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1 Was ist Diabetes*

1.1 Wesen und Arten der Erkrankung
- Der Diabetes ist eine Stoffwechselstérung

- Typ-1-Diabetes: - Insulin wird nicht gebildet
- Ursache: Zusammenwirken von Erbfaktoren,
Virusinfekten und
Autoimmunerkrankungen
- Seltene Krankheit, an der in Deutschland zwischen 150000-
200000 Menschen leiden

-Typ-2-Diabetes: - Vorhandener Insulin wird nicht freigesetzt oder gelangt nicht

richtig zum Einsatz
- Ursache: angeborene oder erworbene
Insulinunempfindlichkeit
- In Deutschland 5-7 Mio. Typ-2-Diabeteskranke

rdauungsenzym, das Uberfllissige Nahrstoffe in Speicherformen
oglicht Abbau von Glucose; Bildung in der Bauchspeicheldrise

7 Mio. Diabeteskranke

von Insulin



1.1 Tagliche Kontrol

Zur Kontrolle der Therapie des Diabetes mellitus sind regelmagi
Eigenmessungen — d.h. die Selbstkontrolle der Blut- und Harnzuck
wichtig, um erhohte oder erniedrigte Blutzuckerwerte sofort zu erkenne
und zu behandeln.

Durch den (dauerhaft) erhdhten Blutzuckerspiegel konnen korperliche
Schwache; GefaBverschlisse; Nierenversagen; Ketoacidose und Coma
Diabeticum auftreten.

=> Motivation einen geeigneten Sensor zu bauen .



2 Sensorenarten

Sensoren sind Messfuhler, die eine bestimmte Messgrofi
konnen und diese z.B. in eine elektrische GroBe transformier

Unterteilung in

a) Chemosensoren
- Reagieren auf die Anwesenheit eines bestimmten
Analyten mit einem physikalisch-chemischen Prozess

josensoren
n zur Erkennung eines Analyten
ische Prozesse



2.1 Funktionsprinzip der Bios

* Alle Biosensoren arbeiten nach einem einheitlich
Funktionsschema

Anabyt Rezeptar Transducer Elektranik  Mefiwerausgabe
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2.2 Biosensoren-Eintellun
Detektionsprinzip

» Nach der Art des Detektionsprinzips erfolgt die Einteilung der
in vier Gruppen

- Kalorimetrie

- Microgravimetrische Detektion

- Optische Detektion

lektrochemische Detektion



2.2.1 Kalorimetrie (Temperat

- Die TemperaturerhOGhung einer
exothermen Reaktion ist direkt
proportional zu der Stoffmenge
der Reaktionspartner

- Nachteile:
» Temperatureffekte klein
Gut isolierte GefaBe notwendig

enso exakt die gleiche
eratur der
spartner vor der

Themostatisierung

Thermische lsaliening

~ Saule mit
/ fest gebundener
Glucoseoxidase
(GOD)

T

Mel:-
verstarker
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Analysenprobe  Thermistor



2.2.2 Mikrogravimetrisch
(Piezoelektrische Sensor

- Bei diesem Sensortyp reagiert ein in Resonanz schwingender Kristall a
die Veranderung der Massebeladung

- Nachteil:
Einmalige Anwendung (Allerdings geringe Herstellungskosten)




2.2.3 Optische Sensoren (O

Gut geeignet fur die Sauerstoffgehaltsmessungen in Flussigkeiten
den Enzymreaktionen, bei denen Sauerstoff gebildet oder verbraucht

MeBprinzip: Fluoreszenzloschung
Lichtwellenleiter mit einem Indikator als optische MeBeinrichtung
Lumineszenz- oder Absorbtionseigenschaften des Indikators sind O,-
Abhangig

Vortelle:
- Raumliche Trennung von MeBgerat und optischer

MeBeinrichtung
- Lichtwellenleiter sind von magnetischen oder elektrischen

Storfeldern unbeeinflu 3t



2.2.4 Elektrochemische D

- 2 Unterarten: Amperometrie und Potentiometrie

- Amperometrie: Messung des Stromflusses bei konstanter Spannung. Gut
geeignet fur Stoffwechselprodukte, die leicht oxidiert bzw. reduziert werden
konnen (H,0O,).

Potentiometrie: Messung des elektrochemischen Potentials von ionischen
aktionsprodukten (NH,*, CO,2-, H+)



3. Funktionsprinzi
Glucosesensors

* Glucose und Sauerstoff werden durch das Enzym
Glucoseoxidase zu H,O, und Gluconolacton umgeset
das anschlieBlich zu Gluconsaure hydrolisiert:

H OH y OH

HO 0. + H.0 o HO
HO I 2 . HO -

B-D-Glucose D-Gluconolacton

LHydrolyse
CH,OH

H OH

H

OH H COOH
OH

H OH

D-Gluconsiure




» Das entstandene Wasserstoffperoxid wird bei einem Potential vo
+600 mV vs. Ag/AgCl an einer Platinelektrode oxidiert. Dadurch wird
Stromfluss moglich:

1,0, — =M o o1

fluss wird Gber ein hochempfindliches Amperemeter registriert.

arke ist dabei proportional zur Glucosekonzentration.



4. Aufbau des Glucos
4.1. Chip-Layout

» Einkristallines Siliciumsubstrat als Basis, das
pyramidenstumpfformige Hohlraume

(Containments) aufweist

 |nnere Oberflache ist mit einer Elektrodenschicht Tiikrnsituny

aus Platin bedeckt

« (Containments werden mit GOD in einer PVA-Matrix

gefullt
rschluss durch eine Verkapselungsschicht

igkeit wird mit einer konstanten

igkeit durch den Chip gepumpt

ie diffusionshemmende

nt diffundieren

Sensrelemene

Durefusskanal

Aufibringsifhing
Silzhumsubshat

Glasthecke!



4.2 Vorteile der Containmenttec

-  Die Containmentsensoren werden auf der Ruckseite kontak

» Vereinfachte Verbindungs- und Verkapselungstechnik;
einfacher Anschluss an Durchflusszellen.

- Gute Verankerung der Stofferkennenden Membran

- Minimale Enzymauswaschung in der Stofferkennenden Membran
gegenidber Immobilisierung von GOD auf planarer Oberflache

Mechanische Stabilitat von Membranen und Biokomponente.
ringen mehrerer Analysensysteme auf einem Chip.

uktionstauglichkeit



4.3 Abbildung des Glucosesensor
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5. Herstellung des Glucose

Samtliche Prozesse zur Herstellung der Sensor-Chips
erfolgen im Reinraum (gleichmaBige
Klimabedingungen und Vermeidung einer
Contamination)

Einkristalline Si-Scheibe als Ausgangsprodukt
1) Vertiefung far Durchfllsskanal

2) Bildung der beiden Containments und Zu- bzw.
Ausfuhrungso6ffnungen

Metallisierung des Containments

ileBung des Kanals mit einem Glasdeckel

rkapselung




6. Elektrochemische Gr
6.1. Drelelektrodenanordnun

Der Glucosesensor arbeitet mit einer
Dreielektrodenanordnung

An der Arbeitselektrode findet die
Redox-Reaktion statt

Die hochohmigen Referenzelektrode
und der Potentiostat kontrollieren das
Potential

Die niederohmige Gegenelekirode dient
als Stromkontaki.

Dreielektrodenanordnung: die Messung
wird nicht von Stromabhangigen
rozessen an der Gegenelektrode
influsst

tarke ist somit nur noch vom

szas i
FEH

AE




6.2 Stofftransport

= Stofftransport
- Migration: Wanderung aufgrund eines elektrischen Feldgradienten

- Diffusion: Wanderung aufgrund eines Konzentrationsgradienten
- Konvektion: durch eine Stromung verursachte Bewegung

= Problem

Diffusionsgrenzstrom ist proportional zur Konzentration

wird durch Leitelektrolytzusatz (NaCl) verringert
wird ausgeschlossen da im Elektrolyt keine Stromung auftritt



6.3 Mathematische Grun

« Diffusionsgrenzstrom

« Nach dem 1. Fickschen Gesetz gilt: Kenzentration
| Elektrahyt
d—N = —DE A et ---Cm
dt dx &
» F0r die elektrochemische Stromdichte qilt: -
C.
. . d Cip — 6 v 0 ! stand %
JLadung:ZF. JTeilchen: zF _Cj :ZFDM Oy Aostand
dx/ _, Oy
Bei Uberspannung geht ¢, , gegen O: Jadung = ZFD Ciet _ Loren,
’ aaun A
N

it ist der Diffusionsstrom nur von der Anfangskonzentration
: zFDA

Grenz ~ 6 Ci,El
N

onstante; D = Diffusionskonstante;

=Konzentration an der Elektrode;



ll. Charakterisierung de
praktische Anwendun

Sensor mit den /.1.Apparaturaufbau
Elektroden



7.2. Voltammetrie und Volta

. Voltammetrie
- Messung des Stromes in

Abhangigkeit vom : Votiammogammeines 100 mvPhosphatpufers
Elektrodenpotential 1240°]
- Ermittlung des Arbeitspotentials 1.040°
8,0x10"
> Voltammogramm = sod0']
% 4,0x10'7-
Kein Signal fir den Phosphatpuffer £ .,
B ol
eine Stérung seitens des Puffers 2000
-4,0x10'7-

0,0I0|,2I0|,4I0|,6I0|,8I1I,0I1I,2I1I,4I

Spannung [V]



7.3. Ermittlung des Arbeite

. Ermittlung des
Arbeitspotentials fur die
amperometrische Bestimmung
von H,0,

Voltammetrie einer Pufferldsung mit 2 mM H,O,
4,0x10° -

1.  Beginn der Zersetzung von H,0,

3,0x10°

Sattigungswert oder 20010°
Diffusionsgrenzstrom T
£ 10x10°
rarmung von s
w

erstoffperoxid an der
e, Oy wachst in die
ein

-1,0x10°

-2,0x10°

— T - 1 - T - 1 1 " 1 T~ T "~ T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

Spannung [V]



Sensorkennlinie bei 100 mM Phosphatpuffer

Stromstarke [A]
Stromstarke [A]

7.4. Kalibration des Gluco

Messung verschiedener Losungen unterschiedlicher Konzent
Phosphatpuffer fangt die entstehenden H+-lonen ab

Kein Plateau bei 50 mM, nicht gentigend Pufferkapazitat
» Erniedrigung der Aktivitat der GOD

8,0x10°
6,0x10°
4,0x10°
2,0x10°

0,04

Abhéangigkeit der Sensorkennlinie

von der Pufferkapazitét
(20mmol Puffer)

T T T
3000 4000 5000 6000



7.5. Kalibrationsku

» Auftragung von Stromstarke gegen Konzentration

« Abweichung der letzten beiden Werte ist auf ungentigende Pufferk
zurtickzufthren

Signalabhangigkeit von der Pufferkonzentration

55 -

50 - . 20mmol/L
® 100mmol/L

45 -

T ; T ; T ; T ; T
10 20 30 40 50

cosekonzentration [mmol/L]



7.6. Paremeter zur Charakt
Glucosesensors

1. Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit
-Sauerstoffkonzentration im Reservoir
-Glucosekonzentration

1. Fliessgeschwindigkeit

2. Selektivitat

Storsubstanzen

nzen nach heterogenem und homogenem Mechanismus



7.6.1. Einfluss der Sauerstoffko

« Die Reaktionsgeschwindigkeit
hangt unter anderem von der
Sauerstoffkonzentration ab

 Zu kleine Sauerstoffkonzentration
begrenzt den linearen
Messbereich

» Abnhilfe: Verkapselung des
Containments mit einer
sauerstoffpermeablen Membran

Reaktionsgeschwindigkeit wird
der Glucosekonzentration

nzentration gering zu

de Membran an
tainments

[

Amperogramme zweier Sensoren

1500 |

1000 -

T 'I T T T T I L] T T I T T T L] I 1 L]

= |
(]

i ! 1}
i i L

—0— Sensor ohne Diffusionsmembran
—0— Sensor mit Diffusionsmembran |

L il ! 4 i

0 10 2 30 40

¢(Glucase) [mmolL]



7.6.2. Fliessgeschwi

Abhangigkeit von der Fliessgeschwindigkeit

10 W/min
\
. 2,0x10" 1 5 W/min
« Gemessene Stromstarke

abhangig von der ]

Fliessgeschwindigkeit e
<
g :
@ 01077 ~ 5imin
g _ 10 pl/min /
S
@ 50x10° S~

0,0 - Puffer




7.6.3. Selektivi

GOD reagiert selektiv auf
Glucose

Bei Fructose gibt es kein
Signal

Hohe Selektivitat des Sensors

Stromstarke [A]

20x10"

=
2
o{l

00

Sdektivitdt des Guoosesensors

10 Mol Guoose

10 mol Fuctose

T T T T T 1
800 1000 1200 1400 1600

Zait[9)



7.6.4 Einfluss von Stors

 Auch geringe Mengen
Ascorbinsaure konnen sy T VO Sl betaren 2m Befspie
das Ergebnis der
Messung stdren 4040

. 10 mmol Glucose
3070 + 1 mmol Ascorbinséure

2.0x107- 10 mmol Glucose

Stromstéarke [A]

1,0x10”

Puffer
00 . ,

Zeit [g]




Bei 600 mV oxidierbare Substanzen verursachen Stérungen,
Ascorbinsaure, Harnsaure, Medikamentenruckstande u.s.w.

Bei einem Potential von 600 mV kommt es zur folgenden Reaktion

:IIIIIIIO

+2H" +2¢




7/.6.6. Ansatze zur Unterdruckung

« Differenzmessung

« Parallelmessung ohne Glucose

» Differenz der Werte ergibt Glucosekonzentration
» Beide Sensoren mussen gleiche Diffusionseigenschaften aufweisen

» Diffusionsbarrieren fur hochmolekulare Verbindungen
» Aufbringen einer nur fur H,O, permeablen Membran
Stérsubstanzen kénnen nicht in die Containments diffundieren

— Diffusionsmembran
Enzymmembran

Interferenzmembran
*_|™ Elektrode

Diffusionsmembran

. /[~ Enzymmembran | >
1~ Elektrode
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