penicillina-
se zusammen mit einem pH-Indikator in einem Polymer im-
mobilisiert, wie dies bereits in Abschnitt 2.3 fir pH-Optoden
beschrieben wurde. Analog lidBt sich Harnstoff bestim-
men (79,

Diese Beispiele von optischen Sensoren, die in Tabelle 10
zusammengefat sind, machen deutlich, daB3 optische Senso-
ren dhnlich den elektrochemischen Biosensoren oft auf eini-
gen wenigen Grundprinzipien basieren. Als solche ,,Basis-
Prinzipien™ sind zu nennen:

Tabelle 10. Enzymatische Sensoren auf der Basis von Optoden [a].

1) die Sauerstoff-Messung iiber Fluoreszenz-Loschung ei-
nes Farbstoffs (Transducer: O,-Optode);

2) die Messung des pH-Wertes (Transducer: pH-Optoden)
sowie

3) die Bestimmung der NADH-Fluoreszenz mit gegabelten
Lichtleitern.
Aus der Kombination dieser MeBprinzipien mit verschie-

denen Enzymen entstehen dhnliche Biosensoren wie die. die

auf elektrochemischen Transducern beruhen. Beziiglich der

] [ gegabeilter
" Lichtleiter

immobilisiertes

Dialysier folie —:: | 1 Reagens

Spiegel

Abb. 20. Schematischer Aufbau cines optischen Biosensors.

Spezifikationen ergeben sich keine gravierenden Unterschie-
de. Abbildung 20 zeigt den allgemeinen Aufbau eines opti-
schen Biosensors.

3.1.4. Massenanzeigende Transducer

Eine bislang weniger verbreitete Basis fiir Biosensoren
sind Piezokristalle sowie Surface-Acoustic-Wave(SAW)-
Vorrichtungen!" 7', Mit ihrer Hilfe lassen sich Massednde-
rungen bestimmen, da sie zu einer Anderung der Resonanz-
frequenz der Kristalle fiilhren. Beschichtet man diese Trans-
ducer mit einer selektiv adsorbierenden Schicht, so 1dBt sich
die Konzentration des adsorbierten Stoffes iiber die Ande-
rung der Resonanzfrequenz ermitteln. Hierbei sind z. B. mit
einem 9-MHz-Piezokristall theoretisch Massenbestimmun-
gen biszu 10~ ° g moglich. Guilbaulr et al. beschreiben Senso-
ren auf der Basis von Piezokristallen mit Enzymbeschichtun-
gen. Die Selektivitiit soll hier durch den Enzym-Substrat-
Komplex sowie durch stéchiometrische Massenzunahme
gemil der Reaktionsgleichung erzielt werden. Mit immobi-
lisierter Formaldehyd-Dehydrogenase!'7?! bzw. Cholin-
Esterase!! 73! sollen sich so in der Luft Formaldehyd im Be-
reich von 1 100 ppm bzw. Pestizide im ppb-Bereich nach-
weisen lassen. Arbeiten in Flissigkeiten sind problemati-
scher und werden kontrovers diskutiert.

Substrat Enzym Produkt Transducer MecBbereich Lit.

Ethanol ADH/LDH NADH Lichtlertkabel 0 1 mmolL™' [174]
Glucose GOD n-Gluconolacton 0,-Optode 0.1 20mmolL ™' [167]
Harnstoff Urcase Ammoniak NH,-Optode 0.3-3mmolL ™! [170]
Lactat LMO Pyruvat Lichtleitkabel 0.5 I mmolL™! [168]
Penicillin Penicillinase Penicillinsdure pH-Optode 0.25 10 mmolL ™! [169]

{a] Abkirzungen: ADH = Alkohol-Dehydrogenase. LDH = Lactat-Dehydrogenase. GOD = Glucose-Oxidase, LMO = Lactat-Monooxygenase.
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3.2. Multi-Enzym-Sensoren

Um teure Coenzyme mehrfach verwenden zu kénnen, bie-
tet sich ihre Regenerierung durch ein zweites Enzym an.

Ein Konzept, das auch fiir vicle andere Analyte Anwen-
dung finden kdnnte, beschreiben Schepers et al.l' 7). In einer
DurchfluBzelle wird mit einem Lichtleitkabel die Fluores-
zenz des reduzierten Coenzyms NADH gemessen. Zusam-
men mit z. B. Alkohol-Dehydrogenase wird NAD*, nach-
dem sein Molekulargewicht durch Anbindung von Poly-
cthylenglycol vergréflert wurde, mit einer Dialysiermembran
in der Zelle eingeschlossen. Durch EinschluB} eines weiteren
Enzyms hinter der Dialysiermembran, z. B. der Lactat-De-
hydrogenase, ist die Regeneration von NADH unter Zugabe
von Pyruvat méglich. Diese Reagenszugabe widerspricht je-
doch der Forderung der Reagentienfreiheit fiir einen Sensor
im engeren Sinn.

Weitere Anwendungen von mehreren Enzymen oder gar
ganzen Enzymketten kdnnen erforderlich werden, wenn eine
einzige enzymatische Reaktion nicht zu Stoffen fithrt, fiir die
ein Transducer existiert!' '4-113],

3.3. Biosensoren auf der Basis
von Gewebeschnitten/Zellkulturen

Neben isolierten Enzymen werden bei Biosensoren auch
ganze Zellverbinde verwendet. Sie haben gegeniiber den iso-
lierten Enzymen oft den Vorteil der lingeren Haltbarkeit, da
sich die Enzyme in ihrer natiirlichen Umgebung befinden.
Eine zusitzliche Immobilisierung von Coenzymen oder Co-
faktoren ist hierbei nicht nétig. Solche Zellverbinde weisen
jedoch hdufig eine geringere Selektivitit auf, da sie Enzym-
gemische enthalten.

Bei Arnold und Rechnir="'7% findet sich eine Tabelle von
Biosensoren auf der Basis von Gewebe und dhnlichem Mate-
rial. Hiufig verwendete Transducer sind hierbei NH ;- sowie
O,-Chemosensoren.

Das Funktionsprinzip dieser Sensoren soll am Beispiel ei-
nes Wasserstolfperoxid-anzeigenden Biosensors dargestellt
werden. Da Rinderleber relativ hohe Konzentrationen des
Enzyms Catalase enthilt, wird eine 0.1 mm dicke Scheibe
frischen Gewebes mit einem Nylonnetz auf der Oberfliche
einer membranbedeckten O,-Elektrode immobilisiert. Das
7u bestimmende Wasserstoffperoxid wird enzymatisch zu
Sauerstoff und Wasser zersetzt und der entstandene Sauer-
stoff amperometrisch bestimmt. Der Sensor ist gegeniiber
Temperatur- und pH-Schwankungen weniger empfindlich
und langlebiger als ein Biosensor mit einem isolierten En-
zym!!7®1 Hiufig zitiert wird in diesem Zusammenhang die
Bananatrode, die von Rechnitz et al.!'77) beschrieben wurde.
Hier dient eine diinne Bananenscheibe vor einem O,-Sensor
zur Anzeige von Dopamin, das durch die in Bananen vor-
handene Polyphenol-Oxidase unter O,-Verbrauch oxidiert
wird.

3.4. Mikrobielle Biosensoren
Der GrofBteil der Biosensoren auf der Basis von immobili-
sierten Mikroorganismen arbeitet mit Sauerstoff-Sensoren

als Transducern!! 7% Biosensoren fiir die Bestimmung von
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Phosphat, Nitrat, Nitrit, Sulfit, Methan und Phenol wurden
inzwischen beschrieben, haben aber den kommerziellen
Durchbruch noch nicht geschafft.

Die Phosphatbestimmung gelang mit einem Sensor auf
der Basis von immobilisierter Chlorella vulgaris. Mit einer
0O,-Elektrode wurde die Zunahme des Photostroms bei
Phosphatzugabe gemessen. Hierbei ergab sich eine Abhin-
gigkeit des Photostroms von der Phosphatkonzentration im
Bereich von 8 -70 mmol L™ ''7%1 Karube, Kiragawa et al.l'#0!
entwickelten einen mikrobiologischen Alkoholsensor auf der
Basis eines pH-ISFETs als Transducer. Hierzu wurden Essig-
sdurebakterien Gluconobacter suboxydans auf dem ISFET
hinter einer gasdurchlidssigen Membran immobilisiert. Diffun-
diert Ethanol durch die Membran, wird es von den Bakterien
zu Essigsdure umgesetzt. Mit diesem Biosensor sind Bestim-
mungen im Konzentrationsbereich von 3-70 mmol L™ ! méog-
lich.

3.5. Immunosensoren

Antikorper (Ak) und Antigene (Ag) oder Haptene binden
aneinander spezifisch und mit hoher Bindungsstdrke (hoher
Affinitdtskonstante). Moglichkeiten, diese Reaktion anzu-
zeigen und damit einen der Reaktionspartner nachzuweisen,
beruhten bisher iiberwiegend auf der Markierung eines der
Immunreaktanten. Dieses Prinzip wird in Immuno-Assays
angewendet, die inzwischen fiir die biochemische Analytik
unentbehrlich sind. Fiir die Inmunreaktionen gelten die Ge-
setzmiBigkeiten des Massenwirkungsgesetzes. In der Gleich-
gewichtsreaktion (7) von freiem Antigen und Antikdrper
zum Antigen-Antikdrper-Komplex (AgAk) bestimmt die Af-
finitdtskonstante K das Konzentrationsverhiltnis zwischen
dem Komplex und den freien Reaktionspartnern.

K = [AgAk)/(Ag][Ak] (7

Quantitative Bestimmungen lassen sich durch kompetitive
Bindungstests oder Sandwich-Tests in den Immuno-Assays
durchfiithren. In kompetitiven Tests werden markierte Anti-
gene benutzt. Ist ein solches Antigen radioaktiv markiert, so
spricht man vom Radio-Immuno-Assay (RIA). Ist am Anti-
gen ein Enzym (hdufig Meerrettich-Peroxidase oder alkali-
sche Phosphatase) kovalent angebunden, so liegt diec Technik
des Enzym-Immuno-Assays (EIA) vor. Das markierte Anti-
gen und das zu messende Antigen konkurrieren um die Bin-
dung an den trigergebundenen Antikorper, so dafd sich die
unbekannte Menge Antigen bestimmen ld[3t, wenn zum Ver-
gleich eine Reaktion mit reinem Antigen bekannter Konzen-
tration durchgefithrt wird. Bei den Sandwich-Tests werden
markierte Antikdrper benutzt. Ist ein solcher Antikorper ra-
dioaktiv markiert, spricht man von einem Immunoradiomet-
rischen Assay (IRMA), ist er mit einem Enzym verbunden.
von Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA). Das
zu bestimmende Antigen wird von einem trigergebundenen
Antikorper gebunden und durch einen markierten Zweitan-
tikorper quantitativ bestimmt.

Beide Systeme sind mit wesentlichen Nachteilen behaftet.
Man bendétigt gereinigte Antikorper und Antigene. Die Kali-
brierkurven sind nur in kleinen Bereichen linear. Bei der
radioaktiven Markierung kommen Entsorgungsprobleme
hinzu. Die Durchfithrung eines Immunoassays ist zwar ein-
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fach, erfordert jedoch eine Reihe von Arbeitsschritten und
damit mehrere Stunden Arbeitszeit.

In den letzten Jahren sind einige Immunosensoren entwik-
kelt worden, mit denen sich die immunologische Reaktion
direkt verfolgen laft. Bei diesen Sensoren werden elektro-
chemische, optische oder piezoelektrische Transducer oder
Kapazititsbriicken eingesetzt. Alle wichtigen Techniken der
immunochemischen Analytik sollten mit wegwerfbaren Sen-
soren durchfiihrbar sein{81],

Bei Enzymimmunoelektroden sind Transducer (Elektro-
de), Immunreaktion und Enzymindikator raumlich gekop-
pelt; sie basieren auf den iiblichen EIA-Prinzipien!!82: 1831

Auch ionenselektive Membranelektroden wurden fiir die
Bestimmung von Antikérpern eingesetzt. Dazu werden nach
Rechnitz et al.!'®* die enisprechenden Antigene mit lono-
phoren der Benzokronenethergruppe kovalent verkniipft
und in einer PVC-Membran immobilisiert, um eine K * -sen-
sitive Elektrode zu erhalten. Die Potentialverschiebung der
Elektrode bei Zugabe des entsprechenden Antikorpers wird
durch Veranderung der lonophor-Eigenschaften bei der Bin-
dung des Antikorpers an das Antigen-Ionophor-Konjugat
hervorgerufen. Ein anderer Immunosensor beruht auf der
antigeninduzierten Potentialverdnderung an chemisch modi-
fizierten Halbleiteroberflichen (TiO,), deren Ursachen noch
unbekannt sind '35, Aufbauend auf die ersten Arbeiten liber
potentiometrische Immunosensoren in den Jahren 1978-
1981 konnte der allgemeine Mechanismus der immunolo-
gisch induzierten Potentialinderung inzwischen am interdis-
ziplindr arbeitenden Institut fiir Chemo- und Biosensoren
der Universitit Miinster aufgekldrt werdent!8¢- 1871 Wegen
der prinzipiellen Vielfalt an Antikorpern fiir bestimmte Anti-
gene oder Haptene deutet sich hier eine Analysentechnik an,
die bei Lésung der noch bestebenden Standardisierungs- und
Lagerfihigkeitsprobleme zumindest fiir die Molekiilanalytik
revolutiondren Charakter haben konnte.

Immunosensoren auf der Basis massensensitiver Transdu-
cer (Piezoelektrischer Kristall, SAW) beruhen auf der aus der
Immunreaktion resultierenden Massenzunahme!'#8). Auch
hier gilt, daB in Flissigkeiten Probleme auftreten.

Immunreaktionen an Oberflichen dndern auch bestimmte
optische Eigenschaften. die die Grundlage optischer Senso-
ren sind. Die Anderung der Schichtdicke und/oder des Bre-
chungsindexes der Schicht durch Immunkomplexierung auf
Silicium- oder Metalloxidunterlagen und damit des Reso-
nanzwinkels bei der Oberfldchenplasmonresonanz-Spektro-
skopie (Surface Plasmon Resonance, SPR)!'#% die Ver-
dnderung der Lichtstreuung von beschichteten Glasober-
flichen durch Immunkomplexbildung!!®®! sowie das Re-
flektionsverhalten und die Absorption von eingestrahl-
tem Licht (Evanescent-Wave-Technik)!*®!} sind Para-
meter zur Antigenbestimmung bei immobilisiertem Anti-
korper.

Streng genommen sind Immunosensoren keine Sensoren,
sondern eher Dosimeter, da sie nicht reversibel reagieren.
Unter geeigneten Bedingungen 148t sich der Biokomplex aus
Antikorper und Antigen wieder spalten (z. B. durch pH-An-
derung), so daf} quasi kontinuierliche Messungen maglich
werden.

Auf einer Konkurrenzreaktion beruht der kontinuierlich
arbeitende Immunosensor, bei dem der Analyt und ein he-
terobifunktionelles Konjugat um Bindungspldtze an immo-
bilisierten Antikérpern konkurrieren!!®2],
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Ein Problem des Immunosensors ist die unspezifische Bin-
dung, die die Empfindlichkeit vieler Verfahren verringert,
worauf auch Cullen und Lowe!'?* nachdriicklich hinweisen.

3.6. Biosensoren auf der Basis von Rezeptoren

Ein vielversprechender Ansatz ist die Entwicklung von
Biosensoren, bei denen einzelne Rezeptoren oder Rezeptor-
strukturen von lebenden Organismen auf Transducern immo-
bilisiert werden!!'®*l. Der Vorteil der Rezeptoren gegeniiber
z.B. Enzymen bestiinde in der sehr hohen Empfindlichkeit
sowie kiirzeren Ansprechzeit. So ist z. B. bekannt, daB einige
Meerestiere Substanzen noch im Bereich von 107 '3 mol .7 !
erkennen. Zur Zeit bestehen jedoch noch groB3e Probleme in
Bezug auf Isolierung und Lebensdauer immobilisierter Re-
zeptormolekiile, so dal} dieses Konzept vorerst nur als inter-
essanter Ansatz fur zukiinftige Entwicklungen zu verstehen
ist.

Einen Sensor zur Glucosebestimmung auf der Basis eines
Rezeptorproteins entwickelten Schultz und Meadows!' %),
Hierbei nutzen sie die Konkurrenzreaktion von Glucose mit
einem Glucoseanalogon, einem mit Fluoresceinisothiocya-
nat markierten Dextran (FITC-Dextran), um Bindungsplit-
ze am mit Rhodamin markierten Glucoserezeptorprotein
Concanavalin A (Rh-ConA). Beide Stoffe sind am Ende ei-
nes gegabelten 100 um diinnen Lichtleiters in einem Dialy-
sierschlauch eingeschlossen (Abb. 21).

Glucose

S20=——490( % ' W* 9
t . »

ST 5SSOk [~ * . o\,
I t] - RN

Rh-ConA
FITC-Dextran

Abb. 21. Rezeptorgestitzter Glucosesensor [195]. Die Zahlen geben die Wellen-
lange des Lichts in nm an: links: eingestrahltes Licht, rechts: Fluoreszenziicht.

Durch Licht geeigneter Wellenlinge wird FITC zur Fluo-
reszenz angeregt. Bindet dieses nun iiber das Dextran an das
Rh-ConA, so wird die vom FITC absorbierte Energie auf
das Rhodamin tibertragen, das hierdurch ebenfalls zur Fluo-
reszenz angeregt wird. Wenn Glucose durch die Dialysier-
membran in das MeBvolumen gelangt, verdriangt sie das
Dextran in einer Konkurrenzreaktion von seinen Bindungs-
plitzen, wodurch die FITC-Fluoreszenz zunimmt, da keine
Energie mehr vom FITC auf das Rhodamin iibertragen
wird. Uber Messung der Zunahme dieser Fluoreszenzinten-
sitéit a8t sich die Glucosekonzentration bestimmen.

3.7. Anwendungen von Biosensoren

Eine wichtige Anwendung von Biosensoren in der Technik
ist die Kontrolle von Fermentationsprozessen. Hier ist eine
moglichst kontinuierliche Messung wiinschenswert, um ei-
nen optimalen Fermentationsverlauf zu gewihrleisten und
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den Einsatz von teuren Nihrmedien zu minimieren. Von be-
sonderem Interesse ist hierbei die Bestimmung von z. B. Glu-
cose. Ethanol, Lactat, Cephalosporinen oder Penicillinen.

Ein weiteres Einsatzgebiet finden die Biosensoren im Be-
reich der Lebensmitteltechnologie und -iiberwachung. Hier
interessieren z. B. die Glucosegehalte in Wein und Fruchtsif-
ten!'?®!_der Lactatspiegel der Milch wihrend der Verarbei-
tung!'®” oder die Frische von Fisch, die mit einem Hypo-
xanthinsensor bestimmt wird!! %81,

Ein Feld mit zunehmender Bedeutung ist die Uberwa-
chung der Gewissergiite. Die hier eingesetzten Sensoren ba-
sieren zumeist auf der Kombination von Mikroorganismen
und Transducern. Dabei dienen einige Sensoren zur Bestim-
mung einzelner Wasserinhaltsstoffe wie Phosphat, Nitrit und
Nitrat!! 7 andere erfassen Summenparameter iiber die
Hemmung von Mikroorganismen oder Enzymen. Dies ent-
spricht allerdings mehr einem Frithwarnsystem (Screening)
als einem Sensor im eigentlichen Sinn, da sich an eine beob-
achtete Anzeige eine genauere Analyse anschlieBen muB3. Zu-
dem arbeiten diese Systeme irreversibel. Solche Warnsysteme
werden vor allem zur Uberpriifung des Pestizidgehalts oder
auch der Schwermetallionenkonzentration eingesetzt, wobel
die Hemmung der Mikroorganismen iber die Abnahme der
CO,-Produktion gemessen wird'!°°!. Um eine dem biologi-
schen Sauerstoffbedarf (BOD) analoge GroBe zu ermitteln,
wird die Anderung der Atmung von Trichosporon cutaneum
mit einer Sauerstoffelektrode gemessen!2°%). Ein solcher Sen-
sor wird in Japan bereits im Routinebetrieb eingesetzt.

Als letztes Beispiel fiir einen Bereich, in dem Biosensoren
angewendet werden, sei die Medizintechnik genannt. Die
hier am hidufigsten durchgefiihrten Analysen sind die Gluco-
se- sowie die Lactatbestimmung, weshalb auch dieses Gebiet
am intensivsten bearbeitet wird. Der Wunsch, in-vivo-Mes-
sungen durchfithren zu kénnen, um z. B. eine Insulinpumpe
zu steuern, ist eine treibende Kraft bei der Entwicklung von
miniaturisierten Biosensoren. Hier haben aber auch die For-
derungen nach Biokompatibilitit und Unschidlichkeit der
eingesetzten Reagentien entscheidendes Gewicht. Einige
Biosensoren sind bereits kommerziell erhéltlich, entweder
auf Basis elektrochemischer und optischer Transducer oder
auch auf Basis von piezoelektrischen Kristallen zur Messung
in der Gasphase.

Zur Vermeidung von Problemen beim Einsatz von Biosen-
soren wurden Analysatoren entwickelt. Hier ist eine Proben-
vorbereitung moglich, die die Lebensdauer des Sensors er-
hoht.

Der Aufbau der kommerziell seit lingerem erhéltlichen
Analysatoren fiir die Medizintechnik basiert zumeist auf ei-
ner Sauerstoff- oder Wasserstoffperoxid-Elektrode als Trans-
ducer und einer Oxidase als biochemischer Komponente. Sie
ermoglichen Analysen in Vollblut mit Gehalten von 0-
30 mmol L™" Glucose und 0-15mmolL~! Lactat. Ein
BOD-Meflgerit mit dem bereits beschriebenen BOD-Sensor
ist ebenfalls schon kommerziell erhaltlich.

Eine Auflistung von kommerziell erhdltlichen Analysato-
ren findet sich bei Owen!?°1).

4. Ausblick

Der vorliegende Beitrag versucht einen zusammenfassen-
den Uberblick des Entwicklungsstands chemischer Sensoren
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zu geben, die eine Bedeutung fiir die Chemie-, Medizin- und
Umwelttechnik haben oder erlangen k6nnten. Er erhebt kei-
nen Anspruch auf Vollstindigkeit.

Allein auf dem Gebiet der Biosensoren gibt es nach aktuel-
len CAS-on-line-Recherchen iiber 3000 Publikationen und
iiber 300 Patente, jedoch nur knapp ein Dutzend kommer-
ziell erhdltlicher Sensoren, davon tiber die Hilfte fiir Gluco-
se. Ein Grund fiir dieses krasse Miflverhiltnis beziiglich ci-
ner erfolgreichen Vermarktung ist vor allem in einer man-
gelnden Interdisziplinaritdt der Naturwissenschaftler zu su-
chen. Viele Veroffentlichungen schildern nicht mehr als einen
reproduzierbaren Effekt, ausgelost von einem chemischen
Stoff. Es fehlen regelmidBig Untersuchungen liber Quersto-
rungen und eine Antwort auf die zentrale analytisch-chemi-
sche Frage: Wie richtig erfaBBt der Sensor den jeweils zu
messenden Stoff? Reproduzierbarkeitsangaben allein. mit
reinen synthetischen Proben ohne Storkomponenten erhal-
ten, sollten eigentlich heute - bei dieser Fiille von Informa-
tionen iiber Quellen systematischer Fehler -, der Vergangen-
heit angehéren. Fiir einen Analytiker ist die Publikation
einer neuen Analysenmethode ohne Angabe iiber Matrixef-
fekte und damit iiber die Richtigkeit vergleichbar mit der
Veroffentlichung der Synthese eines neuen Stoffes und des-
sen Identifizierung nur durch Elementaranalyse ohne die an-
erkannten und vorgeschriebenen Absicherungen mit moder-
neren Methoden der Strukturanalyse.

Auf dem Gebiet der Sensorentwicklung ist, dhnlich wie
auf dem Gebiet der extremen Spurenanalyse, zunehmend
eine Verharmlosung der Stdrungsmoglichkeiten zu beobach-
ten. Es wird ein iiberproportional grofler Forschungsauf-
wand im Bereich der Mikroelektronik betrieben, der eigent-
lich ohne Verbesserung des tieferen Verstindnisses der Wir-
kungsweise des stofferkennenden Sensorelements zwecklos
wird. Die fundamentalen Mechanismen der dort auftreten-
den molekularen Wechselwirkungen lassen sich nicht inge-
nieurmdBig planen und optimieren; sie sind Naturgesetze.
die erkannt und genutzt, aber nicht verdndert werden kon-
nen!

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daf} die Sen-
sorentwicklung allein schon wegen der starken Nachfrage
weitere Fortschritte machen wird. Sie werden um so rascher
eintreten, je mehr man sich auf die zentrale Frage der Mole-
kilerkennung konzentriert. Die erkennbaren Mechanismen
lassen es sinnvoll erscheinen, daB sowohl der theoretisch als
auch der anorganisch, organisch, biochemisch. analytisch
oder physikochemisch arbeitende Chemiker gefragt ist. Bei
der Entwicklung neuer Biosensoren ist eine gewisse Interdis-
ziplinaritdt unumgénglich, die auch die Kollegen aus Biolo-
gie, Physik und Medizin einschlief3t.

Gegeniiber den notwendigen Selektivitdtsverbesserungen
bei Chemosensoren und der notwendigen Verlingerung der
Lebensdauer bei Biosensoren treten Verbesserungen bei den
Transducer-Eigenschaften vorerst zuriick. Stabilitdt und
Empfindlichkeit der gegenwirtigen Transducer sind ausrei-
chend und konnen aufgrund physikalisch-chemischer Ge-
setzmiBigkeiten oder mangelnder Rezeptor-Eigenschaften
ohnehin nicht voll genutzt werden.

Die Grundlagen der hier beschriebenen neuen theoretischen
Betrachtungsweise von ionenselek tiven Elektroden wurden von
K. Cammann bereits 1975 in seiner Dissertation unter Anlei-
tung von Prof. Dr. G. Ertl entwickelt. Ihm sowie Prof. Dr. H.
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Gerischer als akademischen Lehrern sei an dieser Stelle noch
einmal fiir die zahlreichen Diskussionen und Hilfestellungen
gedanki. Es blieb Prof. Dr. S. L. Xie vorbehalien, wéihrend
seines Humboldt-Stipendiums diese weitreichende Theorie auch
mit modernsten Mefverfahren voll und ganz zu bestdtigen. Zu
dieser Grundlagenforschung haben in den letzten Jaliren die
Deutsche Forschungsgemeinschaft und der Fonds der Chemi-
schen Industrie entscheidend beigetragen. Fiir die grofziigige
Forderung auf dem Gebiet der direkit-potentiometrischen Im-
muno-Assays sei dem Bundesministerium fiir Forschung und
Technologie Dank ausgesprochen. Last but not least bin ich
dem Land Nordrhein-Westfalen zu grofiem Dank verpflichtet,
weil es derzeit mit erheblichen Mitteln ein eigenstdndiges Insti-
tut fiir Chemo- und Biosensorik an der Universitit Munster
unier tatkrifuger Hilfe der Fraunhofer-Management-Gesell-
schaft aufbaut. Ziel des interdisziplindr angelegten Forschungs-
instituis ist eine anwendungsnahe Grundlagenforschung auf
breitester Basis der Chemosensorik einschlieflich der Ent-
wicklung kompletter Mefsysteme und Monitoranlagen.
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