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Vorlesung und Übung 7113 - WS 2004/2005
Mikrosensorik (Mikrofabrikation und Sensorapplikationen)

Biosensorik und Biochips

Hans Heinrich Ruf
Fraunhofer IBMT und Universität des Saarlandes, St. Ingbert

rufh@ibmt.fhg.de

Überblick

• Biosensor = Chemosensor mit biologischen Komponenten (s. Vorl. 9)

• Chemosensorik-Grundlagen (s. Vorl. 9)

• Biologische Erkennungsprozesse und -moleküle (s. Vorl. 9)

• Transducerprinzipien und Beispiele für Biosensoren

• Biochips: technische Prinzipien, Beispiele und Anwendungen
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Funktionelle Schichten eines (Bio-)Chemosensors

Analyt(e)
in Matrix

Probenahme
Probenvor-
behandlung

Molekulare
Erkennung

Meßwandler
Transducer Daten-

verarbeitung

Readout

Biosensor System

Biosensor
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Biosensorik - Überblick

• Transducerprinzipien
– mechanisch (piezo, akusto-gravimetrisch): QCM, FPW, SAW, Cantilever
– thermisch (kalorimetrisch)
– elektrisch (Widerstand, Impedanz; elektro-chemisch)
– optisch (Brechungsindex, Absorption, Lumineszenz) - (s. Vorl. 10 - 12)

• Beispiele für Biosensoren
– Akustogravimetrischer Bakteriensensor
– Kalorimetr. Biosensoren: Enzym-Thermistor-Sensor
– Amperometrische enzymatische Glucosesensoren
– Opt. Sensoren: evaneszente Welle, Fasersensoren, SPR, TIRF etc

(s. Vorl. 10 - 12) - „molecular beacon“

• Beispiele für Biochips
– DNA-Microarrays
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Der Biosensor-Steckbrief

• Funktion
– Analyt, Messbereich, Genauigkeit
– Matrix, Störgrössen

• Prinzipien
– Molekulare Erkennung
– Transducer-Prinzip

• System
– Probenvorbereitung
– Reagentienzugabe
– Auslesetechnik, -gerät
– Systemintegration (auch IT: Bioinformatik)

• Entwicklung
– Erforschung (proof-of-principles)
– Prototypen
– marktfähiges Produkt, Marktetablierung
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Transducerprinzip und Meßgrößen
Informationsübertragungskette - Integration

Transducerprinzip Primäre Meßgrößen
Akusto-gravimetrisch Masse -> Schwingungsfrequenz
Thermisch Wärmemenge -> Temperatur 
Elektrisch Impedanz (el. Leitfähigkeit)
Elektro-chemisch Spannung, Strom
Optisch Brechungsindex, Absorption

Emission (Fluoreszenz)  -
Lichtintensität (Photometrie) 

Finale Meßgröße el. Spannung (Strom)

Ziel: Markierungsfreie (label-free) Detektion des Analyten
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Die integrale Sensorfunktionsgleichung

• Nutzgröße:   Analytkonzentration
• Störgrößen:

– chemisch: störende Stoffe
– physikalisch: mechanisch, thermisch, elektrisch, optisch
– Zeit: Alterung, Biofouling bei implantierten Sensoren

• Reversibilität
• zeitl. Dynamik

Sensorsignal  =  f (Nutzgröße, Störgrößen)

Sensor
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chem. Signal

elektr. Signal
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Akusto-gravimetrischer Sensor - Prinzip
• Mechanischer (akustischer) Resonator  /  Welle

– elastischer Körper
– effektive Masse m, Rückstellkonstante k
– Eigenfrequenz f
– Frequenzänderung durch ?m
– Form und Schwingungsmode

Volumen, Oberfläche, Biegeplatte

• Elektro-akustische Wandler
– Piezo-Effekt
– elektrostatisch
– elektromagnetisch
– optisch (-elektrisch)

• Beispiele (nach Schwingungsmoden)
– Quarzmikrowaage QCM (Volumenschwinger)
– Oberflächenwellensensor SAW
– Biegeplattenwellensensor FPW
– Cantilever (Biegebalken)
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QCM - Quartz Crystal Microbalance
Schwingungsformen (Moden)

D

Für Biosensoren am gebräuchlichsten:
Dickenscherschwinger (für Quarz, AT-Schnitt)

f (MHz)  ≈  1670 / D (µm)

f (MHz) D (µm)

   10  167

   35    48
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QCM - Quartz Crystal Microbalance
 Schnittrichtungen der Quarze
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QCM - Quartz Crystal Microbalance
 Massensensor mit Schwingquarz (10 MHz)

Biologische Beschichtung

(Sauerbrey 1959)
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QCM - Zusammenfassung

• Massensensitiver Volumenschwinger (BAW)
• Frequenz  5 - 35 MHz, dünne Quarzplättchen (AT-Schnitt)
• Sensitivität (in Gas)  4,4 x 10-9 g/cm2  (bei 10 MHz)

• Art der Schicht
– starr -> ?f
– viskoelastisch -> ?f, ?Q  (Dämpfung)

• Schlechte Empfindlichkeit in Flüssigkeiten (Scherschwingung,
Flüssigkeit dämpft)
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QCM - Rupture event scanning (REVS)

Sound signal 
(5 x 105 particles)

Limit of detection 
10 - 100  virus particles

Direct and sensitive detection
of a human virus 
by rupture event scanning
Matthew A. Cooper et al.
Nature Biotechnology 19, 833 - 837 (2001)
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Surface Acoustic Wave (SAW) Sensor
Oberfächenwellen-Sensor

Biologische Schicht

Prinzip

Piezosubstrat
LiNbO3 Quarz

Interdigital-
Elektroden 

IDE

Schwingungsmode
Rayleigh (1885)
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SAW-Sensor

• Oberflächenwelle
• Frequenz 100 - 1500 MHz, Amplitude ca. 1 nm
• Empfindlichkeit (unabh. von Plättchendicke)

• Sehr empfindlich für Gase
Luftmonitoring (organ. Dämpfe,
Schadstoffe, chem. Kampfstoffe)

• Beachte Signal/Rauschen!
z. B.  S ∼ f2 ,  R  ∼  f     ->    S/R ∼  f

X

Dickert et al. (1998)
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Biegeplattenwellen-Sensor
Flexural Plate Wave (FPW) Sensor

Plattendicke  d  <<  λ

Empfindlichkeit

S-Mode A-Mode
symmetrisch asymmetrisch

d
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FPW - Sensor

Piezo-Wandler

Elektrostatischer
Wandler

Empfindlichkeit
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Development of a Sensitive Acousto-
Gravimetric Immunoaffinity Biosensor

for E. coli Bacteria

Hans Heinrich Ruf, Jae-Chul Pyun, Hansjörg Beutel, Jörg-Uwe Meyer

Abteilung Sensorsysteme / Mikrosysteme
Fraunhofer Institut für Biomedizinische Technik (IBMT)

D-66386 St. Ingbert, Germany
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Approach:

• Biosensor
• Acoustogravimetric transducer

with immunoaffinity molecular
recognition layer

• Flexural plate wave (FPW)
transducer:
– FPW on thin membrane

(Lamb wave in Ao mode)
– High sensitivity in fluids
– Thick sensitive layer

(evanescent acoustic wave)

Interdigital electrodes

Si

Pyrex

Immunoaffinity layer

4Si3N -membrane(1.5 µm)

YYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYYY
YY

Feedback electronics

Frequency shift

E. coli
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Flexural Plate Wave (FPW) Transducer
Microfabricated Transducers

1 cm

1 cm

2nd Generation 3rd Generation

Components

Assembled by gluing

Assembled by anodic bonding
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FPW-Sensor - Interdigitalelektroden

40 Finger, Periode  200 µm, aktive Fläche 9 x 3 mm
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Approach for Amplification Procedure

Pyrex

Si
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Idea

Complex of E. coli with microspheres
increases effective mass of bacteria
(0.3 pg/E. coli ->3.5 pg/microsphere).

Y

YY

Y

YY

YY

Complex of E. coli with microspheres
(REM picture from Dynal  A. S.)
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Detection of E. coli with FPW Biosensor and Optimized
Procedure Using Sampling and Amplification by

Microspheres

Detection limit 100 E. coli/ml
Amplification 100-fold
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Cantilever Sensor - Prinzip
„Biegebalken“
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Cantilever
AFM
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Kommerzieller Cantilever-Sensor 1

http://www.concentris.ch/
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Kommerzieller Cantilever-Sensor 2

Si-Wafer

8 Cantilevers 750 (500) x 100 x 1 µm3
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Elektrochemische Biosensoren

• System: Elektrode in Lösung
– Redoxreaktion
– Nernst‘sche Gleichung

• Potentiometrie
– Potentialmessung durch FET (ChemFET, ISFET)

• Voltammetrie
– Reaktionen und Vorgänge an der Elektrode (Redox, Diffusion)
– Meßprinzip I  =  f(U (t))
– Amperometrische Biosensoren (z. B. Glucose)
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Elektrode in Lösung - Elektrochem. Zelle

• Redoxreaktion  M  ->  M+   +  e-
• Im Gleichgewicht stellt sich Potential ein (I = 0):

– Nernst’sche Gleichung

– “Potentiometrie”

• Bei angelegter Spannung läuft die Redox-
reaktion ab -> Strom I fließt (Elektrolyse)
– Strom hängt von Spannung und

Konzentration der redox-aktiven
Stoffe ab (und von Elektrodenoberfläche)

– Bei spezifischen Bedingungen ist
der Strom ein Maß für [Analyt]

– “Amperometrie”

M

I

U

_

R

+

M+
e-

red

oxO

c
c

nF
RT

EE log
303,2

+∆=∆
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Elektrodenreaktionen

• Redoxreaktion mit Elektrode (Metall)
• Redoxreaktion an Elektrode
• Adsorption von Ionen an Gegenionen

der Oberfläche (H+ an Glas, Ionen an
ionensensitiven Schichten)

• Die Reaktion mit dem schnellsten
Austausch bestimmt das Potential
der Elektrode

Oxn+1

Redn

e-

H+O-



©2004 H.H.Ruf/UdS & FhG-IBMT Vorlesung 25.1.05 - Biosensorik  Folie 31

Potentiometrischer Sensor - ChemFET, ISFET
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Zyklische Voltammetrieelectron flow

anode cathode

1st cycle 2nd cycle 3rd cycle

Time (seconds)

P
ot

en
tia

l

Initial potential

Final potential

Mikroelektroden zeigen 2-dim. Diffusion

Potential für Voltammetrie
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Redoxreaktion an Elektrodenoberfläche
Teilschritte

Elektrode Grenzschicht Lösung

O‘lösg

R‘lösgR‘grenzR

O

Chem. Reaktion

O‘grenz

Massentransport

Oads

Adsorption
Desorption

n e-

Rads
Elektronen-
transfer
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1. Glucose-Oxidase GOD (KM  33 µM)  - vgl. Glc im Blut  ca. 5,5 mM

    Glucose  + O2      Gluconolacton  + H2O2

2. Edelmetall-Elektrode bei +0,6 V gegen Ag/AgCl

    H2O2  -  2e- O2 +  2 H+

Andere Analyten: Lactat, 

Meßprinzip
Amperometrischer enzymatischer Glucosesensor

KM
[S]

V

Vmax
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Glucose-Oxidase (E.C. 1.1.3.4)

KM  33 µM

MW 160 kDa
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Schematischer Aufbau einer amperometrischen
Enzymelektrode (Glucoseoxidase)

Zellen
Protein

Analyt
Glc O2

Redoxakt.
Störstoffe

Pt-Elektrode

Schichtaufbau
A. Äußere Membran

schirmt störende Makro-
moleküle und Zellen ab,
mit Nanoporen, Diffusions-
barrierre

B. Enzymschicht
immob.GOD, Reaktions-
raum Glc + O2 -> H2O2 + ...

C. Innere Membran
schirmt redoxaktive nieder-
molekulare Störstoffe ab

D. Elektrodenraum
Amperometrischer Nachweis
von H2O2 an Pt-Anode 
(+ 0,6V gegen Ag/AgCl)
Elektrolytlösung (KCl)            

GOD

H2O2 —> 2 e- + O2 + 2 H+

A

B

C

D

Ag/AgCl

– +
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Kommerzieller Glucosesensor
BST Biosensor Technologie GmbH Berlin

Membranen und konv. Elektroden

www.bst-biosensor.de/

Dickfilmelektroden
Enzymbeschichtung
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Biosensor in Blutzuckermonitor
www.accu-chek.de

4 µl Blut
0,60 €/Test
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Optische Detektion
- siehe Vorlesungen 10 – 12 -

• Meßparameter
– Brechungsindex
– Absorption
– Emission (Fluoreszenz, Lumineszenz)

• Spez. Grundlagen
– Evaneszente Welle (bei Totalreflektion; z. B. in Lichtleitern, opt.

Fasern)

λ
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Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
FRET

Donor Akzeptor

R

X

Strahlungslose Energieübertragung
Förster-Mechanismus (Dipol-Resonanz)
Transferrate

τd F-Lebensdauer des Donors,  Ro ~ 25 - 55 Å

kT

6
01







=

R
R

k
d

T τ

X  Emission des Donors verschwindet
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FRET - Fluoreszein/Rhodamin als Donor/Akzeptor

Rhodamine

Fluoreszein
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FRET Immunosensor
“molecular beacon”

Protein A

λo

λ1

λ2

∆D

S.A. Grant et al.
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Integration vieler Biosensoren -> Biochip
Vorteile und Probleme

• Miniaturisierung
– Verminderung von Reagentienverbrauch, Analysendauer
– Problem der Detektion (Nachweisgrenze) und Genauigkeit

• Parallelisierung (Array)
– Hoher Durchsatz (HTS, high throughput screening > 100.000 Tests/d)
– Automatisierung, Robotik
– Multi-Analyt Detektion
– Problem der reproduzierbaren Probenvorbehandlung

• Integrationsdichte
– Herstellungtechnologien
– Kosten/Chip  -  Kosten/Analyse, Analysenzahl
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Typische Analyten in der Diagnostik
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Miniaturisierung
und
Nachweisgrenze

Limitierung der Probe
- durch Menge
- durch Konzentration
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DNA Microarrays
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DNA-Struktur und Hybridisierung

Hybridisierung
abhängig von
- Temperatur
- Salzkonzentration
“Stringenz”

Ziel
Detektion von 
1 Mismatch
in 20 - 60 Bp
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Aufgaben von Oligonukleotid-Arrays

Aufbau und Zweck
• Auf Träger (Glas) gebundene Sonden: DNA, Oligos von 20 - 60

Basen
• Nachweis der komplementären Sequenz durch Hybridisierung
Anwendungen
• Sequenzierung durch Hybridisierung (SBH), redundante und

überlappende Sonden decken die Sequenz ab
• Expressionsanalyse, Quantifizierung von Messenger-RNA als

Maß für Proteinsynthese
• Detektion von Mutanten des Genoms (single nucleotide

polymorphism, SNP) – “SNP-Detektion”
• Detektion von DNA von infizierenden Bakterien oder Viren

“Infektionsdiagnostik”
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ISB  Informations Sekretariat Biotechnologie - DECHEMA e.V., Frankfurt

DNA-Chips DNA-Chips zeigenzeigen die  die GenexpressionGenexpression

Genom: Auf dem DNA-Chip (Originalgröße: 
18mm x 18mm) sind 6116 Hefegene repräsentiert

Grün:  Gene, die bei hohem Glucosegehalt stärker exprimiert werden.
Rot:     Gene, die bei Glucosemangel verstärkt exprimiert werden.
Gelb:   Gene, deren Expression unverändert bleibt.

Welche Gene
sind wann 

aktiv?

Welche Gene
gehören 

zusammen?

Proteom: Stoffwechselkarte

Die Genexpression beschreibt die Bildung einzelner Proteine aus dem Genom (Bauplan)
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Herstellung von Oligonukleotid-Arrays 1

• Licht-gesteuerte Synthese (Photolithographie), Licht entfernt
eine Schutzgruppe - Frage: Signal/Rauschen?

• Arrays bis zu 500.000 Spots
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Herstellung von Oligonukleotid-Arrays 2

• Aufbringen von Mikrotropfen (microspotting, microprinting,
needle array) (vgl. Tintenstrahldrucker)

• Technisches Problem der individuellen Dosierung
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Detektion der Hybridisierung

• Fluoreszenz
– Einbau einer Fluoreszenzmarkierung
– molecular beacon (FRET)

• Elektrochemische Detektion
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Elektrochemische DNA-Chips ( 2 Beispiele)

1.  Mediator bewirkt Elektronentransfer
von Poly-G zu Elektrode -> Strom

2.  Mismatch
unterbricht Pfad
für Elektronentransfer
zur Elektrode
-> Strom bei match
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Fluoreszenz-

detektion
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Biochip und Biosensor - Meßunsicherheit und
Datenqualität („GIGO“)

Analyt(e)
in Matrix

Probenahme
Probenvor-
behandlung

Molekulare
Erkennung

Meßwandler
Transducer Daten-

verarbeitung

Readout

Biosensor System

Biochip

Qualitätssicherung
der Analyse

Richtige und genaue
Daten!
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Biosensoren und Biochips beruhen auf vielen Disziplinen!
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chem. Signal

elektr. Signal
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Vielen Dank!


