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Oberfl�chentopographie und Enzymaktivit�t von weichen, bioaktiven
Proben k�nnen durch ein neuartiges Verfahren simultan untersucht
werden. Mehr zu dieser Technik, einer Kombination aus Raster-
kraftmikroskopie und Rastersondenmikroskopie, erfahren Sie in der
Zuschrift von C. Kranz et al. auf den folgenden Seiten.
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Untersuchung lokaler Reaktivit�t

Simultane topographische und elektrochemische
Abbildung von Enzymaktivit�t mit integrierten
AFM-SECM-Rasternahfeldsonden im
AFM-Tapping-Modus**

Angelika Kueng, Christine Kranz,* Alois Lugstein,
Emmerich Bertagnolli und Boris Mizaikoff

Seit ihrer Einf
hrung 1986[1] hat sich die Rasterkraftmikro-
skopie (atomic force microscopy, AFM) zu einer Routineme-
thode zur Untersuchung biologischer Proben entwickelt. Zur
Abbildung weicher Probenoberfl,chen bioaktiver Spezies
wird AFM vor allem im Tapping-Modus betrieben.[2] Wegen
der deutlich verringerten Kontaktzeit der Spitze mit der
Probenoberfl,che im Tapping-Modus werden Reibungskr,fte
minimiert und einer Zerst2rung der Probe vorgebeugt.[3] Die
Untersuchung biologischer Proben mit AFM umfasst unter
anderem die Abbildung struktureller[4] und mechanischer[5]

Eigenschaften individueller Proteine unter physiologischen
Bedingungen sowie die Echtzeitmessung von Protein-Pro-
tein-Wechselwirkungen.[6] Die direkte Abbildung von
Enzymaktivit,t gelang in Studien an adsorbierten Proteinen
auf Glimmeroberfl,chen durch Messung der H2henauslen-
kung des Cantilevers (Abtastfeder)[7] oder durch Aufnahme
von Kraft-Abstands-Kurven.[8] Trotz hoher inh,renter Sensi-
tivit,t sind solche Anwendungen f
r gew2hnlich auf atomar
flache, synthetische Proben beschr,nkt. Bis heute gelang mit
keiner dieser Methoden die selektive Detektion des moleku-
laren Produkts einer enzymatischen Substratumsetzung.
Die Kombination komplement,rer Techniken in der

Rastersondenmikroskopie (scanning probe microscopy,
SPM) erm2glicht neben der topographischen Abbildung die
simultane Untersuchung physikalischer und chemischer
Eigenschaften der Probenoberfl,che. Da viele biochemisch
relevante Prozesse auf elektrochemischen Reaktionen beru-
hen, besteht besonderes Interesse an analytischen Methoden,
die lateral aufgel2ste Information 
ber gekoppelte Oxida-
tions-/Reduktionsprozesse liefern. Die Kombination von
AFM mit elektrochemischer Rastersondenmikroskopie
(scanning electrochemical microscopy, SECM) erm2glicht

erstmals die simultane ortskorrelierte Erfassung der (elek-
tro)chemischen Oberfl,chenaktivit,t w,hrend der raster-
kraftmikroskopischen Untersuchung.
Die SECM bietet die einzigartige M2glichkeit, in situ

Informationen 
ber eine Vielzahl von (elektro)chemischen
Prozessen an Fl
ssig-fest- und Fl
ssig-fl
ssig-Phasengrenzen
zu erhalten.[9] Die Erzeugung des bildgebenden Signals in
SECM beruht auf der oberfl,cheninduzierten Anderung des
Faraday-Stroms an einer Ultramikroelektrode (UME).
Durch Anlegen eines entsprechenden Potentials an die
UME wird durch hemisph,rische Diffusion einer redoxakti-
ven Spezies zur UME und deren Umsetzung ein Faraday-
Strom erzeugt. Der Strom wird durch die Oberfl,cheneigen-
schaften der Probe beinflusst, wenn die UME im Nahfeld

ber die Probenoberfl,che gerastert wird.[10] SECM wurde
bereits erfolgreich zur Untersuchung von biologischen
Proben, z.B. zur lokalisierten Abbildung von Enzymaktivi-
t,t[11] oder zur r,umlich aufgel2sten Detektion von freige-
setzten Neurotransmittern,[12] angewendet. Ein entscheiden-
der Nachteil gegen
ber AFM und SPM ist jedoch die
eingeschr,nkte laterale Aufl2sung aufgrund der signalabh,n-
gigen Positionierung der UME im konventionellen Betriebs-
modus, bei dem die UME in konstanter H2he 
ber die
Probenoberfl,che gerastert wird.[13] Eine Verbesserung der
lateralen Aufl2sung von SECM setzt daher eine stromunab-
h,ngige Positionierung der Elektrode im Nahfeld voraus.
Insbesonders erfordert die Anwendung von Nanoelektroden
die genaue Kontrolle des Abstandes zwischen Elektrode und
Probenoberfl,che.
Eine besonders attraktive Strategie – neben der Entwick-

lung eines auf Scherkr,ften beruhenden Modus, der Elek-
troden in gleichbleibendem Abstand 
ber die Probenober-
fl,che rastert[14] – ist die Kombination von AFM mit SECM.
Komplement,re elektrochemische und topographische Infor-
mation wird dabei mit hoher lateraler Aufl2sung in einer
diskreten zeit- und ortskorrelierten Messung erfasst.[15] AFM-
Spitzen mit integrierten UMEs erweitern die analytische
Kapazit,t der Rasternahfeldmikroskopie maßgeblich. Eine
elegante und vielseitige Methode zur Kombination von
SECM mit AFM beruht auf dem Einsatz von Mikroferti-
gungssprozessen zur Integration von Submikro- oder Nano-
elektroden in AFM-Spitzen.[16] Die Integration einer elek-
troaktiven Fl,che in einem genau definierten Abstand von
der Spitze der AFM-Sonde gew,hrleistet den konstanten
Abstand der Elektrode von der Probenoberfl,che unabh,n-
gig von deren Topographie. Dies erm2glicht die simultane
elektrochemische Datenerfassung im AFM-Kontaktmodus
und AFM-Tapping-Modus.[17]

Wir beschreiben hier erstmals den Einsatz difunktionaler
Sonden mit integrierten Elektroden (Abbildung 1) zur simul-
tanen Abbildung der topographischen und elektrochemi-
schen Eigenschaften einer biologisch aktiven Probe im AFM-
Tapping-Modus. Eine periodische Mikrostruktur wurde als
Modellsystem eingesetzt. Die Poren dieser Struktur wurden
mit einem weichen Polymer gef
llt, in dessen Matrix die
Oxidoreduktase Glucose-Oxidase (GOD) eingeschlossen
wurde. Mithilfe der difunktionalen Rastersonden kann w,h-
rend der Erfassung der Topographie die lokale Enzymaktivi-
t,t abgebildet werden.
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Die integrierten AFM-SECM-Rastersonden werden aus
herk2mmlichen Si3N4-Cantilevern mit pyramidalen Spitzen
gefertigt. Die Cantilever werden mit Gold beschichtet
(100 nm Dicke) und danach mit einer 700 nm dicken Schicht
eines Xylylenpolymers (Parylen C) durch Gasphasenabschei-
dung (chemical vapor polymerization, CVP) isoliert. Eine
elektroaktive Fl,che mit definierter Geometrie und Gr2ße,
die von der urspr
nglichen Rasterkraftspitze zur
ckversetzt
ist, wurde in mehreren Fertigungsschritten mithilfe eines
fokussierten Galliumionenstrahls (focused ion beam, FIB)
reproduzierbar hergestellt. Nach Freilegen der elektroaktiven
Fl,che wird die urspr
ngliche AFM-Spitze mit einem fokus-
sierten Ionenstrahl entsprechend dem Elektrodendurchmes-
ser gek
rzt, um den optimalen Arbeitsabstand zwischen der
integrierten Elektrode und der Probenoberfl,che herzustel-
len. Diese Technik erm2glicht die Nachbearbeitung der
AFM-Spitze, um ein hohes Aspektverh,ltnis und eine
entsprechend gute Qualit,t der AFM-Abbildung zu gew,hr-
leisten (Abbildung 1). Mit diesem Verfahren k2nnen unter-
schiedlichste Elektrodengeometrien wie die Rahmenelek-
trode (Abbildung 1a) und die Scheibenelektrode (Abbil-
dung 1b) realisiert werden. Eine ausf
hrliche Beschreibung
des Fertigungsprozesses und der Elektrodencharakterisie-
rung wurde bereits ver2ffentlicht.[16,17]

Um die Leistungsf,higkeit und Aufl2sung der AFM-
SECM-Rastersonden zu pr
fen, wurden unterschiedliche
Proben im AFM-Kontaktmodus und SECM-R
ckkopplungs-
modus (feedback mode) untersucht.[16,17] Wie bereits in
fr
heren Studien gezeigt wurde, ,hnelt die Qualit,t der
topographischen Abbildung mit integrierten Sonden der mit
nichtmodifizierten Si3N4-AFM-Cantilevern.

[18]

Zur Abbildung der Enzymaktivit,t im AFM-Tapping-
Modus wurde eine nichtleitende periodische Mikrostruktur
eingesetzt, deren Poren mit einer enzymhaltigen Polymerma-
trix gef
llt wurden (Abbildung 2). Die Mikrostruktur besteht
aus einem goldbeschichteten Siliciumwafer, auf den eine
450 nm dicke Siliciumnitridschicht mit einer periodischen
Porenstruktur aufgebracht wurde (Quantifoil). Glucose-
Oxidase wurde in den leitf,higen Poren durch elektroche-
misch induzierte Abscheidung einer Polymersuspension
immobilisiert.[19] Die simultane topographische und elektro-
chemische Abbildung der Enzymaktivit,t wurde mit der in
Abbildung 1a dargestellten integrierten Submikro-Rahmen-
elektrode ausgef
hrt. Die Anwendung von difunktionalen

Spitzen im AFM-Tapping-Modus ist eine Grundvorausset-
zung f
r die erfolgreiche Abbildung von weichen, biologi-
schen Probenoberfl,chen oder Polymeren und wurde erst
k
rzlich beschrieben.[20] Es konnte gezeigt werden, dass
elektrochemische Abbildungen, die simultan im Tapping-
Modus aufgenommen wurden, eine ,hnliche Stromsignal-
h2he und laterale Aufl2sung wie Abbildungen der gleichen
Probe im Kontaktmodus aufweisen.
Zur ortsaufgel2sten elektrochemischen Detektion der

Glucose-Oxidase-Aktivit,t wurde der SECM-Generator-Kol-
lektor-Modus[21] angewendet. In Gegenwart des Substrates
Glucose wird H2O2 lokal als Nebenprodukt der enzymati-
schen Reaktion gebildet (Abbildung 2). GOD katalysiert die
Umsetzung von Glucose zu Gluconolacton. H2O2 wird
unmittelbar an der integrierten Elektrode detektiert, deren
Potential bei 750 mV (gegen Ag/AgCl-Quasireferenzelek-
trode) konstant gehalten wird. Abbildung 2 zeigt das sche-
matische Messprinzip und die beteiligten Reaktionen.
Abbildung 3 zeigt mithilfe difunktionaler AFM-SECM-

Spitzen im Tapping-Modus simultan aufgenommene Abbil-
dungen der Topographie/H2he (a, d), des Amplitudensignals
des Cantilevers (b, e) und des elektrochemischen Signals/
Faraday-Stroms (c, f) in glucosefreier L2sung (a–c) und in
Gegenwart von Glucose (d–f). Abbildungen der Amplitude
(Abbildung 3b and e) unterdr
cken kleine H2henvariationen
und heben die Kanten topographischer Merkmale durch
erh2hten Kontrast hervor.
In glucosefreier L2sung findet keine enzymatische

Umsetzung statt, und der Strom, der an der Elektrode
w,hrend des Abrasterns der enzymhaltigen Polymerstruktu-
ren im AFM-Tapping-Modus gemessen wird, ist vernach-
l,ssigbar klein. Die enzymhaltigen Strukturen k2nnen daher
elektrochemisch nicht abgebildet werden (Abbildung 3c). In
Gegenwart von Glucose steigt der an der Submikroelektrode
gemessene Strom aufgrund der lokalen Erzeugung von H2O2
an den GOD-haltigen Polymerstrukturen (Abbildung 3 f).
Die Periodizit,t der Polymerstruktur in der elektrochemi-
schen Enzymaktivit,tsabbildung stimmt mit der simultan
gemessenen topographischen Struktur 
berein.

Abbildung 1. Focused-Ion-Beam(FIB)-Abbildungen a) einer integrierten
Submikro-Rahmenelektrode mit einer Kantenl;nge von 770 nm und
einer Spitzenh8he von 700 nm und b) einer integrierten Scheibenelek-
trode mit einem Durchmesser von 300 nm.

Abbildung 2. Schema der simultanen AFM-SECM-Messung. Dargestellt
sind Reaktionen, die an der Oberfl;che und an der integrierten Elek-
trode w;hrend der Messungen im Generator-Kollektor-Modus ablau-
fen.
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Die Ergebnisse demonstrieren erstmals die Anwendbar-
keit integrierter AFM-SECM-Rasternahfeldmikroskopie zur
Abbildung weicher, bioaktiver Proben mit enzymatischer
Redoxaktivit,t im Tapping-Modus. Die Untersuchung kom-
plexer biologischer Systeme und molekularbiologischer
Wechselwirkungen, z.B. von Signalprozessen an Zelloberfl,-
chen, erfordert die simultane Erfassung mehrerer Parameter
und deren r,umliche und zeitliche Korrelation. Die Entwick-
lung difunktionaler AFM-SECM-Rastersonden ist ein bedeu-
tender methodischer Fortschritt in der Rasternahfeldmikro-
skopie und ein erster Schritt hin zu verfeinerten analytischen
Messtechniken zur Untersuchung komplexer Bioprozesse im
Nanometerbereich. Mit der beschriebenen Mikrofertigungs-
technik k2nnen integrierte Rahmen- und Ringelektroden mit
Kantenl,ngen und Durchmessern von bis zu 300 nm und
integrierte Scheibenelektroden mit Durchmessern von unter
100 nm realisiert werden. Diese Elektrodenabmessungen
entsprechen bereits biologisch relevanten Dimensionen,
wodurch eine Vielzahl von Anwendungsm2glichkeiten f
r
biologische Substrate und zur Untersuchung relevanter Bio-
prozesse zug,nglich wird.

Experimentelles
Probenvorbereitung f
r die Abbildung der Enzymaktivit,t (Abbil-
dung 2): Eine w,ssrige L2sung vonGlucose-Oxidase (5 mgmL�1) und
Canguard-Polymersuspension (70 mLmL�1) wurde vor Gebrauch
mindestens 30 min bei 4 8C aufbewahrt. Zur Polymerisation wurde
ein Potentialpulsprofil (2200 mV f
r 0.2 s, 800 mV f
r 1 s, Ruhepe-
riode (0 mV) f
r 5 s; gegen Ag/AgCl-Quasireferenzelektrode) in
zw2lf Zyklen angelegt, wodurch die Abscheidung eines enzymhalti-
gen Polymerfilmes in den Poren der Probe initialisiert wurde. Die
Probe wurde mit Wasser und Phosphatpuffer (0.1 molL�1, pH 7.4)

gesp
lt und vor den AFM-SECM-Messungen mindestens 12 h bei
4 8C aufbewahrt.[19]

Alle Messungen wurden mit einem Nanoscope-III-AFM-Ger,t
(Digital Instruments, Santa Barbara) in einer Tapping-Modus-Fl
s-
sigkeitszelle mit Zug,ngen f
r eine Pt-Gegenelektrode und eine Ag/
AgCl-Quasireferenzelektrode ausgef
hrt. Das Ausgangssignal des
Bipotentiostaten (CH-Instruments, Austin) wurde in den zus,tzlichen
AD-Kanal des AFM-Ger,ts eingelesen. Eine detaillierte Beschrei-
bung der Versuchsanordnung wurde bereits ver2ffentlicht.[16–18] Der
an der integrierten Elektrode gemessene Strom wird simultan zu den
topographischen Messungen aufgezeichnet.
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Abbildung 3. Simultane Messungen im AFM-Tapping-Modus: H8hen-
und Stromabbildungen periodischer Polymerstrukturen und der Glu-
cose-Oxidase-Aktivit;t mit einer freien Betriebsamplitude von 5 V und
einer Betriebsfrequenz von 32.4 kHz; H8henabbildungen (a und d),
zugeh8riger Amplitudenmodus (b und e) und simultan gemessener
Faraday-Strom (c und f), aufgenommen in luftges;ttigtem Phosphat-
puffer (0.1 molL�1, pH 7.4) in glucosefreier L8sung (a–c) und in
Gegenwart von Glucose (d–f; 50 mmolL�1). An die Spitze wurde ein
Potential von 0.75 V (gegen Ag/AgCl-Quasireferenzelektrode) angelegt.
Kantenl;nge der Elektrode 770 nm, Spitzenh8he 700 nm, Scange-
schwindigkeit 3 Hz.
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