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Einleitung 1

1 Einleitung

In der heutigen Zeit ist die Diagnose, an Diabetes mellitus erkrankt zu sein, weltweit und
durch samtliche Gesellschaftsschichten verbreitet. Das charakteristische Merkmal dieses
Krankheitsbilds umfasst eine chronische Stérung des Stoffwechsels, wodurch erhéhte
Blutzuckerkonzentrationen auftreten [1]. Die Entwicklung von handlichen Blutzucker-
messgerdten, beginnend in den frithen 1970er Jahren, hat zu einer deutlichen
Verbesserung der Lebensqualitat Millionen betroffener Diabetes-Patienten gefiihrt. Mit
diesen Geraten kann der Blutzuckergehalt unter alltiglichen Situationen und zu jeder
Zeit zuverlassig bestimmt werden. Dementsprechend konnen Mafdnahmen zur Regulie-
rung der Blutzuckerkonzentration eingeleitet werden, wodurch langfristig zum einen
die Lebenserwartung von Diabetes-Patienten gesteigert und andererseits Ersparnisse

im Gesundheitssektor erzielt werden konnen [2].

Solche Messgerate sind empfindliche Glucose-Sensoren mit dem Konzept einer
Verflechtung von bioenzymatischen und elektrochemischen Prozessen. In ampero-
metrischen Sensoren findet eine Erkennungsreaktion zwischen Analyt, in diesem Fall
Glucose, und einer enzymatisch-funktionalisierten Elektrode statt, deren -elektro-

chemische Charakterisierung im ersten Teil der vorliegenden Arbeit untersucht wird.

Elektrochemische Detektionsmethoden sind, im Vergleich zu anderen analytischen
Methoden [3], fir den Bau tragbarer, miniaturisierten Geradte besonders geeignet. Die
Messelektrode ist in gleichem Mafde sowohl Ursache von Elementarprozessen, welche
durch das Anlegen geeigneter Elektrodenpotentiale herbeigefiihrt wird, als auch
Detektor des Messsignals (Strom), resultierend aus der enzymatischen Umsatzreaktion.
Diese Doppelfunktion der Messelektrode bewirkt, dass elektrochemische Sensoren,
apparativ gesehen, konstruktiv weniger anspruchsvoll als alternative (optische oder

chemische) Detektionsprinzipien [4, 5] sind.

Die genaue Kontrolle des Elektrodenpotentials ist die grundlegende Komponente im
Betrieb von elektrochemischen Sensoren oder Messgerdten allgemein, die zudem die
Beschaffenheit der elektrodennahen fliissigen Region (Elektrolyt) bestimmt, wodurch es
zur Ausbildung der elektrochemischen Doppelschicht kommt. Das elektrische Feld in
dieser Grenzflichenregion beeinflusst mafdgeblich bioelektrochemische und elektro-

katalytische Reaktionen [6-8].



2 Einleitung

Trotz grundlegenden Vorstellungen tber den Aufbau der elektrochemischen
Doppelschicht, die teilweise ein Jahrhundert zuriickliegen [9-13], ist die genaue Struktur
auf molekularer Ebene erst im letzten Jahrzehnt theoretisch eingehender untersucht
worden [14-16]. Die Aktualisierung der vorherrschenden Vorstellungen iiber den
Aufbau der Doppelschicht ist deswegen geboten, kann aber nicht ohne eine
hinreichende experimentelle Untersuchung vollzogen werden. Mit der Einfithrung von
biofunktionalisierten und strukturierten Elektroden, im Kontext der Sensorik, ergeben
sich an dieser Stelle neue Zugangsmoglichkeiten fiir die experimentelle Untersuchung

der Doppelschichtstruktur.

Daflir miisste eine Sonde von molekularer Abmessung gezielt in der Nahe der
Elektrodenoberflache positioniert werden. Diese molekulare Sonde stellt einen
empfindlichen Fiihler dar, welcher die lokalen Verhaltnisse in der elektrochemischen
Doppelschicht abbilden kann. Farbstoffmolekiile sind fiir diese Art der Untersuchungen
geeignet, da der Zustand dieser Sonde mit Hilfe der Raman-Spektroskopie unter
elektrochemischen in-situ Bedingungen [17-19] ausgelesen werden kann. Solche
Farbstoffmolekiile stellen potentielle Sonden fiir die Ermittlung des lokalen elektrischen
Felds dar, das aufgrund der Verschiebung einer charakteristischen Schwingungs-
frequenz der Sonde ermittelt werden kann. Der molekulare Stark-Effekt [20] liefert die

theoretische Grundlage fiir das Verstandnis der beobachteten Frequenzverschiebungen.

Der Vergleich von experimentellen Ergebnissen mit modernen theoretischen
Simulationen auf molekularer Ebene wird durch diese Art von Untersuchungen méglich.
Der Wunsch dieser Arbeit ist es, mit funktionalisierten Elektroden einen experi-
mentellen Beitrag zur Aufklirung der Doppelschichtstruktur zu leisten. Ahnliche
Versuche sind bereits unternommen worden [21-23], jedoch bestatigten diese lediglich
die grundlegende Giiltigkeit der Kklassischen Doppelschichtsmodelle. Prazisere
theoretische Modelle deuten hingegen auf Abweichungen des Feldverlaufs, beziiglich
des klassischen Gouy-Chapman-Modells, in der elektrochemischen Doppelschicht hin.
Die experimentelle Bestatigung solcher Abweichungen war das Ziel im zweiten Teil

dieser Arbeit.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Aufbau eines Biosensors

Sensoren sind Gerate, welche physikalische, chemische oder biologische Verdnderungen
wahrnehmen koénnen und in der Lage sind, die erhaltenen Informationen in ein mess-
bares Signal umzuwandeln [24]. Die Aufgabe eines elektrochemischen Sensors, wie
schematisch in Abbildung 1 dargestellt, besteht darin, aus einer Probenmatrix selektiv
mit einem bestimmten Analyten in Wechselwirkung zu treten. Realisiert wird diese An-
forderung durch den Aufbau des Sensors, welcher aus zwei Hauptkomponenten besteht:
Dem Rezeptor, einem chemisch molekularen Erkennungselement, welcher selektiv mit
dem Analyten wechselwirken sollte, um seine Anwesenheit in der analysierten
komplexen Probe anzuzeigen. In unmittelbarer Umgebung zum Rezeptor ist ein
Signalwandler integriert. Dieser leitet das detektierte Signal zu einem extern an-

geschlossenen Signalprozessor weiter, welcher dieses verstarkt und abbildet [25].

mp - > Signalverstirker Messwertanzeige

A A

Analyt (Probenmatrix) Rezeptor Rezeptorsignal Signalwandler

Abbildung 1: Funktionsweise eines Biosensors, nach [24-26].

Elektrochemische Sensoren, in welchen ein biologischer Rezeptor integriert ist, werden
als elektrochemische Biosensoren bezeichnet. Die eingesetzten biologischen Rezeptoren
variieren dabei von verwendeten Zellen, Geweben, Antikérpern, Proteinen, Enzymen bis
hin zu Nukleinsduren wie DNA und RNA [26]. Aufgrund der Natur des biologischen
Erkennungsprozesses zwischen Rezeptor und Analyt sowie des Modus der Signal-
umwandlung, gibt es verschiedene Kategorien von Biosensoren. In dieser Arbeit werden
einerseits amperometrische Glucose-Sensoren, welche als biokatalytische Sensoren be-
zeichnet werden, und andererseits DNA-basierte Sensoren, sogenannte Bioaffinitats-

Sensoren, vorgestellt.
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2.1.1 Glucose-Sensoren

Kennzeichen eines biokatalytischen Sensors ist die starke Wechselwirkung zwischen
Rezeptor und Analyt, wobei Reaktionen selektiv am makromolekularen biologischen
Erkennungselement katalysiert und als Folge dessen elektroaktive Spezies gebildet
werden [26]. Die Reaktionsprodukte werden am Detektor ein elektrisches Signal
hervorrufen, wodurch Riickschliisse auf die Interaktion zwischen Rezeptor und Analyt
moglich sind. Als integrierte Rezeptoren in biokatalytischen Sensoren sind Zellen,
pflanzliche und tierische Gewebestlicke sowie Enzyme weit verbreitet. Enzymbasierte
Glucose-Sensoren finden Anwendung in Blutzuckermessgeraten, wodurch sich ein
grofder Absatzmarkt fir diese Art von Produkten entwickelt hat. Fiir die Glucose-

Nachweisreaktion

GOx
Glucose + 0, — Gluconsaure + H,0, (D

gelang Clark und Lyons im Jahre 1962 [27] die Realisierung einer Sauerstoffelektrode, in
welcher die Einbettung des Enzyms Glucose-Oxidase (GOx) zwischen zwei halbdurch-
lassigen Membranen erfolgte und der Sauerstoffverbrauch der enzymkatalysierten
Oxidation von Glucose gemessen werden konnte. Im Zentrum des Enzyms Glucose-

Oxidase befindet sich die Redox-Komponente Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD).

0 o)
H
N N
X NH 2¢. 2H ‘ NH
N N o) N N o
| | "
R R
FAD FADH,

Abbildung 2: Redox-Reaktion des FAD-Molekiils, nach [28].

Als Elektronentibertrager kommt dieses sogenannte Coenzym in Stoffwechselprozessen
der prokaryotischen und eukaryotischen Zellen vor. Dazu zidhlen unter anderem die oxi-
dative Phosphorylierung, die B-Oxidation von Fettsduren, aber eben auch die Oxidation
von Glucose [29]. Der Reaktionsmechanismus von Glucose-Sensoren der ersten Ge-

neration wird durch die Gleichungen (2-5) beschrieben [30].
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GOx(FAD) + Glucose — GOx(FADH,) + Gluconolacton 2

Erreicht Glucose das aktive Zentrum des Enzyms, erfolgt unmittelbar die spezifische
Oxidation von Glucose zu Gluconolacton, welches im Anschluss zu Gluconsaure hydro-
lysiert wird. Die FAD-Komponente von Glucose-Oxidase wird unter Aufnahme zweier
Elektronen sowie zweier Protonen zu FADH, reduziert und mittels molekularem
Sauerstoff erneut zur urspriinglichen FAD-Spezies oxidiert. Das entstandene Reaktions-
produkt Wasserstoffperoxid kann amperometrisch detektiert werden. Diese Art der De-
tektion etablierte sich 1973 mit den Arbeiten von Guilbault und Lubrano [31], in deren
amperometrischer Enzymelektrode das Reaktionsprodukt Wasserstoffperoxid an einer

Platinelektrode oxidiert wurde
H,0, — 0, + 2H"+ 2e". (4)

Im Blut ist ein zehnfacher Uberschuss von Glucose im Vergleich zu Sauerstoff enthalten,
was die praktische Verwendung der oben beschriebenen Glucose-Sensoren der ersten
Generation deutlich erschwert [32]. Dieser Sauerstoffmangel kann durch Kohlepaste-
Enzymelektroden deutlich minimiert werden, wobei der Effekt der erhohten Sauerstoff-
l6slichkeit in organischen Lésungsmitteln, bestehend aus Kel-F Olen und Perfluor-
nonanen, ausgenutzt wird [33]. Ein weiterer Nachteil von Glucose-Sensoren der ersten
Generation sind mogliche koexistierende oxidierbare Substanzen, welche einen Beitrag
zum Gesamtstrom leisten und damit fiir eine Abweichung des tatsachlichen Glucose-
Gehalts sorgen. Abhilfe diesbeziiglich liefert die Immobilisierung von Enzymen auf
elektropolymerisierten Filmen wie Polypyrrol [34], Polyanilin [35] und Polythiophen
[36]. Koexistierende elektroaktive Spezies konnen durch alternierende Schichten von
Nafion (Acetaminophen) und Cellulose-Acetat (Ascorbinsdure) blockiert werden,
wahrend Wasserstoffperoxid hin zur Elektrode diffundieren kann [37]. Ein weiterer
Ansatz zur Blockierung von koexistierenden Spezies ist die Senkung des
Oxidationspotentials der elektroaktiven Spezies. Dazu eignet sich im Besonderen die
Kombination aus modifizierten Kohlenstoff-Nanorohren (CNTs) mit Platin-

Nanopartikeln [38] oder Gold-Nanopartikeln [39].
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Eine Variante zum effektiven Elektronentransfer stellt die Verwendung eines Redox-
Mediators [26, 30], einer elektronentransferierenden Spezies in Losung, dar. Anstelle
von molekularem Sauerstoff (wie in Gleichung 3) reagiert der als Elektronenakzeptor
wirksame Mediator mit der FADH2-Komponente des Enzyms unter Aufnahme zweier
Elektronen. Die reduktive Spezies des Mediators wird an der Elektrode unmittelbar
durch die Abgabe von Elektronen in die urspriingliche oxidative Spezies umgewandelt

und steht einer weiteren katalytischen Umsetzung mit Glucose zur Verfiigung:

GOX(FADH,) + 2M oy — GOX(FAD) + 2Mreq) + 2H™ (5)
ZM(red) — ZM(OX) + 2e’. (6)

Dieser Mechanismus wird als Glucose-Sensor der zweiten Generation bezeichnet. Der
verwendete Redox-Mediator sollte gegen dufiere Einfliisse stabil sein, nicht mit
molekularem Sauerstoff reagieren und nicht von pH-Einfliissen verandert werden. Die
eingesetzten Mediatoren reichen dabei von leitfadhigen organischen Salzen wie Tetra-
thiofulvalene [40], tiber Osmium- [41] und Ruthenium-Pyridine [42], Quinone-
Verbindungen [43] bis hin zu Ferrocene-Derivaten [44] und Preufdisch Blau [45]. Fiir in-
vivo Anwendungen sind solche in Losung befindlichen, jedoch nicht immobilisierten

Mediatoren aufgrund ihrer geringen Haltbarkeit wenig geeignet.

Glucose-Sensoren der dritten Generation stellen diesbeziiglich eine Alternative dar.
Deren Merkmal ist die Immobilisierung der Enzyme in unmittelbarer Nahe zur
Elektrode, wodurch ein hochst effizienter und im Idealfall direkter Elektronentransfer
realisiert werden soll [8]. Sich selbst anordnende Monolagen (engl. self-assembled
monolayers, SAMs), denen ein separates Kapitel gewidmet ist, bieten die Moglichkeit, auf
elegante Weise Enzyme in unmittelbarer Nahe zur Elektrode zu immobilisieren [46]. In
dieser Arbeit werden die Eigenschaften der SAMs ausgeniitzt, um einen nano-

strukturierten amperometrischen Glucose-Sensor zu entwickeln.

Wahrend in vielen Glucose-Sensoren das dimere Flavoenzym Glucose-Oxidase
verwendet wird, besitzen die hier vorgestellten Glucose-Sensoren das Enzym Pyranose-
2-Oxidase. Statt zwei FAD-Zentren enthdlt Pyranose-2-Oxidase [47, 48] insgesamt vier

FAD-Zentren, weshalb die Ausbeute des Elektronentransfers gesteigert werden kénnte.
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Um einen Glucose-Sensor analysieren zu konnen ist die Michaelis-Menten-Gleichung von

grundlegender Bedeutung:
E+S<=ES—- E+P (7

Diese Gleichung beschreibt den monotonen Zusammenhang zwischen Enzymaktivitat
und Substratkonzentration, wobei sich ein spezifischer Enzym-Substrat-Komplex aus-
bildet [28]. Aus kinetischen Betrachtungen der enzymkatalysierten Reaktion ergibt sich
fir einen amperometrischen Glucose-Sensor gemafd einer modifizierten Lineweaver-

Burk-Gleichung folgender Zusammenhang

vvvvvv

Elektrokatalytischer Strom

A\

Ky Substratkonzentration

Abbildung 3: Charakterisierung eines amperometrischen Glucose-Sensors, nach [49-52].
Die Charakterisierung der Enzym-Eigenschaften erfolgt durch die Bestimmung der
Michaelis-Konstante Ky und der Ermittlung des Maximalstroms Imax

_ Imax [S]
= Kni+ [S] (8

Die Michaelis-Konstante Ku korreliert mit der Halfte des Maximalstroms beziiglich der
Reaktion zwischen Glucose und Enzym und beschreibt die spezifische Wechselwirkung
zwischen Enzym und Substrat. Dabei gilt: Je kleiner Ku ist, desto starker ist die Wechsel-
wirkung [53]. In einem amperometrischen Glucose-Sensor wird ein weit ausgepragter
linearer Antwortbereich angestrebt, der sich bis zu einer mit Ku proportionalen
Glucose-Konzentration erstreckt. Das Verhaltnis (Imax/Km) gibt Auskunft iliber die

Sensitivitat und damit tiber die Effizienz dieser Art von Sensoren.
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2.1.2 DNA-basierte Sensoren

DNA-basierte Sensoren ziehen grofde Aufmerksamkeit auf sich, da ihr aktiver Bestand-
teil, die Desoxyribonukleinsdure, in allen Lebewesen vorkommt und wichtige
Informationen iiber das Erbgut enthdlt. Mutationen im Erbgut sorgen fiir Stérungen
innerhalb der Zellen, wodurch diese letztlich absterben. Von jeher bestand damit grofes

Interesse daran, die Ursachen der Mutationen ausfindig zu machen.

Im Unterschied zu den bisher besprochenen Redox-Sensoren niitzen Bioaffinitats-
Sensoren die selektive Interaktion zwischen der mit einem biologischen Rezeptor (DNA-
Probenstrang) funktionalisierten Elektrode und dem in der Probenmatrix (Lésung)
enthaltenen Analyten (DNA-Targetstrang). Bei der Andockung des Analyten an den bio-
affinen Rezeptor wird durch Wasserstoff-Briickenbindungen ein thermodynamisch
stabiler Komplex gebildet (Hybridisierungsprozess). Nachfolgend werden die
Wasserstoff-Briickenbindungen in einem sogenannten elektrochemischen Schmelz-
verfahren (engl. electrochemical melting experiment [17]) durch die Einstellung des
Elektrodenpotentials gekappt (dehybridisiert). Zur Detektion dieses Vorgangs wird das
Raman-Signal eines an den Analyten (DNA-Targetstrang) angebrachten Markers
monitoriert. Das Elektrodenpotential, bei dem die Bindung zwischen Rezeptor und
Analyt aufgelost wird, ersichtlich durch das Verschwinden des Raman-Signals des
Markers, ist die erwiinschte Detektionsgrofie, welche Auskunft iiber eventuelle

Mutationen innerhalb des DNA-Strangs des Analyten gibt.

Watson und Crick haben als Erste die DNA-Struktur entschliisselt [54]. Die DNA-Doppel-
helix besteht aus zwei zueinander komplementaren Strangen, wobei in jedem DNA-
Strang die Purin-Basen Adenin (A) und Guanin (G) und die Pyrimidin-Basen Cytosin (C)
und Thymin (T) enthalten sein konnen. Die DNA-Basen sind dabei kovalent an den
Desoxyribose-Zuckerbaustein gebunden, welcher seinerseits iiber Phosphordiester-
Verkniipfungen stabilisiert wird. Das Gesamtkonstrukt der DNA-Struktur ist folglich

eine Polynukleotidsequenz, wie in Abbildung 4 visualisiert.
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Abbildung 4: Ausschnitt einer double-stranded (ds-)DNA mit den DNA-Basen Adenin (gelb), Guanin (griin),
Cytosin (blau) und Thymin (rot). Die Paare Cytosin-Guanin und Adenin-Thymin sind durch jeweils drei

bzw. zwei Wasserstoffbriickenbindungen verkniipft, nach [53].

Befindet sich eine hybridisierte DNA-Sequenz im Elektrolyt, kdnnen unterschiedlichste
Arten von Wechselwirkungen mit den gelosten Molekiilen oder Ionen auftreten. So
konnen elektrostatische Wechselwirkungen zwischen dem negativ geladenen Phosphat-
Riickgrat der DNA und den im Elektrolyt enthaltenen Natrium-, Kalium-, Magnesium-
sowie Calcium-Ilonen zur Ausbildung von stabilisierten Metall-DNA-Komplexen fiihren.
Spuren von Schwermetall-lonen wie Chrom, Nickel und Blei konnen hingegen eine Be-

schadigung der DNA-Struktur hervorrufen [33].

Organische Farbstoffe wie Porphyrine, welche im menschlichen Stoffwechsel als Ham-
Komplex in der Lage sind, Blutsauerstoff zu binden und zu transportieren, wechsel-
wirken ebenso mit der helixférmigen Struktur der DNA [55]. Je nach Art des im
Porphyrinkomplex enthaltenen Metalls, erfolgt die Bindung an den Kanten mehrerer
DNA-Basenpaare oder aber mittels Interkalation, wobei das mdoglichst planare,

aromatische System des andockenden Farbstoffs zwischen den Basenpaaren eingebaut
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wird. Die Interkalation organischer Farbstoffe wie Methylenblau ermdoglicht es,

auftretende Mutationen innerhalb der DNA-Sequenzen ausfindig zu machen [17].

DNA-Label kovalent verkniipft mit DNA-Strang

Abbildung 5: Mdgliche Arten einer Sondenfixierung an der ds-DNA, nach [17-19].

Kovalente Wechselwirkungen ermdglichen es, einen Farbstoff an ausgewahlten Stellen
auf dem DNA-Targetstrang anzubinden. In dieser Arbeit wird der organische Farbstoff
Texas Red (TR) kovalent an den DNA-Targetstrang immobilisiert, wo er als Raman-
Sonde fiir ortsspezifische Untersuchungen dienen kann. Hierbei wird die Methode der

Raman-Spektroskopie einen wirksamen Zugang zur TR-Sonde bieten.

2.2 Raman-Spektroskopie

Die Entdeckung des Raman-Effekts durch C. V. Raman beruht auf der Inspiration des
tiefblauen Meeres wahrend einer Schifffahrt von London nach Bombay im Jahre 1928.
Im gleichen Jahr gelang es ihm, sekundare Linien im Spektrum von Fliissigkeiten, die aus
einer inelastischen Streuung des Lichtes hervorgehen, im Laboratorium nachzuweisen
[56, 57]. Die Bedeutung des neu entdeckten Effekts wurde unmittelbar erkannt: Ende
1928 gab es bereits 80 Publikationen, die sich mit dem Raman-Effekt befasst haben [58].

Die vollstindige Behandlung des Raman-Effekts wurde schon friih auf die Grundlage der
damals neu erfundenen Quantenmechanik gestellt, allerdings kann auch eine semiklas-
sische Beschreibung die Grundziige des Phianomens hinreichend erkldren. In der semi-
klassischen Beschreibung, die im Folgenden verwendet wird, werden Schwingungen in
den Molekiilen angeregt, die mit dem elektrischen Feldvektor Eo des Lichts in Wechsel-

wirkung treten [59].
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Das elektrische Feld des Lichts ist eine ebene Welle, die an der Stelle des streuenden

Molekiils durch eine harmonische Anregung der Frequenz o\ dargestellt wird
E(t) = Eycos(wyt) 9

Im Fall der Raman-Spektroskopie verursacht die elektrische Feldkomponente E eine
Umverteilung der Elektronen innerhalb der Elektronenhiille und sorgt damit fiir eine
Verzerrung der Konfiguration des Molekiils. Durch die Ladungsumverteilung entsteht
ein induziertes elektrisches Dipolmoment P [60]. Dieser Vorgang wird als induzierte

Polarisierung bezeichnet und anhand des Polarisierbarkeitstensors a dargestellt:
P=aE (10)

Aufgrund der Verzerrung des Molekiils, welche allgemein durch eine Auslenkung g vom
Gleichgewichtszustand beschrieben ist, wird die Polarisierbarkeit a(q) des Molekiils, im

Vergleich zur Polarisierbarkeit @, im Gleichgewichtzustand, verandert:

_ da 1(o%ay 2
a = aqp +(aq)oq + 2(aqz)oq + .. (11D
Die erste Ableitung ist mafdgeblich entscheidend fiir den Erhalt der aktiven Raman
Moden im Raman Spektrum, wodurch die zweite Ableitung vernachlassigt wird. Durch
die periodische feldinduzierte Verzerrung des Molekiils wird die Auslenkung g eine

harmonische Schwingung mit einer der Eigenfrequenzen wa des Molekiils durchfiihren:

qa(t) = q3 cos(w, t) (12)
Diese harmonische Anderung der Auslenkung g fiihrt zu einer harmonischen
Modulation der Polarisierbarkeit mit der Frequenz wa der Eigenschwingung:

a(t) = ay + (Z—Z)O g5 cos(wp t) (13)

Nach einer trigonometrischen Umformung der induzierten Polarisierbarkeit, werden
sowohl die elastisch gestreute Komponente, mit der Frequenz w1, des einfallenden Lichts

sowie zwei Modulationsterme, mit den Kombinationsfrequenzen (w1 + wa ) erkennbar:

P(t) = ayE, cos(w t) +% (Z—Z)O q% Ey (cos[(w, — wy )t] + cos[(w, + w,)t]) (14)
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Rayleigh-, Stokes- und Anti-Stokes Uberginge eines

rotierenden und schwingenden zweiatomigen Molekiils im Elektronengrundzustand, nach [59].

Das harmonisch sich dndernde Dipolmoment wird elektromagnetische Strahlung gemaf3
der Larmor-Formel ausstrahlen, in diesem Fall eine Spektrallinie mit der Frequenz w:.
des einfallenden Lichts (die sogenannte Rayleigh-Streuung) sowie zwei Sekundarlinien
mit den Frequenzen (oL - wa) und (@L + wa), welche als Stokes- und Anti-Stokes-Linien
bezeichnet werden [59]. Die Intensitat des inelastisch gestreuten Lichts ist proportional
zum Quadrat des induzierten Dipolmoments und zur vierten Potenz der emittierten

Lichtfrequenz, was die Schwache der Raman-Streuung teilweise erklaren kann.

Mit einer Ausbeute von 1 zu 107 gestreuten Photonen ist der Raman-Effekt sehr
schwach. Die aufkommende Entwicklung der Lasertechnik ab den 1960er Jahren und die
geringfligige Raman-Streuung in Wasser haben nichtsdestotrotz fiir ein anhaltendes
Interesse an der Raman-Spektroskopie gesorgt, das mit der Beobachtung der

oberflachenverstarkten Raman-Streuung im Jahre 1973 erneuert wurde.
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2.2.1 Oberflichenverstirkte Raman-Spektroskopie (SERS)

Im Jahre 1973 an der Universitdt Southampton, bei der Untersuchung von adsorbiertem
Pyridin auf einer elektrochemisch aufgerauten Silberoberflache, haben Fleischmann,
Hendra und McQuillan eine unerwartet hohe Intensitit der erhaltenen Raman Spektren
beobachtet [61]. Sie haben urspriinglich das erhohte Raman-Signal der vergréfderten
aktiven Oberflache ihres elektrochemisch aufgerauten Silbersubstrats zugeschrieben
[62]. Vier Jahre spater publizierten die Forschungsgruppen um Albrecht und Creighton
[63], sowie Jeanmarie und Van Duyne [64] unabhidngig voneinander die Ursache im
Bestehen von nanostrukturierten Metalloberflichen, wobei sich starke lokale
elektromagnetische Felder ausbilden. Mit dem Elektromagnetischen (EM)- sowie dem
Ladungstransfer (CT)-Mechanismus sind zwei anerkannte Theorien etabliert worden,
welche die beobachtete Signalverstarkung erklaren konnen. Verglichen mit der
urspriinglichen Raman-Spektroskopie kann der Verstarkungseffekt dabei bis zu 1010

mal starker ausfallen [65].

Der EM-Mechanismus nutzt die Eigenschaft der freien Beweglichkeit von Elektronen im
Metallgitter aus. Auf der Metalloberflache finden Elektronenoszillations-Vorgange statt,
die als Oberflachenplasmonen bezeichnet werden. Die Plasmonen-Oszillationen sind vor
allem bei Gold, Silber und Kupfer (sog. Miinzmetalle) besonders ausgepragt, wobei ihre
Frequenz von der Dielektrizitatskonstante des jeweiligen Metalls abhéangig ist. Die EM-
Signalverstarkung, welche um den Faktor 106 hoher ist, findet ihren Ursprung in der
Wechselwirkung des eingestrahlten Lichts mit den Oberflaichenplasmonen im Metall
[66]. Besonders raue Metalloberflachen sorgen fiir die Verstarkung des Raman-Signals
durch den EM-Mechanismus.

A

Z Dielektrikum

>

X
Abbildung 7: Oberflachenplasmonen an der Grenzfliche zwischen Metall und Dielektrikum besitzen
elektromagnetischen Wellen- sowie Oberflachenladungscharakter. Dabei entsteht ein elektrisches Feld in

z-Richtung beziiglich der Metalloberflache, nach [67].
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Wird ein Molekil auf einer Metalloberflache chemisorbiert, besitzen seine Grenzorbitale
annahernd die gleiche Energie wie das Fermi-Niveau des Metalls. Das Fermi-Niveau
bezeichnet das energetisch hochste Orbital im Metall, welches noch mit Elektronen
besetzt ist und durch das angelegte Elektrodenpotential gezielt eingestellt werden kann.
Entspricht die Frequenz der einwirkenden elektromagnetischen Strahlung ungefahr
dem Energieunterschied zwischen dem Fermi-Niveau des Metalls und dem energetisch
niedrigsten unbesetzten Molekiilorbital (LUMO), besteht die Maoglichkeit eines
Elektronentransfers vom Fermi-Niveau ins LUMO. Laut dem CT-Mechanismus bleibt im
Metall ein Loch zuriick, wobei nach einer gewissen Zeit eine Rekombination im Metall
durch das Zurticktunneln von Elektronen hin zum Loch stattfindet [68]. Die durch Licht
gesteuerte, periodische Besetzung des LUMOs fiihrt zu einer alternierenden Starkung
und Schwachung der Bindung im adsorbierten Molekiil und letztendlich zu einer
verstarkten Vibrationsanregung, die sich in einer erhohten Intensitit der Raman-
Emission bemerkbar macht. Dieser gesteuerte Ladungstransfer kann eine Verstarkung
des Raman-Signals um den Faktor 100 verursachen, wobei im Resonanzfall eine

Verstarkung von bis zu 10* mdéglich ist [69].

Die Verwendung elektrochemisch aufgerauter Substrate flir SERS, deren Prdparation
nicht gezielt kontrollierbar ist, bringt den Nachteil von nicht gleichmafdig
wiederholbaren Messungen mit sich. Die Arbeitsgruppe um Prof. Bartlett (Universitat
Southampton) entwickelte daher eine Prozedur zur Herstellung von sogenannten
nanostrukturierten SSV (engl. sphere segement void, Abbildung 8) Substraten. Die
hexagonal angeordnete Locher-Struktur des Au(SSV)-Substrats, siehe Kapitel 3.4, eignet
sich aufgrund ihrer plasmonischen Eigenschaften fiir die Verstirkung des Raman-

Signals nach dem Prinzip des EM-Mechanismus [70].

Bragg-Plasmonen

Mie-Plasmonen

Abbildung 8: Wirksame Oberfldchenplasmonen auf dem Au(SSV)-Substrat, nach [65, 71].
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Das strukturierte Au(SSV)-Substrat besitzt zwei voneinander unterscheidbare Arten von
Oberflachenplasmonen [72]. Bragg-Plasmonen sind delokalisierte Schwingungen der
Elektronendichte in der metallischen Struktur, die in den Lochern nur eine sehr geringe
Intensitat aufweisen. Betrachtet man den spharischen Kugeldurchmesser D, so gibt es
Bragg-Plasmonen fiir eine Hohlraumtiefe H unterhalb 0.35 D und oberhalb 0.75 D. Von
Bragg-Plasmonen zu unterscheiden sind Mie-Plasmonen, welche fiir H > 0.35 D in den
Lochern lokalisiert vorkommen. In dieser Arbeit werden Au(SSV)-Substrate mit einer
Hohlraumtiefe von 0.80 D verwendet, die sowohl Mie-Plasmonen als auch Bragg-
Plasmonen aufweisen. Diese verschiedenen Arten von Schwingungen der Elektronen-
dichte im strukturierten Metallsubstrat tragen zur Ausbildung von lokalen Feldern an
der Goldoberflache bei, welche letztlich, gemafd den Vorstellungen des EM-

Mechanismus, fiir den Verstarkungseffekt des Raman-Signals sorgen.

2.3 Self-assembled monolayers (SAMs)

Nuzzo und Allara revolutionierten im Jahre 1980 die Prdparierung von organischen
Monolagen durch die Verwendung von sich selbst anordnenden (self-assembling)
Monolagen [73]. Der Selbstordnungsprozess erfolgt dabei spontan durch die Adsorption
aus der Gasphase oder in der Losung, wobei geordnete, dichte und stabile Strukturen
(SAMs) geformt werden [74]. SAMs besitzen eine Grofle von ein bis drei Nanometern
und haben aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften ein breites Anwendungsspektrum.
Die Molekiile, die zur Ausbildung von SAMs verwendet werden, enthalten drei
charakteristische Teile [75]. Haufig besitzen SAMs eine Schwefel-Ankergruppe, die
sogenannte Kopfgruppe, wodurch starke chemische Bindungen mit Goldoberflachen
ausgebildet werden [76]. Fir die Einstellung der Schichtdicke und der Packung der SAM
ist die Kohlenwasserstoff-Kette verantwortlich, welche aliphatisch oder aromatisch sein
kann. Aromatische SAMs zeichnen sich durch eine hohe elektrische Leitfahigkeit aus
[77]. Die Eigenschaften der SAMs werden zudem durch die terminale, sogenannte
Endgruppe, bestimmt. Zu diesem Aspekt gehort der hydrophile oder hydrophobe
Benetzungsgrad von SAM-modifizierten Systemen. Eine weitere Eigenschaft von SAMs
ist deren Passivierungsverhalten, wodurch der Zugang von Molekiilen in der Losung
zum Goldsubstrat verhindert wird. Im Fall des hier vorgestellten DNA-basierten Sensors
verhindert die Schicht der aliphatischen Mercaptohexanol-SAM spezifische Wechsel-

wirkungen zwischen den biologischen Komponenten der DNA und der Metalloberflache.
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In dieser Arbeit wird zudem die terminale Endgruppe der aromatischen 4-PyS-SAM
ausgeniitzt, um einen nanostrukturierten Enzym-Sensor zu entwickeln. Somit entstehen
organisch funktionalisierte Metalloberflachen, welche als Templat fiir die Entwicklung
weiterer aktiver Elektrodensysteme und somit flir spezifische Anwendungen dienen

konnen.

Ein wesentlicher Schritt in der Entwicklung der in dieser Arbeit untersuchten Glucose-
Sensoren ist die Metallisierung einer SAM-funktionalisierten Metallelektrode. Wird eine
Metallelektrode in eine aus diesem Metall bestehende Salzlosung eingetaucht, bildet sich

ein Gleichgewicht zwischen der festen und der ionisierten Metallspezies aus
Me(s) = Me**(aq)+ ze (15)

Im elektrochemischen Gleichgewicht verkniipft die Nernst-Gleichung [78] die Metall-

ionenaktivitdt in Losung mit dem Galvanipotential Al_c\,/[(p an der Metall/Elektrolyt-

Grenzflache:

RT a z+
slp=¢"-¢*=Eg+ —In M

o~ (16)

Der Zustand jeder Phase «a ist durch das elektrostatische Potential innerhalb der Phase
¢@* charakterisiert. Dieses verkniipft das aufderhalb der Phase vorkommende Volta-
Potential * mit dem Oberflichenpotential y® welches aufgrund einer inhomogenen

Ladungsverteilung auf der Oberflache entsteht [79]:
P* =y +x (17)

Durch das Anlegen eines Elektrodenpotentials, welches sich negativ beziiglich des
Nernstpotentials befindet, kann eine elektrolytische Metallabscheidung (Volumen-
abscheidung) auf einem Fremdmetallsubstrat stattfinden. Dieser Vorgang wird als
Uberpotentialabscheidung (engl. bulk deposition bzw. overpotential deposition, OPD)
bezeichnet und ist von der Unterpotentialabscheidung (engl. underpotential deposition,

UPD) zu unterscheiden [80].
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Wachstumsarten bei der elektrolytischen
Metallabscheidung auf einem Metall: a) ,Volmer-Weber“-Wachstum (3D-Inselwachstum) b) ,Frank van
der Merwe“-Wachstum (Lagenwachstum) c) ,Stranski-Krastanov“-Wachstum (3D-Inselwachstum auf

bereits abgeschiedenem Lagenwachstum), nach [81].

Bei der Metallabscheidung konnen je nach Bindungsenergien sowie den
Gitterkonstanten der involvierten Metalle drei unterschiedliche Wachstumsarten
beobachtet werden [81], siehe Abbildung 9. Bei der Uberpotentialabscheidung
(,Volmer-Weber“-Wachstum) sind die Wechselwirkungsenergien zwischen Substrat
und Metallatomen (Es (Me-S)) schwacher ausgepragt als zwischen den Metallatomen (Es
(Me-Me)). Die OPD-Abscheidung vollzieht sich solange, bis die Metallionenkonzentration
dem neuen Gleichgewichtspotential gemafd der Nernst-Gleichung folgt. Kinetische
Effekte wie die Kristallisationsiiberspannung kénnen das 3D-Inselwachstum verzogern
und diesen elektrochemischen Prozess zu negativeren Potentialen beziiglich des

Nernstpotentials verschieben [80].
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Die Unterpotentialabscheidung auf einem artfremden Metall findet hingegen bei
Potentialen positiv des Nernstpotentials statt. Dabei sind die Wechselwirkungsenergien
zwischen Substrat und Metall (Esz (Me-S)) starker als zwischen den Metallatomen (Es
(Me-Me)). Da sich die Gitterkonstanten der beteiligten Spezies unterscheiden kénnen,
wird zuerst Monolagenwachstum beobachtet (,Frank van der Merwe“-Wachstum),
welches in ein 3D-Inselwachstum (,Stranski-Krastanov“-Wachstum) iibergeht. Kolb et
al. konnten dabei zeigen, dass Oberflachendefekte, wie monoatomar hohe Stufen,
Einfluss auf die UPD-Abscheidung von Kupfer auf Au(111) nehmen [82]. Des Weiteren
untersuchten Kolb et al. die Metallabscheidung sowohl von Silber als auch von Kupfer

auf einer mit Alkanthiol-SAM modifizierten Au(111)-Elektrode [83-85].
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der verschiedenen Moglichkeiten der Metallabscheidung auf
einer mit SAM-bedeckten Elektrode: a) Metallabscheidung auf der Elektrode b) Metallabscheidung
zwischen SAM und Elektrode (engl. buried monolayer) c) Metallabscheidung auf der SAM (engl. on-top),
nach [86].

Dabei konnte im Fall der Silberabscheidung gezeigt werden, dass der Prozess kinetisch
gehindert ist und die unterschiedliche Lange der SAM-Molekiilkette Einfluss auf die
Ordnung der SAM nimmt, wobei sich an Defektstellen der SAM/Au(111)-Grenzflache
zuerst zwei Monolagen Silber ausbilden, bevor das 3D-Wachstum um die SAM einsetzt
[83]. Im Fall der Kupferabscheidung gibt es zudem keine Anzeichen dafiir, dass wahrend
der Bulk-Abscheidung die Ethanthiol-SAM desorbiert, woraus gefolgert wird, dass die
gebildete burried monolayer die SAM stabilisiert [85].

In dieser Arbeit wird diesbeziiglich keine alphatische SAM, sondern die sehr geordnete,
aromatische SAM (4,4'-Dithiodipyridin) verwendet. Baunach et al. entwickelten eine
Methode aus stromlosen und potential-kontrollierten (elektrochemischen) Verfahren,

wobei die Metallabscheidung on-top auf dieser SAM realisiert werden kann [87].
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Metallabscheidung on-top auf einer o-funktionalisierten,

aromatischen SAM, nach [86].

Die w-funktionalisierte SAM wird zunéachst tiber ihre SAM-Kopfgruppe auf der Elektrode
adsorbiert. Es folgt eine Komplexierung zwischen Metallionen in Losung sowie der SAM-
Endgruppe, wobei in diesem stromlosen Verfahren ein Komplex gebildet wird. Durch die
Verwendung der aromatischen SAM koénnen im ndchsten Schritt unter Potential-
kontrolle und ohne Anwesenheit von Metallionen in Losung Elektronen durch die SAM
tunneln, wodurch sich monoatomar hohe Metallinseln (Pd, Rh, Pt) ausbilden [88-90]. Im
Aufbau von Glucose-Sensoren besitzen die Platininseln on-top auf der 4-PyS-SAM eine

zentrale Rolle, wie Kapitel 4 zeigen wird.

2.4 Die elektrochemische Doppelschicht

Der Verlauf des Galvanipotentials ¢ zwischen Elektrode und Elektrolyt wird durch die
Ladungstrennung an der Grenzfliche Metall/Elektrolyt bestimmt. Als elektrochemische
Doppelschicht bezeichnet man die Grenzflaichenregion, worin sich das elektrische
(Galvani-)Potential stark bis hin zu seinem Wert im Elektrolyt dndert. Klassische
Modelle der Doppelschicht beschreiben die Anordnung der gelosten Ionen und
Losungsmittelmolekiile, welche zusammen die Doppelschicht aufbauen. In den

folgenden Abschnitten werden diese theoretisch bestimmten Modelle ndher erldutert.
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2.4.1 Das Helmholtz-Modell

Das erste Modell zur Ausbildung der elektrochemischen Doppelschicht basiert auf den
Arbeiten von Hermann von Helmholtz aus dem Jahre 1879 [9]. Seine Uberlegungen
gehen von der Idee aus, dass sich auf beiden Seiten der Grenzflache entweder positive
oder negativ geladene Teilchen anordnen. Entscheidend ist hierbei seine Annahme der

starren Anordnung von geladenen Teilchen auf Seiten des Elektrolyts.

Elektrolyt

1 »
T

Xy X

Abbildung 12: Schematische Darstellung der starren Doppelschichtstruktur und des entsprechenden

Potentialverlaufs im Helmholtz-Modell, nach [9].

Dieses Modell kann wie ein Kklassischer paralleler Plattenkondensator aufgefasst
werden, wobei eine Platte die Elektrode darstellt und die andere durch die
Ladungsschwerpunkt-Ebene der gegensatzlich geladenen Ionen im Elektrolyt
charakterisiert wird. lonen werden im Helmholtz-Modell als Punktladungen betrachtet.
Zudem wird der geringste Abstand zur Elektrode als Xy bezeichnet. Abbildung 12
visualisiert den linearen Potentialabfall zwischen Elektrode und dieser Helmholtz-
Ebene, der dem Potentialverlauf in einem Plattenkondensator entspricht. Die
flaichenbezogene (differentielle) Kapazitat des Kondensators ist:

& &

- (18)

Can =
Dabei bezeichnet ¢, die relative Dielektrizitatskonstante des Elektrolyts und ¢, die
Dielektrizitatskonstante des Vakuums. Im Helmholtz-Modell verdandert sich die
Kapazitdt Cqn durch die Verdnderung des Elektrodenpotentials nicht. Letztlich gibt es
auch Mangel im Helmholtz-Modell: Das Modell gibt die experimentell beobachtete

Anderung von Caqu mit dem Potential und mit der Elektrolytkonzentration nicht wieder.
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2.4.2 Das Gouy-Chapman-Modell

Mit dem von L. G. Gouy [10] und D. L. Chapman [11] entwickelten Modell aus den Jahren
1910-1913 konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Doppelschichtskapazitit sehr

wohl durch das Anlegen des Elektrodenpotentials beeinflusst wird.

@ Elektrolyt
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der diffusen Doppelschichtstruktur und des Potentialverlaufs im
Gouy-Chapman-Modell, nach [10, 11].

Im Unterschied zum Helmholtz'schen Modell befinden sich die Ionen nicht mehr auf
einer starren Ebene, sondern besitzen die Moglichkeit, sich frei im Elektrolyt zu
bewegen. Dadurch treten lonen-Wechselwirkungen auf, weshalb die Ausdehnung xp,, der
elektrochemischen Doppelschicht mit der vorliegenden Elektrolyt-Konzentration
gekoppelt ist (siehe Gleichung 19). Der Verlauf des Potentials ¢ im GC-Modell ist durch
die Losung der Poisson-Boltzmann-Gleichung mit Randbedingungen gegeben, die den

Wert des Potentials an der Elektrode und im Elektrolyt vorschreibt [91, 92].

n?Y (mol L) ‘ Xp, (A)
e kT 1 3.0
r <0B
Xp = |[——— (19 0.1 9.6
bL 2n’z2e? (19)
0.01 30.4
0.001 96.2

Tabelle 1: Zusammenhang zwischen der Debye-Linge (xp.) und der im Elektrolyt vorliegenden

Salzkonzentration in der elektrochemischen Doppelschicht.

Das Gouy-Chapman-Modell liefert auflerdem Informationen iiber die Ladungsdichte

unmittelbar an der Elektrodenoberflache

on =g () (20)
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Durch Ableitung von oM nach dem Potential ¢° an der Elektrode wird die differentielle

Kapazitat der diffusen Doppelschicht erhalten

doy 2z2e2g.gn’ -ze ™0
Caac= = ! h{ ——— 21
= o J( ) cosn (202 1)

Ein Vorteil des GC-Modells gegeniiber dem Helmholtz-Modell ist die Vorhersage der

Abhangigkeit der Kapazitit vom Elektrodenpotential, welche mit dem Experiment in
Einklang steht. Uber das Minimum der differentiellen Kapazitit kann das
Nullladungspotential (engl. potential of zero charge, PZC) erhalten werden, wobei die
Elektrode ladungsfrei ist [79]. Im GC-Modell ist das PZC stets bei 0 V. Abweichende
experimentelle Werte werden durch Vorginge bestimmt, die im GC-Modell nicht
beriicksichtigt sind, wie beispielsweise die spezifische Adsorption von lonen auf der
Elektrodenoberfliche. Die Arbeitsfunktion der Elektrode @M hingt mit dem PZC

zusammen, wobei mehrere Vorschldage in der Literatur gegeben sind [93].

2.4.3 Das Stern-Modell und weitere Doppelschichtsmodelle

Das von Otto Stern im Jahre 1924 vorgestellte Modell [12] beziiglich der Ladungs-
verteilung im Elektrolyt ist eine Vereinigung der Modelle von Helmholtz und Gouy-
Chapman. Nahe der Elektrode bildet sich eine kompakte, starre Schicht von
hydratisierten lonen aus. Die Ebene durch den Ladungsschwerpunkt der hydratisierten

Ionen wird als aufdere Helmholtz-Ebene Xy bezeichnet.

Abbildung 14: Das Stern-Modell vereinigt das Helmholtz- sowie das Gouy-Chapman-Modell, nach [12].
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Angrenzend an diese starre Schicht beginnt die diffuse Doppelschicht. Die Kapazitiat im

Stern-Modell ergibt sich durch zwei in Reihe geschaltete Kondensatoren

1_ 1 1
Cqa Can Cagc

(22)

Im Jahre 1947 etablierte D. C. Grahame das nach ihm benannte Grahame-Modell,
welches als Erweiterung zum Stern-Modell angesehen werden kann [94]. Solvatisierte
Ionen konnen, je nach Art der lonen-Spezies, befahigt sein, ihre Solvathiille abzustreifen

und auf der Elektrodenoberflache zu adsorbieren.

A

Solvatisierte
-~ Anionen

Normale
Wasser-

AN

struktur

Spezifisch
adsorbiertes
Anion

Abbildung 15: Modell der Metall/Elektrolyt-Grenzfliche und des Potentialverlaufs entlang der elektro-
chemischen Grenzfliche unter Beriicksichtigung der inneren Helmholtzschicht (engl. inner Helmholtz

plane, i.H.p) und der dufieren Helmholtzschicht (engl. outer Helmholtz plane, 0.H.p), nach [95].

Beim Vergleich der Ladungsschwerpunkt-Ebenen zwischen adsorbierten Ionen und
vollstandig hydratisierten Ionen, unmittelbar an der Elektrode, ergibt sich fiir den Fall
der spezifischen Adsorption ein geringerer Abstand der Ladungstriager beziiglich der

Elektrodenoberfliche. Das Grahame-Modell verfeinert letztlich den Begriff der
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Helmholtz-Ebene und fiihrt eine neue, sogenannte innere Helmholtz-Ebene durch
spezifische Adsorptionsvorginge ein. Das elektrostatische Potential verdandert sich
innerhalb der Helmholtz-Ebenen linear und geht aufderhalb der dufieren Helmholtz-

Ebene in einen exponentiellen Verlauf iiber.

Im Jahre 1963 erweiterten Bockris, Devanathan und Miiller die bestehenden
Doppelschichtsmodelle um den Beitrag der Wechselwirkungen von Dipolmomenten der
Losungsmittelmolekiile in der Grenzflachenregion [13]. Im Fall von Wasser bestehen
bedeutende Wechselwirkungen zwischen den Dipolen und ihrer Orientierung unmittel-
bar an der Elektrode. Im Bockris-Devanathan-Miiller-Modell wurde die Bezeichnung der
inneren Helmholtz-Ebene verfeinert, welche fortan die Ladungsschwerpunkt-Ebene der

ersten Dipolschicht sowie spezifisch adsorbierte lonen involviert.

Wahrend in den bisher vorgestellten Modellen zur elektrochemischen Doppelschicht die
Ladungsverteilung im Elektrolyt thematisiert wurde, muss ebenso die Metallelektrode
betrachtet werden. Das sogenannte Jellium-Modell [96, 97] besitzt zwei wesentliche
Komponenten. Die Metallelektrode besteht einerseits aus positiv geladenen Metallionen-
rimpfen und andererseits aus frei beweglichen, negativ geladenen Elektronen. Die
Metallionenriimpfe formen dabei einen kontinuierlich verlaufenden Hintergrund,
welcher an der sogenannten Jellium-Kante, angrenzend zum Elektrolyt, abrupt
verschwindet. Im Jellium-Modell werden Elektronen als quantenmechanisches Plasma
betrachtet, welche sich aufgrund ihrer freien Beweglichkeit im Metall inhomogen tiber
die Metalloberflache verteilen. Dabei unterliegen Elektronen Wechselwirkungen mit
Ladungen im Metallionenrumpf. Das elektrische Feld in der elektrochemischen
Doppelschicht beeinflusst diese elektronische Verteilung. Als Konsequenz dessen wird
das Oberflichenpotential yM veridndert. Eine negative Oberflichenladung erzeugt
beispielsweise einen Uberschuss an Elektronen an der Oberfliche. Aufgrund ihrer
geringen Masse besitzen Elektronen die Fahigkeit, an der Jellium-Kante in den Elektrolyt
zu tunneln. Dieser Effekt wird als electron-spillover bezeichnet. Die Elektronen an der
Metalloberflache erzeugen ein in hohem Mafie polarisierbares Medium, wodurch die
Doppelschichtskapazitit beeinflusst wird. Das Jellium-Modell besagt, dass Uberschuss-

ladungen in unmittelbarer Nahe zur Metallelektrode auftreten konnen [98].
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3 Materialien und Methoden

3.1 Zyklische Voltammetrie

Die Voltammetrie und insbesondere die zyklische Voltammetrie (engl. cyclic
voltammetry, CV) ist fiir die Untersuchung von kinetischen und thermodynamischen
Prozessen an der Grenzfliche Elektrode/Elektrolyt eine der am haufigsten verwendeten
Methoden [99]. Die mit dem Elektrolyt benetzte Oberflache der untersuchten Arbeits-
elektrode (engl. working elektrode, WE) wird durch einen extern angeschlossenen
Potentiostat auf einem Kkonstanten Potential gehalten, welches gegen eine
Referenzelektrode (engl. reference electrode, RE) gemessen wird. Als Referenzelektrode
wird in dieser Arbeit eine gesattigte Kalomelelektrode (SCE) verwendet, welche als
stromloses Element wirkt und fiir ein stabiles Elektrodenpotential sorgt (Esce = 0.24 V
bzgl. der Normal-Wasserstoffelektrode). Die voreingestellte Potentialdifferenz zwischen
der WE und der RE wird durch einen Operationsverstarker aktiv geregelt. Hierfiir
injiziert der Operationsverstiarker durch eine Gegenelektrode (engl. counter electrode,

CE) einen stabilisierenden Regelstrom in die Messzelle.

Arbeitselektrode

Gaseinleitungsrohr (WE)
Referenzelektrode
Gegenelektrode ol (RE)
(CE) |
1 i A i
: Luggin-
Fritte Kaplll?:‘lf' ........ Drahtschlaufe
Einkristall e
Elektrolyt

Abbildung 16: Aufbau einer elektrochemischen Zelle fiir Einkristall-Messungen, nach [86].
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In der zyklischen Voltammetrie wird das eingestellte Elektrodenpotential zwischen zwei
festgelegten Umkehrpunkten E1 und E> mit einer gegebenen Vorschubgeschwindigkeit
linear verandert. Ublicherweise werden CV-Experimente wie oben beschrieben in einer
Dreielektroden-Anordnung durchgefiihrt. Meistens wird als CE ein Platindraht oder ein
grofdflachiges Platinnetz verwendet, um den stabilisierenden Regelstrom in die
Messzelle zu leiten. Beim linearen Abtasten (engl. linear sweep) des Potentialbereichs
werden an der WE zwei verschiedene Arten von Stromen, kapazitive und faraday‘sche
Strome, auftreten. Kapazitive Strome bilden sich aufgrund der Umladung der
elektrischen Doppelschicht aus. Faraday‘sche Strome resultieren aus einem Ladungs-
transfer zwischen Elektrode und Elektrolyt. Um ohm‘sche Widerstinde im Elektrolyt
niedrig zu halten, wird diesem ein Leitsalz beigefligt. Zusatzlich konnen ohm‘sche
Widerstinde in der elektrochemischen Zelle, durch die Anbringung der CE in
unmittelbarer Nahe zur WE, minimiert werden. Die RE befindet sich zwischen den

beiden Elektroden.

3.2 Rastersondenmikroskopie

Gerd Binnig und Heinrich Roher gelang mit der Erfindung des Rastertunnelmikroskops
(engl. scanning tunneling microscope, STM) erstmalig die Abbildung von Graphit mit
atomarer Auflésung [100]. In den vergangenen drei Jahrzenten ist ihre urspriingliche
Idee zu einem dufierst vielseitigen Forschungsgebiet, der sogenannten Rastersonden-
mikroskopie (engl. scanning-probe microscopy, SPM), avanciert [3]. Eine ebenfalls weit
verbreitete Methode aus dieser Kategorie ist die Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic
force microscopy, AFM). Die Ortsauflosung beider Methoden beruht auf dem gleichen
Prinzip: Mit Hilfe einer piezoelektrischen Positioniereinheit wird eine feine, meso-
skopisch dimensionierte Sonde in unmittelbarem Abstand tliber die Probe gerastert.
Wahrend des gesamten Vorgangs wird die Wechselwirkung zwischen Sonde und Probe

gemessen, wobei sich die Art der Wechselwirkung signifikant unterscheidet [3, 101].
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STM-Messungen setzen eine metallisch-leitfahige Probe voraus. Das Anlegen einer
Spannung zwischen der feinen, moglichst atomar zugespitzten Metallspitze sowie der
Probe verursacht im Abstand von wenigen Nanometern das Auftreten des quanten-
mechanischen Tunneleffekts [80]. Dabei konnen Elektronen-Wellenfunktionen von
Spitze und Probe iiberlappen, wobei der auftretende Tunnelstrom exponentiell vom

Abstand der beiden Komponenten abhangt.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der Funktionsweise der Rastersondenmikroskopie, welche hier

im Fall von STM-Untersuchungen visualisiert wird, nach [86].

Die STM-Spitze kann dabei in zwei unterschiedlichen Messmodi iiber die
Probenoberfliche bewegt werden. Die Rasterung der Probenoberflache erfolgt im ersten
Modus unter konstanter Hohe der Probenspitze (engl. constant-height mode), wodurch
der Tunnelstrom farbenkodiert dargestellt wird. Ein Vorteil hierbei ist die Verwendung
von schnellen Rastergeschwindigkeiten, wahrend die Abrasterung von rauen
Oberflachen nachteilig sein kann. Dabei ist ein direkter Kontakt zwischen Probe und
Spitze moglich, aus dessen Folge die Spitze zerstort werden kann. Der zweite
Messmodus basiert auf der Erhaltung eines konstanten Tunnelstroms (engl. constant-
current mode), wobei die Hohenauslenkung der STM-Spitze, bei Unebenheiten der

Oberflache, farbenkodiert als topographische Karte dargestellt wird.
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AFM-Messungen bieten, im Vergleich zum STM, den Vorteil sowohl metallische als auch
nicht-metallische Probenoberflaichen untersuchen zu kénnen. Ein wesentlicher Unter-
schied ist hierbei, dass in AFM-Messungen kurzreichweitige Krafte [102] zwischen einer
Sonde (einem sogenannten Cantilever) und der Probenoberfliche detektiert werden

konnen.

Ein Laser-Detektions-System misst dabei die Krafteinwirkung auf den Cantilever. Der
Laserstrahl trifft auf die Oberseite des Cantilevers und wird zu einem Positionsdetektor
reflektiert, woraus Riickschliisse auf die Verbiegung des Cantilevers moglich sind. Um
die Oberflachentopographie bestimmen zu kénnen wird der Cantilever in XY-Richtung
tiber die zu untersuchende Oberflache bewegt, wobei je nach Oberflachenbeschaffenheit
unterschiedliche Krafte wirken konnen. Mittels einer sogenannten Riickkopplungs-
schleife wird der Abstand zwischen Sonde und Probe in Z-Richtung nachregelt, falls das
gemessene Sensorsignal beziiglich eines zuvor festgelegten Sensor-Setpoints (Sollwert)

abweichen sollte.

Im sogenannten tapping mode (TM) wird die Schwingungsamplitude des Cantilevers
tiber diese Riickkopplungsschleife konstant gehalten. Erhebungen der Oberflache sorgen
dafiir, dass der Cantilever in seiner Oszillation eingeschrankt ist und die Schwingungs-
amplitude abnimmt. Im Gegensatz dazu bewirken Absenkungen der Oberflache einen
Anstieg der Schwingungsamplitude. Der Detektor misst eben jene Auslenkungen der
Schwingungsamplitude des Cantilevers. Mit Hilfe dieses AFM-Modus konnen Enzym-
Topographien der Glucose-Sensoren vermessen werden, wobei ein Silizium-Cantilever
(Typ RTESP) eingesetzt wurde. Als SPM-Gerat wurde das Mutimode 8 der Firma Veeco

verwendet.
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3.3 Praparierung der Glucose-Sensoren

Pyranose 2-Oxidase

Polyallylamin 2-TBA Enzymlinker

Platininseln

4-Mercaptopyridin

Au Au(111)-Elektrode

Abbildung 18: Schematischer Aufbau einer funktionalisierten Goldelektrode fiir Glucose-Sensoren.

Die Probenpraparation beginnt mit dem Tempern der Au(111)-Elektrode. Ziel des
Temperns ist die Entfernung von Verunreinigungen auf der Au(111)-Oberflache sowie
die Herbeiftihrung der thermisch induzierten Rekonstruktion in die heringbone-Struktur
[103]. Dazu wird der Au(111)-Einkristall (Durchmesser: 4 mm, Hohe: 5 mm) finf
Minuten lang gleichmaf3ig in der oxidierenden Flamme eines Bunsenbrenners erwarmt.
Der getemperte Au(111)-Einkristall wird daraufhin unter Stickstoffkiihlung tiber die
Oberflache eines mit Milli-Q-Wasser gefiillten Behalters gehalten und letztlich mit Milli-
Q-Wasser benetzt, um die Oberflache beim Transport vor Verunreinigung durch die Luft
zu schiitzen. Fiir STM- und AFM-Messungen wird ein Au(111)-Einkristall (Durchmesser:
12 mm, Hoéhe: 2,5 mm) verwendet. Der Prozess des Temperns wird hierbei in einer

Wasserstoffflamme mit abschlief3ender Kiihlung durchgefiihrt.
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Abbildung 19: Visualisierung der Modifikationsschritte zum Aufbau der Glucose-Sensoren, nach [86].

Zuerst wird der frisch getemperte Au(111)-Einkristall in eine aus 4,4'-Dithiodipyridin
(20 pM) bestehende Losung eingetaucht. Um einer oxidativen Schadigung der SAM
vorzubeugen, wird die SAM-Modifikationslésung zunachst fiir 30 Minuten einer Argon-
atmosphdare ausgesetzt, wobei die Modifikationsdauer zehn Minuten betriagt. Im An-
schluss wird die mit 4-PyS-SAM modifizierte Au(111)-Einkristalloberfliche, ohne
Potentialkontrolle, in eine aus Kz2PtCls (0.1 mM) bestehende Losung fiir zwei Minuten
gegeben. Danach wird die Elektrode mit Milli-Q-Wasser gespiilt. Die komplexierten
Platin-lonen werden in einer elektrochemischen Zelle, unter Potentialkontrolle und
unter Ausschluss von Platinsalz in Losung, im Elektrolyt H2SO4 (0.1 M) reduziert. In
dieser Arbeit werden zwei verschiedene Enzym-Linker getestet, um das Enzym
P20xB1H zu immobilisieren. Fiir die Aufbringung einer geladenen Polymerschicht wird
die modifizierte Elektrode fiinf Minuten lang in eine Phosphatpufferlésung eingetaucht,
welche Polyallylamin (500 pM) enthalt. Gegebenenfalls kénnen zur Kopplung von
P20xB1H (8 U/mL) an Polyallylamin die Hilfsreagenzien EDC (15 mM) und NHS (30
mM) in Phosphatpufferlosung (pH = 7) zugegeben werden, wobei die Enzym-Modi-
fikationsdauer 60 Minuten betragt.
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Als Enzymaktivitat (U/mL) wird die Enzymmenge bezeichnet, die 1 pumol Substrat pro
Minute umsetzt [104]. Bevor 2-TBA als Enzym-Linker verwendet werden kann, muss die
2-TBA-Modifikationslosung (20 uM) fiir 30 Minuten mit Argon behandelt werden. Es
folgt das Eintauchen des mit Platininseln modifizierten Einkristalls, fiir 30 Minuten, in
diese 2-TBA-Losung. Letztlich wird P20xB1H (8 U/mL bzw. 4 U/mL) aus der Phosphat-
pufferlésung (pH = 7) immobilisiert. Das hier verwendete Enzym Pyranose 2-Oxidase ist
ein Dz2-symmetrisches Homotetramer [48]. Jede der vier Untereinheiten enthalt eine aus
623 Aminosauren bestehende Aminosaure-Sequenz. Durch die geometrische Anordnung
von Pyranose 2-Oxidase besitzt jede Untereinheit eine kovalent gebundene Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD)-Komponente [47]. Die Umsetzung mit Glucose erfolgt dabei
gemafd dem in Abbildung 20 dargestellten Mechanismus.

H,0, P20x-FAD D-Glucose
2¢ « (Pt

0,in Pufferlésung P20x-FADH, D-Glucosone

Abbildung 20: Mechanismus der Umsetzung von Glucose am aktiven Zentrum des Enzyms Pyranose 2-

Oxidase, nach [47, 48].

3.4 Herstellung nanostrukturierter Au(SSV)-Substrate

Polykristalline SSV-Substrate [18] werden durch das Verfahren einer elektrochemischen
Metallabscheidung auf ein nanostrukturiertes Templat angefertigt. In Abbildung 21 sind
die wesentlichen Schritte beziiglich der Anfertigung von Au(SSV)-Substraten gezeigt.

Nanokugel Templat Elektrochemischer Auflésung der Nanokugeln
Abscheidungsprozess

Abbildung 21: Schematische Ubersicht der Au(SSV)-Substratherstellung, nach [18, 70].
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Zunachst wird unter Verwendung eines Templates eine dicht gepackte Schicht aus 600
nm groflen Polystyren-Kugeln aufgebaut. Es folgt eine elektrochemische Gold-
abscheidung durch das Templat, wodurch die Schichtdicke durch das Faraday’sche
Gesetz prazise eingestellt werden kann. Die Polystyren-Kugeln werden anschliefdend mit
DMF herausgelost, wodurch eine (nano-)strukturierte Oberfliche erhalten wird. Im

Folgenden werden die Schritte naher erlautert (vgl. Abbildung 22).

Mikropipette

25 mm

7 mm
<>

25 mm I 12 mm

15 mm

Deckgl
Parafilm eckglas

Abbildung 22: Anfertigung des Nanokugel-Templats.

Mikroskop-Objekttrager aus Glas (25 x 75 mm) werden in einem Aufdampfungsprozess
zuerst mit 10 nm Titan und anschlieffend mit 200 nm Gold beschichtet. Titan wirkt
dabei als Haftungsschicht und ist wichtig fiir spatere elektrochemische Messungen im
Elektrolyt, da ohne die Titanschicht Gold vom Glastriager abgeldst werden kdnnte. Das
aufgedampfte Goldsubstrat (25 x 75 mm) wird mit einem Diamantschneider in drei
gleiche Stiicke (25 x 25 mm) geschnitten. Anschlief}end wird ein trapezférmiges
Templat aus Parafilm, mit den Mafden gemdafd Abbildung 22, angefertigt. Auf die
Parafilmschicht wird ein Deckglas gelegt. Bevor die kolloidale Polystyren-Lésung
zugegeben werden kann, muss das Substrat, bestehend aus Goldoberflache, Parafilm
und Deckglas, jedoch auf eine Heizplatte (65°C) gelegt werden. Dieser Vorgang ist
notwendig, da die Parafilmschicht fortan als Haftungsschicht zwischen Gold und
Deckglas fungiert. Mit einer Mikropipette werden 9.4 uL der kolloidalen Polystyren-
Losung mit einem Durchmesser von 600 nm in die Trapezform iberfiihrt. Fir die
Ausbildung einer homogenen Packung werden die Substrate fiir zwei Tage bei 15°
Neigungswinkel und einer Temperatur von 14°C im Kiihlschrank gelagert. Dabei
verdampft das in der kolloidalen Polystren-Lésung enthaltene Wasser kontrolliert ab.
Die zusatzlich wirkenden Kapillarkrafte sind mafdgeblich flir die Entstehung einer

regelmafdig-hexagonal angeordneten Polystyren-Kugelpackung verantwortlich. Bevor
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die elektrochemische Goldabscheidung stattfinden kann, werden auf der Heizplatte bei
65°C sowohl das Deckglas als auch das Parafilm-Templat entfernt. Mit einem
handelsiiblichen Nagellack werden daraufhin die Stellen auf dem Substrat markiert, auf
denen keine Goldabscheidung stattfinden soll. Eine elektrochemische Zelle wird mit 45
mL einer kommerziell erhaltlichen Goldlosung ECF 60 sowie 225 pL des Aufhellers E3
gefiillt, welcher fiir den spateren Glanz des Au(SSV)-Substrats sorgen soll. Das Substrat
ist die Arbeitselektrode, ein Platinnetz ist die Gegenelektrode und als Referenzelektrode
wird eine Kalomel-Elektrode verwendet. Uber die Faraday‘schen Gesetze [105, 106] gibt

es einen Zusammenhang zwischen der Abscheidungsmenge Q und der Hohlraumtiefe H
0=y (23)

Moglich wird dies durch das Anlegen eines konstanten Potentials (-0.72 V), wobei tiber

eine bestimme Zeitspanne die geflossene Ladung Q gemessen wird.

a) b)
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Abbildung 23: a) Strom-Zeit-Transient der elektrochemischen Goldabscheidung zum Erhalt der Au(SSV)-
Substrate, b) die spharischen Hohlrdume mit Durchmessern von 600 nm werden durch die Abscheidung

einer theoretisch 480 nm dicken Goldschicht erhalten, nach [70].

Die elektrochemische Goldabscheidung kann in zwei Bereiche aufgeteilt werden. Der
dunkelgraue Bereich in Abbildung 23 zeigt dabei das Wachstum der Goldschicht um die
600 nm grofden Nanokugeln bis sich die ersten Monolagen Gold gebildet haben. Am
Maximum der Kurve bei (¢t ~ 10 s) nimmt die Form der Nanokugeln Einfluss auf das

Wachstumsverhalten der abgeschiedenen Goldschicht. Die Bulk-Abscheidung zeigt im
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Transienten ein proportionales Verhalten zwischen der sich aktiv verandernden
Goldoberflache und dem gemessenen Strom. Bis zu einer Hohlraumtiefe H von 0.50 D
nimmt die Goldoberflache ab und es wird ein Minimum des Stroms erhalten. Durch die
Kenntnis der Ladung Q1 an dieser Stelle ist es moglich, die Hohlraumtiefe H von 0.80 D,
aufgrund der Proportionalitdt zwischen abgeschiedener Ladung und Abscheidungshdohe,
zu bestimmen. Da die Goldoberflache bei der Abscheidung zwischen der Hohlraumtiefe
0.50 D und 0.80 D zunimmt, steigt in Abbildung 23 der Transient erneut an. Im
Anschluss werden die Goldsubstrate in DMF eingelegt und mit Milli-Q-Wasser gereinigt.
Die Durchmesser der spharischen Hohlrdume, siehe Abbildung 23, betragen durch-
schnittlich 495 nm was in guter Ubereinstimmung mit den theoretisch zu erwartenden

480 nm steht.

3.5 Priparierung der DNA-basierten Sensoren

Um eine erfolgreiche Chemisorption von hybridisierten DNA-Molekiilen [17-19] auf
Goldoberflachen zu gewahrleisten, ist ein stabiler organischer Linker notwendig. Im
ersten Schritt des DNA-Modifikationsvorgangs interagieren die am 3‘-Ende des DNA-

Probenstrangs enthaltenen sechs Thiolgruppen mit der Goldoberflache.
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Abbildung 24: Visualisierung des Linker-Aufbaus fiir die Immobilisierung vos DNA-Probenstrangs auf

dem Goldsubstrat, bestehend aus alternierenden Einheiten von Disulfiden (X) und Hexaethylenglycol (H).
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Die Au(SSV)-Substrate werden dabei in einen Tris-Puffer (10 mM, pH = 7.2) eingetaucht,
welcher den DNA-Probenstrang (1 puM) enthdlt. Die Modifikationsdauer betragt 24
Stunden. AnschliefRend wird das Substrat mit Tris-Puffer gespiilt. In Schritt zwei wird

das modifizierte Substrat mit einer Mercaptohexanollésung (1 mM) im Tris-Puffer fiir

30 Minuten benetzt.
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Abbildung 25: Schematische Darstellung des DNA-Hybridisierungsprozesses.
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Dieser Schritt ist notwendig fiir die Passivierung der Goldoberfliche durch
Mercaptohexanol. Damit ist die Voraussetzung fiir die in Schritt drei durchgefiihrte
effektive Hybridisierung zwischen DNA-Probenstrang und DNA-Targetstrang gegeben.
Ein zusatzlicher Effekt ist die Aufrichtung des DNA-Probenstrangs. Um die
Hybridisierung zu vollziehen wird das modifizierte System mit einer Tris-Losung
benetzt, welche den DNA-Targetstrang (1 pM) enthalt. Abschliefdend wird das Substrat
erneut mit Tris-Puffer und darin enthaltenem NaCl gespiilt. Die folgende Tabelle listet
die verwendeten Oligonukleotid-Sequenzen auf. Die Abkiirzung ,T“ steht hierbei fiir die
Stellen, an denen die Anbringung der Raman-Sonde Texas Red (TR) tiber einen
aminoCé6-Linker an die Thymin-Base stattfindet. Fiir die Darstellung der DNA-Struktur

sei auf Abbildung 4 verwiesen.

Code Oligonukleotid-Sequenz
B8881 (Probenstrang) XHXHXH 5 AGGAAACACCAAAGATGATATT 3’
B8882 (Targetstrang) 3’ (T)CCTTTGTGGTTTCTACTATAA'S’
B8883 (Targetstrang) 3’ TCC(T)TTGTGGTTTCTACTATAA 5’
B8884 (Targetstrang) 3’ TCCTTTGTGGT(T)TCTACTATAA 5’
B8885 (Targetstrang) 3’ TCCTTTGTGGTTTCTACTA(T)AA'S’

Tabelle 2: Ubersicht der Oligonukleotid-Sequenzen. Stellen, an denen der Farbstoffmarker (Texas Red)

angebracht ist, sind mit , T“ gekennzeichnet.

I — O N/\/\/\/H\j
HN " //
A :
T

R

Abbildung 26: Darstellung der Struktur von Texas Red. Zudem ist die Anbindung der TR-Sonde an die

DNA-Base Thymin visualisiert.
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Elektronische Anregungen des Farbstoff-Molekiils Texas Red konnen durch die Methode
der UV-VIS-Spektroskopie untersucht werden. Wie Abbildung 27 zeigt, befindet sich das
Absorptionsmaxima Amax bei 594 nm. Diese Eigenschaft macht den Farbstoff auch fiir
Raman Untersuchungen mit einer Laserwellenldnge (4 = 633 nm) interessant. Die in
dieser Arbeit verwendete rote Laserwellenldnge wurde zudem explizit an die hexagonal
angeordneten plasmonischen Hohlraum-Resonatoren des Goldsubstrats angepasst,

wodurch eine effektive Plasmonenanregung gewahrleistet ist.

r I r I :

0.02 - Texas Red T
=
e
s - :
& 001} . . : i
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: 1 M | "
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Abbildung 27: UV-VIS Spektrum der TR-Sonde, aufgezeichnet mit einem SPECORD S 600 (Analytik Jena).
Das Absorptionsmaxima Amax von Texas Red liegt bei 594 nm. Die rot gestrichelte Linie stellt schematisch

die Wellenldange des hier verwendeten roten Lasers (1 = 633 nm) dar.

Fiir die experimentelle Aufnahme von SERS-Spektren ist eine Kompatibilitat zwischen
einer elektrochemischen Raman-Messzelle sowie des hier verwendeten in Via Raman-
Mikroskops (Firma Renishaw) erforderlich. Da sich die Raman-Messzelle aktuell in
einem Patentierungsverfahren (Deutsche Patentanmeldung 10 2016 222 613.4)

befindet, diirfen an dieser Stelle keine Informationen dariiber bekannt gegeben werden.
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Das in Via Raman-Mikroskop biindelt die Laserwellenldnge (A = 633 nm) an einer
Objektivlinse (50X-long distance objective, Firma Leica). Der senkrechte Arbeitsabstand
dieser Linse, beziiglich der mit Elektrolyt bedeckten Substratoberflache, betragt 8 mm.
Zudem sei angemerkt, dass es zu keiner Zeit zu einem direkten Kontakt zwischen
Elektrolyt und Linse kommt. Die Laserleistung war stets 1,7 mW und die

Einwirkungsdauer des Lasers 40 Sekunden.

3.6 Eingesetzte Chemikalien

Name
Hersteller Reinheit
Strukturformel
Schwefelsdure
Merck Suprapur (96%)
H2S04
Salzsdure
Merck 30 %
HCI
Natronlauge
Merck 99 %
NaOH
Wasserstoffperoxid
Merck 35%
H202
Pottasiumtetrachloroplatinate (I1)
Aldrich 99.99 %
K>PtCly
Natriumchlorid
Aldrich >99.5 9%
NaCl
Kaliumchlorid
Aldrich =299 %
KClI
Kaliumdihydrogenphosphat
Fluka >99.5 9%
KH;PO,
Dikaliumhydrogenphosphat
yaregenphosp Aldrich >99 %
K>HPO,
Tris(hydroxymethyl)Jaminomethan
(hy Y o Aldrich >99.8 %
NH,C(CH,0H)3
4,4*-Dithiodipyridin
Aldrich 98 %
C10HsN2S;
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6-Mercapto-1-hexanol

Aldrich 99 %
HS(CH2)sOH
2-Thiobarbitursdure
Aldrich 98 %
2-TBA
Poly(allylamine hydrochlorid)
Aldrich MW 58.000
PAA HCI
N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethyl-
carbodiimide hydrochlorid Fluka 298 %
EDC
N-hydroxysuccinimide
Aldrich 98 %
NHS
N,N-Dimethylformamid
Aldrich 99 %
HCON(CH3):
Goldabscheidungslosung
Metalor
ECF 60
Auftheller
Metalor
E3
Polystyren-Losung Thermo Scientific
DNA-Sequenzen
Atdbio HPLC
B8881 - B8885
Pyranose 2-Oxidase
8 U/mL
P20xB1H
Argon
MTI 99.999%
Ar
Stickstoff
MTI 99.999 %

\P!
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Ergebnisse und Diskussion

4 Glucose-Sensoren: Aufbau und Charakterisierung

4.1 Elektrochemische Betrachtung der Au(111)-Elektrode

Um eventuell vorhandene Verunreinigungen in der elektrochemischen Zelle
ausschliefden zu konnen, wird vor jeder Enzym-Messung die getemperte Au(111)-
Elektrode in einen schwefelsdaurehaltigen Elektrolyten eingetaucht. Abbildung 28 zeigt
exemplarisch die charakteristisch auftretenden Merkmale der Adsorptions- und

Desorptionsprozesse auf einer sauberen Au(111)-Oberflache.

2r- s5mv-s’ =

2

Jj/ pA-cm
o
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Abbildung 28: Strom-Spannungskurve einer sauberen Au(111)-Elektrode in 0.1 M H,S0a.

Das Eintauchen der getemperten Goldeinkristalloberflache erfolgt bei -0.2 V wo, analog
zu den Arbeiten von Kolb, die Au(111)-Oberflache eine rekonstruierte (\/§ X 22)-
heringbone-Struktur annimmt [103]. Mit einer Vorschubgeschwindigkeit von 5 mV/s
tritt bei 0.3 V eine potentialinduzierte Aufhebung der Rekonstruktion auf (Peak A).
Zusatzlich konnen die im Elektrolyt enthaltenen Anionen Sulfat bzw. Hydrogensulfat als
ungeordnetes Oberflaichengas auf der neu ausgebildeten (1x1) Struktur adsorbieren
(Schulterpeak B). Diese mobilen Anionen bilden bei 0.78 V eine (v/3 xv/7) R19.1°-Uber-
struktur aus (Peak C). Die dazu komplementar verlaufenden Desorptionsprozesse (Peak
C’ sowie Peak B‘) sind nahezu reversibel. Peak A’ visualisiert die potentialinduzierte

Rekonstruktion in die heringbone-Struktur.
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4.2 Ausbildung der 4-PyS-SAM auf Au(111)

Im Fall des hier verwendeten 4,4‘-Dithiodipyridin wird das in Losung befindliche
Disulfid an der Elektrodenoberflache dissoziativ aufgespalten. Bedingt durch die starke
Chemisorption des Schwefels mit der Goldoberflache adsorbieren die zwei gebildeten
Thiole und zwar so, dass die Schwefelatome in der Mitte zwischen drei Goldatomen, der
sogenannte three-fold hollow site, ansassig sind [107]. Die dabei gebildete Struktur an
der Grenzflache Elektrode/Elektrolyt hangt jedoch sehr stark vom verwendeten Elektro-
lyten, dem Elektrodenpotential sowie dem pH-Wert ab [108, 109].
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Abbildung 29: Strom-Spannungskurve einer mit 4-PyS modifizierten Au(111)-Elektrode in 0.1 M H;S0Oa.

Abbildung 29 zeigt charakteristische Merkmale der SAM in H2SO04 (0.1 M) mit einem
Potentialfenster, welches sich iiber den Stabilititsbereich der SAM erstreckt. Nicht
gezeigt ist der Beginn der reduktiven Desorption der SAM ab einem Elektrodenpotential
kleiner als -0.2 V sowie der Beginn der oxidativen Desorption der SAM ab einem
Elektrodenpotential positiver als 0.7 V. Das Eintauchpotential ist -0.1 V, wobei die SAM
eine (7 X\/§)-Uberstruktur ausbildet und der Pyridin-Stickstoff in einem protonierten
Zustand vorliegt [110]. Eine geometrische Umstrukturierung der SAM erfolgt bei 0.35 V,
was mit den Ergebnissen von Kolb et al. iibereinstimmt [110]. Verursacht wird dieser
Vorgang durch die zusatzliche Adsorption von Sulfat bzw. Hydrogensulfat auf der
Goldoberflache. Die Strom-Spannungskurve deutet auf einen quasi-reversiblen
Phaseniibergang hin. Interessanterweise wird dieser Phaseniibergang in anderen

Elektrolyten, wie beispielsweise HClO4 (0.1 M) aber auch mit der in dieser Arbeit
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verwendeten Phosphatpufferlosung (pH = 7), nicht beobachtet. Das ist ein Indiz dafiir,
dass die Adsorption der Schwefelatome im Sulfation oder Hydrogensulfation auf einer
Au(111)-Oberflache deutlich starker ausgepragt sein muss und folglich an freien, nicht
mit 4-PyS bedeckten Platzen der Au(111)-Oberflache bevorzugt ablaufen kann. Um zu
tberpriifen, ob die SAM-Modifikationslosung nach einer gewissen Zeit noch intakt ist
oder ob bereits oxidative Prozesse an der SAM stattgefunden haben, eignet sich die

Aufnahme eines Zyklovoltammogramms, wie in Abbildung 29 dargestellt.

4.3 Metallisierung der mit 4-PyS bedeckten Au(111)-Elektrode

Mithilfe einer Kombination aus stromlosen und elektrochemischen Praparations-
schritten konnen monoatomar hohe Metallinseln auf der mit 4-Mercaptopyridin
bedeckten Au(111)-Elektrode erhalten werden. Im Fokus dieser Arbeit stehen jedoch
nicht Palladium-, Rhodium-, oder Iridiuminseln, sondern Platininseln. Dieses
Modellsystem eignet sich unter anderem hervorragend dafiir, katalytische Prozesse wie
die CO-Oxidation und damit Vorginge in der Brennstoffzellen-Technologie zu
analysieren. In dieser Arbeit soll jedoch ein Glucose-Biosensor aufgebaut werden, in
dessen Reaktionsmechanismus die Integration von Kkatalytisch aktiven Platininseln

erforderlich ist.

Es stellt sich die Frage, weshalb die Enzyme nicht direkt auf einer Platinelektrode
immobilisiert werden und stattdessen dieser Aufbau gewadhlt wird. Um diese Frage
beantworten zu koénnen, ist ein Blick auf die Struktur unabdinglich. Dafiir muss zuerst
der elektrochemische Herstellungsprozess der Platininseln ndher betrachtet werden.
Das im 4-Mercaptopyridin enthaltene N-Atom in para-Position ist eine wichtige
Anforderung fiir den Metallisierungsschritt der SAM on-top, siehe Abschnitt 2.3. Zuerst
wird die adsorbierte 4-PyS-SAM ohne Potentialkontrolle fiir zwei Minuten mit K;PtCl4
(0.1 mM) komplexiert. Damit die komplexierten Platinionen zu Metallinseln reduziert
werden konnen, ist eine elektrochemische Behandlung unter Potentialkontrolle in
einem metallsalzfreien Elektrolyten notig. In kathodischer Vorschubrichtung wird genau
dieser Vorgang im ersten Zyklus bei ca. 0.15 V festgestellt. Im zweiten Zyklus sind
bereits alle Platinionen zu Pt® reduziert und dementsprechend wird kein erneuter
Reduktionspeak beobachtet. Die geflossene Ladungsmenge beziffert sich auf rund 35 pC
cm2, was einer Bedeckung von 7-10% beziiglich einer kompletten Platinmonolage auf

Au(111) entspricht.
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Abbildung 30: Strom-Spannungskurve der elektrochemischen Platinabscheidung auf einer mit 4-PyS
modifizierten Au(111)-Elektrode in 0.1 M H2SO4. Die Reduzierung der komplexierten Platinionen vollzieht

sich vollstandig im ersten Zyklus (schwarze Kurve).

Die mittels STM erhaltenen Topographie der Platininseln, siehe Abbildung 39,
ermoglicht den Riickschluss auf eine anndhernd homogene Verteilung der Platininseln
mit einem Durchmesser von durchschnittlich rund 10 nm, was ungefahr der Gréf3e eines
Enzyms entspricht. Idealerweise wird ein Enzym auf eine Platininsel immobilisiert, was
mit einer reinen Platinelektrode so nicht steuerbar gewesen ware. Die Maf3e des hier
verwendeten Enzyms Pyranose 2-Oxidase (9 nm x 9 nm x 13 nm) korrelieren sehr gut

mit der Grofie der Platininseln, weshalb diese Idee sehr vielversprechend ist.

Es stellt sich zudem die Frage, ob die Platinbedeckung erh6ht werden koénnte. Da die 4-
Mercaptopyridin-SAM in der three-fold hollow site auf Au(111) adsorbiert, stehen pro
Komplexierungsvorgang 1/3 ML Stickstoffatome fiir die Komplexierung mit Platinionen
bereit. Manolova et al. untersuchten bereits den Einfluss der erh6hten Komplexierungs-
zeit (15 bzw. 120 Minuten) im Modifikationsschritt mit K>PtCls (0.1 mM), was in einer
Bedeckung von 18 bzw. 25 % miindete [111]. Eine erhohte Bedeckung kann ebenfalls
iiber eine mehrmalige Komplexierung mit K;PtCls (0.1 mM) erhalten werden, wobei sich

stets der Platinreduktionspeak (wie in Abbildung 30) ausbildet.
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Festzuhalten ist jedoch der Aspekt, dass eine erhohte Bedeckung an Platininseln, der
Forderung nach einer wohldefinierten Verteilung der Enzyme widersprechen wiirde.
Die Beeinflussung der immobilisierten Enzyme untereinander, aufgrund eines zu
geringen Abstands zueinander, sollte folglich vermieden werden, um eine optimale

Umsetzung von Glucose am Enzym-Zentrum zu gewahrleisten.

Mittels winkelaufgeldster Photoelektronenspektroskopie (engl. angle-resolved XPS, AR-
XPS) konnte gezeigt werden, dass die Metallinseln tatsachlich auf der SAM on-top
angesiedelt sein miuissen [111] und sich nicht zwischen der Au(111)-Elektrode und der
SAM-Schicht, als sogenannte burried-monolayer [83-85], befinden. Diese oberflachen-
sensitive Methode bestdtigt, dass emittierte Photoelektronen des Bulk-Golds durch
adsorbierte SAM-Molekiile inelatisch gestreut werden, wobei ein exponentieller
Zusammenhang zwischen der SAM-Schichtdicke und der Intensititsabnahme der
Photoelektronen besteht [112]. Eine Vergrofderung des Photoelektronen-Detektions-
winkels, beziiglich der Oberflichennormalen, resultiert in einer Intensititszunahme der
Photoelektronen aus der Metallschicht on-top, stets in Relation zur Photoelektronen-

Intensitat des Substrat-Bulks [113, 114].

Boyen et al. zeigten zudem, dass es zu starken chemischem Wechselwirkungen zwischen
den monoatomar hohen Metallinseln und der 4-PyS-SAM kommt. Sowohl die
Dichtefunktionaltheorie (engl. density functional theory, DFT) als auch UPS-Unter-
suchungen (engl. ultraviolett-photoelectronspectroscopy, UPS) konnten eine Abnahme
der Zustandsdichte (engl. density of states, DOS) der Palladiuminseln (0.7 ML) auf der 4-
PyS-SAM am Ferminiveau Er feststellen [107]. Wahrend Bulk-Palladium metallischen
Charakter besitzt, zeigen Palladiuminseln, in der Gréfenordnung von 9 nm, nicht

metallische Eigenschaften [107].

Diese Art von Untersuchungen beziiglich Platininseln on-top auf der 4-PyS-SAM wurden
nach aktuellstem Stand noch nicht publiziert. Allerdings waren Erkenntnisse hierzu fiir
die hier vorgestellten Glucose-Sensoren sehr bedeutsam, da, wie bereits in Abschnitt
2.1.1 thematisiert wurde, im Laufe der Reaktion zwischen Glucose und der redoxaktiven
FAD/FADH»-Spezies, die im Enzym kovalent angebunden ist, Wasserstoffperoxid als
Reaktionsprodukt gebildet sowie elektrochemisch umgesetzt wird. Einerseits konnte die
elektrochemische Oxidation von H:02 an der Au(111)-Oberfliche ablaufen und

andererseits an den katalytisch aktiven Platininseln.
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Murthy et al. untersuchten bereits die Oxidation von H20; auf einer nur mit 4-PyS
bedeckten Goldoberflaiche im Phosphatpuffer (pH = 7.1) [115]. Diese Untersuchungen
zeigen einen dhnlichen Verlauf wie die Strom-Spannungskurve aus Abbildung 31, jedoch
mit dem wesentlichen Unterschied, dass in deren System Wasserstoffperoxid bei einem
Elektrodenpotential von 0.75 V oxidiert wird. Dieser Befund deckt sich mit elektro-
chemischen Messungen von Brett et al., welche die Oxidation von Wasserstoffperoxid an
einer reinen metallischen Goldoberflache untersuchten. In Abwesenheit der 4-PyS-SAM
erfolgt die elektrochemische Oxidation von H20: auf Goldsubstraten ebenfalls bei 0.75 V

[116].
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Abbildung 31: Oxidation von Wasserstoffperoxid am Basissystem Au(111)/4-PyS/Pt.

Die Frage, ob Platininseln auf der SAM einen Einfluss auf die Oxidation von H20: haben,
muss gemafd Abbildung 31 verifiziert werden. Das Oxidationspotential von in Losung
befindlichem Wasserstoffperoxid ist deutlich moderater, sobald Platininseln auf der
SAM vorhanden sind. Bereits bei 0.5 V erfolgt die H202-Oxidation an den katalytisch
aktiven Platininseln. Den Trend, dass Platinoberflaichen fiir die Oxidation von H20:
deutlich besser geeignet sind als Goldoberflachen, belegen auch die Ergebnisse der
Arbeitsgruppe um Hall et al. [117]. Thre Publikation zeigt den Beginn der Oxidation von

H202 (pH = 7.3) auf einer reinen Platinelektrode ab einem Elektrodenpotential von 0.3 V.
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Abbildung 32 zeigt den Stabilitiatsbereich des Platin-metallisierten SAM-Systems auf der
Au(111)-Oberflache im Phoshatpuffer (pH = 7). Die Strom-Spannungskurve resultiert
hauptsachlich aus kapazitiven Stromen basierend auf der Ladungsumverteilung in der
elektrochemischen Doppelschicht. Es wird ersichtlich, dass dieses System bis zu

Elektrodenpotentialen von 0.6 V stabil ist.
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Abbildung 32: Immobilisierung von P20xB1H auf Platininseln im System Au(111)/4-PyS/Pt.

Das erhaltene Potentialfenster erlaubt nun die Aussage, dass folglich Enzym-Messungen
bei Elektrodenpotentialen iiber 0.6 V nicht geeignet sind, da bei hohen anodischen
Potentialen die SAM desorbieren und die Goldoberflache Goldoxidschichten ausbilden
wirde. Maskovos et al. zeigten, dass diese Goldoxidschichten in hohem Maf3e befahigt
sind, als katalytisch wirksame Spezies die Glucose-Oxidation zu férdern [118]. Um zu
verhindern, dass Glucose mit der Goldoberfldache iiberhaupt reagieren kann, enthalt der
hier verwendete Phosphat-Puffer stets Chlorid-lonen. Somit passivieren sowohl die SAM
als auch Chlorid-lonen die Goldoberflache, wodurch explizit im Stabilitdtsbereich eine

Glucose-Oxidation auszuschliefien ist.

Es stellt sich die Frage, ob D-Glucose mit den Platininseln reagiert und daran umgesetzt
wird. Aufschluss dariiber gibt ebenfalls Abbildung 32. Bei 0.15 V besteht die Mdglichkeit,
dass Glucose-Molekiile auf den Platininseln reversibel adsorbieren bzw. desorbieren
(rote Kurve). Park et al. untersuchten bereits die Oxidation von Glucose auf
Platinelektroden und stellten fest, dass Glucose-Molekiile durchaus im neutralen

Medium auf Platinelektroden adsorbieren kénnen [119]. In Abbildung 32 ist dieser
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Effekt jedoch nicht stark ausgepragt. Ein Grund hierfiir konnte die niedrige Bedeckung
der Platininseln (7-10 % vgl. mit Au(111)) sein. Eventuell besteht die Moglichkeit, dass
der Prozess bei hoheren Glucose-Konzentrationen starker ausgepragt ist, was jedoch
nicht im Fokus dieser Arbeit steht. Die Abwesenheit der Stromanstiege in anodischer
Vorschubrichtung, ab Elektrodenpotentialen positiver als 0.3 V, deutet auf die Inaktivitat
der Glucose-Oxidation hin. Abbildung 32 thematisiert zudem die Situation rund um die
Enzymimmobilisierung von P20xB1H, ohne Enzym-Linker. Auffallend hierbei ist der
Beginn eines Stromanstiegs ab 0.45 V (griine Kurve). Da P20xB1H insgesamt iiber vier
kovalent angebundene FAD-Komponenten verfiigt, werden diese moglicherweise
oxidiert, was auf einen direkten Elektronentransfer hindeuten konnte. Werden dem
System zusatzlich Glucose-Molekiile beigefiigt, treten bereits ab 0.4 V erh6hte Strome
auf (blaue Kurve). Der Grund hierfiir ist die einsetzende Reaktion zwischen Glucose und
einer der vier FAD-Komponenten, wobei H20; erzeugt wird, welches an den Platininseln
oxidiert wird. Die Ergebnisse deuten somit drauf hin, dass die Platininseln auf der 4-PyS-
SAM durchaus befdhigt sind, katalytische Umsatze, wie hier die Oxidation von H202, zu

fordern.

4.4 Glucose-Sensor mit Enzym-Linker Polyallylamin

Die Wahl des Enzym-Linkers fiel auf das Polymer Polyallylamin. Als Grund hierfiir sei
angemerkt, dass Polyallylamin als funktionelle Gruppe eine Aminogruppe besitzt. Daher
besteht die Moglichkeit einer Wechselwirkung zwischen einer Carbonsduregruppe von
P20xB1H und einer Aminogruppe des Polyallylamins, wodurch eine kovalente
Amidbindung [8] entsteht, siehe Abbildung 33. Alternativ kénnte die Carbonsdure-
gruppe von P20xB1H mittels den Kupplungsreagenzien EDC/NHS in einen aktivierten
NHS-Ester umgewandelt werden, welcher fiir die Umsetzung mit Polyallylamin zur

Verfligung steht.
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Abbildung 33: Ubersicht zur Anbindung von P20xB1H an den Linker Polyallylamin.

Nachdem das Polymer auf der mit Platininseln bedeckten 4-PyS-SAM aufgebracht

wurde, stellt sich die Frage, wie die Oberflachentopographie ermittelt werden kann. In-

situ AFM-Experimente eignen sich als Methode, um Enzym-Topographien zu bestimmen.

Abbildung 34: In-situ AFM-Abbildung der Oberflichentopographie der mit Platin modifizierten 4-PyS-SAM

auf Au(111), nach Modifizierung mit: a) Polyallylamin, b) P20xB1H kovalent gebunden an Polyallylamin.
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Deutlich erkennbar sind nun PAA-Polymeragglomerate, die sich homogen iiber die
Oberflache verteilen. Der gemittelte Agglomeratdurchmesser betrdgt 200 nm und die
Systemhohe weist 50 nm auf (Abbildung 34 a). Die gebundenen Enzyme innerhalb der
PAA-Schicht verursachen eine deutlich verzweigtere Agglomerat-Struktur. Dabei
variieren die Durchmesser zwischen 100-450 nm und es wird eine Systemhdhe von 100
nm festgestellt (Abbildung 34 b). Dieses Ergebnis bestitigt die Vermutung, dass die
P20xB1H-Enzyme in die Polymermatrix eingebettet werden. Das erhaltene AFM-
Ergebnis unterstiitzt die Vermutung, dass die mechanische Beschaffenheit der

komplexen SAM-Struktur fiir STM-Experimente nicht geeignet ist.

Abbildung 35: Versuch zur Abbildung der Polyallylamin-Topographie auf der mit Platin modifizierten 4-
PyS-SAM auf Au(111) mittels in-situ STM, nach [120].

In der Tat verursacht die STM-Spitze eine Bewegung des modifizierten Polymer-Systems
auf der metallisierten 4-PyS-SAM. Die STM-Spitze sorgt fiir einen Bindungsbruch
zwischen der Au(111)-Oberflache und dem Schwefel-Atom der modifizierten SAM. Das
komplette System wird durch die Spitze von der Au(111)-Oberflache gerissen und an

den Rand geschoben.

Eine Zerstorung des PAA-Films im Stabilititsbereich der SAM kann aufgrund der
aufgenommenen Strom-Spannungskurven, siehe Abbildung 36, ausgeschlossen werden.
Ebenfalls gibt es keine ersichtlichen Verdnderungen mit und ohne Anwesenheit von

Glucose in Losung (rote bzw. schwarze Kurve).
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Abbildung 36: Immobilisierung von P20xB1H mittels PAA-Linker im System Au(111)/4-PyS/Pt/PAA.

Als Riickschluss kommt damit in Betracht, dass an der Polymerschicht ohne
immobilisiertes Enzym keine Glucose-Umsetzung stattfinden sollte. Beziiglich der
enzymatischen Reaktion mit Glucose ist das Reaktionsprodukt H20: bei 0.32 V
detektierbar (blaue Kurve). Weniger stark ausgepragt hingegen ist ein moglicher
direkter Elektronentransfer am aktiven Enzym-Zentrum in Abwesenheit von Glucose in

Losung (griine Kurve).

Mit Hilfe von amperometrischen Messungen sollte im Folgenden der in Abbildung 36
untersuchte Glucose-Sensor charakterisiert werden. Gajdzik et al. versuchten bereits
durch Glucose-Zuspritzexperimente den Sattigungsstrom dieses Glucose-Sensors zu
bestimmen [121], welcher bei 0.56 V in der Gréfienordnung von wenigen mA/cm? lag.
Gooding et al. untersuchten eine dhnliche enzymatische Reaktion zwischen Glucose und
Glucose-Oxidase (GOx), welches mit Hilfe der SAM 3-Mercaptopropionsdure, auf einer
Platin-nanostrukturierten Goldelektrode immobilisiert wurde. In pH neutralem
Elektrolyt wurden bei 0.65 V allerdings Sattigungsstrome in der Gréfienordnung von
wenigen pA/cm? detektiert [122]. Warum das homotetramere Enzym P20xB1H im
Vergleich zum dimeren Enzym GOx in einem dhnlichen System um einen Faktor von
1000 aktiver sein sollte, war nicht verstandlich und kann mithilfe von Abbildung 37 als
unwahrscheinlich erachtet werden. Die Vermutung liegt nahe, dass es sich um einen

Messbereichfehler [121] handeln konnte.
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Abbildung 37: Darstellung des amperometrischen Glucose-Sensors, in welchem PAA, EDC und NHS als

P20xB1H-Linker eingesetzt wird. Die Glucose-Konzentration in Losung wurde jeweils vorgelegt.

Die kovalente Bindung des Enzyms P20xB1H an die PAA-Polymerschicht, auf einer mit
Platininseln modifizierten 4-PyS-SAM, ergibt bei 0.56 V einen Sattigungsstrom von 4
nA/cm2. Wie kann der Sattigungsstrom und folglich die Enzym-Aktivitdt erhoht werden?
Eine Moglichkeit stellt die Erhohung der Enzym-Bedeckung dar. Hier wurde jedoch
einer anderen Fragestellung nachgegangen und zwar sollte mit Hilfe eines geeigneteren

Enzym-Linkers versucht werden, die Ausbeute des gebundenen Enzyms zu steigern.

4.5 Glucose-Sensor mit Enzym-Linker 2-Thiobarbitursdure

Nachdem sich im vorherigen Kapitel das Polymer PAA flachendeckend als Agglomerate
uiber die modifizierte Oberflache erstreckte, wurde der Fokus auf einen Enzym-Linker
gelegt, welcher ein moglichst kleines, mehrfachfunktionelles organisches Molekiil
darstellt. Verheifdungsvoll konnte, beim Blick auf dessen mesomere Grenzstrukturen, die

Verwendung von 2-Thiobarbitursaure (2-TBA) sein.

OH

OH
= N = N N
| -~ | e |
e
HO N SH (o] H SH o] ﬁ SH

Abbildung 38: Mesomere Grenzstrukturen von 2-TBA.
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Abbildung 38 visualisiert diese mesomeren Grenzstrukturen, wobei deutlich wird, dass
2-TBA tiber Hydroxylgruppen, eine Thiolgruppe sowie freie Elektronenpaare an N-
Atomen verfiigt. STM-Untersuchungen bestatigen die flache Adsorption von 2-TBA, helle
Spots, auf den Platininseln [120].

Abbildung 39: In-situ STM-Aufnahme von 2-TBA auf den Platininseln der 4-PyS-SAM, nach [120].

Um als Enzym-Linker zu fungieren, sollte 2-TBA in der Lage sein mit P2Z0xB1H eine
kovalente Bindung auszubilden. Abbildung 40 zeigt eine mesomere Grenzstruktur in
welcher 2-TBA als ungesattigte B-Hydroxy-Carbonylverbindung vorliegt. Aus dieser
Form konnte ein nukleophiler Angriff auf das Carbonyl-C-Atom einer im P20xB1H
ansadssigen Carbonsdure-Gruppe stattfinden, wodurch unter Wasserabspaltung eine 1,3-

Dicarbonylverbindung gebildet wird.

OH

Joull

SH

H

Abbildung 40: Ubersicht zur Anbindung von P20xB1H an 2-TBA.

Diese 1,3-Dicarbonylverbindung unterliegt nun einer Enolisierungstendenz aufgrund
des Bestrebens, ein konjugiertes m-System ausbilden zu koénnen. Der resultierende

Energiegewinn stellt die Triebkraft der Reaktion dar.
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Abbildung 41: Immobilisierung von P20xB1H mittels 2-TBA Linker im System Au(111)/4-PyS/Pt/2-TBA.

Es scheint eine stabilisierende Wechselwirkung zwischen 2-TBA und Glucose (rote
Kurve) zu geben, welche im Zyklovoltammogramm ohne Glucose (schwarze Kurve)
nicht auftritt, sieche Abbildung 41. Die Detektion des Reaktionsprodukts H20; ist sehr
stark ausgepragt und erfolgt bereits bei moderaten Bedingungen von 0.25 V (blaue

Kurve).

Im Folgenden werden in-situ AFM-Messungen einen Einblick in die Oberflachen-
topographie der funktionalisierten Elektrode geben. Dabei wird sowohl der Einfluss der

Enzym-Modifikationszeit als auch die Variation der P20xB1H-Konzentration untersucht.
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Abbildung 42: Immobilisierung von P20xB1H (4 U/mL, 30 min) mit 2-TBA-Linker: a) in-situ AFM-

Topographie, b) Antwort des amperometrischen Glucose-Sensors.
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In-situ AFM visualisiert, nach der Immobilisierung von P20xB1H (4 U/mL, 30 min)
durch den 2-TBA-Linker, das Enzym P20xB1H mit den Maféen (4 nm x 6 nm x 13 nm).
Die Enzym-Topographie dndert sich daher signifikant durch die Wahl des Enzym-
Linkers. Es werden Enzyme in runder Form detektiert (helle Spots). Wie wirkt sich nun
diese Veranderung der P20xB1H-Oberflachentopographie auf die Reaktivitat beziiglich
Glucose aus? Der Kkleine, organische 2-TBA-Linker ermoglicht es dem kovalent
gebundenem Enzym in eine geeignetere geometrische Anordnung, mit einer ndheren
rdumlichen Anbringung des aktiven Zentrums an die Platininseln, tiberfiihrt zu werden.
Bei 0.56 V wird ein Sattigungsstrom von 7.2 pA/cm? erhalten. Der detektierte
Sattigungsstrom, verglichen mit dem PAA-Linker, ist bereits hoher und das, obwohl nur

die Halfte an Enzymkonzentration eingesetzt wurde.
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Abbildung 43: Immobilisierung von P20xB1H (4 U/mL, 60 min) mit 2-TBA-Linker: a) in-situ AFM-

Topographie, b) Antwort des amperometrischen Glucose-Sensors.

Eine Erhohung der Enzym-Modifikationszeit von 30 auf 60 Minuten fiihrt zu einer
erhohten Bedeckung, wobei die Enzymgrofde (6 nm x 10 nm x 15 nm) darauf schlief3en
lasst, dass ein Enzym auf einer Platininsel immobilisiert wurde. Amperometrische
Messungen zeigen, dass diese Enzym-Anordnung bei 0.56 V zu einer erneuten

Steigerung des Sattigungsstroms auf 9.5 pA/cm? fiihrt.
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Au(111)/ Pt metallisierte 4-PyS-SAM mit 2-TBA Linker
Phosphatpuffer (pH =7)
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Abbildung 44: Immobilisierung von P20xB1H (8 U/mL, 60 min) mit 2-TBA-Linker: a) in-situ AFM-

Topographie, b) Antwort des amperometrischen Glucose-Sensors.

Durch die Erh6hung der Enzymkonzentration auf 8 U/mL bei gleichbleibender Enzym-
Modifikationszeit (60 Minuten) wird erneut eine zunehmende Bedeckung festgestellt.
Die Grofde der Enzyme hat sich nicht veradndert, allerdings betragt die Systemhohe 30
nm. Eine Erklarung hierfiir konnte sein, dass ein geringer Anteil der Enzyme nicht an 2-
TBA kovalent gebunden ist, da kein Platz mehr zur Verfiigung stand. Dementsprechend
konnten Enzym-Enzym-Wechselwirkungen zur Ausbildung von Enzym-Clustern in
mehreren Lagen gefiihrt haben. Da nahezu alle Platininseln mit Enzymen belegt sind,
sollten zwangslaufig nur minimal hohere Sattigungsstrome bei 0.56 V erhalten werden,

was bei einem Sattigungsstrom von 10.5 pA/cm? tatsachlich der Fall ist.

4.6 Ubersicht der amperometrischen Glucose-Sensoren

Die Wahl der Enzym-Linker hat einen groféen Einfluss auf die Glucose-Umsetzung in
diesem Modellsystem. Ohne Enzym-Linker sind die Enzyme vollig zufallig orientiert und
zeigen, wie in Abbildung 45 erkennbar, einen geringen Umsatz von Glucose. Der
Polymer-Linker mit und ohne EDC und NHS, bewirkt eine giinstigere Anordnung der
Enzyme in der Polymerschicht. In beiden Fillen werden identische Strom-
Spannungskurven beziiglich der Umsetzung mit Glucose erhalten. Eine Optimierung des

Systems gelingt durch die kovalente Anbindung der Enzyme durch den 2-TBA-Linker.
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Abbildung 45: Ubersicht der Strom-Spannungskurven bei der Umsetzung von Glucose (1 mM) im
Phosphatpuffer (pH = 7), unter Verwendung unterschiedlicher Enzym-Linker fiir die Immobilisierung von

P20xB1H.

Um die maximale Stromdichte (Imax) der vorgestellten amperometrischen Glucose-
Sensoren vergleichen zu kénnen, sei auf Abbildung 46 verwiesen, wobei ohne Enzym-

Immobilisierung keine Glucose-Umsetzung stattfindet.
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Abbildung 46: Charakterisierung der amperometrischen Glucose-Sensoren.

Die Charakterisierung der Glucose-Sensoren erfolgt gemiafd einer modifizierten

Lineweaver-Burk-Auftragung

L= M (24)

Iss Imax [Glucose ] Imax
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aus welcher die Auftragung /! gegen die reziproken Glucose-Konzentration [Glucose] ™
vorgenommen wird und Uber den Schnittpunkt mit der Abszisse letztlich Km bestimmt
werden kann [50]. Die Michaelis-Konstante Ky, ist dabei die Substratkonzentration, bei

der genau die Halfte aller Enzymzentren mit Glucose besetzt ist.

Enzym-Linker / | Kwm ‘ Imax ‘ Sensitivitat

Enzym-Modifikationsparameter (mM) (LA cm2) (LA mM-1cm-2)

PAA, EDC, NHS/ P20xB1H

1.85 4.0 2.16

(8 U/mL, 60 min)

2-TBA / P20xB1H
2.72 7.2 2.65

(4 U/mL, 30 min)

2-TBA / P20xB1H
. 2.68 9.5 3.54

(4 U/mL, 60 min)

2-TBA / P20xB1H
] 1.72 10.5 6.10

(8 U/mL, 60 min)

Tabelle 3: Vergleich der in dieser Arbeit elektrochemisch bestimmten Parameter der amperometrischen
Glucose-Sensoren. Aufgelistet sind die Michaelis-Menten-Konstante (Kv), der maximal mogliche

Sattigungsstrom (Imax) und die Sensitivitat (Kw/ Imax)-

Mit Hilfe von Tabelle 3 ist ein Vergleich der hier vorgestellten amperometrischen
Glucose-Sensoren moglich. Als erster Aspekt wird festgestellt, dass die Michaelis-
Konstanten im Bereich zwischen 1.7-2.7 mM L-1 liegen. Da Blutzucker-Sensoren sehr
fein dosiert im Bereich <6.1 mM L-1 (nilichterner Blutzucker-Gehalt) sowie >7 mM L-1
(Diabetes-Erkrankung) messen miissen und sich der lineare Bereich der hier
vorgestellten Glucose-Sensoren nicht so weit erstreckt, sind diese Glucose-Sensoren fir

kommerzielle Anwendungen nicht geeignet [123].

Der Ku-Wert ist eine enzymspezifische Grofde und variiert in geringem Mafe aufgrund
nanostrukturierter, konfigurativer Unterschiede im Aufbau der Glucose-Sensoren, wobei
insbesondere die Zugdnglichkeit von Glucose an das aktive Enzymzentrum
unterschiedlich beeinflusst wird. Auffallend ist, dass die eingesetzte Enzymmenge
(8 U/mL) zu einem Ku-Wert von ~ 2.7 mM L1 fiihrt, widhrend die Enzymmenge

(4 U/mL) lediglich ~ 1.7 mM L-1 aufweist.
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Ein zweiter Aspekt ist die Sensitivitit (Km/ Imax) der Glucose-Sensoren. Dabei wird
deutlich wie stark die aus in-situ AFM-Messungen erhaltene Enzym-Topographie
Einfluss auf die Umsetzung der Glucose (Imax) nimmt. Die Enzym-Immobilisierung durch
den Polymer-Linker PAA unter der Modifikationsbedingung (8 U/mL, 60 min) flihrte zu
einer Sensitivitat von 2.16 pA mM-1 cm-2. Gemaf3 Tabelle 3 scheint die Enzym-Einbettung
in diese Agglomeratstruktur weniger geeignet zu sein als eine gleichmafdige Enzym-
Verteilung wie im Fall der Enzym-Immobilisierung durch den 2-TBA-Linker. Selbst die
Halfte an eingesetzter Enzymmenge (4 U/mL, 30 min) zeigt bereits eine Sensitivitats-
steigerung auf 2.65 pA mM-1 cm-1. Durch die Optimierung der Modifikationsbedingungen
(4 U/mL, 60 min bzw. 8 U/mL, 60 min) konnte die Sensitivitit auf 3.54 pA mM-1 cm1
bzw. 6.1 pA mM-1 cm1 gesteigert werden. Unter den gleichen Modifikationsbedingungen
konnte im Fall der Enzym-Immobilisierung durch den 2-TBA-Linker, verglichen mit der
Enzym-Anbindung durch den Polymer-Linker PAA, damit eine Sensitivitiatssteigerung

um den Faktor 2.8 festgestellt werden.

Luhana et al. zeigen eine Ubersicht von Glucose-Sensoren in denen ebenfalls Platin-
Nanopartikel eine zentrale Rolle einnehmen [52]. Dabei wird jedoch das Reaktions-
produkt H202 aus der Reaktion zwischen immobilisierten Glucose-Oxidase-Enzymen
(GOx) und Glucose gebildet. Ausgepragte lineare Bereiche bis ~ 10 mM L-1 werden dabei
insbesondere in Sensoren mit fein verteilten Platin-Nanopartikeln auf Kohlenstoft-
nanordhren (engl. multiwall carbon nanotubes, MWCNT) bzw. Kohlenstoff-Kapseln (engl.

hollow carbon spheres, HCS) realisiert.

Die hier vorgestellten amperometrischen Glucose-Sensoren weisen diesbeziiglich einen
deutlich kleineren linearen Bereich auf, jedoch ist deren Sensitivitit in der gleichen
Grofdenordnung. Folglich muss fiir die Optimierung von Glucose-Sensoren ein
Zusammenspiel von vier Faktoren vorhanden sein: Eine homogene Verteilung von
Platin-Nanopartikeln, im System integrierte Enzym-Linker, ein mdglichst moderates
Elektrodenpotential und Elektrolytbedingungen im neutralen Bereich. Wiinschenswert
ist ebenfalls eine Biokompatibilitit der beteiligten Kompontenten fiir in-vivo

Anwendungen.
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5 DNA-basierte Sensoren: Aufbau und Charakterisierung

5.1 Elektrochemische Betrachtung der Au(SSV)-Elektrode

Grundvoraussetzung fiir Messungen mit DNA-Oligonukleotiden ist die Auswahl eines
geeigneten Elektrolyten, in welchem sich die DNA-Struktur nicht irreversibel zersetzt.
Diese Anforderung erfiillt Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris-Puffer), welcher in
zahlreichen biologischen Systemen verwendet wird. Als Leitsalz wird NaCl beigefiigt,
wobei die eingesetzte NaCl-Konzentration fiir die Ausbreitung der elektrochemischen

Doppelschicht verantwortlich ist.
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Abbildung 47: Strom-Spannungskurve des Au(SSV)-Substrats unter dem Einfluss von NaCl (1 M) im Tris-
Puffer (pH = 7.2).

Auffallend ist hierbei, dass bei Elektrodenpotentialen negativer als -1.05 V zunehmend
eine Wasserstoffentwicklung auf der Substratoberflache einsetzt. Dieser Potential-
bereich sollte fiir DNA-Messungen folglich gemieden werden. Oxidative Prozesse wie die
Sauerstoffentwicklung treten in diesem Medium bei Elektrodenpotentialen positiver als
0.6 V auf. Beim Eintauchen bei 0.4 V sind bereits Chlorid-lonen auf der Oberflache
adsorbiert, welche bei -0.2 V desorbieren und in kathodischer Scanrichtung bei 0.05 V

erneut adsorbieren konnen.

Im SERS-Spektrum des Tris-Puffers (Abbildung 48) ist lediglich eine Raman-Linie, wenn

auch nicht stark ausgepragt, bei ungefahr 1000 cm-! (einfache C-C Bindung) erkennbar.
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Abbildung 48: SERS-Spektrum des Au(SSV)-Substrats unter NaCl (1 M) im Tris-Puffer (pH = 7.2).

v (cmt) ‘ Aktive Schwingung
1005 C-C Streching
1600 NH: Scissor

Tabelle 4: Zuordnung der Tris-Schwingungen im SERS-Spektrum [124].

5.2 Ausbildung der Mercaptohexanol-SAM

Im Aufbau der DNA-basierten Sensoren ist die aliphatische Mercaptohexanol-SAM ein
unverzichtbarer Baustein. Ohne die Bedeckung der Au(SSV)-Oberflache durch die SAM
wird keine effektive Hybridisierung zwischen DNA-Probenstrang und DNA-Targetstrang
gewahrleistet. In diesem Fall wiirde sich der DNA-Targetstrang zufadllig auf der
Goldoberflache ablegen. Da SAMs sowohl oxidativ als auch reduktiv desorbiert werden
konnen, gibt das Zyklovoltammogramm in Abbildung 49 Auskunft {iber den
Stabilitatsbereich der adsorbierten Mercaptohexanol-SAM. Deutlich zu sehen ist die
reduktive Desorption der Mercaptohexanol-SAM in Form eines Desorptionspeaks, wobei
der Desorptionsprozess bei einem Elektrodenpotential zwischen -0.6 V und -0.75 V

vollzogen wird.
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Abbildung 49: Strom-Spannungskurve der adsorbierten Mercaptohexanol-SAM (1 mM) auf dem Au(SSV)-
Substrat, aufgezeichnet im Tris-Puffer (10 mM) mit NaCl (1 M).

Das SERS-Spektrum in Abbildung 50 enthdlt einerseits Raman-Schwingungen des Tris-
Puffers und andererseits Raman-Schwingungen der Mercaptohexanol-SAM. Auffallend
sind die aliphatischen C-H Schwingungen (1338 cm), siehe Tabelle 5, welche bei
Elektrodenpotentialen negativer als -0.7 V nicht mehr zu sehen sind. Dies deutet

ebenfalls auf die Desorption der SAM hin.
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Abbildung 50: SERS-Spektren der adsorbierten Mercaptohexanol-SAM (1 mM) auf dem Au(SSV)-Substrat,
aufgezeichnet im Tris-Puffer (10 mM) mit NaCl (1 M).
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v/ cml ‘ Aktive Schwingung
1005 C-C Streching
1338 CH: Wagging
1440 CH Deformation
1530 CNH Scissor
1600 NH; Scissor
1723 Mercaptohexanol-Tris-Schwingung

Tabelle 5: Zuordnung der Mercaptohexanol-Schwingungen im SERS-Spektrum [124, 125].

5.3 Immobilisierung des DNA-Probenstrangs B8881

Der erste Schritt im Aufbau der DNA-basierten Sensoren ist die Chemisorption des DNA-
Probenstrangs. In dessen Struktur gibt es drei Dithiol-Linker, wodurch insgesamt sechs
Thiole auf dem Goldsubstrat adsorbieren. Die Stabilitit des DNA-Probenstrangs sollte
folglich starker ausgepragt sein als die der Mercaptohexanol-SAM, welche nur eine
Thiolbindung pro Molekiil fiir die Adsorption zur Verfiigung stellen kann. Mahajan et al.
bestimmten bereits fiir den mit drei Dithiol-Linkern ausgestatteten DNA-Probenstrang
eine Bedeckung von 1.6 x 1012 Molekiilen pro cm?2, wobei der Abstand zwischen den
einzelnen DNA-Strangen rund 8 nm betrdgt [18]. Damit steht geniligend Platz fiir die

Adsorption von Mercaptohexanol zur Verfligung.

Die Aufnahme der Strom-Spannungskurve aus Abbildung 51 zeigt nun, dass es keinen
Reduktionspeak des DNA-Probenstrangs gibt. Bis zu welchem Elektrodenpotential der
DNA-Probenstrang tatsdchlich auf der Oberfliche adsorbiert ist, ldsst sich aus dem
Zyklovoltammogramm jedenfalls nicht bestimmen, da sich der gezeigte Bereich nahe am
Wasserstoffentwicklungsbereich befindet. Der Strom-Spannungskurve kann zudem die
Information entnommen werden, dass Chlorid-lonen bei -0.2 V desorbieren, was darauf
schliefden ldsst, dass das PZC im Bereich von -0.2 V liegt. In anodischer Scanrichtung
adsorbieren Chlorid-lonen jedoch erst bei 0.15 V, was auf eine kinetische Hemmung in

Form von noch adsorbiertem DNA-Probenstrang deutet.
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Abbildung 51: Strom-Spannungskurve des DNA-Probenstrangs (1 pM) auf dem Au(SSV)-Substrat,
aufgezeichnet im Tris-Puffer (10 mM) mit NaCl (1 M).

Das SERS-Spektrum, siehe Abbildung 52, bietet einen Zugang zur Detektion der DNA-
Basen des Probenstrangs, da Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin aromatische
Ringstrukturen besitzen, deren Schwingungen eine ausgeprdgte Raman-Aktivitat
besitzen. Allen voran die Schwingungsmoden mit einer Anderung der Polarisierbarkeit
a in die oberflachennormale Z-Richtung sind besonders aktiv, was durch die Ausbildung

der Kneulform der ss-DNA (engl. single stranded DNA) begtinstigt wird.
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Abbildung 52: SERS-Spektren des DNA-Probenstrangs (1 pM) auf dem Au(SSV)-Substrat, aufgezeichnet im
Tris-Puffer (10 mM) mit NaCl (1 M).



Ergebnisse und Diskussion 65

v/ cml ‘ DNA Base ’ Aktive Schwingung

692 G Ring breathing

747 A Ring breathing

850 C G N-C-N Streching
953 C G NH: Rocking

1005 C-C Streching

1143 Deoxyribose phosphate backbone
1212 CT Ring-CH3z Streching
1342 AGT C-N Streching
1450 ACGT C=N Streching
1531 GGT Ring Streching
1596 A NH; Deformation

Tabelle 6: Zuordnung der Schwingungsmodi des DNA-Probenstrangs im SERS-Spektrum [126, 127].

Die Strom-Spannungskurve in Abbildung 53, gemessen nach der Modifizierung des DNA-
Probenstrangs mit Mercaptohexanol, untermauert die Eigenschaft von SAMs, ein
passivierendes Verhalten zu zeigen. Im gesamten Stabilititsbereich der Mercapto-

hexanol-SAM werden in kathodischer Scanrichtung keine signifikanten Strome

detektiert.
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Abbildung 53: Strom-Spannungskurve nach Immobilisierung des DNA-Probenstrangs (1 pM) und
Mercaptohexanol (1 mM) auf das Au(SSV)-Substrat, aufgezeichnet im Tris-Puffer (10 mM) mit NaCl (1 M).
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Uber den kompletten angelegten Elektrodenpotentialbereich von 0.4 V bis -1 V werden
keinerlei Schwingungsmoden des DNA-Probenstrangs detektiert, siehe Abbildung 54.
Die Ursache konnte durch den SAM bedingten, vergrofderten Abstand der DNA-Bestand-
teile zur Substratoberflaiche und damit einer schwacheren Ankopplung an die Substrat-

plasmonen erklart werden. Einzig C-C-Schwingungsmoden kénnen detektiert werden.
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Abbildung 54: SERS-Spektrum nach Immobilisierung des DNA-Probenstrangs (1 uM) und Mercapto-
hexanol (1 mM) auf das Au(SSV)-Substrat, aufgezeichnet im Tris-Puffer (10 mM) mit NaCl (1 M).

v/ cml ’ Aktive Schwingung
1005 C-C Streching
1600 NH: Scissor
1723 Mercaptohexanol-Tris-Schwingung

Tabelle 7: Zuordnung der Schwingungen im SERS-Spektrum [124].

5.4 Immobilisierung des DNA-Targetstrangs B8882

Ohne Dithiol-Linker ausgestattet, besitzt der DNA-Targetstrang keine Moglichkeit, auf
der Goldoberflache iiber eine Gold-Schwefel-Bindung zu chemisorbieren. Aus diesem
Grund enthilt Abbildung 55 auch keinen Desorptionspeak des DNA-Targetstrangs.
Erneut findet die Chlorid-Desorption bei -0.2 V statt. Aufgrund der uneingeschrankten
Diffusion des DNA-Targetstrangs gibt es geniligend freie Adsorptionsplitze fiir die
Readsorption von Chlorid-lonen im Riickscan, welche bei 0.05 V und nicht bei 0.15 V,

wie im Fall des adsorbierten DNA-Probenstrangs, erfolgt.
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Abbildung 55: Strom-Spannungskurve des DNA-Targetstrangs (1 puM) auf dem Au(SSV)-Substrat,
aufgezeichnet im Tris-Puffer (10 mM) mit NaCl (1 M).

Der DNA-Targetstrang besitzt jedoch eine kovalent angebrachte TR-Sonde. Aufgrund der
konjugierten Ringstruktur des organischen Farbstoffmolekiils ist dieses in besonderem

Mafie befahigt, Raman-Aktivitat zu zeigen.
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Abbildung 56: SERS-Spektrum des DNA-Targetstrangs (1 pM) auf dem Au(SSV)-Substrat, aufgezeichnet im
Tris-Puffer (10 mM) mit NaCl (1 M).

Bereits bei 0.4 V werden TR-Schwingungsmoden im SERS-Spektrum detektiert. Aus
Abbildung 56 wird deutlich, dass die TR-Sonde &ufierst effektiv mit den
Oberflachenplasmonen des Goldsubstrats in Wechselwirkung steht. Bei -0.8 V kann
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sogar von einem resonanten CT-Mechanismus ausgegangen werden. Die Feinstruktur
der DNA-Targetstrang-Schwingungsmoden wird erst nahe dem CT-Elektrodenpotential
erhalten. Diese Feinstruktur deckt sich mit der des DNA-Probenstrangs, wobei hier
zusatzlich zwei resonante Schwingungsmoden der TR-Sonde erhalten werden. Aus
diesem Grund wird die TR-Sonde fiir den Einsatz zur Vermessung der

elektrochemischen Doppelschicht als geeignet empfunden.

v /cm't ‘ DNA Base ‘ Aktive Schwingung
699 G Ring breathing
735 A Ring breathing
762 T Labelled TR-Streching
802 CT Ring breathing
848 GG N-C-N Streching
900 A NH: Rocking
936 C G NH: Rocking
1005 Tris / C-C Streching
1035 AGCT N-Sugar Streching
1078 G C-C Streching
1143 Deoxyribose phosphate backbone
1212 C,T Ring-CH3 Streching
1296 C C-N Streching
1327 G C-N Streching
1356 T C-N Streching
1384 A C-N Streching
1419 C C-C Streching
1440 ACGT C=N Streching
1505 TR-Sonde / Streching
1542 C,GT Ring Streching
1571 A Ring Streching
1594 A NH; Deformation
1650 TR-Sonde / Deformation

Tabelle 8: Zuordnung der Schwingungsmodi des DNA-Targetstrangs im SERS-Spektrum [18, 124, 126, 127].
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Der Einfluss von Mercaptohexanol auf den DNA-Targetstrang wird in der Strom-

Spannungskurve, siehe Abbildung 57, visualisiert. Es zeigt sich ebenfalls ein

passivierendes Verhalten durch die SAM.
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Abbildung 57: Strom-Spannungskurve nach Immobilisierung des DNA-Targetstrangs (1 uM) und

Mercaptohexanol (1 mM) auf das Au(SSV)-Substrat, aufgezeichnet im Tris-Puffer (10 mM) mit NaCl (1 M).

Wichtig zu erwahnen ist hierbei, dass die TR-Sonde dennoch eine starke Polarisierung

erfahrt. Wahrend zundchst die Mercaptohexanol-SAM die Oberflache bedeckt, ist der frei

bewegliche DNA-Targetstrang im Bulk-Elektrolyt verteilt.
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Abbildung 58: SERS-Spektrum nach Immobilisierung des DNA-Targetstrangs (1 pM) sowie Mercapto-

hexanol (1 mM) auf das Au(SSV)-Substrat, aufgezeichnet im Tris-Puffer (10 mM) mit NaCl (1 M).
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Erst ab einem Elektrodenpotential von -0.7 V und der Desorption der Mercaptohexanol-
SAM besteht die Moglichkeit zur Ausbildung eines CT-Ladungstransferkomplexes.
Tatsachlich werden die Schwingungsmoden von Texas Red detektiert. Aufgrund der in
Losung vorliegenden Mercaptohexanol-Molekiile kann jedoch der Resonanzfall nicht
eintreten und es werden niedrige Intensitdten der beiden Schwingungsmoden erhalten,

siehe Abbildung 58.

5.5 Hybridisierung zwischen DNA-Probenstrang B8881 und DNA-
Targetstrang B8882 in Anwesenheit der Mercaptohexanol-SAM
In diesem Abschnitt wird das Basismodell der DNA-basierten Sensoren erldutert. Um die

elektrochemische Doppelschicht zu vermessen, wird die TR-Sonde an verschiedenen

Positionen der nun hybridisierten Doppelhelix angebracht.
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Abbildung 59: Strom-Spannungskurve des hybridisierten DNA-Systems mit DNA-Probenstrang (1 pM),
DNA-Targetstrang (1 pM) und Mercaptohexanol (1 mM) auf dem Au(SSV)-Substrat, aufgezeichnet im Tris-
Puffer (10 mM) mit NaCl (1 M).

Hier ist der Marker an der ersten DNA-Base Thymin kovalent angebunden. Die Strom-
Spannungkurve in Abbildung 59 stellt dabei einen Stabilitdtsbereich des hybridisierten
DNA-Systems in kathodischer Vorschubrichtung von 0.4 V bis -0.6 V dar.
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Abbildung 60 =zeigt, dass durch die Anregungswellenlinge des Lasers explizit
Anderungen der Polarisierbarkeit in der TR-Sonde hervorgerufen werden, wodurch von
0.4 V bis -0.6 V die TR-Schwingungsmoden detektiert werden konnen. Die Schwingungs-
moden der TR-Sonde werden im kompletten Stabilitatsbereich des hybridisierten DNA-
Systems detektiert. Ab einem Elektrodenpotential von -0.8 V wird zudem die

Feinstruktur der DNA-Schwingungsmoden sichtbar.
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Abbildung 60: SERS-Spektren des hybridisierten DNA-Systems mit DNA-Probenstrang (1 pM), DNA-
Targetstrang (1 pM) und Mercaptohexanol (1 mM) auf dem Au(SSV)-Substrat, aufgezeichnet im Tris-
Puffer (10 mM) mit NaCl (1 M).

v /cm'! DNA Base Aktive Schwingung
762 T Labelled with TR-Sonde
1505 TR-Sonde / Streching
1650 TR-Sonde / Deformation

Tabelle 9: Zuordnung der TR-Schwingungen im SERS-Spektrum [18, 124, 126, 127].

Das hybridisierte DNA-System kann als DNA-basierter Sensor verwendet werden. Die
Funktionsweise eines DNA-basierten Sensors besteht darin, den sogenannten Schmelz-
bereich der hybridisierten DNA-Strange zu bestimmen. Abbildung 61 zeigt, wie das
melting-Potential elektrochemisch bestimmt werden kann. Elektrodenpotentiale
negativer als -0.9 V verursachen die Auslenkung der Dipolmomentvektoren des DNA-

Probenstrangs und des DNA-Targetstrangs in unterschiedliche Richtungen.
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Das wirksame elektrische Feld bewirkt letztlich eine Lockerung und schliefdlich den
Bruch der Wasserstoffbriickenbindungen. Aufgrund dessen wird der Targetstrang vom
Probenstrang gelost und diffundiert in den Elektrolyten. Das Experiment liefert die
Moglichkeit, den am Targetstrang kovalent angebundenen TR-Marker und dessen
Intensitit zu verfolgen. Uber die Auftragung eines sigmoidalen Fits wird bei der Hilfte

der Maximalintensitat das melting-Potential bestimmt.
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Abbildung 61: DNA-Biosensor in Form eines melting-Experiments.

Der Einfluss von verschiedenen Natriumchloridkonzentrationen in Losung fiihrt zu
einer minimalen Erniedrigung des melting-Potentials, bei der Verdiinnung von NaCl
(1IM) auf NaCl (0.001M), von -0.97 V auf -0.95 V. Bei verdiinnten Salzlosungen ist die
Brown’sche Molekularbewegung und damit der Einfluss der Entropie erhoht, wodurch
die Dehybridisierung bei milderen Elektrodenpotentialen einsetzt. Dieser Befund geht
einher mit dem Trend, dass bei hoheren Temperarturen ein schnellerer Bruch der

Wasserstoffbriickenbindungen auftreten sollte.
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6 Untersuchungen zum lokalen elektrischen Feld in der

elektrochemischen Doppelschicht

6.1 Bestimmung der STR von Texas Red

Der in Kapitel 5 vorgestellte hybridisierte DNA-Aufbau bietet die Moglichkeit, die TR-
Sonde in verschiedenen Abstdnden relativ zur Elektrodenoberflache anzubringen und
damit das lokale elektrische Feld in der elektrochemischen Doppelschicht zu vermessen.
Im Stark-Effekt wird die Verschiebung der Schwingungsfrequenz der Sonde, aufgrund
des lokalen elektrischen Felds, thematisiert.

Av
W) =0t it 5 = (577) (25)

Die Proportionalitdtskonstante ist die sogenannte Stark-Tuning-Rate (STR). Da die TR-
Sonde vereinfacht als zweiatomiger, punktformiger Dipol angesehen werden kann, sei
auf Kapitel 6.1.1 verwiesen, worin die Grundlagen des molekularen Stark-Effekts sowie
die STR fiir eine exemplarische Modellsonde (CO-Molekiil) im Vakuum bestimmt
wurden. Eine experimentelle Ermittlung der gemessenen Stark-Verschiebung, als
Funktion des Elektrodenpotentials ¢, liefert lediglich die Grofie (Av/A@)exp. Fiir die
Berechnung der STR ist jedoch noch der Faktor (A|E|/A@) erforderlich:
Av Av AlE|
Hstr = (m) = (To)exp / <A—¢>GC (26)

exp

Die Grofe (A|E|/A¢@) beschreibt die Anderung der elektrischen Feldstirke mit dem
Elektrodenpotential ¢ und kann nicht direkt aus dem Experiment erhalten werden,
weshalb sie aus Theorien oder Computermodellen der Doppelschichtstruktur, hier aus
der GC-Theorie, abgeschidtzt werden muss. Das GC-Modell wird in Kapitel 6.1.2
thematisiert und liefert bei o= 0 V an der Elektrodenoberflache

(aa'—j)Gc = 0.0024 A~

Die experimentelle mittlere Verschiebung der TR-Raman-Linie bei 1650 cm! iiber dem

Potentialbereich (-0.6 — 0.4 V) ergibt sich aus Abbildung 62 zu

(AV) =—-12cm'/V
Ao =—-12cm"/

exp
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Abbildung 62: Gemessene Verschiebung der Frequenz der TR-Raman-Linie (1650 cm-1) als Funktion des
angelegten Elektrodenpotentials in 1M NaCl-Losung.

Die STR der TR-Sonde lautet damit

|ustr | = 500 cm1/(V/A) = 5 cm1/(MV/cm)

Im Vergleich zur STR der modellhaften CO-Sonde [128]
|ustrR(CD)| = 0.67 cm1/(MV/cm) im Vakuum,

ist der hier bestimmte Wert fiir TR, im Vergleich zu typischen Werten, um den Faktor
10-30 zu hoch. Aus diesem Grund muss der Einfluss des Elektrolyten beriicksichtigt
werden. Die Einbettung des TR-Sondenmolekiils in Mitten des Elektrolyten, das einem
Dielektrikum mit der relativen Permittivitatskonstante von reinem Wassers (& = 78)
gleichgestellt wird, ist im Lorentz’schen Modell in Kapitel 6.1.3 beschrieben. Darin wird
auf das von der Umgebung rund um die TR-Sonde wirkende lokale elektrische Feld

Bezug genommen. Dies fiihrt zu einer revidierten und praziseren Definition der STR

= ()2 /(22).

Nach erfolgter Korrektur um das Lorentz’sche Lokalfeld, welches einen Faktor 1/;7

beitragt, wird fiir die STR der TR-Sonde im Vakuum
ltstr | = 19 em1/(V/A) = 0.19 cm1/(MV/cm)

erhalten, was mit experimentell bestimmten STR-Werten dhnlicher Molekiile korreliert

[20] und in Kapitel 6.1.4 ndher betrachtet wird.
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6.1.1 Schwingungs-Stark-Effekt eines punktférmigen Dipols

Um einen Zugang fiir die experimentelle Bestimmung des elektrischen Feldverlaufs
durch die Verwendung der TR-Sonde in der elektrochemischen Doppelschicht zu
erhalten, muss zunichst ein moglichst einfaches Modell entwickelt werden. Darin wird
angenommen, dass sich die Sonde wie ein einfacher, punktférmiger Dipol verhalt,
welcher in einer scharf definierten Hohe iiber der Elektrode platziert ist. Aufserdem
wird vorausgesetzt, dass sich der Dipol parallel zu den lokalen Feldlinien orientiert hat.
Die Richtung ist dabei in Z-Richtung zur Elektrodenoberflache orientiert. Zusatzlich
streckt sich der Dipol mit wachsender Feldstirke, sodass das fiktive Aquivalent-
dipolmoment grofder und damit die interne Bindung langer wird [129]. Der Komplexitat
wegen wird die TR-Sonde als zweiatomiger, punktférmiger Dipol angesehen. Im
Modellsystem kann daher der Einfluss des elektrischen Felds im einfachsten Fall auf das
zweiatomige CO-Molekiil angewendet werden, welches auf einer Elektrodenoberflache
adsorbiert ist. Die Valenzschwingung des CO-Molekiils unterliegt einem an-
harmonischen Kraftfeld U(r). Dieses Kraftfeld ist fiir den hier beobachteten Stark-Effekt
[20] verantwortlich, welcher im Folgenden erklart wird. Das Kraftfeld wird passend

durch das Morse-Potential wiedergegeben [130]
U(r) = D, [exp(—Zﬂ(r - ro)) -2 exp(—ﬁ(r - ro))] (28)

kO = U” (r)|r=r0 =2 DO ﬁz (29)

wobei ro den Gleichgewichtsabstand der C=0 Bindung im Vakuum angibt. Fiir das
Beispiel des CO-Molekiils als Sonde betragen die Modellparameter Do =9.8 eV und 1/ =
0.40 A, wodurch Gleichung 29 die Kraftkonstante ko und den richtigen Wert 2143 cm-1
fiir die C=0 Valenzschwingung im Vakuum liefert. Im Folgenden wird sich als zutreffend
erweisen, die sogenannte Bindungsordnung (BO, bond order, nach Pauling) der C=0
Valenzbindung als dynamische Koordinate zu wahlen. Hier wird eine Definition
verwendet, die durch Shustorovich popularisiert wurde [131], wodurch nun die Grofde

der Bindungsordnung Z als Funktion der C=0 Bindungslange r eingefiihrt wird:

Z(r) = exp(—p (r —1p)) (30)

Die Verwendung dieser Bindungsordnung ergibt fiir das Morse-Potential die einfache

parabelférmige Gestalt
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Ur) =u(Z) =Dy, (Z% - 22) (31)

Als nachstes soll die Kraftkonstante bestimmt werden, wortiber die zweite Ableitung des
Morse-Potentials Auskunft gibt. Die erste Ableitung des Potentials ist selbst eine

Funktion der Bindungsordnung:
U @) =u(2)(0Z/0r) = —(2BDy) Z (Z — 1) (32)

Dabei entspricht die C=0 Bindungslange am stabilen Gleichgewichtspunkt (bei Z = 1)
dem Wert im Vakuum ohne Feld. Die zweite Ableitung, die als effektive Kraftkonstante
k(Z) fiir das gestorte (gestreckte) CO-Molekiill dienen wird, kann anhand der
ungestorten Vakuum-Kraftkonstante ko und der gestérten Bindungsordnung Z

ausgedriickt werden
k(Z)=U (1 =0QB?D)ZQRZ-1)=kyZ(2Z~-1) (33)

was richtigerweise den Vakuumwert ko fiir den ungestorten Fall Z = 1 wiedergibt. Die
modifizierte Bindungsordnung Z(E) wird als Funktion der angelegten Feldstarke E in
Korrelation gesetzt. Die potentielle Energie des CO-Molekiils mit molekularem Dipol-

moment P(r) im dufleren Feld und die entsprechende Gleichgewichtsbedingung lauten

Urela (r) = U(r) — E P(r) (34)

OUrelg /0T = (2BDp) Z(1-2) —EQ(Z) =0 (35)

wobei die effektive elektrische Dipolladung Q(Z) als Ableitung des CO-Dipolmoments

nach der internen Streckungskoordinate r definiert ist:
Q(Z) =0P(r)/dr (36)

Es wird weiterhin angenommen, dass die effektive Ladung ebenfalls eine Funktion Q(Z)
der Bindungsordnung ist. Die Losung von Gleichung 35 ist nur fiir Felder mdoglich,

welche nicht starker sind als

BDy

700 (37)

Ecrit =
wobei die entsprechende Bindungsordnung Z = 0.5 ware, was einer stark gestreckten
C=0 Bindung nahe der Dissoziation entsprechen wiirde. Die Konstante Qo ist die

Dipolladung (bei Z = 0.5) und damit nahe dem Dissoziationszustand. Fiir die C=0
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Bindung ergibt sich eine kritische Feldstirke von rund 12 V/A, wobei fiir Qo die
elementare Ladung eingesetzt wird. Aus Gleichung 35 ergibt sich durch die Bedingung

(Z=1) der folgender Ausdruck

1 E 1 20,E
ZE) =51+ [1- N PR P (38)

Ecrit 2 BDO
Somit sollte eine Anderung der C=0 Bindungsordnung Z als Funktion der angelegten
Feldstirke E zu beobachten sein. Dabei werden Anderungen von Gréfien gemessen, die

von Z abhangig sind, wie hier die Frequenz v(E) der C=0 Valenzschwingung

V(E) = k(Z)/uco = vo* VZ (2Z—1) (39)

wobei die effektive Kraftkonstante k(Z) aus Gleichung 33 bekannt ist. pco ist die
reduzierte Masse des CO-Molekiils (6.86 amu), wvac ist die Frequenz der C=0
Valenzschwingung im Vakuum (2143 cm-1) und Z(E) ist durch Gleichung 38 vorgegeben.
Die Schwingungsfrequenz wird damit als Funktion der Feldstarke (E/E.i:) dargestellt

und ist in Abbildung 63 visualisiert.
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Abbildung 63: Der berechnete Verlauf der Frequenz der C=0 Streckschwingung als Funktion des
angelegten elektrischen Felds (E/Eci:) im Vakuum.

E E
v(E) = (v§* /V2) |1 - P + /1 “E (40)
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Eine Reihenentwicklung nach (E/E.i) ergibt:

2
V(E) = v — v e () (41)
8 Ecrit 128 Ecrit

woraus sich eine lineare STR im Vakuum ergibt:

dv 3 (Vi
Hstr = (ﬁ)E=O B _§<Ecrit) (42)

Fiir die CO-Sonde wird |ugrr| = 67 cm1/(V/A) = 0.67 cm/(MV/cm) bestimmt. Der

Vergleich mit der Literatur zeigt, dass dieser STR-Wert fiir CO in der richtigen

Grofdenordnung anderer Molekiile liegt [128].

6.1.2 Simulierung des elektrischen Felds mit dem GC-Modell

Um ein Gefiihl fiir den Verlauf des elektrischen Felds zu bekommen, eignet sich eine
Abschatzung anhand des GC-Modells. Die verwendeten Formeln des Modells wurden
hier mit Hilfe des Programms Mathematica implementiert. Das elektrische Potential

@®(x) wird unter Beriicksichtigung von Randbedingungen erhalten:

<66_41A>2 = <%> [cosh (%,(pA(x)) - 1] (43)

Die Losung dieser Gleichung, durch eine Quadratur, liefert den Verlauf des Potentials:

4k, T 2nlz2e? ze g}
Ax) = tanh - —_— tanh 44
@~ (x) ( o ) arctanh |exp| -x ek, T anh| - 5T (44)

wobei x den Abstand zur Elektrode und anA den Wert des Galvani-Potentials an der
Elektrode, gemessen gegeniiber einem entfernten Referenzpunkt im Volumen des

Elektrolyten, angibt.

Uber den Gradienten des elektrischen Potentials wird der Verlauf der elektrischen

Feldstarke E(x) bestimmt:

EX) = - (ag)’( A) = (M) sinh (%) (45)

ErE0 2k, T
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Abbildung 64 visualisiert diese abstandsabhangige Potentialabnahme, wobei der Wert

der elektrischen Feldstiarke aus dem Diagramm entnommen werden kann.

0.020
Salzkonzentration
_ 1M
— 01M
0.015 | — 0.01M
——0.001 M
<
> 0.010 |-
W
0.005 |-
0.000 T T T T T T T
0 20 40 60 80

Abstand Sonde zur Elektrode/A

Abbildung 64: Darstellung des Feldverlaufs nahe der Elektrodenoberfliche im GC-Modell unter dem

Einfluss unterschiedlicher Salzkonzentrationen.

Das elektrische Feld erfahrt, gemafd dem GC-Modell, einen exponentiellen Abfall. Die
Debye-Lange, welche als Maf fiir die Ausdehnung der Doppelschicht dienen kann,
wurde bereits in Kapitel 2 eingefiihrt. Wie aus Abbildung 64 ersichtlich wird, gilt
folgender Zusammenhang: Je niedriger die Salzkonzentration im Elektrolyten ist, desto
ausgedehnter ist die diffuse Doppelschicht und umso bedeutender ist das darin

wirkende elektrische Feld.

6.1.3 Das Lorentz‘'sche Modell

Befindet sich das Dipol-Molekiil nicht im Vakuum, sondern im Elektrolyten [132], so
verhalt sich der Elektrolyt in erster Naherung rund um diese Sonde als ein dielektrisches
Kontinuum mit einer Dielektrizititskonstante, welche ndherungsweise derer des
Wassers (& = 78) entspricht. Die Sonde selbst verdrangt ein gewisses Volumen des
Elektrolyten. Leicht vorstellbar ist, dass diese Sonde in einem im Elektrolyten
praktizierten Loch platziert ist. Das Lorentz‘sche Modell setzt ein spharisches Loch
voraus. Das Feld, welches durch die aus diesem Loch verdrangten Wasserdipole erzeugt
wird, sollte gleich Null sein. Im Gegenzug erzeugen die Wasserdipole aufderhalb des
Lochs ein bedeutendes elektrisches Feld. Das elektrische Feld wirkt jedoch auch auf die

Mitte des Lochs, in welcher der punktférmige Sondendipol platziert ist. Dem-
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entsprechend liefert dieses lokale Feld Eloc in der Mitte des Lochs die Antwort der Sonde
und nicht das dufiere elektrische Feld Eex, so wie es im GC-Modell angegeben wird. Im
Lorentz’schen Modell besteht eine Proportionalitat zwischen dem lokalen Feld und dem
dufderen Feld im Dielektrikum aufderhalb des Lochs:

e —1

Eloc = (1 + rT) Eext (4‘6)

Fiur Wasser wird durch die induzierte Polarisationsladung am Rande des Lochs ein

deutlich erhohtes lokales elektrisches Feld in der Mitte des spharischen Lochs erzeugt
Eloc = 27 Eext

wobei die mittlere Gréfdenordnung von Eex ndherungsweise dem Feld in der GC-Theorie,
oder einer dhnlichen Alternativtheorie, entsprechen sollte. Die Notwendigkeit, auf das
lokale elektrische Feld Bezug zu nehmen, fiihrt zu einer revidierten und praziseren

Definition der STR

@) = 6o (@Ea) @)
M = | — e —_—
TNl gy AW ) \AlEigel/ oy,

Mit der vereinfachten Notation Eext = E und mit Hilfe von Gleichung 59 ergibt sich die

STR zu folgendem Ausdruck

o= ()2 /2,

Die STR der TR-Sonde betragt somit
ltstr | = 19 cm1/(V/A) = 0.19 cm1/(MV/cm)

Die STR der hier bestimmten TR-Sonde ist in der gleichen Groéfienordnung wie
publizierte STR-Werte anderer Molekiile, welche in Kapitel 6.1.4 ndher betrachtet
werden. Dieses Ergebnis untermauert zudem die Tatsache, dass die Schwingungs-

frequenz der TR-Sonde dem lokalen elektrischen Feld ausgesetzt ist.

Unter Berticksichtigung des GC-Modells und des Lorentz’schen Modells kann in Tabelle
10 das lokale elektrische Feld abgeschatzt werden.
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Abstand (A)

Feldstarke ( Vm-1)

15 5x107 5x108 8x108 8x108
24 3x106 2x108 5x108 5x108
48 2x103 2x107 2x108 3x108
72 5x101 2x106 8x107 2x108

Tabelle 10: Ubersicht der lokalen elektrischen Feldstirken (Vm-), welche auf die TR-Sonde in der

elektrochemischen Doppelschicht bei unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen (10-3 M bis 1 M) einwirken.

Effekte der Feldstirke nimmt die TR-Sonde einerseits bei unterschiedlichen
Salzkonzentrationen und andererseits bei unterschiedlichen Abstinden relativ zur

Elektrodenoberflache innerhalb der elektrochemischen Doppelschicht wahr.

6.1.4 Schwingungs-Stark-Effekt ausgewdhlter Sondenmolekiile

Boxer et al. entwickelten eine Methode, mit welcher die STR von Sondenmolekiilen
untersucht werden kann. Die Sonde wird in einem Ldsungsmittel, gewdhnlich 2-
Methyltetrahydrofuran, gelost und unter dem Einfluss von fliissigem Stickstoff bei 74 K
in eine Glasmatrix tiberfiihrt. Ein transparenter Kondensator umgibt diese Glasmatrix,
wobei Spannungen im Bereich von 1-2 kV angelegt werden [129]. Mittels
elektromagnetischer Strahlung werden Schwingungsfrequenzen der Sonde, unter dem

Einfluss des elektrischen Felds, beeinflusst.

Wie Tabelle 11 zeigt, ist die Nitrilgruppe fiir solche Untersuchungen sehr geeignet [133].
Die aliphatische Acetonitril-Sonde besitzt eine STR von 0.44 cm'1/(MV/cm). Durch die
Verwendung von aromatischen Nitrilen kann der Wert der STR erhoht werden. Im Fall
von 4-Methylbenzonitril wird eine STR von 0.71 cm-1/(MV/cm) erhalten. Mit Donor-
Substituenten, wie beispielsweise 5-Cyanoindol, gelingt die Erhohung der STR auf 0.86
cm1/(MV/cm). Eine weitere Steigerung der STR kann mit Hilfe von Donor-Akzeptor-
Polyenen wie Dicyanomethylenpolyene realisiert werden. Hierbei beziffert sich die STR

zu 2.9 cm1/(MV/cm).
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|'uSTR |
(cm1/(MV/cm))
—C=N 0.44
e
/
HN C=N 0.86
//N

\TA\/\V\( -

\N

Tabelle 11: Uberblick von STR-Werten ausgewahlter Sondenmolekiile [133].

In dieser Arbeit wird der kommerziell erhéltliche Farbstoff Texas Red als Sonde
vermessen. Es Dbietet sich ein Vergleich mit Acedan, 6-Propionyl-2-
(dimethylamino)naphtalen, an. Dessen verbriickte Amidstruktur mit konjugiertem -
System ist zudem die Kernstruktur der Fluoreszenzfarbstoffe Badan und Prodan. Dabei
wird eine STR von 0.86 cm-1/(MV/cm) bestimmt. Die TR-Sonde besitzt hingegen ein
ausgepragteres m-System. Der Vergleich mit Acedan zeigt, dass die hier bestimmte STR
von Texas Red mit 0.19 cm1/(MV/cm) etwas niedriger ist. Eine zunehmende Anzahl von
konjugierten m-Bindungen bewirkt daher eine Abnahme des STR-Werts. Diesen Trend
bestadtigen ebenfalls Untersuchungen beziiglich der STR von konjugierten Dicyano-

methylenpolyenen [133].
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6.2 Einfluss der Salzkonzentration auf die Auslenkung der TR-

Wellenzahl in unterschiedlichen Sonden-Positionen

Die Differenz zwischen maximaler und minimaler Auslenkung der TR-Wellenzahl,
welche proportional zur mittleren quadratischen Abweichung der Wellenzahl ist (engl.
root-mean-square, RMS), eignet sich als Modellgréfie um Riickschliisse auf die Starke des

lokalen elektrischen Felds ziehen zu konnen.

Wie Abbildung 65 entnommen werden kann, besitzt die elektrochemische Doppel-
schicht aufgrund der eingesetzten Salzkonzentration (NaCl, 1 M) eine Debye-Lange von
3 A. Eine unmittelbare Konsequenz, aus Sicht des klassischen Gouy-Chapman-Modells,
ist hierbei der Effekt, dass sich die TR-Sonde in allen vier Positionen aufierhalb der
Debye-Lange befindet. Demzufolge sollte das lokale elektrische Feld bereits vor der am
nachsten zur Elektrodenoberflache angebrachten TR-Sonde abgeklungen sein. Zudem
wird erwartet, dass die betrachtete TR-Schwingungsmode an den unterschiedlichen

Positionen nicht beeinflusst werden sollte.
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Abbildung 65: Auswirkung des elektrischen Felds auf die Frequenz der 1650 cm! Linie im TR-Molekiil,
aufgezeichnet im Tris-Puffer (pH = 7.2) mit NaCl (1 M).

Dennoch sind minimale Effekte des lokalen elektrischen Felds beobachtbar. Es werden
geringfiigige Auslenkung der Schwingungsfrequenz zu 2.4 cm! (Abstand 15 A), 1.0 cm'!
(Abstand 24 A), 1.4 cm! (Abstand 48 A) und 1.2 cm! (Abstand 72 A) bestimmt.
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Die am ndchsten zur Elektrode befindliche Position der TR-Sonde sollte die grofiten
Auswirkungen des lokalen elektrischen Felds wahrnehmen, was durchaus zu

beobachten ist.
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Abbildung 66: Auswirkung des elektrischen Felds auf die Frequenz der 1650 cm-! Linie im TR-Molekiil,
aufgezeichnet im Tris-Puffer (pH = 7.2) mit NaCl (0.1 M).

Durch die Verdiinnung der NaCl-Konzentration um eine Zehnerpotenz auf 0.01 M dehnt
sich die elektrochemische Doppelschicht auf eine Debye-Linge von 10 A aus. Obwohl die
Positionen der TR-Sonde erneut, wenn auch in geringerem Maf3e als im vorherigen Fall,
auflerhalb der elektrochemischen Doppelschicht sind, wird aus Abbildung 66
entnommen, dass stirkere Auslenkungen der TR-Wellenzahl auftreten. Beobachtet
werden Abweichungen von 3.6 cm! (Abstand 15 A), 1.9 cm™! (Abstand 24 A), 1.8 cm!
(Abstand 48 A) und 3.2 cm! (Abstand 72 A).

Die Auslenkungen der TR-Wellenzahl werden dabei im Elektrodenpotentialbereich
zwischen 0.4 V und -0.2 V beobachtet. Hingegen scheinen Elektrodenpotentiale
zwischen -0.2 V und -0.6 V zu einer Stabilisierung der Wellenzahl in den jeweiligen
Systemen beizutragen. Diese Vorgidnge korrelieren mit dem Potentialbereich um das
PZC, wobei hier auf das PZC des unmodifizierten Au(SSV)-Substrats verwiesen wird,
welches sich je nach eingesetzter NaCl-Konzentration zwischen -0.3 V und -0.1 V

befindet und in Abbildung 67 dargestellt ist.



Ergebnisse und Diskussion 85

60
Au(SSV)
50 10 mM Tris (pH =7.2)
s 1 M NaCl
—— 0.1 MNaCl
40 -
0.01 M NaCl
)
£ 0.001 M NaCl
o
w 30
3
(@]
10
\
0 1 A ] ) 1 L ] . ] ) ]
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4
Eece IV

Abbildung 67: Bestimmung des PZC auf dem Au(SSV)-Substrat im Tris-Puffer (pH = 7.2).

Eine mogliche Erklarung stellt der lineare Zusammenhang zwischen der elektrischen
Feldstirke an der Elektrode und des Elektrodenpotentials im Bereich des PZC dar,
wobei es tatsichlich zu einer fast linearen Anderung der Wellenzahl bei
Elektrodenpotentialen zwischen -0.6 und -0.2 V kommt, wie in Abbildung 66 ersichtlich.
Nichtsdestotrotz andert sich diese qualitative Erklarung bei geringeren NaCl-

Konzentrationen, was im Folgenden gezeigt wird.

1660 £-- Abstand TR-Sonde 15 A
] Ll &-- Abstand TR-Sonde 24 A
658 - -/~ Abstand TR-Sonde 48 &
I --#¢-- Abstand TR-Sonde 72 A
1656 |- A
1654 |- e o
- 1852 | e .
'E | A\ p fcs." ‘ \‘\
2 1650 - AL E SN a
1648 | © ¥y e
r O]
1646 |
1644 |-
1642 |-
1640 1 n 1 " 1 " 1 1 1 " 1
06 0.4 0.2 0.0 0.2 0.4

Egee !V

Abbildung 68: Auswirkung des elektrischen Felds auf die Frequenz der 1650 cm-! Linie im TR-Molekiil,
aufgezeichnet im Tris-Puffer (pH = 7.2) mit NaCl (0.01 M).
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Eine Verminderung der NaCl-Konzentration auf 0.01 M resultiert in einer Debye-Lange
von 30 A, weshalb sich die ersten beiden Positionen der TR-Sonde innerhalb der
elektrochemischen Doppelschicht befinden. Wie aus Abbildung 68 entnommen werden
kann, werden nun deutlich grofiere RMS-Abweichungen der Wellenzahlen mit 5.2 cm-1
(Abstand 15 A), 7.5 cm! (Abstand 24 A), 6.0 cm! (Abstand 48 A) und 4.2 cm'! (Abstand
72 A) beobachtet.
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Abbildung 69: Auswirkung des elektrischen Felds auf die Frequenz der 1650 cm-! Linie im TR-Molekiil,
aufgezeichnet im Tris-Puffer (pH = 7.2) mit NaCl (0.001 M).

Dieser Trend wird durch die weitere Verringerung der NaCl-Salzkonzentration auf 0.001
M bestitigt. Bis auf 96 A ist die elektrochemische Doppelschicht, gemift dem GC-Modell,
ausgedehnt, wodurch alle vier Positionen der TR-Sonde innerhalb der Debye-Lange sind.
Die RMS-Abweichungen der Wellenzahlen mit 11.0 cm' (Abstand 15 A), 7.5 cm!
(Abstand 24 A), 11.5 cm (Abstand 48 A) und 12.5 cm? (Abstand 72 A) sind
spektroskopisch gesehen allesamt bedeutend, wie Abbildung 69 zeigt.
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6.3 Das lokale elektrische Feld

Gemdfs dem molekularen Stark-Effekt ist die Schwingungsfrequenz der TR-Sonde
proportional zum lokalen elektrischen Feld, wodurch die Mdéglichkeit gegeben ist, die
Ortsabhangigkeit des Feldverlaufs in der elektrochemischen Doppelschicht durch
Positionierung der Sonde in unterschiedlichen Abstdnden zu untersuchen. Dies gelingt
mit vier Stellungen der TR-Sonde, indem einerseits ein konstantes Elektrodenpotential

angelegt und andererseits eine konstante Salzkonzentration gewahlt wird.
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Abbildung 70: Ubersicht der Frequenzverschiebung der 1650 cm-! Linie der TR-Sonde als Funktion des
Abstands zur Elektrode, unter gegebenem Elektrodenpotential bei unterschiedlicher NaCl-Konzentra-
tionen:a) 1 M, b) 0.1 M, ¢) 0.01 M und d) 0.001 M im Tris-Puffer (pH = 7.2). Durch den molekularen Stark-
Effekt ist der lokale elektrische Feldverlauf anndhernd proportional zu den gemessenen Frequenz-

verschiebungen.
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Im Fall von sehr hohen Salzkonzentrationen (1 M NaCl) wird ein gering ausgepragter
und nahezu linearer Feldverlauf erhalten, siehe Abbildung 70 a. Deutliche Abweich-
ungen der Sondenfrequenz sind bei verdiinnteren Salzlésungen eindeutig zu beobach-
ten. Je niedriger die Salzkonzentration ist, desto weiter erstreckt sich, gemafd der Gouy-
Chapman-Theorie, die Doppelschicht (farbig dargestellt in Abbildung 70). Die TR-Sonde

splrt, durch den molekularen Stark-Effekt, das darin enthaltene lokale elektrische Feld.

Allerdings werden bei der genaueren Betrachtung abstandsabhdngige Fluktuationen
beobachtet. Die oben dargestellten experimentellen Ergebnisse legen die Vermutung
nahe, dass die gesamte elektrochemische Doppelschicht in zwei Zonen einzuteilen ist. In
der unmittelbaren Ndhe der Elektrode befindet sich eine sogenannte Nahzone, deren
Breite in der Grof3enordnung der Debye-Liange sein diirfte, worin das Elektroden-
potential bis zum Wert im Bulkelektrolyten abgeschirmt wird. Hier dndert sich das
lokale elektrische Feld, dem die Sonde ausgesetzt ist, sehr stark mit dem
Elektrodenpotential. Diese Tatsache ist durch die grofle Streuung der Frequenzwerte
der Sonde mit dem Elektrodenpotential, wie beispielhaft in Abbildung 70 (c und d) fir
die Region unterhalb xp. zu beobachten ist. Die Frequenzkurven, die bei unter-
schiedlichen Elektrodenpotentialen gemessen wurden, kreuzen sich sehr oft bei

Sondenabstianden unterhalb der Debye-Lange in der Nahzone.

Im Unterschied zu dieser Nahzone verlaufen die Frequenzkurven bei Sondenabstdnden
x > xpL fast immer parallel, was auf eine qualitativ dhnliche Verteilung des elektrischen
Feldes in dieser sogenannten Fernzone deutet. Der qualitative Verlauf der Frequenz-
kurven (d.h. des lokalen elektrischen Feldes) ist, verglichen mit der Nahzone, nur relativ

gering von Anderungen des Elektrodenpotentials betroffen.

Nach der klassischen Theorie von Gouy-Chapman besitzt der Bereich, der hier Fernzone
genannt wurde, keine besondere Bedeutung, da er in der GC-Naherung dem ungestorten
Bulkelektrolyt entspricht. Die in Abbildung 70 dargestellten experimentellen Ergebnisse
zeigen aber, dass durchaus gewisse Auswirkungen des lokalen Feldes auf das
Sondenmolekiil in der Fernzone einwirken. So koénnen, gemafd Abbildung 70 c,
systematische Frequenzverschiebungen der Sonde in der Gréfdenordnung von 4-6 cm-!

sogar im Abstand von 50-70 A auftreten.
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Die Vermutung, dass sich das lokale elektrische Feld als eine Potential- und Ladungs-
Welle in dieser Fernzone ausbreitet, konnte diese Ergebnisse erkldren. Die qualitative

Einteilung der Doppelschicht in eine Nah- und Fernzone ist skizzenhaft in Abbildung 71

dargestellt.
@
——GC-Modell E=E,.
—— Unvollstdndige Ladungskompensation
E<E,,. (positive lonenladung an Elektrode)
M —— Unvolistédndige Ladungskompensation
@ E>E,, . (negative lonenladung an Elektrode)
—— I —

X X

Abbildung 71: Modell zum unstetigen Feldverlauf in der elektrochemischen Doppelschicht, unter
Beriicksichtigung unvollstindiger Ionenladungs-Kompensation im Elektrolyt. Wahrend im klassischen
Gouy-Chapman-Modell von einem exponentiell abklingenden Potentialverlauf ausgegangen wird
(schwarze Kurve), lassen sich die vorgestellten Messergebnisse unter der Annahme deuten, dass der GC-
Potentialverlauf von wellenférmigen Abweichungen iiberlagert ist (rote und blaue Kurve). Diese
Abweichungen erstrecken sich tber die Langenskala xp, hinaus. Ein moglicher Grund fiir diese
langreichweitigen Effekte ist die alternierende Ladungsiiber- bzw. Ladungsunterkompensation von lonen

zwischen Elektrode und dem gewdhlten Beobachtungspunkt x.

Die Ursache langreichweitiger Feldeffekte ist in einer Verteilung der Ionendichte im
Elektrolyten zu suchen, wodurch eine nur unvollstindige Kompensation der
Ionenladungen in aufeinanderfolgenden Elektrolytschichten nahe der polarisierten
Elektrodenoberflache auftritt. Dabei wird die gesamte lonenladung zwischen der
Elektrode und der Sonde entweder iliber- oder unterkompensiert, ein Effekt dessen
Reichweite leicht die Debye-Liange des GC-Modells {iberschreiten kann. Die
resultierende wellenférmige Verteilung des Ladungsiiberschusses flihrt zu einer

Ausdehnung des elektrischen Feldes iiber die Grenzen der GC-Doppelschicht hinaus.
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Die experimentell bestimmten Daten beziiglich des lokalen elektrischen Feldverlaufs in
der elektrochemischen Doppelschicht geben folglich Anlass dazu, dass die klassischen
Theorien von Helmholtz [9], Gouy-Chapman [10, 11] sowie Stern [12], welche in Kapitel
2 thematisiert wurden, modernisiert werden sollten. Die Struktur der Losungsmittel-
molekiile, Molekiil-Metall bzw. lonen-Metall-Wechselwirkungen, spezifisch adsorbierte

Ionen auf der Elektrodenoberfliche sowie langreichweitige Effekte durch alternierende

Ladungsiiber- bzw. Ladungsunterkompensation von Ionen

bedeutenden Einfluss auf den fluktuierenden lokalen elektrischen Feldverlauf.

Electrode: Pt(110)
Electrolyte: 1M NaCl

T=300 K (Berendsen
Thermostat)

p= latm.
duration: 2ns

FF: Water (F3C)
Na*/Cl- (OPLS)
Pt (own)

haben allesamt einen

T=300K. ncutral

Ta300K,
T=300K T=300K,
T=300K,
15} T=300K,

Average over 150 structures

Potential

05}

£0.5% v . > 4 e
0 20 40 60

z-coordinate [A]

Abbildung 72: QM/MM-Simulation beziiglich des lokalen elektrischen Felds in der elektrochemischen

Doppelschicht, nach [134].

Theoretische Molekulardynamik-Simulationen [14-16] sowie die QM/MM-Simulation,

unter den in Abbildung 72 angegebenen Bedingungen,

Fluktuationen des lokalen elektrischen Felds hin, wodurch es zu einem Einklang von

Theorie und Experiment kommt.

chgwl
chg=3
chg=d
chg=S

80

weisen ebenfalls auf
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7 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen zu funktionalisierten Elektroden in der
elektrochemischen Doppelschicht durchgefiihrt. Dabei ist es gelungen, nano-
strukturierte Glucose-Sensoren zu entwickeln und zu charakterisieren. Dazu mussten
folgende Eigenschaften erfiillt sein: Die Glucose-Sensoren besitzen einen Aufbau, in dem
ein Enzym-Linker in unmittelbarer Nahe zur Elektrode verankert ist, wodurch die
immobilisierten Enzyme in einer geometrisch giinstigen Position fixiert sind und ihre
enzymatische Aktivitat effizient zur Geltung kommt. Zusatzlich muss im Glucose-Sensor
eine gleichmafiige Verteilung von Platin-Nanopartikeln gewahrleistet sein, damit das
Reaktionsprodukt H202, welches in der Reaktion zwischen immobilisiertem Enzym und
Glucose entsteht, detektiert werden kann. Damit die Enzym-Funktionalitdt aufrecht-
erhalten bleibt, sollte der Sensor einerseits in neutralem Medium und andererseits bei

einem moglichst moderat ausgewahlten Elektrodenpotential betrieben werden.

Diese Bedingungen erfiillen die hier vorgestellten Glucose-Sensoren. Auf einem
Au(111)-Einkristall konnte mit Hilfe einer adsorbierten 4-PyS-SAM und anschliefsender
Pt-Metallisierung dieser SAM eine homogene Verteilung von Platininseln mit einem
Durchmesser von ~ 10 nm erhalten werden. In dieser Arbeit wurde das Enzym
Pyranose 2-Oxidase (P20xB1H), ein Homotetramer welches pro Untereinheit eine
kovalent gebundene und katalytisch aktive Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD)-
Komponente im aktiven Zentrum besitzt, einerseits iliber den Enzym-Linker
Polyallylamin (PAA) und andererseits iber den Enzym-Linker Thiobarbitursdure (2-

TBA) immobilisiert.

In-situ AFM-Messungen zeigen, dass die Enzym-Topographien dieser beiden funktionali-
sierten Elektroden deutliche Unterschiede aufweisen. Wahrend die Enzym-Immobili-
sierung von P20xB1H durch den PAA-Linker zu einer Agglomeratstruktur mit darin
vollig unterschiedlich orientierten, eingebetteten Enzymen fiihrte, konnte mit dem 2-

TBA-Linker eine gleichmafdig geordnete Enzym-Topographie erhalten werden.

Die elektrochemische Charakterisierung der amperometrischen Glucose-Sensoren
erfolgte im Phosphatpuffer (pH = 7) sowie bei einem Elektrodenpotential von 0.56 V,
wobei in einer Variante der Lineweaver-Burk-Auftragung festgestellt wurde, dass die

Michaelis-Konstante Ku je nach eingesetzter Enzymmenge (8 U/mL bzw. 4 U/mL)
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leichte Unterschiede (1.7-2.7 mM L-1) aufweist. Dieser geringe lineare Bereich macht
deutlich, dass die hier vorgestellten Glucose-Sensoren fiir kommerzielle Anwendungen
jedoch nicht geeignet sind, da die Bereiche <6.1 mM L-1 (niichterner Blutzucker-Gehalt)

sowie >7 mM L-1 (Diabetes-Erkrankung) nicht prazise genug ausgelesen werden.

Die unterschiedliche Enzym-Topographie nimmt starken Einfluss auf die Umsetzung der
Glucose und bestimmt mafdgeblich den Sattigungsstrom (Imax) der Glucose-Sensoren
sowie deren Sensitivitdt (Imax/Km). Die Enzym-Immobilisierung durch den Polymer-
Linker PAA, unter der Modifikationsbedingung (8 U/mL, 60 min), ergab eine Sensitivitat
von 2.16 pA mM-1 cm-2. Hingegen zeigte die gleichméafiigere Enzym-Verteilung, wie im
Fall der Enzym-Immobilisierung durch den 2-TBA-Linker, selbst bei der Halfte an
eingesetzter Enzymmenge (4 U/mL, 30 min) bereits eine Sensitivitatssteigerung auf
2.65 pA mM1 cml. Die Optimierung der Modifikationsbedingungen (4 U/mL, 60 min
bzw. 8 U/mL, 60 min) resultieren in einer erneuten Steigerung der Sensitivitit von 3.54
HA mM-1 cmtauf 6.1 pA mM-1 cm 1. Unter gleichen Modifikationsbedingungen fiihrte die
Enzym-Immobilisierung durch den 2-TBA-Linker, verglichen mit der Enzym-Anbindung
durch den Polymer-Linker PAA, zu einer beachtlichen Sensitivitdtssteigerung um den

Faktor 2.8 und damit zu einer besseren Effizienz dieses Glucose-Sensors.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde das lokale elektrische Feld in der elektro-
chemischen Doppelschicht experimentell untersucht. Als geeignetes System wurde eine
hybridisierte DNA angesehen, wobei die Hybridisierung zwischen DNA-Targetstrang
(mit der kovalent angebundenen Farbstoff-Sonde Texas Red) und dem dazu
komplementdaren DNA-Probenstrang (iiber Dithiol-Linker auf einer plasmonenwirk-
samen, nanostrukturierten Goldoberflaiche immobilisiert) erfolgte. Der hybridisierte
DNA-Aufbau ermoglicht dabei die gezielte Anbringung der TR-Sonde in verschiedenen
Abstinden relativ zur Elektrodenoberflache. Elektrochemische CV- und SERS-
Experimente geben ein Potentialfenster zwischen 0.4 V und -0.6 V (pH = 7.2) vor, in

welchem die 1650 cm-! Linie im TR-Molekiil analysiert werden sollte.

Es wurde gezeigt, dass Texas Red den Gesetzmafdigkeiten des molekularen Stark-Effekts
unterliegt, worin dessen Schwingungsfrequenz proportional zum lokalen elektrischen
Feld ist. Diese Proportionalitatskonstante wird als Stark-Tuning-Rate (STR) bezeichnet

und konnte zu |ygr | = 0.19 cm'1/(MV/cm) bestimmt werden.
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Die Ortsabhadngigkeit des Feldverlaufs in der elektrochemischen Doppelschicht zu
untersuchen gelang, indem einerseits ein konstantes Elektrodenpotential angelegt und
andererseits eine konstante Salzkonzentration im Elektrolyten gewahlt wurde. Im Fall
von sehr hohen Salzkonzentrationen (1 M NaCl) wird die Schwingungsfrequenz der
1650 cm Linie im TR-Molekiill wenig beeinflusst, was auf einen nahezu linearen
Feldverlauf hindeutet. Deutliche Abweichungen der Sondenfrequenz konnten bei
verdiinnteren Salzlosungen eindeutig beobachtet werden. Erklart werden kann dieses
Verhalten iiber die Gouy-Chapman-Theorie welche besagt: Je niedriger die Salz-

konzentration ist, desto weiter erstreckt sich die elektrochemische Doppelschicht.

Dennoch wurden bei der genaueren Betrachtung abstandsabhdngige Fluktuationen
beobachtet, weshalb es sinnvoll ist, die gesamte elektrochemische Doppelschicht in zwei
Zonen einzuteilen. In unmittelbarer Nahe der Elektrode befindet sich eine sogenannte
Nahzone, deren Breite in der Grofdenordnung der Debye-Lange xp. liegen sollte, worin
das Elektrodenpotential bis zum Wert im Bulkelektrolyt abgeschirmt wird. In der
Nahzone dndert sich das lokale elektrische Feld, dem die Sonde ausgesetzt ist, sehr stark
mit dem Elektrodenpotential. Dabei wird eine grofde Streuung der Frequenzwerte der

Sonde mit dem Elektrodenpotential festgestellt.

In der sogenannten Fernzone (x > xpL) verlaufen die Frequenzkurven der Sonde fast
immer parallel und werden relativ wenig von Anderungen des Elektrodenpotentials
beeinflusst. Nach der klassischen Theorie von Gouy-Chapman besitzt diese Fernzone
keine besondere Bedeutung. Die dargestellten experimentellen Ergebnisse zeigen
jedoch, dass durchaus gewisse Auswirkungen des lokalen Feldes auf das Sondenmolekiil
in der Fernzone einwirken, wobei systematische Frequenzverschiebungen der Sonde in
der GrofRenordnung von 4-6 cm! im Abstand von 50-70 A auftreten. Das lokale
elektrische Feld breitet sich als eine (Potential- und Ladungs-)Welle in dieser Fernzone

aus.

Die Ursache solcher langreichweitigen Feldeffekte liegt in der Verteilung der
Ionendichte im Elektrolyten, wobei eine nur unvollstindige Kompensation der
Ionenladungen in aufeinanderfolgenden Elektrolytschichten nahe der polarisierten
Elektrodenoberflache auftritt. Die gesamte lonenladung zwischen der Elektrode und der

Sonde wird entweder iiber- oder unterkompensiert.
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Die resultierende wellenformige Verteilung des Ladungsiiberschusses fiihrt zu einer
Ausdehnung des elektrischen Feldes tiber die Grenzen der GC-Doppelschicht hinaus. Die
experimentellen Ergebnisse bestitigen damit Molekulardynamik-Simulationen tber die
elektrochemische Doppelschicht, in denen Abweichungen des Feldverlaufs, beziiglich

klassischer Doppelschichtsmodelle wie das GC-Modell, bestimmt wurden.

Die aus dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse haben damit bedeutende Auswirkungen
auf elektrochemische Prozesse in der elektrochemischen Doppelschicht. Vorginge,
welche auf Theorien der Kklassischen Doppelschichtmodelle beruhen, sollten daher
assimiliert werden. Fluktuationen des elektrischen Felds konnten beispielsweise
Ubergangszustinde sowie Aktivierungsenergien elektrodennaher elektrochemischer
und elektrokatalytischer Reaktionen beeinflussen und so zu neuartigen Erkenntnissen

fithren.
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