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Die Herstellung eines elektrischen Kontaktes zwischen
redoxaktiven Proteinen und Elektrodenoberflächen ist von
grundlegendem Interesse bei der Anwendung redoxaktiver
Biomaterialien für bioelektronische Geräte,[1] Biosensoren,[2]

Brennstoffzellen mit Proteinkatalysatoren[3] und optobioelek-
tronische Systeme.[4] Durch die Abwandlung von Redoxen-
zymen mit elektroaktiven Relaisgruppen[5] oder durch die

Immobilisierung von Biokatalysatoren auf Polymeren mit
redoxaktiven Gruppen[6] ist es möglich, eine elektrische
Kommunikation zwischen den redoxaktiven Zentren des
Proteins und der Elektrodenoberfläche herzustellen. Kürzlich
wurde die Rekonstitution eines Apoflavoenzyms auf einer
Elektrode beschrieben, die mit einer Flavin-Adenosin-
Dinucleotid(FAD)-Monoschicht funktionalisiert war. Dabei
wurde eine Elektronenübertragung zwischen dem ausgerich-
teten Biokatalysator und der Elektrodenoberfläche gemes-
sen.[7] Dieses Konzept wurde zum Aufbau von Enzymelek-
troden erweitert. Dazu wurden die aus Cofaktor und Bio-
katalysator bestehenden Affinitätskomplexe mit der
Elektrodenoberfläche quervernetzt. Die derart konzipierten
elektrisch verknüpften Enzymelektroden wurden als Bio-
sensoren eingesetzt.[8]

Ein ausgedehntes Forschungsgebiet beschäftigt sich mit der
De-novo-Proteinsynthese, die für die biomimetische Chemie
neue Perspektiven bietet.[9, 10] Besonders die Herstellung
synthetischer Proteine mit antiparallelen a-Helix-Elementen
an einem cyclischen Peptid ist ein erfolgreiches Verfahren zur
Synthese gezielt entworfener Strukturen.[11] Diese Methode
führte auch bei der Synthese eines Cytochrom-b-Analogons
zum Erfolg, bei dem sich vier antiparallele Helices, die zwei
Häm-Bindungsstellen im hydrophoben Kern enthielten, zu-
sammenlagerten.[12] Die Erforschung der katalytischen Eigen-
schaften und der maûgeschneiderten Redoxfunktionen dieser
synthetischen Proteine ist für die zukünftige Bioelektronik im
Nanometermaûstab eine Herausforderung.

Wir berichten hier über das Aufbringen einer Monoschicht
eines synthetischen Vier-Helix-Bündel-Protein besteht, auf
eine Au-Elektrode und zeigen, wie zwei FeIII-Protoporphyrin-
IX-Komplexe schrittweise in dieses synthetische Protein
eingebaut werden. Dabei entsteht ein elektrischer Kontakt
zwischen dem rekonstituierten Protein und der Elektroden-
oberfläche, und ein gerichteter Elektronentransfer findet in
dieser geordneten, redoxaktiven Monoschicht statt. Dabei
wirkt das synthetische Hämprotein als Gleichrichter. Wir
zeigen auch, daû das synthetische Hämprotein als Vermittler
für den Elektronentransfer zum natürlichen Redoxprotein
Nitratreduktase dient und so die bioelektrokatalysierte Re-
duktion von Nitrat fördert.

Die Struktur des de novo synthetisierten Proteins ist in
Schema 1 gezeigt. Das Protein (14 728 Da) besteht aus 128
Aminosäuren und wurde aus ungeschützten, zuvor mit HPLC
gereinigten Peptiden aufgebaut.[12] Dazu wurden die Ne-
Bromacetyllysinreste der Helix B und die Bromacetylglycin-
reste der Helix A an die Cystein-SH-Gruppen des Templats
gekuppelt. Über die flexiblen Gly-Gly-Cys-Einheiten in den
beiden A-Helices wurde das de novo synthetisierte Protein
kovalent an die Elektrodenoberfläche gebunden. Jedes
Helixbündel enthält vier Histidinreste, die so angeordnet
sind, daû sie als axiale Liganden für die FeIII-Ionen in den
Häm-Gruppen fungieren können.

Schema 1 zeigt auch die Anlagerung des synthetischen
Proteins als Monoschicht auf der Au-Oberfläche. Hierzu
wurde das heterobifunktionelle Reagens N-Succinimidyl-3-
maleinimidopropionat zuerst an eine Cysteamin-Monoschicht
auf der Au-Elektrode gekuppelt und anschlieûend über die
endständigen Maleinimidgruppen kovalent mit den Thiol-
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Schema 1. Schrittweiser Aufbau der Monoschicht des de novo syntheti-
sierten, rekonstituierten FeIII-Protoporphyrin-Proteins auf einer Au-Elek-
trode.

gruppen des Proteins verknüpft.[13] Die so gebildete Mono-
schicht wurde mit FeIII-Protoporphyrin IX in Kontakt ge-
bracht. Ihr Cyclovoltamogramm weist eine einzige Redox-
welle auf (Einschub in Abb. 1 A). Bei der differentiellen
Pulsvoltammetrie erhält man für die beiden Hämgruppen
zwei sich überlappende Redoxwellen (Abb. 1 A), die sich auf
zwei separate elektrochemische Prozesse zurückführen las-
sen: erstens in die Reduktion des einen Hämzentrums bei
ÿ0.423 V (gemessen gegen die gesättigte Kalomelelektrode
(SCE)) und zweitens in die um ca. 66 mV zu einem positiven
Potential verschobene Reduktion des zweiten Hämzentrums
bei ÿ0.357 V (gegen SCE). Diese Werte stimmen mit denen
für das lösliche Protein gemessenen überein. Der coulome-
trischen Analyse der Redoxwellen für die beiden gebundenen
Hämgruppen zufolge liegen pro Proteinbündel zwei FeIII-
Protoporphyrin-IX-Einheiten vor. Die Beladung der Ober-
fläche mit rekonstituiertem synthetischem Hämprotein be-
trägt 2.5� 10ÿ11 molcmÿ2. ¾hnliche Cyclovoltamogramme
und differentielle Pulsvoltamogramme erhielten wir für ein
synthetisches Hämprotein, das in Lösung mit FeIII-Protopor-

Abb. 1. A) Differentielles Pulsvoltammogramm (a) und dessen Auftren-
nung in zwei Voltammogramme (b, c) für das FeIII-Protoporphyrin IX, in
einer Monoschicht eines synthetischen Proteins auf einer Au-Elektroden-
oberfläche rekonstituiert wurde. Einschub: Cyclisches Voltamogramm
dieses FeIII-Protoporphyrins. Vorschubgeschwindigkeit: 200 mV sÿ1.
B) Differentielle Pulsvoltammogramme für FeIII-Protoporphyrin IX im
Verlauf der Rekonstitution in das synthetische Protein nach: a) 20 min,
b) 40 min, c) 60 min, d) 80 min, e) 100 min. Die Rekonstitution wurde mit
einer Lösung von FeIII-Protoporphyrin IX in DMSO (1� 10ÿ4m) durch-
geführt. Die Vorschubgeschwindigkeit betrug für alle differentiellen
Pulsvoltammogramme 20 mV sÿ1, die Pulshöhe 2 mV. Messungen in 0.1m
Phosphatpuffer, pH 7.0, 25 8C, Elektrodenoberfläche 0.2 cm2, Rauhigkeits-
faktor 1.3.

phyrin IX rekonstituiert und dann an die Elektrode gekuppelt
wurde. Bei einem angenommenen Durchmesser von ca. 25 �
für die Grundfläche des Vier-Helix-Bündels ergibt sich für
deren theoretische Oberflächenkonzentration ca. 2.7�
10ÿ11 mol cmÿ2. Wir folgern daraus, daû das Bündel aus vier
Helices eine annähernd dichtest gepackte, also nahezu voll-
ständig geschlossene Monoschicht bildet. Abb. 1 B zeigt die
Wellen der differentiellen Pulsvoltamogramme nach verschie-
denen Zeitintervallen nach der Zugabe von FeIII-Protopor-
phyrin IX zur Monoschicht. Es ist ersichtlich, daû sich die
Hämgruppe mit dem etwas negativeren Redoxpotential etwas
langsamer im synthetischen Protein einlagert. Die Ergebnisse
zeigen auch, daû die einzelnen Redoxpotentiale der beiden
Hämgruppen von der Proteinumgebung an den Bindungs-
stellen beeinfluût werden.

Abb. 2 A zeigt das chronoamperometrische Verhalten der
Proteinmonoschicht nach der Zugabe der Hämgruppen. Man
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Abb. 2. A) Die chronoamperometrische Reaktion auf die Reduktion der
Monoschicht des auf der Elektrodenoberfläche rekonstituierten, synthe-
tischen FeIII-Protoporphyrin-IX-Proteins (Potentialschritt von ÿ0.2 bis
ÿ0.5 V gegen SCE). Einschub: halblogarithmische Auftragung des Strom-
abfalls bei der Reduktion. B) Chronoamperometrische Reaktion auf die
Oxidation der Monoschicht des auf der Elektrodenoberfläche rekon-
stituierten, synthetischen FeII-Protoporphyrin-IX-Proteins (Potential-
schritt von ÿ0.6 bis ÿ0.3 V gegen SCE). Einschub: halblogarithmische
Auftragung des Stromabfalls bei der Oxidation. ± Alle Messungen wurden
in 0.1m Phosphatpuffer bei pH 7.0 bei 25 8C durchgeführt. I�Stromstärke,
E�Potential gegen SCE.

erwartet bei zwei Hämgruppen mit verschiedenem Abstand
zur Elektrodenoberfläche einen biexponentiellen Stromabfall
mit einem schnelleren Elektronentransfer auf das der Elek-
trode am nächsten gelegene Häm.[14] Der transiente Strom
zeigt jedoch eine einfache exponentielle Elektronentransfer-
geschwindigkeit an (Einschub in Abb. 2 A), was sich auf einen
gerichteten Elektronentransfer innerhalb der bifunktionellen
FeIII-Protoporphyrin-IX-Gruppierung (Schema 1) zurückfüh-
ren läût. Die einfache Geschwindigkeitskonstante entspricht
dem schnellen Elektronentransfer auf das der Elektrode
näher gelegene Häm. Ein schneller Elektronentransfer von
dieser Hämgruppe zum zweiten Häm konkurriert mit dem
direkten Elektronentransfer von der Elektrode über eine
gröûere Entfernung zum zweiten Häm. Darum ist die
Reduktionsgeschwindigkeit für diese bifunktionelle Anord-
nung von der Geschwindigkeit des Elektronentransfers von
der Elektrode auf das ihr am nächsten gelegene Häm
bestimmt. Daraus folgt das Auftreten einer Elektronentrans-
ferkaskade, bei der dieses Häm das negativere Potential
haben muû. Daû sich das FeIII-Protoporphyrin mit dem

negativeren Potential im Protein langsamer rekonstituiert,
läût sich mit einem erschwerten Zugang des Häms zur
unmittelbaren Nähe der Elektrodenoberfläche erklären. Die
Aussage über die gerichtete Elektronentransferkaskade in
diesem synthetischen Hämprotein wird unterstützt durch das
chronoamperometrische Verhalten des reduzierten Systems
(Abb. 2 B). Dessen Oxidation folgt mit einem biexponentiel-
len Stromabfall mit einem schnellen (k� 40 sÿ1) und einem
langsamen Elektronentransfer (k� 1 sÿ1) verbunden (Ein-
schub in Abb. 2 B). Die Geschwindigkeit für den schnellen
Elektronentransfer ist identisch mit jener, die man für die
Reduktion miût, und entspricht folglich der Oxidation des der
Elektrodenoberfläche am nächsten gelegenen FeII-Häms. Die
Geschwindigkeit des langsamen Elektronentransfers wird der
Oxidation des entfernteren FeII-Zentrums zugeordnet, die
sich deshalb beobachten läût, weil das der Elektrode am
nächsten gelegene Häm wegen seines negativeren Redoxpo-
tentials nicht als Vermittler für diese Oxidation fungieren
kann. Die Anordnung aus dem bifunktionellen Häm und dem
de novo synthetisierten Protein weist folglich Eigenschaften
eines bioelektronischen Gleichrichters auf. Der vektorielle
Elektronentransfer ist in diesem System deshalb so effektiv,
weil hier die Reduktionspotentiale der beiden Hämzentren in
geeigneter Weise aufeinander abgestimmt sind. Der umge-
kehrte Elektronentransfer zurück zur Elektrode ist verzögert,
weil das erste, der Elektrode am nächsten gelegene Häm als
Barriere für den Oxidationsprozeû wirkt.

Die auf die Elektrode aufgebrachte Monoschicht des De-
novo-Hämproteins, die in elektrischem Kontakt mit der
Elektrode steht, fördert den Elektronentransfer auf native
Redoxproteine und vermittelt bioelektrokatalysierte Reak-
tionen. Die Wechselwirkung der Monoschicht des syntheti-
schen bifunktionellen Hämproteins auf der Elektrode mit der
nativen Cytochrom-abhängigen Nitratreduktase (NR; EC
1.9.6.1) aus E. coli führt zur Bildung eines Affinitätskom-
plexes (Schema 2). Dieser Befund stützt sich auf mikrogravi-
metrische Messungen mit einer Quarzkristall-Mikrowaage.
Die Annahme, daû die Nitratreduktase an das cyclische
Gerüst des Proteins bindet, wird durch die Tatsache gestützt,
daû das De-novo-Protein dicht gepackt vorliegt. Dieser
Affinitätskomplex wurde mit Glutardialdehyd quervernetzt,
und man erhielt so eine stabile, integrierte, bioelektrokataly-
tisch aktive Elektrode.

Abbildung 3 zeigt das Cyclovoltammogramm für das auf
der Elektrodenoberfläche integrierte Enzym. Der elektroka-
talytische Kathodenstrom zeigt nach Zugabe von Nitrat die
bioelektrokatalysierte NOÿ

3 -Reduktion bei einem für das
synthetische Hämprotein charakteristischen Potential. Bei
Kontrollexperimenten ohne NR oder, wenn die NR direkt an
die Maleinimid-Monoschicht auf der Elektrode gekuppelt ist,
erfolgt keine bioelektrokatalysierte NOÿ

3 -Reduktion. Folglich
erleichtert das an die Elektrode geknüpfte synthetische
Hämprotein den Elektronentransfer zur NR und vermittelt
die bioelektrokatalysierte NOÿ

3 -Reduktion. Das amperome-
trische Verhalten der integrierten bioelektrokatalytischen
Elektrode ist von der Nitratkonzentration abhängig (Ein-
schub in Abb. 3).

Wir haben in dieser Arbeit die Eigenschaften einer
Monoschicht eines de novo synthetisierten Proteins mit zwei
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Abb. 3. Cyclische Voltammogramme der integrierten Schichtelektrode,
die aus quervernetzter Nitratreduktase und dem FeIII-Protoporphyrin-IX-
de-novo-Protein zusammengesetzt ist, bei folgenden NOÿ

3 -Konzentratio-
nen: a) 0mm, b) 12mm, c) 24 mm, d) 46 mm, e) 68 mm (Vorschubgeschwin-
digkeit 5 mV sÿ1). Einschub: Eichkurve für das amperometrische Verhalten
der Elektrode (bei ÿ480 mV gegen SCE) bei verschiedenen NOÿ

3 -Kon-
zentrationen. ± Alle Messungen wurden in 0.1m Phosphatpuffer (pH 7.0)
bei 25 8C durchgeführt; Elektrodenoberfläche 0.2 cm2, Rauhigkeitsfaktor
�20, I� Stromstärke, E�Potential gegen SCE.

bifunktionellen FeIII-Protoporphyrinen auf eine Au-Elektro-
de untersucht. Wir konnten den Nachweis für einen elek-
trischen Kontakt zwischen dem synthetischen Redoxprotein

und dem elektrisch leitenden Träger führen.
Wir beschrieben, wie sich FeIII-Protopor-
phyrin IX im Protein rekonstituiert, wie dieses
synthetische Redox-Protein aufgebaut ist und
diskutierten bioelektronische Anwendungen
dieser funktionalisierten Elektrode. Insbeson-
dere gelang uns der Nachweis, daû das bifunk-
tionelle synthetische Hämprotein im elektri-
schen Kontakt mit der Elektrode als bio-
elektronischer Gleichrichter wirkt und als
Grundlage für die Integration von Enzymen
als Biosensoren fungieren kann. Es ergibt sich
ein breites Anwendungsfeld für De-novo-Pro-
teine, die in elektrischem Kontakt mit einer
Elektrodenoberfläche stehen, auf der sie re-
konstituiert wurden. Künftige Synthesen könn-
ten so variiert werden, daû man ein auf die
gewünschte Funktion abgestimmtes De-novo-
Protein erhält.
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Photostrukturierbare Hydrosilylierung von
porösem Silicium**
Michael P. Stewart und Jillian M. Buriak*

Poröses Silicium (por-Si) ist ein Material, das durch
anisotrope anodische oder chemische Korrosion von kristal-
linem Silicium mit Fluorwasserstofflösungen hergestellt
wird.[1] Auf der dabei erhaltenen Hydrid-passivierten Ober-
fläche befinden sich Si-Hx-Gruppen (x� 1, 2, 3), exponierte,
über Einfachbindungen verknüpfte Si-Si-Gruppen sowie Si-
Zentren mit freien Valenzen (¹dangling bondsª).[2] Das por-
Si-Material besteht aus dieser Oberfläche, sublaminalem,
nanokristallinem Silicium und 55 ± 95 % leerem Raum.[1] Die
1990[3] beschriebene Photolumineszenz (PL) im sichtbaren
Licht verstärkte das Interesse an der Verwendung[4] von
effizienten,[5] Licht-emittierenden por-Si-Materialien in ge-
genwärtig und zukünftig genutzten Silicium-Bauteilen für
schnelle optoelektronische Systeme. Wir haben Strategien für
eine verbesserte Passivierung der por-Si-Oberfläche entwik-
kelt und den Einfluû der Passivierung auf die Photolumines-
zenz und die chemische Stabilität untersucht.

Neue Entwicklungen bei der Funktionalisierung von porö-
sem Silicium ermöglichen es, Si-C-Bindungen auf der por-Si-
Oberfläche zu knüpfen, indem die schwachen Si-Si-Bindun-
gen exponierter nanokristalliner Bereiche mit Grignard-[6]

und Alkyllithium-Reagentien[7] umgesetzt werden. Transme-
tallierungen[8] mit Grignard- und Alkyllithium-Verbindungen
wurden in Kombination mit Lewis-Säure-Katalysatoren[9]

eingesetzt, um die vielen Si-H-Bindungen auf der Oberfläche
zu nutzen. Thermische,[10] Radikal-vermittelte[11] und UV-
photolytische[12, 13] Alken-Hydrosilylierungen an ebenen
Si(100)- und Si(111)-Hydridoberflächen sind bereits beschrie-
ben worden.

Wir berichten hier über eine effiziente Funktionalisierung
der por-Si-Oberfläche durch Hydrosilylierung von ungesät-
tigten C-C-Bindungen unter Weiûlicht bei 25 8C (Schema 1).

Schema 1. Weiûlicht-vermittelte Hydrosilylierung von por-Si. Die mit
einer Maske (schwarzer Balken) abgedeckte Oberfläche kann nach dem
Funktionalisieren des nicht abgedeckten Teils mit Alkinen (a) oder
Alkenen (b) entweder mit Alkalilauge zerstört oder durch Umsetzen mit
einem anderen Substrat ebenfalls funktionalisiert werden (c).

Für die Bestrahlung verwendeten wir eine gewöhn-
liche Wolfram-ELH-Lichtquelle mittlerer Intensität (0.22 ±
44 mW cmÿ2). Das Substrat wird in einer Inertgasatmosphäre
auf die Oberfläche aufgebracht und der Überschuû nach einer
nur fünfzehnminütigen Belichtungszeit abgewaschen. FT-IR-
Transmissionsspektren von Oberflächen, die durch Hydrosi-
lylierung von 1-Dodecen (Oberfläche 1), 1-Dodecin (Ober-
fläche 2) und Styrol (Oberfläche 3) erhalten wurden (Abb. 1),
sind in Abbildung 2 wiedergegeben. Die Menge des einge-
bauten 1-Dodecins war bei konstanter Belichtungszeit
(30 min) von der Lichtintensität an der Probenoberfläche
abhängig (Abb. 3). Bei Kontrollexperimenten, die ohne
Bestrahlung durchgeführt wurden, erhielt man Produkte, die
nur in geringem Ausmaû substituiert waren. Die Photolumi-
neszenzeigenschaften sind nach der Funktionalisierung weit-
gehend unverändert, was für optoelektronische Anwendun-
gen essentiell ist. Die Oberflächen 1 und 2 weisen eine
mittlere PL-Intensität von 97� 10 % bzw. 61� 10 % auf,[14]
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Mulholland, R. Pidikiti, J. D. Lear, A. J. Wand, W. F. DeGrado, P. L.
Dutton, Nature 1994, 368, 425 ± 432; c) F. Rabanal, W. F. DeGrado,
P. L. Dutton, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 473 ± 474; d) F. Arai, K.
Kobata, H. Mihara, T. Fujimoto, N. Nishino, Bull. Chem. Soc. Jpn.
1995, 68, 1989 ± 1998.
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