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Redoxreaktionen spielen in der Biochemie eine wichtige
Rolle und werden héufig durch Dehydrogenasen und
Oxidoreduktasen katalysiert.! Dies gilt nicht nur fiir phy-
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siologische Reaktionen unter biologischen Bedingungen oder
in der Biotechnologie, sondern auch beim Nachweis bioche-
mischer Spezies durch Umwandlung in ein elektrisches Signal
in einem Biosensor oder bei der Erzeugung von elektrischem
Strom in einer Biobrennstoffzelle.*™

Wihrend in der ,,anorganischen“ Elektrochemie die ver-
wendeten Elektrokatalysatoren (z.B. Pt-Nanopartikel fiir
Brennstoffzellen) Elektronenleiter sind und selbst als Elek-
troden fungieren, sind die Katalysatoren der Biochemie —
redoxaktive Enzyme — nichtleitend. Deshalb benétigt man im
Allgemeinen fiir den Elektronentransfer zwischen dem akti-
ven Zentrum des Enzyms und der Elektrode einen Cofaktor
und einen Mediator.!

Um einen gentigend hohen elektrochemischen Umsatz zu
erreichen, muss die Elektrodenoberfliche durch Aufrauen
oder Verwendung poroser Materialien kiinstlich vergrofert
werden. In letzterem Fall ist es wichtig, die innere Oberfldche
genau einstellen zu konnen. Besonders gut lassen sich Po-
rengrofle und rdumliche Anordnung der Poren steuern, wenn
man kolloidale Kristalle aus monodispersen SiO,- oder
Polymerteilchen als Endotemplate fiir die nachfolgende
Elektroabscheidung verwendet. Diese Technik wurde schon
héufig beschrieben, und die verwendeten Template wurden
u.a. durch kontrolliertes Eintrocknen, Sedimentation, kon-
vektive Selbstorganisation oder durch Bildung geordneter
Hydrogele hergestellt.””) Mit diesen Methoden ist es jedoch
sehr schwierig, Oberflichen mit einer exakt definierten Zahl
an Porenschichten zu erhalten (speziell bei Dickfilmen) und
die Offnung der obersten Porenschicht zu steuern.

Wir berichten hier iiber die Anwendung der Langmuir-
Blodgett(LB)-Technik zur Herstellung von kolloidalen Kris-
tallen mit bis zu 50 Schichten als Template zur Synthese von
makroporésen metallischen Materialien. Diese Methode
bietet zwei Vorteile: eine perfekte Kontrolle der Ordnung in
z-Richtung und, im Unterschied zu anderen Methoden, keine
Rissbildung in der Templatstruktur, was ein homogenes
Wachstum des Metalls durch das Templat ermoglicht. Als
Folge der erhohten Ordnung konnten wir — iiber die reguldren
Stromoszillationen wéhrend der Elektroabscheidung — die
Dicke des makroporosen Materials steuern. Die innere
Oberfliche der makropordsen Elektroden vergroBert sich
linear mit der Zahl der Porenschichten, und die gesamte
innere Oberfliche kann mit einer bioelektrokatalytischen
Reaktionskette beschichtet werden.

Als Substrat fiir die makroporosen Elektroden verwen-
deten wir goldbeschichtete Glasplidttchen, die wir, um eine
hydrophilere Oberfldache zu erhalten, zunédchst mit Cysteamin
modifizierten. Die kolloidalen Kristalle wurden schichtweise
durch das LB-Verfahren aufgebaut (Abbildung 1a).1%22 Um
eine definierte Flache fiir die Elektroabscheidung zu erhal-
ten, wurde das sich auf den Elektroden befindliche Templat
mit einem diinnen Lackfilm beschichtet, wobei ein quadrati-
sches Fenster von 6 x 6 mm freigelassen wurde. Die templat-
bedeckten FElektroden wurden danach vorsichtig in die
Goldelektrolytlosung getaucht. Nach einer Wartezeit von
10 min (um dem Goldelektrolyten zu ermdéglichen, in das
Templat hinein zu diffundieren) wurde die Elektroabschei-
dung bei einem Potential von —0.66 V gegen Ag/AgCl
durchgefiihrt.
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Pt-Schutzfilm

Abbildung 1. a) Rasterelektronenmikroskopie(REM)-Aufnahme der
Bruchkante eines fiinf Schichten dicken, durch das LB-Verfahren her-
gestellten kolloidalen Kristalls aus 680 nm grofRen SiO,-Teilchen.

b) Aufsicht einer makroporssen Goldprobe, '/, Hohlkugelschicht,
d=680 nm. c) Schnittbild einer makroporssen Goldprobe, 1'/, Hohl-
kugelschichten, d=680 nm. Die Probe wurde nach Bedecken mit
einer Pt-Schutzschicht mit einem lonenstrahl geschnitten.

Wihrend der Abscheidung des Goldes durch das Templat
waren zeitliche Oszillationen des Reduktionsstromes zu be-
obachten (Abbildung 2), die es uns ermdglichten, die Dicke
des makroporosen Goldes mit einer Genauigkeit von etwa
10 nm einzustellen. Die Oszillationen konnen mit einer pe-
riodischen Verdnderung der aktiven Elektrodenoberfliche
wihrend des Wachstums im Templat erkldrt werden. Zu
Beginn der Abscheidung beriihrt jede SiO,-Kugel der ersten
Schicht die Elektrodenoberfliche in nur einem Punkt, wes-
halb sowohl Elektrodenoberfldche als auch Abscheidungs-
strom maximal sind. Wichst das Gold in das Templat hinein,
so verkleinert sich die aktive Elektrodenoberfldche kontinu-
ierlich und durchlduft ein Minimum, wenn das Metall die
Mitte der ersten Kugelschicht erreicht, da sich die Kugeln auf
dieser Hohe gegenseitig beriithren. Die aktive Elektroden-
oberfliche und dementsprechend der Strom steigen nach
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Abbildung 2. Strom-Zeit-Kurven der Elektroabscheidung von makro-
porésem Gold. a) 3'/, Hohlkugelschichten, d=1100 nm; Einschub:
Bragg-Diffraktionspeak eines Kristalls aus fiinf Schichten SiO,-Teilchen
mit d=1100 nm. b) 7'/, Hohlkugelschichten, d=680 nm; Einschub:
Bragg-Diffraktionspeak eines Kristalls aus fiinf Schichten SiO,-Teilchen
mit d =680 nm. c) 5'/, Hohlkugelschichten, d =460 nm; Einschub:
Bragg-Diffraktionspeak eines Kristalls aus fiinf Schichten SiO,-Teilchen
mit d=460 nm.

Uberschreiten dieses Punktes wieder an. Solche Oszillationen
sind schon vorher bei der Ni-Abscheidung durch Opal-dhn-
liche Strukturen beobachtet worden,! waren in diesem Fall
aber weit weniger ausgeprégt, da vermutlich die Ordnung in
diesen Templaten geringer war. In unserem Fall erreichen die
Oszillationen eine sehr hohe Amplitude, wodurch es auf
einfache und reproduzierbare Weise gelingt, die Dicke der
abgeschiedenen Metallschicht zu steuern. Nach der Elektro-
abscheidung wird das Templat durch Behandlung mit 5 % HF
innerhalb von 3 min entfernt, und man erhélt eine hoch ge-
ordnete pordse Struktur (Abbildung 1b).

In Abbildung 1cist die Seitenansicht einer makropordsen
Goldelektrode gezeigt, wobei die Abscheidung im 2. Mini-
mum des Abscheidungsstromes gestoppt wurde. Es resultiert
eine Schichtdicke von 1'/, Hohlkugelschichten. Das porose
Gold ist hoch geordnet, und der Porendurchmesser entspricht
exakt dem Durchmesser der Templatkugeln. Die in Abbil-
dung 1c erkennbaren dunklen Punkte stellen die Verbin-
dungen zwischen den einzelnen Poren dar, was heif3t, dass
eine durchgehende Porositét vorliegt.

Bei kleinerem Durchmesser der Kolloidteilchen verkiirzt
sich erwartungsgemiB die Oszillationsperiode (Abbil-
dung 2a—c). Wihrend einer relativ groBen Zahl von Oszilla-
tionen (bis zu 7) nimmt die Amplitude ab. Grund fiir die
Déampfung ist vermutlich, dass die Goldabscheidung in z-
Richtung weniger einheitlich wird, sodass sich die lokalen
Stromunterschiede gegenseitig herausmitteln.

Das makropordse Gold wurde durch Cyclovoltammetrie
(CV) untersucht. Mit CV lésst sich das Verhiltnis zwischen
aktiver und geometrischer Oberfldche ermitteln, das eine
wichtige KenngrofSe makroporoser Elektroden ist. Um die
aktive Oberfliche zu bestimmen, wurden Cyclovoltammo-
gramme in 0.5M H,SO, aufgenommen (nicht gezeigt) und die
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geflossene Ladung (die proportional zur aktiven Oberfldche
ist) durch Integration des Goldoxid-Reduktionspeaks be-
rechnet. Es wurde eine lineare Beziehung zwischen aktiver
Oberfliche und Zahl an Hohlkugelschichten festgestellt. Fiir
eine Schichtdicke von 7'/, Hohlkugelschichten mit einem
Porendurchmesser von 680 nm ergab sich, in Ubereinstim-
mung mit geometrischen Uberlegungen, eine aktive Ober-
fliche, die etwa 30-mal hoher ist als die einer glatten Elek-
trode. Dieses Ergebnis belegt, dass nahezu alle Poren unter-
einander durch Kanile verbunden sind und somit zur aktiven
Oberfldche beitragen.

Die groBere aktive Oberfldche fithrt zu einem hoheren
Umsatz der elektrochemischen Reaktion an der Elektrode,
wodurch ein hoherer Faraday-Strom gemessen wird. Fiir die
Reduktion von H,O, zu Wasser, ein typisches Beispiel einer
langsamen elektrochemischen Reaktion, steigt der Redukti-
onsstrom linear an (Abbildung 3). Der Umsatz an einer

0 360 660
E/mV —
Abbildung 3. Vergleich der H,O,-Reduktionsstréme (10 mm in 0.5m
H,SO,) auf makroporésen Goldelektroden mit unterschiedlichen
Porenzahlen: glatt (schwarz), '/, Schicht (rot), 1'/, Schichten (griin),
2'/, (blau), 3'/, (zyan), 7'/, (magenta); v=10 mVs~". Einschub: Reduk-
tionsstrom bei 0 V als Funktion der Zahl poréser Schichten n.

Elektrode mit 7'/, Hohlkugelschichten ist, genau wie die
innere Oberfldche, etwa 30-mal groBer als bei einer
glatten Elektrode. Bei schnellen Redoxpaaren wie
[Ru(NH;)]**/[Ru(NH;)¢]*" wird hingegen keine signifikante
Erhohung der Redoxaktivitdt mit der Zahl an Porenschichten
festgestellt. Eine mogliche Erklarung fiir dieses Verhalten ist,
dass die Umsetzung so schnell verlauft, dass die Molekiile
vollstindig an der &duflersten Porenhalbschicht reagieren
bevor sie in die Poren diffundieren kénnen. Deshalb wird nur
ein kleiner Teil der aktiven Oberfldche fiir die Reaktion ge-
nutzt.

Das System NADH/NAD™ fungiert als Cofaktor vieler
Enzyme, weshalb die (ebenfalls langsame) Umsetzung dieses
Biomolekiils von grolem Interesse fiir die Biosensorik und
die priparative Elektroenzymatik ist.”!! Aus diesem Grund
haben wir Goldelektroden mit einer Monoschicht des
Redoxmediators (4-Carboxy-2,5,7-trinitro-9-fluorenyliden)-
malonitril (TNF) modifiziert, der ein effizienter Katalysator
der Elektrooxidation von NADH ist."” In vorangegangenen
Arbeiten hatten wir gezeigt, dass makroporose Elektroden,
die durch Eintrocknen von Latexsuspensionen erhalten
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wurden, ebenfalls mit TNF modifiziert werden konnen. Eine
genaue Einstellung der Elektrodendicke war bei mehr als drei
Porenschichten jedoch nicht moglich.?**! Xia et al. haben
kiirzlich iiber mit Hédmoglobin modifizierte makroporose
Goldelektroden berichtet, wobei die Schichtdicke iiber den
Ladungsfluss wihrend der Elektroabscheidung gesteuert
wurde. Nach unserer Erfahrung ermoglicht dieses Verfahren
aber keine absolute Kontrolle iiber die Zahl der Poren-
schichten.” Hingegen ist es uns mithilfe des hier beschrie-
benen LB-Verfahrens gelungen, Oberflichen mit mehr als
zehn Porenschichten mit sehr hoher Genauigkeit zu erzeugen.

Zunichst wurden die Elektroden durch CV gereinigt und
tiber Nacht in eine 5 mm TNF-Losung getaucht. Um den
Mediator zu aktivieren, wurde ein Potential von —500 mV
angelegt, wobei zwei der drei Nitrogruppen zu Hydroxyl-
amingruppen reduziert wurden.”*”) In einem weiteren Immo-
bilisierungsschritt wurde eine Monoschicht aus NADH bzw.
NAD' auf die Monoschicht aus TNF aufgebracht. Hierzu
wurden die mediatormodifizierten Elektroden iiber Nacht in
eine Losung aus 0.2M CaCl, und 3.3 mm NADH in Tris-Puffer
getaucht. Sowohl die Carboxygruppe des TNF als auch die
Phosphatgruppen des NADH bilden einen Komplex mit
Ca*, das hier als elektrostatische Briicke fungiert.?*>? Das
NADH adsorbiert an die Oberfliche und kann im ersten
Zyklus durch CV detektiert werden (Abbildung4a). Wie
erwartet steigt der Oxidationsstrom linear mit der Zahl der
Porenschichten an. Das LB-Verfahren ermoglicht die Her-
stellung von gut geordneten pordsen Schichten mit Dicken
von mehr als zehn Halbporenschichten, und selbst bei 15
Halbporenschichten ist noch keine Séattigung des Faraday-
Stromes zu beobachten.

Bei elektroenzymatischen Umsetzungen an makroporo-
sen Elektroden muss sichergestellt sein, dass das Enzym in
das porose System hinein diffundieren kann, sodass die ge-
samte innere Oberfldache aktiv wird. Dies konnten wir am
Beispiel von Glucosedehydrogenase (GDH) und Glucose als
Substrat nachweisen. Zu diesem Zweck wurden Voltammo-
gramme von mediatormodifizierten Elektroden in einer
Pufferlgsung aufgenommen, die neben NAD* und CaCl,
auch GDH oder GDH und Glucose enthielt (Abbildung 4).
Ohne Glucose in der Losung wird NAD™ nicht durch das
Enzym zu NADH reduziert, sodass keine elektrochemische
Oxidation zu beobachten ist. Gibt man jedoch Glucose hinzu,
so wird diese enzymatisch von NAD™ oxidiert, das wiederum
zu NADH reagiert, was durch einen Stromanstieg detektiert
werden kann. Aus dem Ergebnis, dass der Oxidationsstrom
einer Elektrode mit 7'/, Hohlkugelschichten 25-mal hoher ist
als der einer glatten Elektrode, folgern wir, dass bei einem
Porendurchmesser von 680 nm die Verbindungskanile grof3
genug sind, damit das Enzym in alle Poren hineindiffundieren
kann (Abbildung 5).

Eine andere Moglichkeit, die aktive Oberfldche bei
gleichbleibender Dicke der porosen Elektrode zu vergréfern,
ist die Erzeugung kleinerer Poren durch Verwendung klei-
nerer Templatkugeln zur Synthese des makroporésen Goldes.
Eine Elektrode mit z.B. 2/, Hohlkugelschichten und 1100 nm
Porendurchmesser hat die gleiche Dicke (2.2 um) wie eine
Elektrode mit 5'/, Schichten und 460 nm Porendurchmesser,
aber die Elektrode mit den kleineren Poren hat die groere
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Abbildung 4. a) Erster CV-Zyklus von Mediator/Ca”*/NADH-modifizier-
tem makroporésem Gold (d =680 nm) mit unterschiedlicher Zahl an
Porenschichten in Tris-Puffer; glatte Elektrode (schwarz), '/, Schicht
(rot), 1/, Schichten (griin), 2'/, (blau), 3'/, (zyan), 7'/, (magenta);
v=10 mVs™". Einschub: Oxidationsstrom bei 100 mV als Funktion der
Zahl der porésen Schichten. b) Cyclovoltammogramme von Mediator/
Ca”*/NAD*-modifizierten makroporésen Goldelektroden (d=680 nm)
mit unterschiedlicher Zahl an Porenschichten in Tris-Puffer in Gegen-
wart von GDH (3 EinheitenmL™") und 10 mm Glucose: glatt
(schwarz), '/, Schicht (rot), 1"/, Schichten (griin), 2/, (blau), 3'/,
(zyan), 7'/, (magenta); v=10 mVs". Einschub: Oxidationsstrom bei
100 mV als Funktion der Zahl der porésen Schichten.

innere Oberfliche. Die elektrochemische Aktivitdt, die
erneut durch CV bestimmt wurde, zeigt beim Vergleich des
Goldoxid-Reduktionsstroms das hier zu erwartende Verhal-
ten (Abbildung 6a). Fiir die oben beschriebene katalytische
NADH-Oxidation erhélt man ein analoges Verhalten (Ab-
bildung 6b).

Durch Kombination der Langmuir-Blodgett-Technik mit
monodispersen Kolloidteilchen und elektrochemischen Me-
thoden ist es uns gelungen, hoch geordnetes makropordses
Gold mit préziser Kontrolle der PorengroBe, rdumlichen
Ordnung und Zahl der Porenschichten herzustellen. Bei
langsamen elektrochemischen Reaktionen ist der Redox-
strom proportional zur Zahl der Hohlkugelschichten. Die
gesamte innere Oberfldche kann vollstdndig mit einer Mo-
noschicht des Mediators TNF, Ca?* und mit dem Cofaktor
NAD™" modifiziert werden. Der Strom der elektroenzymati-
schen Oxidation von Glucose durch Glucosedehydrogenase
kann auf diesen modifizierten Elektroden leicht um eine
Grofenordnung hoher liegen als bei nichtpordsen Elektro-
den. Dieser Gewinn an Signalintensitét ist speziell fir Mi-
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Abbildung 5. Schematische Darstellung einer Elektrode mit 1'/, Poren-
schichten, die mit einer Mediatormonoschicht (TNF), Ca?* und NAD*
modifiziert wurde, sowie der Reaktion in einer das Enzym GDH und
das Substrat Glucose enthaltenden Losung.
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Abbildung 6. Vergleich von makroporésen Goldelektroden gleicher
Dicke (2.2 pm), aber unterschiedlichen Porengréfien; durchgezogene
Linien: d=1100 nm, 2‘/2 Schichten; gepunktete Linien: d =460 nm,
5'/, Schichten. a) Potentialzyklus in reiner 0.5m H,SO,; v=100 mVs™";
b) nach Modifizierung mit dem Mediator in 3.2 mm NADH und 0.1 m
CaCl, in 0.1m Tris-Puffer; y=10mVs™".

kroelektroden in Biosensoren oder Biobrennstoffzellen von
groflem praktischem Interesse.
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