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Zusammenfassung

In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Erzeugung lokaler Oberflaichenmodifikationen
von Oligo(ethylenglykol)-terminierten SAM (OEG-SAM) mit Hilfe von temporiren
Reaktionsraumen in fliissigen Medien sowie deren qualitative und quantitative
Charakterisierung. Lokal gesteuerte mikroelektrochemisch erzeugte Reaktionszonen in
flissigen Medien sind geeignet, um metallische und halbmetallische Oberflichen oder
weiche organische Schichten aus Polymeren oder selbstorganisierten Monoschichten
(SAM) zu mikrostrukturieren und zu charakterisieren. Die qualitative und quantitative
Untersuchung der Konzentrationsprofile in diesen tempordrer Reaktionsrdumen bietet
wertvolle Informationen {iber den Massentransport und die Reaktivitit der
elektrochemisch erzeugten Reaktanten, die fiir die gezielte Steuerung der Oberflachen-
modifikation wichtig sind.

Zur Charakterisierung kamen vor allem mikroelektrochemische Methoden, z. B.
die elektrochemische Rastermikroskopie (SECM) im Feedback-Modus (FB-Mode),
zum FEinsatz. Unter Zuhilfenahme der Konfokalmikroskopie (CLSM) wurde die
Moglichkeit geschaffen, Reaktionszonen von mikroelektrochemisch erzeugtem Brom
und pH-Verdnderungen in der Losung zu beobachten sowie zu quantifizieren. Durch
das Aufgreifen des literaturbekannten Konzepts der ,,chemischen Linse* bzw. der
confined etchant layer technique (CELT) gelang die Verbesserung der lateralen
Auflésung der Mikrostrukturierung von OEG-SAM durch die elektrochemische
Erzeugung von Brom im SECM-FB-Mode. Hierbei kamen die Féangermolekiile (engl.
scavenger) L-Cystin und Cystamin zum Einsatz, welche schnell mit dem lokal
erzeugten Atzmittel in eine schnelle homogene Reaktion eintreten. Dadurch erreicht
man eine Limitierung der Diffusionsschicht, die durch CLSM-Experimente quantitativ
untersucht wurde. Hierbei erfolgte auch die Untersuchung der Auswirkungen von
Puffern auf die mikroelektrochemische Verschiebung des pH-Wertes in der Nidhe von
Mikroelektroden. Aussagen iliber die Effektivitit der Fangermolekiile L-Cystin und
Cystamin wurden durch quantitative elektrochemische Charakterisierungen mittels
Cyclovoltammetrie (CV) an Pt-UMEs und Linear-Sweep-Voltammetrie an einer

rotierenden Pt-Scheibenelektrode getroffen.






Abstract

In this work, the focus was laid on the generation of local surface modifications of
oligo(ethylene glycol)-terminated SAM (OEG-SAM) by using temporary reaction zones
in liquid media and their qualitative and quanitative characterizations. Local controlled
microelectrochemical reaction zones produced in liquid media are suitable for the
targeted microstructuring and —characterization of metallic and semi-metallic surfaces
or soft organic layers of polymers and self-assembled monolayers (SAM). The
qualitative and quantitative analysis of concentration profiles of temporary reaction
zones provide valuable information about the mass transport and the reactivity of the
electrochemically generated reactants. This is important for the targeted control of
surface modification.

Microelectrochemical methods, such as scanning electrochemical microscopy
(SECM) in feedback mode (FB-Mode), were used for the characterization. Confocal
laser scanning microscopy (CLSM) was used in addition to observe and quantify
reaction zones of shifted pH and electrochemically generated bromine. By picking up
the literature-known concept of the ,.chemical lens* or the confined etchant layer
technique (CELT), the lateral resolution of the microstructuring of OEG-SAM was
improved by electrochemical generation of bromine in SECM-FB-Mode. For this
purpose, the scavenger molecules L-cystine and cystamine were used, which can
quickly react with the locally generated etchant in a fast homogeneous reaction.
Thereby, a limitation of the diffusion layer was reached, which was quantitatively by
CLSM experiments. In this connection the study of the effects of buffers on the
microelectrochemical shift of pH in the vicinity of microelectrodes took place.
Conclusions about the effectiveness of the scavengers L-cystine and cystamine are made
by quantitative electrochemical characterizations using cyclic voltammetry (CV) at Pt-

microelectrodes and linear sweep voltammetry at a rotating Pt-disk electrode.
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1 Einleitung

Schon in der Vergangenheit wurden Substratoberflichen mit Hilfe des elektro-
chemischen Rastermikroskops (SECM) lokal mikrostrukturiert.""” Die Steuerung von
lokalen Reaktionszonen in der Ndhe von Ultramikroelektroden (UME) ist hierbei von
entscheidenem Interesse fiir die gezielte Mikrostrukturierung und —charakterisierung.
Diese Reaktionszonen entstehen durch die elektrochemische Erzeugung von reaktiven
Stoffen und deren Weiterreaktion mit einer Substratoberfliche oder weiteren

Losungsmitttelbestandteilen. So konnten mit tempordren Reaktionsrdumen in fliissigen

7-12 [17-20]

Medien bereits Metalle,””'*) Halbmetalle,!*"® Polymere sowie selbstorganisierte
Monoschichten (SAM)?'?%  abgeschieden und geiitzt werden. Innerhalb einer
Reaktionszone kommt es zur Ausbildung lokaler Konzentrationsprofile. Die qualitative
und quantitative Untersuchung solcher Systeme liefert wertvolle Informationen iiber
den Massentransport und die Reaktivitit von elektrochemisch erzeugten Reaktanten, die
fiir die gezielte Steuerung von Oberflichenmodifikationen wichtig sind. Dies wiirde den
Zugang zu Materialien mit einstellbaren Eigenschaften fiir diverse Anwendungen
offnen und verbessern. Ein wichtiges Beispiel wire die Derivatisierung von Substraten
mit reaktiven Endgruppen und zur Steuerung der Zelladhésion.

Als interessant fiir die gezielte Steuerung der Zelladhdsion durch das SECM
erweisen sich hierbei weiche organische Substrate wie Oligo(ethylenglykol)-terminierte
selbstorganisierte Monoschichten (OEG-SAM).[?'** 2"} Solche Substrate spielen eine
wichtige Rolle bei der biotechnologischen und medizinischen Erforschung von z. B.
Implantaten (z. B. Prothesen und Katheter),” in-vitro Biosensoren,*” Biofilmen™"
und Biochips.’"! Zur Verbesserung der lateralen Auflosung der elektrochemischen

Mikrostrukturierung dient einerseits die stetige Miniaturisierung von Messsonden!*?!

«[33

und andererseits die Entwicklung der sogenannten ,,chemischen Linse I oder confined

etchant layer technique (CELT).** Letzteres wird durch die direkte Einflussnahme auf
die Diffusionsschicht realisiert, indem dem System Fangermolekiile (oder Opferagenz,
engl. scavenger) zugegeben werden, die mit der an der UME erzeugten Verbindung
reagieren. Hieraus resultiert eine Limitierung der Diffusionsschicht in der Néhe der

UME. Solche Systeme kamen schon fiir die Verbesserung der Auflosung fiir das lokale

[7, 37]

Atzen von Metallen® und Halbmetallen™ *® sowie fiir Polymer- und

[17, 33, 38-40]

Metallabscheidung zum Einsatz. Zur Strukturierung von OEG-SAM wird
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elektrochemisch erzeugtes Br, eingesetzt. Bekannte Fangermolekiil-Systeme fiir dieses
Atzmittel wie H3AsO; und L-Cystin wurden von der Arbeitsgruppe um Tian und Sun
fiir beispielsweise das Atzen von Metallen,”® *!! Si*** und GaAs!*> **! vorgestellt.
Konzentrationsprofile an oder in der Néhe der Elektrodenoberfliche liefern
wichtige Informationen iiber Massentransport und Reaktivitit. Aus diesem Grund
wurden sogenannte in situ Techniken entwickelt, um eine Art Kartographie der
Konzentrationsprofile an der Elektrodenoberfliche oder anderen Oberflichen
vorzunehmen. Ein besonders Beispiel ist die Darstellung von Protonen-Konzentrationen
in flussigen Medien in der Ndhe von UMEs durch die Verwendung der

Konfokalmikroskopie (CLSM), wie sie zum ersten Mal von Cannan et al.[*”

und spéter
von Boldt et al.*®! sowie Rudd et al.**! angewandt wurde. Diese Technik iibertrifft die
Moglichkeiten der konventionellen optischen Mikroskopie beim Messen und
Quantifizieren von Oberflichenmorphologien, da durch den Einsatz zweier
Lochblenden (pinhole) Licht, das oberhalb oder unterhalb der Fokusebene entsteht und
unscharfe Untergrundsignale erzeugt, ausgeblendet wird. Folglich erlaubt die CLSM die
direkte, serielle optische Aufnahme von Objekten, die Erstellung von Profilen

mehrlagiger Strukturen und so auch die Darstellung dreidimensionaler

Konzentrationsprofile.

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Verbesserung lokaler mikro-
elektrochemischer Oberflichenmodifizierungen von weichen organischen Schichten
durch Einsatz von tempordren Reaktionsrdumen in fliissigen Medien. Diese werden mit
Hilfe des CLSM, des SECM, der Cyclovoltammetrie an Pt-UMEs und schlieBlich der
Linear-Sweep-Voltammetrie an einer rotierenden Scheibenelektrode qualitativ und
quantitativ charakterisiert.

Kapitel 5 erldutert zunichst die Untersuchung von elektrochemisch erzeugten
Reaktionszonen in der Ndhe von Pt-UMEs durch die Unterstiitzung des CLSM. Dabei
steht im ersten Schritt die mikroelektrochemische Verschiebung des pH-Wertes
(Kap. 5.1) durch die Reduktion von 1,4-Benzochinon (Q) bzw. die Oxidation von 1,4-
Hydrochinon (H,Q) (Kap. 5.1.2) sowie durch die Reduktion von Wasser (Kap. 5.1.3) im
Vordergrund. Bei Letzterem kommt zum ersten Mal eine Kombination zweier pH-
empfindlicher Fluoreszenzindikatoren zum FEinsatz, um einen mdoglichst breiten pH-

Bereich zu erfassen. Durch die Variation der Pufferkonzentration bei unterschiedlichem



1 Einleitung

Ausgangs-pH-Wert in der Messlosung erfolgt die erste Darstellung des Effekts der
»chemischen Linse* iiber ein breites pH-Spektrum. Zusitzlich werden die Mediator-
konzentrationen von Q/H,Q (Kap. 5.1.2) und das Elektrodenpotential variiert
(Kap. 5.1.3). Es zeigt sich eine groe Abhédngigkeit der pH-Verschiebung ApH und des
Radius des Reaktionsraums rs von der pH-abhingigen Pufferkapazitit f und dem
Formalpotential. Im folgenden Kap. 5.2 erfolgt zum ersten Mal eine Untersuchung von
Br,/HOBr-Reaktionsraumen durch das CLSM unter Verwendung des Fluoreszenz-
farbstoffes Resorufin. Nach erfolgter quantitativer Auswertung bei unterschiedlichen
Konzentrationen von Kaliumbromid und wachsendem Arbeitsabstand d ohne
Féangermolekiile, wird L-Cystin in die Messlosung gegeben, um die Auswirkungen beim
Entstehen der CEL zu untersuchen. Bei einer Kaliumbromid-Konzentration von 5 mM
werden Konzentrationsprofile bei variablem d aufgenommen und quantifiziert. Mit
zunehmender L-Cystin-Konzentration zeigt sich eine zunehmende Fokussierung der
CEL.

Die Verbesserung der mikroelektrochemischen Oberflichenmodifizierung von
OEG-SAM durch das SECM steht im Fokus von Kap. 6. Zunichst erfolgen
Oberflachenmikrostrukturierungen von zwei unterschiedlichen OEG-SAM (Hydroxy-
und Methoxy-Terminierung) durch das SECM mit anschliefender Charakterisierung
durch den Pulsed-Force-Modus des Rasterkraftmikroskops (PFM-SFM, Aufnahmen
durch Frank Meiners). Es kommt ein sinnvolles Konzept zum Einsatz, um die
modifizierte OEG-SAM mit Hilfe des Feedback-Modus des SECM und der Software
MIRA auszuwerten. Hierbei zeigen die zwei verschiedenen OEG-SAM ein identisches
Verhalten beim Atzen mit Bry/HOBr (Kap. 6.1). AnschlieBend erfolgt die
elektrochemische Oberflichenmodifikation von OEG-OH-SAM bei systematischer
Variation der Arbeitsabstinde d, der Pulszeiten ¢, der KBr-Ausgangskonzentration und
der Fangermolekiilkonzentration von L-Cystin sowie des Cystamin (Kap. 6.2). Durch
den Einsatz von L-Cystin und Cystamin verbessert sich das Auflosungsvermogen der
Oberflichenmodifikation signifikant. Diese ist nicht mehr abhédngig von der
verwendeten Pulszeit sondern von dem Arbeitsabstand wihrend der Modifikation. Auch
durch den Einsatz der Cyclovoltammetrie (Kap. 6.4.1) und der Linear-Sweep-
Voltammetrie an der rotierenden Pt-Scheibenelektrode (Kap. 6.4.2) wird bewiesen, dass
Cystamin ein effektiveres Fangermolekiil ist als L-Cystin. Der Vergleich der mit CLSM

erhaltenen Radien der Bry/HOBr-Reaktionsrdume rscrsm zeigt eine  gute
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Ubereinstimmung mit denen der elektrochemischen Oberflichenmodifikation s sgcm.
Als weiteres Ergebnis kann gezeigt werden, dass sich beim Einsatz von L-Cystin als
Fingermolekiil wihrend des mikroelektrochemischen Atzens mit Br, pH-schaltbare
OEG-SAM-Oberfldchen bilden.

Die Arbeit schlieBt mit einer Zusammenfassung der Ergebnisse und einem
Ausblick auf mogliche weitere Untersuchungen (Kap. 7). Der Anhang beinhaltet neben
einer Liste der verwendeten Abkiirzungen und Symbolen zusitzliche Primérdaten zu

Kapitel 6.2.



2 Konzentrationsprofile in der Niahe von Elektroden

2.1 Untersuchung von Konzentrationsprofilen in der Nihe von

Elektrodenoberflachen

In vielen Grenzflichenprozessen, wie z. B. bei der Auflosung von Kristallen in
Losungen, bei Korrosion und beim Atzen von Metallen sowie Halbmetallen werden
Konzentrationsprofile und -gradienten ausgebildet. Allgemein treten diese iiberall dort
auf, wo eine aktive Grenzschicht Stoffe oder Energie mit ihrer Umgebung, z. B. mit
einer umgebenden Losung oder Luft, austauscht. Die Untersuchung solcher Prozesse
bietet wichtige qualitative und quantitative Einblicke in die innere chemische Natur
dieser Systeme. So kann das Konzentrationsprofil in der Ndhe von Elektroden-
oberflichen in elektrochemischen Systemen, wie z. B. Fliissig-Fliissig-Grenzflachen,
wertvolle Informationen iiber den Massentransport und die Reaktivitit von Ionen
enthalten. Folglich wurden zahlreiche in situ Techniken entwickelt um Konzentrations-
profile und -gradienten in der Nidhe von Elektroden zu kartieren.

Fir die direkte Beobachtung von Konzentrationsgradienten entwickelten

20-31 Zhang et al.’*! und Engstrom et al.”> > zunichst elektrochemische

Amatore et al.,[
Methoden. Bei diesen Messungen wurde das Losungsvolumen in der Néhe einer
grofBeren Elektrode, deren Radius der aktiven Elektrodenoberfldche »r > 25 um betrug,

mit Hilfe einer kleineren Elektrode (rr<5 pm) abgerastet. Die Elektroden wurden

50, 55] 51, 52, 54, 56]

sowohl im potentiometrischen! als auch amperometrischen Modus!
bewegt, um im ersten Fall Konzentrationensidnderungen rdumlich bzw. im zweiten Fall
temporal aufzulosen. Hierbei konnten Konzentrationsprofile mit zeitlicher Auflésung
im Millisekundenbereich bei mikromolaren Konzentrationen der aktiven Spezies

53, 54]

sowohl an beiden Elektrodenoberflichen! als auch an Fliissig-Fliissig-Grenz-

flachen™ erfasst werden. Durch die Einfiihrung ionenselektiver Mikroelektroden war
es dariiber hinaus moglich, lokale Konzentrationenprofile von z. B. H' P K*,*% %
Mg* 1% oder Zn*1°" an aktiven Substratoberflichen zu vermessen.

In den meisten Publikationen wurden die optischen Eigenschaften der
elektrochemisch erzeugten Verbindungen genutzt. So wurden die lokalen Anderungen
in der Streuung oder der Absorption von Licht vermessen wihrend die Reaktion

stattfindet.*”! Zu den ilteren in der Literatur erwihnten Methoden zur Erstellung von
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Konzententrationsprofilen gehdren z. B. spektroskopische Methoden wie Raman-

64]

Spektroskopie,®  konfokale Resonanz-Raman-Mikroskopie!® und Inter-

ferometrie.[*”]

In der Interferometrie erfolgt die Vermessung des Brechungsindex, welcher
durch den Konzentrationsgradienten beeinflusst wird. Hierdurch ist es mdglich, diese
Technik nicht nur analytisch zu nutzen, sondern auch fiir die Untersuchung von
Diffusion und Massentransport an Grenzflichen. Da jeder geloste Stoff lokale
Anderungen des Brechungsindex herbeifiihren kénnte, ist diese Methode aber nicht sehr
selektiv. Dariiber hinaus besteht die Notwendigkeit, relativ hohe Konzentrationen (etwa
0.1 M) des Analyten in der Messlosung vorzulegen, obwohl theoretische
Einschétzungen vorliegen, dass auch Konzentrationen im Bereich unter einen pM

71 Ein weiterfiihrendes Verfahren basierend auf

[68-70]

vermessen werden konnten.!
Strahlablenkung (probe beam deflection method) bietet hingegen bei der
Vermessung von Brechungsindizes und folglich Konzentrationsgradienten und -profilen
eine hohere Selektivitit. Vor allem ist es ein hilfreiches Werkzeug fiir die Erforschung
von Redoxprozessen, die mit einem lonenaustausch gekoppelt sind.""! Deshalb wurde

21 ynd  des

es fir die Untersuchung der Reduktion sowie der Oxidation
Massentransports’’ ! von Kupfer verwendet.*”) Beim Einsatz der Interferometrie muss
jedoch eine schlechtere raumliche Auflosung in der z-Achse hingenommen werden.
Optische Untersuchungsmethoden, die auf der Absorption von Licht basieren,
besitzen den Vorteil einer hoheren Empfindlichkeit und gesteigerten Selektivitit. So

nutzten Jan et al.[® 737

einen He-Ne-Laserstrahl um ortsaufgelost die Lichtabsorption
des elektrochemisch erzeugten Trianisylamin-Radikalkation abzubilden. Dabei wihlte
man die Messanordnung so, dass diese seitlich zur Fliissig-Fest-Grenzflache stand. So
wurde die komplette Diffusionsschicht in einem Experiment abgebildet, wobei das
Auflosungsvermogen unter 5 pm lag. Mittels dhnlich erzeugter Konzentrationsprofile
von Promazin-Derviaten konnten genaue Informationen iiber Reaktionskinetiken sowie
-mechanismen und die Stochiometrie verschiedener Promazin-Redoxsysteme erhalten
werden.*™ Durch eine andere Variante dieser Methode, die auf der rdumlich
abbildenden Photometrie basiert, wurden Profile der Konzentrationsdnderungen
innerhalb von ionenselektiven Elektroden mit einer raumlichen Auflésung von 1.25 pm

erzeugt.””) Amatore et al.™ realisierten die Kartierung von dynamisch verinderten

Konzentrationsprofilen (in pm-Auflosung) mit Hilfe eines Biindels von 6000
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individuellen optischen Fasern (individueller Durchmesser: 3 -4 pum). Diese wurden
senkrecht auf die Fliissig-Fest-Grenzfliche gelegt, also in direkter Nahe zur Elektrode.
Die Auswertung der Biindel erfolgte durch ein Epifluoreszenzmikroskop.

Bei der Vermessung von pH-Gradienten fand vor allem die optische Abbildung
durch elektrogenerierte Chemilumineszenz (ECL) und Fluoreszenz Anwendung. So
wurden kathodisch und anodisch geschaltete bandformige Mikroelektroden, die in einer
Array-Formation angeordnet waren, verwendet, um diffusionsgesteuerte Elektrotitration
sichtbar zu machen.®"! Weiterhin kamen Systeme von ECL auch zum Einsatz, um
Stromdichteverteilungen zu untersuchen, wobei die rdaumliche Heterogenitdt einiger
Elektrodenoberflichenreaktionen hervorgehoben wurde.®* ™ Beide Methoden bieten
eine hohe rdumliche und zeitliche Auflosung. Allerdings ist ECL auf eine begrenzte
Anzahl von Systemen limitiert, die ausreichende Intensitit besitzen, ein Bild zu
erzeugen. !’ %

Durch den Gebrauch der Fluoreszenzmikroskopie erdffnet sich ein groBeres
Spektrum an untersuchbaren Systemen mit verbesserten Empfindlichkeiten. Dariiber
hinaus besteht die Moglichkeit, fluoreszierende Reagenzien auszuwéhlen, die selektiv
fir die zu untersuchenden Spezies sind. In den ersten Anwendungen kann diese
Methode zum Finsatz, um qualitativ elektrochemisch aktive Regionen auf Substrat- und

(86591 Jedoch bietet die konventionelle

Elektrodenoberflaichen zu identifizieren.
Fluoreszenzmikroskopie aufgrund der geringen Tiefenschirfe keine befriedigende
Moglichkeit, genaue Konzentrationsprofile und -gradienten in der Ndhe von Elektroden
aufzunehmen. Aus diesem Grund ist es notwendig, eine weiterentwickelte Variante
dieser Technik auszunutzen. Infolgedessen wuchs das Interesse am FEinsatz der
Konfokalmikroskopie fiir diesen Zweck, da die Tiefenschirfe, neben dem
Auflésungsvermogen der numerischen Aperatur des Objektivs und der Wellenldnge des

verwendeten Lichts, durch den Radius einer Lochblende positv beeinflusst wird

(Kap. 2.2 und 2.3).
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2.2 Die Konfokalmikroskopie

Das urspriingliche Hauptaugenmerk in der Entwicklung des Konfokalmikroskops
(confocal laser scanning microscopy/microscope, CLSM) lag in dem Interesse,
biologische Prozesse in 3D abzubilden. Dabei war das Ziel eine Mikroskopietechnik zu
entwerfen, die es moglich machte, biologische Materialien schichtweise aufzulGsen.

Aus diesem Grund baute erstmals 1957 Minsky et al.””

ein Mikroskop, welches das
Ziel verfolgte, neuronale Netzwerke lebender Gehirne in unmarkierten Priparaten
abzubilden. Durch den Einsatz von Lochblenden gelang es, den unscharfen Hintergrund
aullerhalb der Fokusebene des Objektivs auszublenden und damit die Tiefenschérfe
gegentiiber konventioneller Fluoreszenzmikroskopie zu verbessern. Die Auflosung eines
CLSM ist aus diesem Grund ein wenig hoher als bei einem konventionellen
Fluoreszenzmikroskop (ca. 0.2 pm).”"

Auch nach jahrzehntelanger Weiterentwicklung dieser Methode hat sich das
Grundprinzip bis heute nicht verdndert. Diese Technik wurde jedoch erst durch
technische Weiterentwicklungen, die unabhéngig voneinander erfolgten, interessant:
Stabilere Multiwellenldngenlaser fiir hellere punktformige Lichtquellen, effektivere
Reflektionsspiegel, empfindlichere rauschdrmere Photodetektoren, schnellere
Mikrocomputer mit Moglichkeiten zur Bildverarbeitung, elegantere Software,
hochauflosende Video-Displays und digitalen Druckern und hellere, stabilere
Farbstoffe.”'®* Abbildung 1 zeigt eine schematische Zeichnung eines CLSM. Das
CLSM ist fiir gewohnlich um ein konventionelles Lichtmikroskop gebaut. Es verwendet
jedoch als Lichtquelle einen Laser, statt einer konventionellen Lampe fiir

Lichtmikroskopie. Die vom Experiment erhaltenen Lichtsignale werden durch

empfindliche Photomultiplier (PTM) detektiert.
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Mikrocomputer __I 7 Scan-Kopf
Bild- .
- speicher €
i 8 SYNC

Bildbearbeitung

Scan SYNC
Control

Ebene aulerhalb der Fokusebene sssssssssssas L

Fokusebene
Abb. 1. Schematische Darstellung eines konventionellen CLSM. 1) Laserlicht-Quelle,

2) Beleuchtungsblende, 3) Strahlteiler, 4) Rasterspiegel, 5) Objektiv, 6) Lochblende
(Pinhole), 7) Detektor (Photomulitplier), 8) Computer.

Ein Lichtstrahl, erzeugt durch die Laser-Lichtquelle, wird auf die Lochblende
(pinhole) in der Nédhe der Lichtquelle fokussiert und dann von einem dichroitischen
Spiegel (Strahlteiler, beam splitter) reflektiert. Dann wird das Licht durch eine
Objektivlinse punktformig auf eine Probe fokussiert. Hierbei kann das Licht in diesem
Punkt der Probe gestreut werden (Reflektionsmikroskopie) oder einen Fluoreszenz-
prozess auslosen (Fluoreszenzmikroskopie). Das reflektierte Licht oder das
Fluoreszenzlicht wird von der Probe auf das Objektiv zuriickgeworfen und passiert eine
zweite Lochblende bevor es den Detektor erreicht. Die Lochblende der Lichtquelle und
die des Detektors haben den exakt gleichen Fokus, d. h. sie sind konfokal zueinander.
Hierbei verhindert die zweite Lochblende, dass Licht, welches oberhalb und unterhalb
der Fokusebene emittiert wurde, den Detektor erreicht. Auf diese Weise erreicht man
eine punktformige Lichtquelle sowie punkformige Detektion. Durch einen Computer
wird die Punktlichtquelle durch bewegliche Spiegel (scanning mirrors) in x,y-Richtung
bewegt, womit es moglich ist, die Probe in der zweiten Dimension Punkt fiir Punkt
abzurastern. Durch Verschiebung der Fokusebene durch senkrechte Bewegung der
Probe, ist es moglich, auch jede beliebige z-Ebene zu vermessen. Aus den gemessenen

Lichtintensitdten aus Reflektions- oder Fluoreszenz-Experiment und der kontrollierten



Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden

Position (x,y,z) der Punktlichtquelle wird anschlieBend mit Hilfe eines Computers sowie
der zugehorigen Software eine dreidimensionale Abbildung rekonstruiert.”' !

Da in der Fluoreszenzmikroskopie (und so auch beim CLSM) die Beleuchtung
der Probe sowie die Detektion des resultierenden Lichts oft auf der gleichen Seite
stattfinden, muss ein Strahlteiler eingesetzt werden. So soll z. B. bei einer mit
Fluorescein markierten Zellkultur blaues Licht vom Laser die Probe erreichen und
emittiertes griines Licht auf den Detektor fallen. Viele klassische Mikroskope setzten
dichroitische Spiegel ein (Abb. 2A). Abhédngig von der Beschichtung dieser Spiegel ist
es moglich, Anregungslicht kurzer Wellenldnge zu reflektieren und das langerwellige
Emissionslichts durchzulassen. Jedoch muss je nach Fluorphor und dem entsprechenden
Anregungslicht des Lasers ein Fundus verschiedener dichroitischer Spiegel vorhanden
sein, wenn das CLSM-System mehrere Wellenldngen vermessen soll. Zudem muss das
koorespondierende Emissionslicht zwischen den Anregungswellenlingen detektierbar
sein. Das grofite Problem dieser Spiegel stellt die geringe Transmission dar, weil ein
breites Spektrum des sichtbaren Lichts von Spiegel reflektiert wird und damit fiir die
Detektion nicht mehr zur Verfligung steht (Abb. 2C). Dariiber hinaus braucht man zum
Wechseln der Spiegel einen Revolver oder Schieberegler. Dies ist eine Losung, die sehr
langsam und anfillig fiir Fehlausrichtungen ist. Dennnoch war dies lange die
vorherschende Technik in der Fluoreszenzmikroskopie.[96]

In dieser Arbeit wurden die CLSM-Experimente an einem CLSM Leica TCS
SP2 Mikroskop AOBS durchgefiihrt. Die Abkiirzung AOBS steht fiir den akustisch-
optischen Strahlteiler (acousto-optical beam splitter). Eine schematische Darstellung ist
in Abb. 2B zu finden. In diesem Fall ist der Strahlteiler eine akustisch-optische Einheit
(Kristall), welche durch eine mechanische Welle (Schallwellen) angeregt werden kann.
Durch das Anlegen einer mechanischen Welle kann ein sehr enger Spektralbereichs des
Lichts (1-3nm) in eine andere Richtung (1. Ordnung) im Vergleich zu dem
ungebrochenen Strahl (0. Ordnung) abgelenkt werden. In den Mikroskopen kommt der
AOBS im ,reverse Modus®“ zum Einsatz. Der Lichtstrahl mit der gewiinschten
Anregungswellenldnge (z. B. die Ar-Linie 488 nm) wird durch den AOBS in das
Objektiv und damit in die Probe gelenkt. Hier kommt es zur Interaktion mit dem
Farbstoff und das Emissionslicht wird durch das Objektiv auf den AOBS
zurlickgeworfen. Da dieses Licht durch die Stokes-Verschiebung eine unterschiedliche

Wellenlidnge gegeniiber der verwendeten Laserline besitzt, gelangt es ohne Verluste

10
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entlang der Hauptrichtung zum Detektor (typischerweise ein spektraler Multikanal-
Detektor). Diese neue Technologie schaltet die Nachteile der dichroitischen Spiegel aus.
Bei der Verwendung des AOBS sind beim Wechsel der Wellenlingen keine
mechanischen Bewegungen notwendig. Folglich sind die Schaltzeit und damit die
Messzeiten deutlich kiirzer als bei einem Schieberegler mit mehreren Spiegeln. In
Abbildungsteil 2C) zeigt die schematischen Transmissionskurven eines Satzes (blau,
griin und rot) dichroitischer Spiegel (schwarze Linie) und eines AOBS (rote Linie),
welches fiir 488, 543 und 633 nm geschaltet wurde. Man erkennt, dass dichroitischen
Spiegel ein breites Spektrum des sichtbaren Lichtes absorbieren, so dass dieses fiir die
Detektion nicht zur Verfligung steht. Durch den Einsatz von AOBS entstehen scharfe
Banden in der Transmission, was zu geringern Signalverlusten in den
Emissionssignalen fiihrt. Die Transmission erreicht dabei beinahe das Maximum
(durchschnittlich: 96%). Dies erhoht die Empfindlichkeit des CLSM, so dass sensible
Farbstoffe oder biologische Proben mit geringer Laserintensitdt beleuchtet werden.

Dariiber hinaus ist es moglich mit bis zu acht Anregungs-Laserlinien zu arbeiten.”®

A) B)

T /
X T S
A

Abb. 2. Schematische Darstellung und Eigenschaften verschiedener Strahlteiler in der
CLSM-Mikroskopie: A) Konventionelle dichroitische Spiegel, B) akustisch-optischer
Strahlteiler, C) Schematische Transmittionsionskurven im Wellenldngenbereich von
etwa 450 nm bis 750 nm (schwarz: mit blauen, griinen und roten dichrotischen

Spiegeln, rot: AOBS geschaltet fiir 488, 543 und 633 nm).1*®!

11
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Die laterale und axiale Auflosung ist beim CLSM wie bei allen Licht-
mikroskopen durch die Beugung begrenzt. Eine punkformige Lichtquelle ist quantitativ
iiber eine dreidimensionale Punktspreizfunktion (point spread function) beschreibbar,
welche die zugehorige Intensititsverteilung im Bildraum widerspiegelt. In Abbildung 3
wurde eine schematische Darstellung dieser Funktion bei idealen Bedingungen
dargestellt. Hiebei zeigt Abbildungsteil A) eine 3D-Seitensicht in x,z-Richtung und B)
einen x,y-Schnitt durch die mittlere Ebene. Die helle Scheibe in der Mitte wird auch als

Beugungsscheibchen (airy disk) bezeichnet (Abb. 3B).

A) B)
> A
IAZ
, Ax %

N

Abb. 3. Schematische Darstellung der dreidimensionalen Punktspreizfunktion punkt-
formiger Lichtquellen (s. a. Abb. 5). A) 3D-Seitenansicht in x,z-Richtung und das
konfokale Volumen (Ellipsoid). B) x,y-Schnitt durch die mittlere Ebene von A mit
Lichtintensititsdiagramm ausgehend von der Mitte bis zum zweiten Maxima

(Beugungssscheibchen ist die innere helle Scheibe, Schemata nicht maB3stéblich).

Aus dem rotationssymmetrischen Ellipsoid im Kern von Abb. 3A konzentrieren
sich 86.5% der gesamten Lichtintensitdt, die auf den Detektor fillt. Dies wird als
konfokales Volumen bezeichnet. Zusatzlich wurden die laterale (Ax) und die axiale (Az)
Halbwertsbreite der Punktspreizfunktion, welche die Halbachsen des Ellipsoids

darstellen, eingetragen. Diese kénnen mit folgendermaBen berechnet werden:™”!

Ay — 0.5114 (1)
NA
Az — 0.884 @)

Ny —+hg?— NA?

12
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Hierbei steht A fiir die Wellenldnge des Lichts, N4 fiir die numerische Aperatur
des Objektivs und np fiir den Brechnungsindex des Immersionsmediums. Mit Hilfe
dieser Formel lassen sich nun die laterale (Ax) und die axiale (Az) Halbwertsbreite der
Punktspreizfunktion bei einem Durchmesser der Detektionslochblende Dyg > 1 AU und
damit das Auflosungsvermogen des CLSM berechnen (Tab. 1). Die Einheit AU stellt
hier eine Airy-Einheit (airy unit) dar. Diese wird vorrangig zur Normierung des
Durchmessers der konfokalen Blende verwendet und ist in vielen kommerziellen

CLSMs voreingestellt:

1AU= 1224 3)
NA

In diesem Fall steht A fiir die mittlere Wellenldnge des Lichts. Liegt der
Lochblendendurchmesser bei Dig =1 AU, so ist dieser im Minimum des Beugungs-
scheibchens (Abb. 3B, innerhalb des innersten schwarzen Ringes). Hier erreicht die
Signalstirke des detektierten Lichts ihr Maximum, jedoch auf Kosten der axialen
Auflésung in der Fokusebene, die dann nicht mehr besser als im nicht-konfokalen Fall
ist. Die theoretisch beste Auflosung in z-Richtung wird erhalten, wenn die Lochblende
nahezu vollstindig geschlossen ist. Aber in diesem Fall kann kein Licht mehr durch die
Blende durchtreten, was eine Bildaufnahme unmdoglich macht. Aus diesem Grund muss
immer eine Abwagung zwischen der Signalstirke und geforderter Auflosung in axialer

Richtung bei der Wahl des Lochblendendurchmessers erfolgen.”®

Tab. 1. Ax und Ay Halbwertsbreite der Punktspreizfunktion (D > 1 AU).

Leica Objektiv Aex = 488 nm Aex =514 nm
HC PL Fluortar NA Ax/ Az/pm  Ax/pm  Az/pum
Art.-Nr./ Vergroflerung np,puee =1 pm
11506504 / 5x 0.15 1.66 37.96 1.75 39.98
11506505/ 10x 0.30 0.83 9.32 0.87 9.82
11566500/ 20x 0.50 0.50 3.21 0.52 3.38
11506208/ 40x 0.60 0.41 2.15 0.44 2.26
11566501/ 50x 0.80 0.31 1.07 0.33 1.13

13
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Eine weitere Herausforderung in der CLSM ist die Darstellung von Mehrkanal-
Fluoreszenzbildern von mehreren Farbstoffen. Einerseits soll so viel Emissionslicht wie
moglich detektiert werden. Anderseits besteht die Gefahr der Signaliiberlagerung (auch
,Durchbluten®, crosstalk) der verschiedenen Absorbtions- und Fluoreszenzsignale
mehrerer Fluorphore. Um dies zu vermeiden muss eine sorgfiltige Vorauswahl der
verwendeten Farbstoffe getroffen werden. In der Abb. 4 sind zwei Beispiele von jeweils
zwei verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen aufgezeigt. Hierbei wurden zunichst
schematisch die Absorptionskurve (A,) der Farbstoffes F1 und F2 sowie das
Fluoreszenzkurve (1q) von F1 eingezeichnet. Die Symbole Acx und Aep stehen fiir die im
CLSM-Experiment festgelegten Parameter, wobei Ae fiir die Anregungswellenlédnge des

Lasers und Aep, filir den spektralen Bereich der Detektion steht.

A) h ¢?‘~ataF1 M

B) 4

L e e

A‘exF1 A‘emF‘l xexF2 }‘esz

Abb. 4. Schematische Darstellung zur Detektion von Mehrkanal-Fluoreszenzbildern mit
Hilfe des CLSM (Beispiel: zwei Farbstoffe F1, F2). Absorptionskurven Ay,
Fluoreszenzkurve Aq. A) Idealer Fall, B) Nicht idealer Fall.

14
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Abbildungsteil 4 A) zeigt einen idealen Fall, in dem zwei Fluoreszenzfarbstoffe
ausgewdhlt wurden, deren Signale sich nur geringfiigig iiberlappen. Das Fluorphor F1
kann idealerweise im Maximum der Absorptionsbande A angeregt und das Licht der
Emision in einem spektralen Bereich Aenp; detektiert werden, der nicht mit der
Absorptionsbande des zweiten Fluorphors tliberlappt. Hierdurch ist es moglich, F2 (falls
passende Anregungswellenlinge eines Lasers verfligbar) ohne Stérung bei Aep
anzuregen und das resultierende Fluoreszenzlicht im spektralen Bereich Aenmpr zu
detektieren. Die Abbildung 4B) gibt einen nicht idealen Fall wieder, in der sich die
Fluoreszenzbande von F1 und die Absorptionsbande von F2 stark iiberlappen. In diesem
Fall gelingt es, mit konventionellen Methoden nicht ohne grofle Signalverluste eine
saubere Aufspaltung der Signale und damit ein aussagekriftiges Mehrkanal-
Fluoreszenzbild zu erhalten. Durch den Einsatz eines geeigneten Emissionsband-
passfilters, ist es dennoch mdglich die Signale zu trennen, wenn keine wesentliche
Uberlappung der beiden Emissionsspektren Vorliegt.[98] Dariiber hinaus konnte unter
Umsténden auf eine andere Anregungswellenlinge des Fluorphors F2 ausgewichen

werden.
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2.3 Untersuchung von Konzentrationsprofilen mit Hilfe der
Konfokalmikroskopie

Die Untersuchung von Konzentrationsprofilen, insbesondere von inter- und
intrazellularen Protonenkonzentrationen, mit Hilfe des CLSM war schon friith in der
biologischen Zellforschung geldufig. So sind viele fluoreszierende Indikatoren bekannt,
die je nach pH-Bereich, Gewebe, Zellorganell oder zu untersuchendem Ion eingesetzt

[9-1011 Seit langerem wurde die Konfokalmikroskopie auch in den

2] 103]

werden konnen.

Materialwissenschaften!'® eingesetzt, um z. B. die Korrosion an Stahl-! und

Aluminium®-Oberflichen zu beobachten, die Auswirkung von Thioharnstoff auf die

Kupferabscheidung!'*!

[105

zu untersuchen oder den Aufbau von Multilayer-Filmen zu
beurteilen."'® In der Elektrochemie kam CLSM nicht mehr nur fiir die quantitative und
qualitative Bestimmung von Grenzflichenkonzentrationen an Elektroden, sondern
dartiber hinaus auch fiir die Kartierung von aktiven Probenoberflichen zum Einsatz. So

106] 1081 Oberflichen mit

wurden durch Oyamatsu et al.! und Burchardt et al.l'”
immobilisierten Enzymen durch diese Methode nach ihrer Aktivitit oder den
topographischen Eigenschaften untersucht.

Die Hauptarbeiten zur Nutzung des CLSM-Prinzips zur Kartierung von
Konzentrationsgradienten und -profilen in der Ndhe von Elektroden wurde in der
Elektrochemie vor dem Hintergrund entwickelt, das CLSM und das SECM zu
kombinieren. Das Ziel hierbei war simultan elektrochemische und optische
Eigenschaften einer Reaktionszone zu vermessen. Bisher kam diese Technik
hauptsdchlich zum Einsatz, um mikroelektrochemisch erzeugte pH-Gradienten zu
untersuchen.!'””’

In Abbildung 5 ist beispielhaft der in dieser Arbeit verwendete Versuchsaufbau

1991 sowohl Auflicht- als auch

abgebildet. Es ist anzumerken, dass in der Literatur
Durchlicht-Aufbauten gebraucht werden. Der Abbildungsteil 5A) zeigt das
Reaktionsschema der in dieser Arbeit verwendeten Reduktion von 1,4-Benzoquinon,
welches Anwendung bei der Erzeugung von pH-Profilen findet. Eine elektrochemische
Reaktion verbraucht Protonen in der Losung. Dies stort das Gleichgewicht der Saure-
Base-Reaktion des fluoreszierenden Indikators. Die Verdnderung der Lichtintensitit
wird liber den Detektor wahrgenommen. Im Abbildungsteil 5B) ist der Aufbau der

elektrochemischen Messzelle in Seitenansicht dargestellt. An dieser Stelle soll das
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Detektionsvolumen, das konfokale Volumen, fiir ratiometrische Messungen in der Néhe
der Elektrode herausgehoben werden. Die optische Auflosung bestimmt die GroBle des

konfokalen Volumens (s. Kap. 2.2).

A) B)
w Konfokales
= Volumen
Q+2H H.Q Messzelle

™

2HL< 21*+2H"

i B

Abb. 5. Schematische Darstellung der Detektion von Reaktionszonen unter UMEs mit

Hilfe des CLSM (Seitenansicht). A) Reaktionsschemas (Beispiel der pH-Bestimmung,
HIr schwach fluoreszierend, Ir stark fluoreszierend), B) Experimenteller Aufbau mit

Darstellung des konfokalen Volumens.

Von der ersten Vermessung von Konzentrationsgradienten in 3D in der Néhe
einer Mikroelektrode (UME) berichteten Unwin et al.l* *) Hierbei wurden die
Reduktion von 1,4-Benzochinon (Q) zu 1,4-Hydroquinon (H,Q) und die Sauerstoff-
reduktion an Pt-UMEs in ungepufferten Losungssystemen mit Hilfe des Fluoreszenz-
indikators Fluorescein-dinatrium untersucht. In beiden elektrochemischen Prozessen
wurden OH -lonen gebildet, woraus eine lokale Erh6hung des pH-Wertes und folglich
eine Verstirkung der Fluoreszenzeigenschaften des deprotonierten pH-Farbstoffes (Ir')
resultierte (Abb. 5). Unter Verwendung der z-Abrasterung gelang es, quantitative 3D-
Profile der Protonenkonzentration abzubilden, welche in guter Ubereinstimmung mit
den theoretischen Modellen stehen. Diese wurden unter Verwendung der Methode der
Finiten Elemente (FEM) berechnet. Da die Diffusionsschicht wesentlich grofler als die
aktive Elektrodenfliche ist, gelang es, Diffusionsschichten von Elektroden zu

vermessen, die selber nicht mehr mit optischen Mikroskopen aufzuldsen sind, wie z. B.
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Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden

eine Elektrode mit einem Durchmesser von 80 nm."*") AuBerdem eroffnete sich die
Moglichkeit, submikroskopisch elektrochemisch aktive Stellen an einer Oberfliche mit
einer Anordnung von 16 Pt-UMEs (jeweils »t = 5 um) zu identifizieren und die Grof3e
der Diffusionsschicht durch Variation des gewihlten Potentials zu steuern.*”!

Bezogen auf die Reduktion von Sauerstoff an einer Pt-UME zeigte das
errechnete  FEM-Model, das die GroBe der resultierenden pH-abhidngigen
Reaktionszone mit der Zahl der verbrauchten Elektronen korreliert, die in diesem
Prozess iibertragen werden. Dadurch war es moglich, n fiir die Sauerstoffreduktion an
Pt-UMEs zu bestimmen: Die effektive Anzahl der tibertragenen Elektronen war fiir eine

4 49

scheibenformige Pt-UME mit rr = 12.5 um 2.5 und mit 7t =5 um 2 ! Hiermit wurde

durch die Verwendung des CLSM bewiesen, dass die Sauerstoff-Reduktion an Pt-
UMESs in ungepufferten Losungen kein 4-Elektronen-Prozess ist. Da Pletcher et al.!''”!
unter Gebrauch der rotierenden Scheibenelektrode dies ebenfalls darlegten, zeigt dies
die quantitative Richtigkeit der experimentellen Ergebnisse.

Grime et al.''! gelang es durch die Kombination von CLSM und SECM,
quantitativ die Permeation schwacher Sduren durch eine Biomembran zu beobachten
und damit den Permeationskoeffizient (MaB fiir die Durchdringbarkeit einer Membran)
zu ermitteln. Hierbei wurde eine UME in der Néhe einer Biomembran positioniert, um
durch galvanostatische Oxidation von Wasser Protonen in gut definierten Portionen zu
liefern.

2H,0>2H +0,+4¢ (D)

Dies stort das Gleichgewicht der in der Losung befindlichen schwachen Saure
(X" steht hier fiir das konjugierte Anion der untersuchten schwachen Siure).

H + X == HX (1)

Durch die Anwesenheit von Fluorescein-dinatrium konnte die resultierende pH-
Verteilung in der Umgebung der UME (im stationdren Zustand) und auf der anderen
Seite der Biomembran mit Hilfe des CLSM visualisiert werden. Dabei zeigten sich
(gestiitzt durch FEM-Simulationen) hohe Abhéngigkeiten der Verteilung der schwachen
Séure und des Permeationskoeffizients. AnschlieBend war es moglich, letztere fiir eine

1112 gelang es

Reihe von aliphatischen schwachen Sduren zu bestimmen. Fa et a
dariiber hinaus, die Leitung durch nanokapillare Array-Membranen sowohl unter
statischen als auch mikrofluidischen Stromungsverhéltnissen durch Kartierung von pH-

Profilen zu untersuchen.
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2 Konzentrationsprofile in der Nihe von Elektroden

48,113] . -
1,148 1) indem sie den Aufbau eines

Eine weitere Anwendung fanden Heinze et a
SECM mit einem Einzelmolekiilspektrometer (single molecule fluorescence
microscope) verbanden. Mit dem SECM konnten pH-Gradienten (in pm-Auflosung)
raumlich und zeitlich kontrolliert in Ldosung generiert werden. Der Verlauf der
elektrochemischen Reaktion konnte anhand der Protonen-Gradienten in Echtzeit mit
dem Einzelmolekiilspektrometer beobachtet werden. Das Fluorophor in diesem System
war SNARF-1-dextran. Fiir die in Losung durchgefiihrten Experimente wurde das
konfokale Volumen in einer Diffusionsschicht einer OH  produzierenden Elektrode
positioniert. Um den pH-Wert auch in der Ndhe von Oberflichen mit Hilfe von
immobilisierten Fluorophoren zu messen, wurde die Apparatur erweitert. Zur Anregung
kam die Totalreflektion (tofal internal reflection excitation) zum Einsatz und die
Detektion erfolgte durch eine hochauflésende CDD-Kamera.

Wihrend der Erzeugung von pH-Gradienten in der Ndhe von UMEs (r1: 2 nm —

8] die resultierenden Fluoreszenzintensititen entweder in

5 um), konnten Boldt et al.
der Losung oder auf einer mit einem Fluoreszenzmarker beschichteten Oberfldche
registrieren. Fiir Letzteres bewirkte die mikroelektrochemische Oxidationen von Nitrit
zu Nitrat (generiert Protonen) oder die Reduktion von Q (verbraucht Protonen) eine
lokale pH-Verschiebung (UME in unmittelbarer Ndhe der Oberfliche). Um die
biologische Anwendbarkeit zu demonstrieren, kam das Enzym ATP-Synthase
(Adenosintriphosphat), das in Liposomen eingebettet wurde, zum FEinsatz. ATP-
Synthase ist essentiell fiir die Atmungskette, da es fiir die Herstellung von ATP
verantwortlich ist. Durch die lokale mikroelektrochemische Erzeugung einer pH-
Verschiebung wurde ATP-Synthase stimuliert, ATP herzustellen. Wahrend dieses
Prozesses rotierte die Kopfgruppe des Enzyms in einer Richtung. Wurde hingegen ATP
hydrolysiert, d&nderte sich die Rotation in die gegensatzliche Richtung. Um die Rotation
der zwei Einheiten relativ zueinander wéahrend der ATP-Synthese und -Hydrolyse mit
Hilfe des Einzelmolekiil Fluoreszenzenergietransfer (single molecule resonance energy
transfer, FRET) zu untersuchen, wurden anschlieBend Fluorophore an die zwei ATP-
Synthase-Untereinheiten gebunden. Wenn Liposomen, die ein Enzym tragen, durch den
Gradienten diffundieren, antwortet das Enzym entsprechend des gednderten pH-Wertes.
Obwohl kein direkter Beweis fiir die Synthese von ATP vorliegt, zeigen die
resultierenden FRET-Diagramme, dass das System wahrscheinlich in die Richtung

rotiert, die fiir die ATP-Synthese charakteristisch ist.!** 1!
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SchlieBlich konnten Rutkowska et al.'' elektrochemische Prozesse bei der
Anregung des elektrolumineszenten Systems Tris(2,2’-bipyridin)-ruthenium(Il) an
optisch transparenten Kohlenstoffnanor6hrchen-UMEs (Carbon-Nanotube-UMEs)

qualitativ visualisieren, indem sie mit einen CLSM die Lichtemission aufzeichneten.
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3  Lokale Mikrostrukturierung von Oberflichen

3.1 Lokale Oberflichenstrukturierung von weichen organischen

Schichten

Das Erzeugen von modifizierten weichen organischen Oberflichen ist ein schnell
wachsender Zweig der Forschung in den Materialwissenschaften. Dessen Hauptziel ist
der Zugang zu Materialien mit einstellbaren Eigenschaften fiir diverse Anwendungen
wie z. B.: Derivatisierung von Substraten mit reaktiven Endgruppen zur weiteren
Modifikation, Nutzung von Passivschichten, analytische sowie biologische Sensoren,
und Steuerung der Zelladhdsion. Tabelle 2 listet géngige Techniken der modernen
Nanolithographie und deren Auflésungsgrenzen auf.

Tab. 2. Techniken und Aufldsungsgrenzen der modernen Mikro-/Nanolithographie!''™

Methode Auflésung Ref.

Inkjet Printing ca. 30 pm (116, T17]
Mikrokontaktdrucken (LCP) ca. 100 nm (118, T19]
Lithographie mit Elektronen, Ionen und Protonen: ca. 10 nm [120-1221

Electron Beam Lithographie
Focused Ion Beam

Optische Lithographie (UV, EUV, X-ray)

Nanoprégelithographie ca. 5nm [1=3]

Rasterkraft-/Rastertunnelmikroskopie (SFM/STM) ca. | nm (124, 123]

Dip-Pen Nanolithographie, Nanografting

Die hochste Auflosung kann mit seriellen Techniken wie Dip-Pen-
Nanolithographie, Nanografting oder STM erreicht werden. Allerdings sind diese
Techniken generell auf kleine Flichen begrenzt und in der Regel langsam aufgrund des
seriellen Schreibmodus.

Photolithographie ist die effektivste Technik zur Strukturierung von harten
anorganischen Oberfldchen und ist eng mit dem Aufstieg der Mikroelektronik-Industrie
verbunden. Hierbei wird im Allgemeinen ein Substrat mit einer lichtsensiblen Substanz,

z. B. einem Fotolack, beschichtet und durch eine Maske bestrahlt. Durch den Einfluss
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Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden

der Bestrahlung werden lokale Regionen des Substrates, bei Zusatz eines geeigneten
Losungsmittels, entweder 10slich oder unloslich. Losliche Teile der Beschichtung
werden im Nachbearbeitungsschritt selektiv entfernt, wodurch eine Mikrostruktur auf
dem Substrat entsteht. Prominente Beispiele fiir die Verwendung der Photolithographie
bei der Modifizierung von weichen organischen Schichten sind unter anderem die

[126] sowie die selektive

Vernetzung von Hydrogelen auf Silizium- oder Glassoberfldchen
Desorption von selbstorganisierten Monoschichten (SAM).!"?” '?¥1 Jedoch verhindern
die rauen Prozessbedingungen, wie z. B. UV-Licht sowie meist dtzende Reaktanden
zum Entwickeln und Reinraumbedingungen, die Anwendung dieser Technologie zur
Mikrostrukturierung von empfindlichen Schichten z. B. aus lebenden Zellen oder aus
Proteinen.

Aus diesem Grund wurden mildere Verfahren wie die Softlithographie durch

(118,129, 130] antwickelt. Eine besonders bekannte Technik stellt hierbei

Whitesides et al.
das Mikrokontaktdrucken (uCP) dar, bei der ein weicher Polymer-Stempel, meist aus
Polydimethylsiloxan (PDMS), zum Transfer von Reaktanten auf eine Substrat-
Oberfliche dient.!"'™ Oft wurde fiir diese Schichtbildung die spontane Chemisorption
und die Selbstorganisation von langkettigen, funktionalisierten, organischen Molekiilen
auf den Oberflichen geeigneter Substrate ausgenutzt. Hierbei wurden Bildung und
Beschaffenheit von  SAM-Systemen mit funktionalisierten  Alkanthiolaten
XCH,(CH3),S™ auf Gold umfangreich untersucht.[*'*¥ Suh et al.l"*> ) demonstrierten
die Anwendung dieses Systems auf die Strukturierung von Polymeren. Dariiber hinaus
konnten, nach geeigneter Vorbehandlung, auch Proteine mit Hilfe dieser Technik auf

7 1381 Fiir die Herstellung des Stempels ist jedes Mal

ein Substrat iibertragen werden.!
ein durch Photolithographie erzeugte Urform (Master) nétig, der speziell fiir jedes
gewiinschte Ziel-Mikromuster angefertigt werden muss. Dariiber hinaus ldsst sich die
Musterung des Substrates im Nachhinein nicht mit der gleichen Methode verdndern.
Durch Rastersondenmethoden ist es moglich, eine Post-Modifikation, der
Oberfliche zu erreichen. Dieses Konzept wurde von Yousaf und Mrksich

"1 ynd kann durch Einstrahlen von Licht,"*”! Anderung der Temperatur''*"

eingefiihrt,!
und elektrochemisch erzeugte Reaktanden!'*” realisiert werden. Hierbei setzt man die
Messspitze der verwendeten Methode sozusagen als ,,Schreibfeder ein, die auf der
Substratoberfldche ,,schreibt™ und bei kontrollierter lateraler Bewegung hochaufgeloste

Strukturen hinterlidsst. Zu diesen Methoden zédhlen unter anderem das SFM,[lzs’ ] die
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3 Lokale Mikrostrukturierung von Oberflichen

DNP!" ynd die elektrochemische Rastermikroskopie.”) Sie konnen z. B. auch
verwendet werden, um durch lokale Anderung von SAM- oder Polymer-Substrat-
oberflichen die Umgebung einer Zelle in in vitro Zellwachstums-Versuchen zu
beeinflussen.

Die kommerziell meist verbreiteten Systeme zur Herstellung von organischen
diinnen Schichten zur Kontrolle von Proteinadsorption und Zelladhédsion basieren auf
Polymerfilmen. Diese werden durch Schleuderbeschichtung (spin coating), Plasma-
Abscheidung oder Polymerisation ausgehend von  oberflichengebundenen
Startermolekiile!'* auf ein Substrat aufgetragen. Ein genereller Vorteil von Polymer-
Beschichtungen ist ihre Kompatibilitdt mit verschiedenen Substraten, wihrend SAM-
Bildung spezifisch fiir Molekiil-Substrat-Kombinationen ist.!"'® Es ist eine Vielzahl von
hydrophil, hydrophob, geladenen und ungeladenen Homo- und Copolymeren bekannt,
die stabil gegeniiber Austauschreaktionen sind und, in speziellen Fillen, ein reversibles
Schalten von Oberflicheneigenschaften ermdglichen. 4! 145 146]

Dem stehen die auf ihrer spontanen Bildung basierenden SAM gegeniiber.
Obwohl die Stabilitdt der polymeren Systeme tendenziell mit ihrer Haltbarkeit von
mehreren Tagen bis zu Wochen fiir ldngerfristige Experimente und kommerzielle
Zwecke sehr interessant sind, besitzen SAM-Systeme besonders in der
Grundlagenforschung grofle Vorteile. Zum einen werden sie leicht unter
thermodynamischer Kontrolle gebildet und zum anderen wird die Monoschichten-
Struktur durch die Eigenschaften der organischen Adsorbat-Molekiile und der
Substratoberfliche bestimmt. Die Grenzschicht einer SAM definiert sich durch die
funktionale Endgruppe des Thiols. Wegen der monomolekularen Natur der SAM stehen
strukturelle Informationen von einem kleinen Ausschnitt reprasentativ fiir die gesamte
Monoschicht.

Die Struktur von Polymerfilmen hingegen ist kinetisch kontrolliert, d. h.
Verarbeitungsbedingungen miissen akribisch iiberwacht werden, um die statistische
Verteilung der Polymerkettenldngen und andere strukturelle Details zu gewihrleisten.
Im Gegensatz zur monomolekularen Natur der SAM, koénnen Polymerschichten lokal
signifikante Unterschiede in der Oberflaichenkonzentration der spezifischen
funktionellen Gruppen aufweisen. Post-Funktionalisierung und Modifikation ist bei
beiden Systemen moglich, jedoch konnen die SAMs auch mit ihren reaktiven

Endgruppen definierter genutzt werden. Die Reaktionen konnen lokal z. B. durch
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elektrochemische Reaktionen einer Mikroelektrode ausgelost werden. Dariiber hinaus
sind SAM-Systeme im Gegensatz zu Polymerfilmen leichter strukturell zu
charakterisieren z. B. durch Verfahren wie der polarisations-modulierten Infrarot-
Reflektions-Absorptions-Spektroskopie  (PM-IRRAS).'*  SchlieBlich wurden vor
kurzem zunehmend neue Konzepte fiir die Langzeitstabilitit von SAM-Systemen fiir
die Zellkultivierung vorgeschlagen, um damit ihren groften Nachteil gegeniiber den

8] Hierfiir synthetisierte man neue Amid-Glykol-

Polymerfilmen auszugleichen.!
Monomere, welche zellresistente diinne Schichten bilden. Diese chemisobierten auf den
freien Stellen von Au-Substratoberflichen, welche zuvor mit Hilfe des pCP mit
Hexadecanthiol (fiir Zelladhédsion) strukturiert wurde. In Zellkultur blieben die

resultierenden gemusterten Zellsubstrate bis zu 35 Tage erhalten.
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3 Lokale Mikrostrukturierung von Oberflichen

3.2 Elektrochemische Rastermikroskopie

Der Begriff Rastersondenmikroskopie (SPM, scanning probe microscopy) fasst alle
Arten von Mikroskopiemethoden zusammen, bei denen die Wechselwirkung einer
Probe und einer lokalen Messsonde in Abhdngigkeit des Ortes sequentiell gemessen
wird. Damit unterscheiden sie sich von den konventionellen Mikroskopie-Methoden
(wie Lichtmikroskopie) bei denen ein Bild simultan aufgezeichnet wird. Dariiber hinaus
lassen sich mit diesen Techniken dynamische Oberflichenmodifizierungen herstellen
und charakterisieren. Besonders populdre Repridsentanten der Rastersondenmethoden
sind das Rastertunnelmikroskop (STM, scanning tunneling microscope), "1 das
Rasterkraftmikroskop (SFM, scanning force microscope),'*> '**! das optische Raster-

)[152]

nahfeldmikroskop (SNOM, near-field scanning optical microscope und das elektro-

chemische Rastermikroskop (SECM, scanning electrochemical microscope).? 1%

Die elektrochemische Rastermikroskopie stellt ein michtiges Werkzeug zur
Untersuchung und Erzeugung von Strukturen und Prozessen in der Gréenordnung von
Mikrometern und kleiner dar. Es wurde in den 80er Jahren durch die Gruppe von Allen
J. Bard!™ in die Elektrochemie eingefiihrt und bis heute hat die Anzahl der SECM-
beinhaltenden wissenschaftlichen Publikationen stetig zugenommen (Abb. 7). Die
Vielseitigkeit dieser Methode gestattet die Untersuchung eines breiten Spektrums an
Prozessen, angefangen von Metallkorrosion!* ' bis zum Stoffwechsel einzelner

[16] Eine Reihe von allgemeinen Reviews und Biichern iiber diese

5, 6,86, 157, 158]

lebender Zellen.
Technik sind publiziert.!

Bei dieser speziellen Form der Rastersondenmikroskopie wird der an einer
Ultramikroelektrode (UME) generierte Faradaysche Strom in Elektrolytldsung
gemessen, wihrend die UME iiber einer Substratoberfldche gehalten oder bewegt wird
(,,abrastern®). Diese UMEs konnen in verschiedenen Formen der aktiven Elektroden-
oberfliche wie Ringe, Tropfen, Drdhte, Scheiben oder Arrays hergestellt werden.
Notwendig fiir ihre elektrochemischen Eigenschaften ist, dass eine Dimension der
aktiven Fliche kleiner als 25 pm ist."™ Jedoch werden in der Literatur SECM-
Experimente iiberwiegend mit scheibenformigen UMEs mit einem aktiven
Elektrodenradius in der Grdéfenordung von mehreren Nanometern bis zu 25 pm
durchgefiihrt, weil sie die beste Empfindlichkeit aufweisen. Diese UMEs sind kleiner

als der von geldsten Molekiilen innerhalb der Zeitskala des Experiments. So bildet sich
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innerhalb des Bruchteils einer Sekunde ein hemisphdrisches, stationires

Diffusionsprofil aus. Der hieraus resultierende Diffusionsgrenzstrom it in der

Volumenphase der Losung bei quasi unendlichem Abstand zum Substrat ergibt sich
aus:'*]

itw=gnFDc*rr 4)

Hierbei steht n fiir die Anzahl der pro Formelumsatz libertragenen Elektronen, F

fiir die Faraday-Konstante, D flir den Diffusionskoeffizienten, c* fiir die Konzentration

des Reaktanden in der Volumenphase der Losung und rp fiir den Radius der

scheibenformigen aktiven Elektrodenoberflache. Der Geometriefaktor g nimmt fiir eine

scheibenférmige Elektrode in einer unbegrenzt ausgedehnten Isolatorschicht den Wert 4

[161] it 1st relativ unabhingig von dem Radius der isolierenden Ummantelung, 7gias.

an.
Ferner ist der gemessene Sondenstrom relativ immun gegen Konvektion, da der
Transport der Reaktanden an die kleine Scheibe durch Diffusion recht groB ist
(ca. D ¢/ ry).

Abbildung 5 zeigt verschiedene Darstellungen solcher UMEs, wobei
Abbildungsteil A) rr und 7y, in der schematischen Seitenansicht darstellt. In der
Literatur wird héufig das Verhdltnis RG = rgjos / 1 verwendet. Je nach Parameterwahl
bei der Herstellung und nach Verwendungszweck konnen UMEs unterschiedliche
Glasisolierungen (Abb. 5B) aufweisen. SchlieBlich kann eine CLSM-Aufnahme der
Stirnseite eine Pt-UME als hellen Punkt in der Mitte der Abbildung darstellen. Die

UME wird eingefasst von einer Glasisolierung (Abb. 5C).

A)

Abb. 6. Ultramikroelektroden. A) Schematische Seitenansicht, B) Foto von drei Pt-
UMEs (jeweils rr = 12.5 um) von der Seite, C) CLSM-Reflektionsbild einer Pt-UME

von unten.
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Die oben genannten wichtigen physikalischen Eigenschaften bedeuten, dass eine
UME, die als bewegte Messsonde zum Einsatz kommt, als stationédres System (steady-
state) behandelt werden kann. Deswegen ist es nicht verwunderlich, dass mit der
Einfiihrung der UME in der Elektrochemie der Weg fiir die Entwicklung des SECM
bereitet wurde. Dies verdeutlicht auch Abb. 7, in der die Anzahl der wissenschaftlichen
Publikationen aufgelistet sind, welche die Schlagworte ,,Scanning electrochemical

microscopy* oder ,,Ultramicroelectrode® beinhalten.

1404 mm "Scanning electrochemical microscopy”

120d [_1"Ultramicroelectrode"

100 4
80 1

60

40

201

S D
1960 1970 1980 1990 2000 2010
Jahr

Anzahl der Publikationen

Abb. 7. Wissenschaftliche Publikationen beinhaltend ,,Scanning electrochemical

microscopy* oder ,,Ultramicroelectrode®. (Quelle: SciFinder® Stand 05.03.2013)

Fir gewohnlich wird die UME als Arbeitselektrode (WE1) in einem Drei-
Elektroden-Aufbau (mit Referenzelektrode (RE) und Gegenelektrode (CE)) verwendet.
Abb. 8 zeigt schematisch den generellen Aufbau eines SECM. Das zu untersuchende
Substrat kann auch polarisiert und als zweite Arbeitselektrode (WE2) genutzt werden.
Es kann sich dabei um einen Festkorper (Glass, Metal, Polymer, katalytische
Oberflachen, biologisches Material) oder eine Fliissigkeit handeln wie z. B. Quecksilber
oder ein nicht mischbares Ol. Mittels Elektrolyse an der UME erzeugt die Sonde aus
dem in der Losung enthaltenen Mediator eine reduzierte oder oxidierte Form der redox
aktiven Spezies. Der resultierende Faradaysche Strom wird als Funktion des Ortes

erfasst.
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Die Eigenschaften der Oberflidche (z. B. kinetisch inert oder elektrisch leitend)
konnen das Messsignal der UME storen. Diese Storungen lassen sich quantitativ
beschreiben und bieten detaillierte lokale Informationen iiber die Natur oder die
Eigenschaften der Oberfliche. AD/DA-Karten steuern den Potentiostat sowie das

Positioniersystem und verarbeiten die experimentellen Daten.

3(2 6/ N -
d] __rta ! |
N\ / — 5
ny__ b=
——

Abb. 8. Schema des generellen Aufbaus eines SECM. 1) Scheibenformige ampero-
metrische UME, 2) Referenzelektrode 3) Gegenelektrode, 4) Potentiostat, 5) elektro-
chemische Messzelle mit Substrat, 6) Positioniersystem, 7) Steuerung und Daten-

erfassung iiber PC und AD/DA-Karte.

Abbildungs- und Modifikationsexperimente am SECM koénnen z. B. im
Feedback-Modus, Direktmodus oder auch im Generator-Kollektor-Modus durchgefiihrt
werden. Da in dieser Arbeit ausschlieSlich der Feedback-Modus verwendet wurde, soll

dieser im néchsten Kapitel beschrieben werden.
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3.2.1 Feedback-Modus

In dieser Arbeit wurde fiir die Modifizierungen und anschlieBenden Charakterisierungen
der Oberflidchen vor allem der Feedback-Modus (FB-Mode) verwendet. Hierbei enthélt
die Leitelektrolytlosung eine Redoxform eines quasi-reversiblen Redoxpaares, dem
Mediator. Diese Spezies dient als Elektroneniibertrager. Im Folgenden wird die
reduzierte Form des Mediators als R und die oxidierte Form als O bezeichnet. Das
generelle Prinzip des FB-Mode ist in Abb. 9 schematisch darstellt. Es wird zwischen
drei Féllen unterschieden: Die UME ist weit von der Substrat-Oberfldache entfernt (Abb.
9A), die UME befindet sich in der Nihe einer leitenden (Abb. 9B) oder isolierenden
(Abb. 9C) Probenoberfliche. Wenn ein ausreichend positives Potential (grofer als das
Formalpotential des Mediators) zwischen UME und Referenzelektrode anliegt, erfolgt
an der UME die Oxidation von R:
R>O0+ne (I11)
Die hemisphédrische Diffusion von R zur Oberfliche der UME begrenzt die
resultierende Stromstirke (Abb. 9A). Befindet sich die UME mehrere Elektroden-
durchmesser von der Substratoberfliche entfernt, betragt it = it ... Wird die UME nun
im Abstand von einigen Elektrodenradien zu einer leitenden Oberfliche wie Gold
positioniert, so kann die mikroelektrochemisch oxidierte Spezies O an der
Substratoberfliche reduziert werden.
O+ne 2R Iv)
Durch diesen Vorgang wird ein zusétzlicher Fluss von R zur UME erzeugt, was
eine Erhohung des Sondenstroms verursacht. Diesen Effekt bezeichnet man als
»positiver Feedback® (Abb. 9B). Je geringer nun der Arbeitsabstand d, desto grofer
wird it (Abb. 10). Sollte jedoch das Substrat ein elektrischer Isolator wie Glas oder eine
inerte Oberflidche sein, entfdllt die Regeneration des Mediators (Abb. 9C). Das Substrat
behindert dann die Diffusion von R aus der Volumenphase der Losung wodurch it mit
abnehmenden d abnimmt (Abb. 10). Dieser Vorgang wird folglich ,negativer

Feedback® genannt.
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A) B) C)
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Abb. 9. Generelles Prinzip des Feedback-Modus. A) Die UME ist weit von der
Oberflache entfernt. B) Positiver Feedback: Spezies R wird auf Oberfliche regeneriert.
C) Negativer Feedback: Diffusion von R wird durch die Probenoberfldche behindert.

Insgesamt bestimmen die Geschwindigkeit der Regeneration des Mediators und
der Arbeitsabstand d die GroBe von ip. Umgekehrt liefert die ir-d-Kurve
(Anndherungskurve) Informationen iiber die Kinetik der Reaktion am Substrat. Bei
Annéherungskurven wird der normierte Sondenstrom It (It = it / it) als Funktion des
normierten Abstandes L (L = d / rr) aufgetragen. Diese Kurven kénnen auch durch
numerische Simulationen erhalten werden (Abb. 10).

Durch die Losung des Diffusionsproblems mit Hilfe von verschiedenen
numerischen Methoden wurden bei konstantem »r und gegebenen d der Wert von it fiir
die beiden Grenzfille (1. unbegrenzt ausgedehntes, inertes und isolierendes Substrat
und 2. diffusionskontrollierte Mediatorregeneration) erhalten.® 2% 102164 e
Simulationen fiir verschiedene d lassen sich fiir die beiden Grenzfélle durch analytische
Naherung beschreiben. Nahert sich eine UME mit RG = 10.2 einer inerten, isolierenden

Probenoberfliche an, wird der resultierende Strom durch Gl. 5 beschieben.!'*¥

i 1
IT,ins(L)z .T =

It {kl + kLz + k; exp (kL“H

ki, k2, ks und k4 stehen fiir Konstanten, die abhidngig von RG sind. Fiir einen RG

)

von 10.2 gilt:
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()= = ! ©)

"o {0.40472 + 1'6(2185 + 0.58819exp(_ 2'3L7 294”

(Fehler von 1 %, Giitigkeitsbereich L: 0.4-20)

Im Fall der diffusionskontrollierten Mediatorregeneration wird an einer UME
mit RG =10.2 der gemessene Sondenstrom, also das maximal mogliche Signal, bei

einem gegebenen d durch Gl. 7 gut erfasst.['®"

]T,cond(L)z.lekl +kf+k3 exp(kf) (7)

lT,oo

Nach Einsetzen der Konstanten k; bis k4 ergibt sich dann:

IT,cond(L) = i = 072627 + 07i651 =+ 026015 exp (#j (8)

lT,oo
(Fehler von < 0.3 %, Giitigkeitsbereich L: 0.1-200)

Abbildung 10 zeigt fiir RG = 10.2 die simulierten Strom-Abstandskurven fiir die
beiden Grenzfille. Das Symbol o steht hier fiir den ersten Fall des inerten und
isolierenden Substrates, z. B. eine Glasoberflache (negativer Feedback) und A fiir den
zweiten Fall der diffusionskontrollierten Mediatorregeneration an der Substrat-
oberfliche (z. B. Gold). Hierbei ist zu beachten, dass die resultierenden Kurven fiir
ebene, unendlich ausgedehnte Proben einheitlicher Reaktivitit abgeleitet wurden. Wenn
fiir den Radius der untersuchten Substratregion

rep 27 +1.5d ©))

gilt, dann stimmen die experimentelle Daten gut mit den simulierten Messpunkten
iibereinander. Ist die untersuchte Region kleiner, liegt it zwischen den gezeigten
Grenzfillen (Kurven o und A) in Abb. 10.'%'%") Dies ist auch der Fall, wenn die
Regeneration des Mediators an einer Substratoberfliche mit einer endlichen Reaktions-
geschwindigkeit (finite kinetic) stattfindet. In Abbildung 9 ist eine Strom-
Abstandskurve (0) an einer Substratoberfliche mit einer solchen endlichen Reaktions-
geschwindigkeit eingezeichnet (RG = 10.2, rr =12.5 um). Néhert sich eine UME bis auf
wenige L dieser Oberfliche an, ist die Mediatorregeneration schnell genug, um dem
Diffusionstransport von R und O zu erfassen. Daher steigt /T mit abnehmenden L
zunidchst an. Nimmt der Arbeitsabstand dagegen immer weiter ab, ist auch der
Diffusionsweg von O und R innerhalb der diinnen Elektrolytschicht zwischen UME und

Substrat immer kiirzer. Die daraus resultierende beschleunige Transportgeschwindigkeit
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von O und R ist jedoch nicht auf die Regenerationsreaktion zur Substratoberfldche mit
endlicher Kinetik angepasst, weshalb Ir bei weiterer Verringerung von L wieder

abnimmt.

IT=:Tlgﬂ

L=d/g

Abb. 10. Simulierte Strom-Abstandskurven mit einer UME (RG = 10.2) fiir den
positiven (A) und den negativen Feedback (o). Der Berechnung liegen Niherungs-

[164.167] 1yje dritte Strom-

formeln zugrunde, die sich aus digitalen Simulationen ergeben.
Abstandskurve (o) wurde an einer Substratoberfliche mit endlicher Reaktions-

geschwindigkeit eingezeichnet (RG = 10.2, rr =12.5 um, k= 0.5).
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3 Lokale Mikrostrukturierung von Oberfldichen

3.3 Elektrochemische Rastermikroskopie als Werkzeug fiir Mikro-
strukturierung

In der frithen Entwicklungsphase des SECM wurde erkannt, dass durch den Einsatz
einer UME der Elektronentransfer in der Néhe leitender Oberflichen auf einen
schmalen Bereich beschriinkt werden kann.™ 1% 191 Aus dieser Beobachtung wuchs die
Idee, die Messsonde des SECM auch fiir chemisch vielfiltige und definierte
Oberflichenmodifikationen einzusetzen. Das Spektrum von Reaktionen, die

891 sowie

[17]

angewendet wurden, reicht von der Abscheidung und Atzung von Metallen

3,

Halbmetallen!” 'Y bis zur Mikrostrukturierung von Filmen aus Polymeren,

7% ynd Biomolekiilen.!"”!! Dabei kann das SECM sowohl zur Erzeugung als

Enzymen[
auch zur funktionalen Charakterisierung verwendet werden. So ist es nicht
verwunderlich, dass eine signifikante Anzahl publizierter Arbeiten sich mit diesem
Thema auseinandersetzen und zusitzlich viele spezielle Ubersichtsartikel vorliegen.!'”

Mogliche Techniken zur lokalen mikroelektrochemischen Oberflachen-
modifikation sind in Abb. 11 schematisch darstellt: Zum einen besteht die Moglichkeit,
Auflésungsprozesse an einer Oberfliche durch lokale elektrochemische Erzeugung
eines Atzmittels auszuldsen (Abb. 11A). Auf diese Weise wurden beispielsweise

[172 18] selektiv gedtzt. Zum anderen kann man bei

Kupfer-"'"# und Polymer-Oberflichen
dieser Vorgehensweise im FB-Mode auch Reaktanten elektrochemisch erzeugen,
welche eine chemische Abscheidung bzw. Umwandlung von diinnen Oberfldchenfilmen
einleiten (Abb. 11A). So gelang es der Gruppe um Mandler, Sol-Gel-Filme auf leitende
sowie nicht leitende Oberfldchen und Metalle lokal abzuscheiden.!'" ']

Eine weitere Herangehensweise besteht in der Storung eines eingestellten
heterogenen Gleichgewichts (Abb. 11B). Dies kommt z. B. zur Erforschung der
kinetischen Prozesse von Desorptions- und Aufldsungsreaktionen zum Einsatz. Dabei
wird das Gleichwicht zwischen einem lonenkristall und der umgebenen geséttigten
Losung durch elektrochemischen Verbrauch eines gelosten Gleichgewichtspartners so
gestort, dass der Kristall sich auflost.['®7- 17417¢]

Bei der Nutzung der UME als mikroskopische Gegenelektrode (Direktmodus,
direkt mode) beruht die Modifikation der Oberfliche nicht auf der Diffusionsschicht
sondern auf dem lokal erzeugten elektrischen Feld (Abb. 11C). Durch die Ausnutzung

177]

dieser Technik gelang es Mandler et al """ erstmals Graphen-Mikrostrukturen auf
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leitenden Oberflichen durch lokale elektrochemischer Reduktion von Graphen-Oxid

herzustellen. Der Direktmodus eignet sich auch, um lokal Biopolymere wie Chitosan als
[178]

Matrix fiir Enzymimmobilisierung abzuscheiden.

o 7
R 0 w R o o
g % \E 3
S)
Pe. R o) Pe Rz 0* \J

Substrat\____/ Substrat\_AB_/ Substrat\iy ||

Abb. 11. Mogliche Techniken zur lokalen mikroelektrochemischen Oberfliachen-

modifikation. A) Lokale Erzeugung eines Atzmittels oder eines Reaktanten zur
chemischen Abscheidung, B) lokale Storung eines eingestellten heterogenen

Gleichgewichts, C) Nutzung der UME als mikroskopische Gegenelektrode.

In dieser Arbeit steht vor allem die lokale Modifikation von Au-OEG-Substraten
durch mikroelektrochemische Erzeugung von Br, im Vordergrund. Als erstes nutzten
Mandler et al.!'> ! die mikroelektrochemische Oxidation von Br’, um mit dem lokal
erzeugten Br, Silizium und GaAs-Oberfldchen gezielt zu dtzen.

2Br > Br,+2¢ V)

In alkalischen und neutralen Losungen folgt die Disproportionierung des Br,.["*"
(Die elektrochemischen Modifikationen in dieser Arbeit fanden iiberwiegend in sauren
0.5 M H;SO4-Losungen statt.)

Br, + H,O - HBr + HOBr (VD)

Durch Verdnderung des Arbeitsabstandes d, der Pulsdauer ¢ oder des
mikroelektrochemischen Sondenstroms it wurde die Groe des modifizierten Bereichs

81811 Djes wurde z. B. fiir die Polymer-Abscheidung!'”! oder Deaktivierung

[180]

rs gesteuert.!

von immobilisierten Enzymen genutzt. Kaji et al.?® '™ ' yerwendeten die
mikroelektrochemische Erzeugung von Bry/HOBr fiir die Denaturierung des

zellabweisenden Proteins Albumin. Hierflir wurde eine Schicht Albumin durch
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3 Lokale Mikrostrukturierung von Oberflichen

physikalische Adsorption auf ein Glassubstrat gebunden. Danach erfolgte die
elektrochemische Erzeugung von Br,/HOBr mit Hilfe einer UME, wodurch das Protein
im Einflussbereich des Atzmittels denaturierte und so seine zellabweisenden
Eigenschaften verlor. Nach der Zelladhédsion an den modifizierten Regionen konnte eine
erneute Modifizierung vorgenommen werden, um eine zweite Zellkultur® anzusiedeln

[182]

oder Zellmigration zu induzieren. Neben Br/HOBr kamen auch stark reaktive

Systeme wie Ag(I)/Ag(Il) und NO;*/NOs™ oder kurzlebige Hydroxyl-Radikale zum
Einsatz, um organische Filme zu oxidieren.* #4156

Auch Zhao et al.?'"**! nutzten die mikroelektrochemische Oxidation von Br, um
eine Oligo(ethylenglykol)-terminierte SAM (OEG-SAM) fiir die Zelladhdsion zu
aktivieren. In Abbildung 12 ist diese Technik schematisch erldutert. Das reaktive
Bry/HOBr diffundiert von der UME durch das Losungsvolumen zur Au-OEG-SAM-
Oberfliche und verursacht dort eine chemisch gut definierte Transformation des
organischen Filmes. Eine anschliefende Charakterisierung durch FB-Mode-Messungen
ergaben eine hohere Permeabilitit der SAM fiir Redoxmediatoren wie [Ru(NH;)q]*". Sie
wurden an der unterliegenden Au-Substratoberfldche regeneriert. Lichtmikroskopische
Bilder dieser Regionen nach einem Tag in Zellkultur zeigten die selektive Adhdsion von
Zellen (Abb. 12A). Abbildungsteil 12B) stellt eine SECM-FB-Mode-Aufnahme eines
durch elektrochemisch erzeugtes Br,/HOBr (verschiedene d und ¢) verdnderten Au-
OEG-Substrates dar. Durch die gesteigerte Durchldssigkeit der modifizierten Regionen
war der Sondenstrom gegeniiber der nicht modifizierten Fliche deutlich erhoht. Auf den
modifizierten Stellen siedelten nach 24 h Kultur Zellen wie z. B. OLN-93-Zellen!"*” an
und fiillten diese Bereiche vollstindig aus (Abb. 12C). 8] Es wurde angenommen,
dass wéhrend der elektrochemischen Transformation der Schicht der OEG-terminierte
Rest mit dem Br,/HOBr in Stufen abreagiert (Abb. 12D). Diese Annahme wurde durch
Messung an groB3flichig modifizierten, deuterierten OEG-SAM-Substraten mit Hilfe der
PM-IRRAS gestiitzt.”> '*") Mit Hilfe des SECM war es dariiber hinaus méglich, in vivo

Post-Modifikationen von Zellsubstraten wie Ansiedlung von zwei Co-Zellkulturen!*' **!

[188]

und die Untersuchung von Zellmigration' ™ zu realisieren.
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Abb. 12. Schematische Darstellung der lokalen Oberflichenmodifikation von Au-OEG

durch die mikroelektrochemische Erzeugung von Br,. A) Schema der mikroelektro-
chemischen Modifikation, Charakterisierung im FB-Mode und Zelladhdsion B) SECM-
FB-Mode-Aufnahme der mikroelektrochemisch strukturierten OEG SAM auf Au-
Substrat, C) Lichtmikroskopische Aufnahme (von B)) nach 24 h Zelladhdsion von
OLN-93-Zellen®*, D) Schema des Modifikationsvorgangs auf molekularer Ebene.
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Durch die Variation der Pulslidnge ¢ und des Arbeitsabstandes d kann die Grof3e
der modifizierten Region eingestellt werden. Dies zeigt Abb. 13, die eine SECM-FB-
Mode Aufnahme nach lokaler Transformation von Au-OEG-SAM durch mikro-
elektrochemisch erzeugtes Br,/HOBr darstellt. Der Radius der UME betrug
rr=12.5 um. Zur Modifizierung wurden folgende Parameter verwendet: #/s = (5, 10,
20, 30) und d/pm = (5, 10, 15) (s. a. Parameter: Abb. 13B). Es ist klar erkennbar, dass
geringe Mengen von Br,/HOBr (z. B. durch 5s Puls) ausreichen, um dauerhafte
Defekte in der OEG-Monoschicht zu erzeugen. Bei gleichbleibenden ¢ wéchst der
Radius der modifizierten Flache rs mit steigendem d (Abb. 13A, 1. - 3. Reihe von unten,
senkrecht nach oben und Abb. 13A 4. Reihe von unten, von links nach rechts). Wird d
konstant gehalten, steigt s mit der Lange von ¢ (Abb. 13A, 1.-3. Reihe von unten,

horizontal von links noch rechts).

A) T B)
A & A & 4

800 - -5.2 o ® ® ® ® o

d= 5um| |d=10pm| |d=15pm
slp ...... 56 @ e]|e eo]|le el d=15um

-
40[}’.. ....k t=10s t=20s t=30s
-6.0

o o|l|e eo||le e d=10um

!'.'.u 654 lle eo||® e||l®e e d=5um

200 400 600 800 1000
X/ pm i/ nA
Abb. 13. Abhdngigkeit der Strukturbreite von den Modifikationsbedingungen. A)
SECM-FB-Mode-Aufnahme einer mikroelektrochemisch strukturierten Au-OEG-OH-

SAM auf Au-Substrat, B) Modifikations-Parameter von o und £.!**!

y / pm

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Mikrostrukturen dieser SECM-FB-Mode-
Modifizierung zu verkleinern. Dies ist z. B. flir die Zellbesiedelung von einzelnen
kleinen Zellen wie Bakterien [#/um (2 —10)] sehr interessant. Da aber schon beim
kleinsten Puls und beim niedrigsten Abstand eine Flache mit s > 25 pm verandert wird,
musste eine Mdglichkeit gefunden werden, die elektrochemische Reaktionszone von

Br,/HOBEr signifikant zu verkleinern.
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3.4 Kopplung heterogener und homogener Reaktionen zur
Verbesserung der elektrochemischen Mikrostrukturierung

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, soll in dieser Arbeit die laterale Auflosung der
Oberflachenmodifikation von OEG-SAM durch das SECM verbessert werden. Dabei ist
zu bedenken, dass diese sowohl bei der Modifizierung (wie auch bei der anschlieBenden
Charakterisierung) durch die Ausdehnung von Diffusionsschichten begrenzt wird.
Folglich existieren grundsétzlich zwei Wege, die Auflosung zu verbessern, d.h. die
Verkleinerung der mikroelektrochemisch entstehenden Muster zu erreichen:™”
1. Miniaturisierung der Messsonden
2. Einsatz eines Fiangermolekiils (auch Opferagenz, engl. scavenger), um die
ungerichtete Diffusion der mikroelektrochemisch erzeugten Spezies
einzugrenzen (,,chemische Linse“,[33] CELT[34])

Bei Verwendung der ersten Methode werden UMEs mit kleinerem aktivem
Elektrodenradius hergestellt. Es kommen UMEs mit 71 in der Grof3enordnung von nm
zum Einsatz, deren Herstellung aufwendiger als die groBerer UMEs sind.["®” Durch die
kleinere Fliche ist die elektrochemisch erzeugte Reaktionsschicht deutlich kleiner als
bei groBeren UMEs (r1: 5 — 50 um). Gleichzeitig gestaltet sich aber die Positionierung
einer solchen miniaturisierten UME schwieriger, da diese auf Grund der kleineren
Diffusionsschicht ndher an die Substratoberfliche gebracht werden muss, um einen
Effekt bei der Modifikation zu erzielen. Dies konnte mit Hilfe einer feineren
Positionierung unter Ausnutzung von Scherkriften (shear force) erfolgen.!'™
Unabhéngig von der Grofle der UME konnen auch Reste des an der UME erzeugten
Atzmittels nach dem Modifikationsprozess in der Losung verbleiben und so weitere
Flichen unbeabsichtigt verdndern.”*”!

Alternativ zur Miniaturisierung lassen sich Fangermolekiile einsetzen, die selber
nicht an der Substratoberfliche oder an der UME reagieren, aber in eine schnelle
homogene Reaktion mit den mikroelektrochemisch erzeugten Reagenzien eintreten.
Hierdurch wird eine Einschniirung der Reaktionszone in der Nidhe der UME erreicht,
welche die Expansion des Reaktanten begrenzt und den Ubergang zwischen
modifizierter und unmodifizierter Oberfliche verkleinert.!'” ** ' Dieser fokussierende

Effekt der Diffusionsschicht wurde als erstes von Heinze et al.l*”! als ,,chemische Linse*

bezeichnet. In Abbildung 14 ist schematisch die Verwendung der ,,chemischen Linse*
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fiir die lokale elektrochemische Abscheidung von Ag im SECM-FB-Mode skizziert.

Durch die mikroelektrochemische Oxidation von NO, wird in der Ndhe der UME ein

pH-Gradient erzeugt, in dem der Komplex [Ag(NHs),]" zu Ag' reagiert. Letztere

Reaktion steht in einen Gleichgewicht.

NO, +H,0 > NO;y +2H +2¢ (VID)

[Ag(NH3),]"+2H" == Ag' +2NH," (VIII)

Ag" diffundiert durch das Losungsvolumen und wird dann an einer Au-
Oberfléche reduziert und als Silber abgeschieden.

Ag+e > Ag (IX)

UME:
NO, + H,O =>NO, +2H +2 ¢

Lésung:
[Ag(NH.,),] +2H == Ag" + 2 NH,”

Goldsubstrat:
Substrat Ag' +e—> Ag

Abb. 14. Verwendung der ,,chemischen Linse* fiir die lokale elektrochemische Ab-
scheidung von Ag im SECM-FB-Mode (schematische Darstellung nach Borgwarth et
al.’%h,

Die maximale Konzentration von H" und Ag" ist in der unmittelbaren Nihe der
Elektrode zu erwarten. In groBerer Entfernung der UME wird die Ag'-Konzentration
durch die Abnahme des pH-Wertes und Anwesenheit von NH3, welches im Uberschuss
in der Messlosung vorliegt, durch die Komplexierung zu [Ag(NH;3),]" verringert.
Demzufolge nehmen die Lebensdauer und damit die Konzentration von Ag” durch die
schnelle homogene Reaktion mit zunehmender Entfernung von der UME stark ab,
wodurch schmalere, scharf abgegrenzte Ag-Strukturen entstehen. In diesem Fall wird
NH; als Fingermolekiil bezeichnet.”* ** * Da die homogene Fingermolekiil-Reaktion
schnell genug ist, ist die Reaktionszone, in der sich die entgegengesetzt diffundierenden
Spezies H" und NH; treffen, rdumlich auf eine sehr diinne Schicht begrenzt. Die

Position der Grenze der Reaktionszone, entsteht genau dort, wo der von der UME
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ausgehende Diffusionsfluss J von H' betragsmiBig gleich dem des NH; aus der
Volumenphase zur UME ist:™"!
JH") = -2J([Ag(NH;),]") (10)
Innerhalb dieser Zone liegt iiberwiegend H™ vor und die Konzentration des
Féngermolekiils ist klein. AuBerhalb ist dieses Verhiltnis umgekehrt. Mit
zunehmendem Abstand zur UME nimmt die Konzentration des Fangermolekiils zu,
wihrend die von H' sich verringert. Hierdurch bildet sich eine scharfe Grenzschicht aus,
mit deren Hilfe es mdglich ist, scharfe Ag-Linien auf Au-Substraten abzuscheiden.!*”’
Fir die Verwendung einer ,chemischen Linse mit einer besonders scharfen
Grenzschicht miissen folgende Parameter beriicksichtigt werden: d, rr, Konzentrations-
Verhiltnis von Mediator und Fangermolekiil und die Kinetik der homogenen Reaktion.
Letzter Parameter spielt fiir die Erzeugung scharfer Abgrenzungen eine besonders
wichtige Rolle. Denn nur schnelle homogene Fingermolekiil-Reaktionen koénnen
verhindern, dass sich die Diffusionsschichten der elektrochemisch erzeugten Spezies
und des Fangermolekiils iiberlappen.”!

Durch die Verwendung von Saure-Base-Reaktionen (eine der schnellsten

bekannten chemischen Reaktion) wurde das Spektrum der einsetzbaren ,,chemischen

24 [35, 36] (7,

Linsen® um das lokale Atzen von Metallen*”! und Halbmetallen sowie Polymer-
11 und Metallabscheidung!'” ** ***) erweitert. Ein Beispiel zur Verbesserung der
Auflosung in der Oberflichencharakterisierung durch das SECM und damit der
Abbildungsqualitit ist ebenfalls bekannt. So verwendeten Wittstock et al.”!! das
Enzym Catalase, um durch katalytische Disproportionierung die Lebensdauer von H,O5,
welches vom untersuchten Substrat durch immobilisierte Glucosidase gebildet wurde,
zu begrenzen.

Fiir das starke Atzmittel Br, entwickelten Tian et al.*¥ die so genannte confined
etchant layer technique (CELT). Im Unterschied zur ,,chemischen Linse* kénnen bei
CELT die Fangermolekiile auch an der Elektrode verbraucht werden, wodurch die
fokussierende Wirkung limitiert ist. In den ersten Versuchen verwendeten Tian et al.3*
41, 43] H;AsO;, um die Reaktionsschicht zum Atzen von Halbleitern (Si, GaAs)[34’ 3]
sowie Metallen (Cu, Ni)*! einzuschniiren. Wegen der Toxizitit dieses Fingermolekiils

t[192, 193

wurde es in spateren Arbeiten jedoch durch L-Cystin ersetz ] Dabei werden 5 Br,

pro Formeleinsatz verbraucht:!'**!

40



3 Lokale Mikrostrukturierung von Oberflichen

Fangermolekiil-Reaktion:
5Br, + RSSR + 6 H,0 > 2 RSO;H+ 10 H + 10 Br’ X)
[R = -CH,CH(NH,)COOH)]
Die Diffusionsschichtdicke up der beschriankten Reaktionszone kann mit Hilfe der
homogenen Reaktionsgeschwindigkeitskonstante pseudo-erster Ordnung bestimmt
werden (Gl. 11).°Y Hierbei steht &* fiir die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante

pseudo-erster Ordnung und D, fiir den Diffusionskoeffizienten von Br,.

DBrz
Ho =\ (11)
Tabelle 3 zeigt eine Zusammenfassung der bekanntesten Systeme fiir die

Oberflichenmodifizierung mit Hilfe der CELT und der ,,chemischen Linse*.

Tab. 3. Bekannte Systeme von CELT und ,,chemischer Linse*

Reaktion an der UME/ Substrat Fangermolekiil Ref.
Werkzeugelektroden Atzen/Abscheiden
NO, + H,0 > Ag NH; 117,33, 38, 30]
NOs +2H +2¢ Ni KOH 24
Cu Na,CH,(COO), [40]
Polythiophene NaHCO; 371
ZnO/ITO Tris(hydroxymethyl)- 3]
aminomethan
Ti6Al4V NaOH el
ClOs +H,0 > Ti6Al4V NaOH el
ClO,y +2H +¢
2Br 2 B, +¢€ GaAs, Si, H3AsO; 34,431
Cu, Ni H3AsO; .
GaAs, Si L-Cystin (192, 193]
ANO, +4H,O+6¢ > Amino-Aryle NaNO, + HC1 (190]
ArNH, + 6 OH
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In vorangegangenen Arbeiten war die Verbesserung der Mikrostrukturierung

1.4 die ,,chemische Linse*

von SAMs von sekunddrem Interesse. So setzten Utheil et a
nur flr die Abscheidung von Ni auf Au-Oberfldchen ein, auf denen im Anschluss SAMs
selektiv adsorpierten. In dieser Arbeit soll L-Cystin und das noch fiir diesen Zweck
unbekannte Cystamin als Féngermolekiil eingesetzt werden, um die Oberfldchen-

modifikation von OEG-SAMSs zu verbessern.
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4  Experimentelles

4.1 Allgemeine Materialien, Chemikalien und Geriite

Alle Chemikalien wiesen die Reinheitsstufe ,,zur Analyse® auf und wurden ohne weitere
Aufreinigung eingesetzt. Alle in dieser Arbeit verwendeten Losungen, mit Ausnahme
der ethanolischen OEG-SAM-Losungen, wurden mit deionisiertem Wasser aus der
hauseigenen Reinstwasseranlage ELGA PureLab Classic UV (Celle, Germany)
angesetzt. Allgemein verwendete Chemikalien und Materialien sind in Tab. 4
aufgelistet. Die pH-Werte von Pufferlosungen und Messlosungen wurden mit Hilfe
eines pH-Meters (605 pH-Meter, Metrohm AG Herisau, Schweiz) tiberpriift und
gegebenenfalls durch Zugabe einer 1 M Natronlauge bzw. 1 M Schwefelsidure

korrigiert.

Tab. 4. Allgemein verwendete Chemikalien und Materialien

Chemikalie/ Material Chemische Formel Hersteller

(Reinheit)

Natriumacetat (99 %) NaC,H30; Fluka, Deutschland

Ethanol (> 99.8 %) C,HsOH VWR International, Fontenay-
sous-Bois, Frankreich

Isopropanol (> 99.8 %) C;H,0OH Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Natriumhydroxid (99 %) NaOH Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Natriumdihydrogenphosphat NaH,PO4 x 2 H,O Fluka, Deutschland

(99 %)

Dinatriumhydrogenphosphat Na,HPO, x 2 H,O Fluka, Deutschland

(99 %)

Platin (Draht) (> 99 %)) Pt Goodfellow GmbH, Bad
Nauheim

Schwefelsdure (> 96 %) H,SO4 Merck, Darmstadt

Silber (Draht) (> 99 %)) Ag Goodfellow GmbH, Bad
Nauheim
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4.2 Detektion von lokalen Reaktionszonen in der Umgebung von

UMESs durch CLSM

Die Tabellen 5 und 6 beinhalten alle Chemikalien, Materialien und Geréte, welche fiir

die Detektion von lokalen Reaktionszonen unter UMEs durch CLSM notwendig sind.

Tab. 5. Verwendete Chemikalien und Materialien zur Untersuchung von lokalen

Konzentrationszonen in der Umgebung von UMEs

Chemikalie/ Material Chemische Formel Hersteller

(Reinheit)

1,4-Benzochinon (> 99.0 %) C¢H4O; Fluka, Deutschland

1,4-Hydrochinon (> 99.0 %) C¢HsO2 Fluka, Deutschland

Kaliumchlorid (= 99.5 %) KCl Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Kaliumnitrat (> 99.0 %) KNO; Merck, Darmstadt

Deckgléser 24 x 42 mm - Menzel-Glaser GmbH & Co.

(Dicke: 0.13 — 0.16 mm) KG, Braunschweig

Tab. 6. Verwendete Gerdte und Software zur Detektion von lokalen Konzen-

trationszonen in der Umgebung von UMEs

Gerit/ Software Hersteller

CLSM Leica TCS SP2 AOBS Leica Microsystems GmbH, Heidelberg
(Leica Confocal Software 2.62)

IDL 6.0 ITT VIS (ehemals RSI Resarch System Inc.)

Die CLSM-Messungen zur Kartierung von lokalen Reaktionszonen fanden
grundsétzlich in einer elektrochemischen Messzelle nach Abb. 5 statt. FEine fiir den
Mikroskop-Aufbau angepasste elektrochemische Messzelle wurde fiir den inversen
CLSM-Aufbau konstruiert, in dem eine angepasste Deckglasscheibe als Boden diente.
Die verwendete Arbeitselektrode war eine Pt-UME (rr = 12.5 um, RG = 10). Als
Quasireferenzelektrode (QRE) diente ein Ag-Draht und als Gegenelektrode ein
aufgewickelter Pt-Draht.
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4.2.1 Untersuchung von lokalen pH-Reaktionszonen in der Nihe von

UMEs

Tabelle 7 listet die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe auf, die zur Detektion von
lokalen pH-Werten am CLSM zum Einsatz kamen. Darliber hinaus sind
Arbeitskonzentrationen, der verwendete pH-Bereich (fiir die Kalibrierung und die
Detektion) und die verwendeten Wellenldngen fiir die Anregung (durch Ar-Laser) und
Fluoreszenzemissionen des jeweiligen Farbstoffes angegeben. Fiir den Indikator 5/6-

Carboxy SNARF®-1 wurden zwei Detektionsbereiche festgelegt.

Tab. 7. Verwendete Indikatoren fiir Fluoreszenzdetektion von lokalen pH-Werten

Farbstoff Hersteller pPK; c Aex Aem
(nutzbarer pH-Bereich) / nM / nm / nm
Sigma- 6.4 10 488 500-535
Aldrich
Chemie
GmbH,
Deutschland
(4.5-8.5)
Invitrogen- 7.5 10 488/514 1. 560-
Molecular 600
Probes™, 2. 620-
Eugene, 660
Oregon,
HOOC
USA
5/6-Carboxy SNARF"-1
(5.5-9.0)
Invitrogen- 5.2 4 458/476 510-550
Molecular
N
O Probes™,
O Eugene,
Oregon,
“N\/\N/\ USA

o]

LysoSensor™ Green DND 189
(3.0-6.0)
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Zwei Systeme kamen fiir die lokale mikroelektrochemische Anderung des pH-
Wertes zum Einsatz: Die Reduktion von Wasser sowie die Reduktion von 1,4-
Benzochinon bzw. die Oxidation von 1,4-Hydrochinon. Ersteres wurde in einer 0.1 M
KNOs-Losung, letzteres in einer 1 —10 mM 1,4-Benzochinon/ 1,4-Hydrochinon-
Losung mit 0.1 M KCI als Leitelektrolyt durchgefiihrt. Als ,,chemische Linse* diente
ein kombiniertes Puffersystem aus gleich konzentriertem Phosphat- und Acetatpuffer
(jeweils 1 — 10 mM). So kann ein moglichst groBBer pH-Bereich abgedeckt werden, denn
der Essigsdure-Acetatpuffer puffert im pH-Bereich 3.7 - 5.7 und der Phosphatpuffer im
pH-Bereich 6.2 - 8.0.

4.2.2 Untersuchung von lokalen Br,/HOBr-Reaktionszonen in der
Niahe von UMEs

In Tabelle 8 sind die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe mit Arbeitskonzentration,

Anregungs- und Emissionswellenldngen aufgelistet, die zur Bestimmung von lokalen

Br;-Konzentrationen am CLSM verwendet wurden. Dabei lag pH 8 in der Messlosung

Vor.

Tab. 8. Verwendeter Fluoreszenzindikator fiir die lokale Bry-Detektion

Farbstoff Hersteller c Aex Aem
/ nM / nm / nm
N Sigma-Aldrich 10 514 570-620
/(:[ :@\ Chemie GmbH,
HO o} o}
Resorufin Deutschland

Zur Messung von Br,-Konzentrationen kam eine Losung von 5, 10 oder 25 mM
KBr-Losung mit einer 0.5 M K,SOs-Losung als Leitelektrolyt zum Einsatz. Fiir
Experimente mit einer confined etchant layer (CEL) wurde L-Cystin in einer

Konzentration von 0 bis 5 mM der Messlosung (5 mM KBr in 0.5 M K,SO4) zugefiigt.
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4.3 Herstellung von Au-OEG-SAM-Substraten

Die Tabellen 9 und 10 beinhalten alle Chemikalien, Materialien und Geréte, welche fiir

die Anfertigung von Au-OEG-SAM-Substraten notwendig sind.

Tab. 9. Verwendete Chemikalien und Materialien zur Herstellung von Au-OEG-SAM-

Substraten

Chemikalie/ Material Chemische Formel Hersteller

(Reinheit)

Chrom (99.7%) Cr Goodfellow Cambridge
Limited, Huntingdon,
GroBbritannien

Gold (> 99.99%) Au Hereaus Precious Metals,

Hanau

(1-Mercaptoundec-11-yl)-
hexa(ethylenglykol)

HS(CH,);;(OCH,CH,)OH

Priparat AG Christoffers,
Oldenburg!"®”

(1-Mercaptoundec-11-yl)-

HS(CHz)l 1(OCH2CH2)OMC

Priparat AG Christoffers,

hexa(ethylenglykol)- Oldenburg!*”!
methylether
Glasobjekttrager - Menzel-Glaser GmbH &

Co. KG, Braunschweig

Tab. 10. Verwendete Gerite zur Herstellung von Au-OEG-SAM-Substraten

Gerit

Hersteller

Tectra MiniCoater mit den

Einzelkomponenten:

Tectra GmbH Physikalische Instrumente,

Frankfurt/M.

Elektronenstrahlverdampfer, Quarz-

mikrowaage Thickness Monitor,

Widerstandsheizung

Ultraschallbad

Bandelin Electronic, Berlin
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Die Glasobjekttrager wurden mit einem Glasschneider in 1.3 —2.5 cm x 2.5 cm
grofle Stlicke zertrennt, mit Reinstwasser und Isopropanol im Ultraschallbad gereinigt
und anschlieBend im Argonstrom getrocknet. Danach wurden sie in einem Tectra
MiniCoater mit 0.5 — 1 nm Chrom und 80 — 100 nm Gold beschichtet. Zwischen dem
Aufdampfen des Chroms und des Goldes durfte das Vakuum nicht unterbrochen
werden. Die Kontrolle der jeweiligen Schichtdicken erfolgte durch die Quarz-
mikrowaage Thickness Monitor. Beim Bedampfen von Chrom wurde ein
Elektronenstrahlverdampfer verwendet. Wéhrend des Prozesses wurden folgende

Parameter eingestellt:

Heizstrom: ca. § mA
Beschleunigungsspannung: 1.5kV
Emissionsstrom: 60 mA
Abstand Quelle-Objekttriger: 19.7 cm
Beschichtungsgeschwindigkeit ca.0.1 nms™

Vor dem Gebrauch wurden etwa 150 mg Gold mit Isopropanol im Ultra-
schallbad gereinigt. Fiir die Aufdampfung von Gold wurde eine Widerstandsheizung

mit folgenden Parametern verwendet.

Spannung;: ca. 8 mA
Schiffchenstrom (Leistung): 1.5kV
Abstand Quelle-Objekttrager: 18.2 cm
Beschichtungsgeschwindigkeit ca.0.5nms”

Die frisch bedampften Objekttrager wurden sofort nach der Entnahme in eine
ethanolische 3 mmol” OEG-Thiol-Lésung gelegt. Zur Ausbildung einer homogenen
selbstorganisierten Monoschicht wurden die Objekttriger etwa 24 h in der Losung
belassen, danach mit Ethanol gewaschen, im Argonstrom getrocknet und innerhalb von
24 h weiterverwendet. Die Au-OEG-SAM-Substate waren in der ethanolischen Losung

fur etwa eine Woche stabil.

48



4 Experimentelles

4.4 Modifizierung und Charakterisierung von Au-OEG-SAM

Die Tabellen 11 und 12 beinhalten alle Chemikalien, Materialien und Gerite, welche
fir die Modifizierung sowie Charakterisierung von Au-OEG-SAM-Substraten

notwendig sind.

Tab. 11. Verwendete Chemikalien und Materialien zur Modifizierung und Charakteri-

sierung von Au-OEG-SAM-Substraten

Chemikalie/ Material Chemische Formel Hersteller

(Reinheit)

Cystamin-dihydrochlorid(> 98 %) C4H12N,S; x 2 HC1 - Fluka, Deutschland

L-Cystin (> 98.5 %) CeH12N204S, Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Hexaamminruthenium(IIl)-chlorid ~ [Ru(NH3)s]Cl3 Aldrich, Deutschland

(98 %)

Kaliumbromid (= 99.5 %) KBr Fluka, Deutschland

Kaliumhexacyanoferrat(Il) (98 %)  K4[Fe(CN)¢] Fluka, Deutschland

Tab. 12. Verwendete Gerite und Software zur Modifizierung und Charakterisierung

von Au-OEG-SAM-Substraten

Gerit/ Software Hersteller
Positioniersysteme:
- Marzhauser - Marzhauser Wetzlar GmbH & Co. KG,
Wetzlar
- OWIS - OWIS GmbH, Staufen
- PI-HERA - PI GmbH, Karlruhe

(Bi-’/Mono) Potentiostaten

- CHI7001B - CH Instruments, Austin, Texas, USA

- Ivium Compactstat - Ivium Technologies, Eidhoven, Nieder-
lande

- Schramm p-BiP2 und puMP3 - IPCE2-HHU, Diisseldorf
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Gerat/ Software Hersteller

AD/DA-Karte: PCI-DAS 1602/16 Plug-In Electronic GmbH, Eichenau

Kipptisch Motorized Mirror Mount Zaber Technologies Inc., Vancouver, Kanada
(2 Achsen)

Rotierende Scheiben-Elektrode mit Jaissle Elektronik GmbH, Wailblingen
Rotator

SECMx Haussoftware

MIRA Haussoftware

Die nach Kap. 4.2 hergestellten Proben wurden zur Modifizierung und an-
schlieBender Charakterisierung in eine hauseigene SECM-Apparatur (s.a. Abb. 8)
gebracht. Alle Experimente wurden mit einer (nach der Anleitung von Kranz et al.[1%0])
angefertigten Pt-UME (rr = 12.5 um, RG = 10) ausgefiihrt. Zur Vervollstindigung der
elektrochemischen Messzelle wurde ein aufgerollter Pt-Draht als Gegenelektrode und
ein Ag-Draht als QRE verwendet.

Zur Verbesserung der lateralen Auflosung der lokalen mikroelektrochemischen
Oberflachenstrukturierungen wurden unterschiedlich konzentrierte KBr-Messlosungen
S mM, 10 mM, 25 mM) mit verschiedenen Konzentrationenverhéltnissen
[Fangermolekiil]:[Br] zwischen 0:1 und 10:1 mit L-Cystin und Cystamin als
Fangermolekiile in 0.5 M H,SO, eingesetzt. Die lokale Strukturierung entstand durch
einen Puls (#: 1-30s, d: 5—20 um) bei £y = 1.2 V, bei dem Br™ zu Br; oxidiert wird.
Die anschlieBende elektrochemische Charakterisierung der Au-OEG-SAM-Modi-
fizierungen erfolgte in einer 1 mM [Ru(NH3)6]3+—L6sung in 0.1 M Phosphatpuffer
(pH 7). Die laterale Geschwindigkeit der UME lag hierbei zwischen 10 und 30 um s™,
der Arbeitsabstand betrug 15 pm und an der Elektrode lag eine Spannung von Et = -0.4
V an. Sowohl die Potentiostaten als auch die Positioniersysteme wurden mit der
Software SECMx gesteuert. Zur Auswertung der Daten kam die hauseigene Software

MIRA zum Einsatz.
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4 Experimentelles

4.4.1 Charakterisierung von elektrochemisch modifizierten Au-OEG-
SAMs mit dem Pulsed Force-Modus des Rasterkraftmikroskops

Die Charakterisierungen der modifizierten Au-OEG-SAMs durch den Pulsed Force
Modus (PFM) des Rasterkraftmikroskops (SFM) wurden in enger Zusammenarbeit mit
Frank Meiners (AG Wittstock, Oldenburg) durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurde ein
Nanoscope IIIA-Controler, ein Dimension 3100 Probentisch und ein Dimension ,,G*
SPM Scannkopf (Veevo Instruments Inc., Santa Barbara, USA) im PFM (WITec, Ulm,
Deutschland)!'”” '®! verwendet. Vor der Messung wurde eine goldbeschichtete SFM-
Spitze (Olympus OMCL-RC800PB, 0.82 N/m) in eine ethanolische Losung aus 1 mM
11-Mercaptoundecansédure eingetaucht, um eine selbstorganisierte Monoschicht auf dem

(5] Es wurden Aufnahmen mit 256 x 256 Pixel von 100 pm x

Cantilever auszubilden.
100 pm Ausschnitten erstellt. Dabei wurde eine Rastergeschwindigkeit zwischen 0.1 Hz
und 0.5 Hz verwendet. Die Auswertung erfolgte durch die Nanoscope Software

V5.30r3sr3 (Veeco Instruments Inc., Plainview, New York, USA).

4.4.2 Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten zwischen
Fangermolekiil und Brom durch Cyclovoltammetrie und mit
Hilfe rotierender Scheibenelektroden

Zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten pseudo-erster und zweiter
Ordnung wurden die im oberen Abschnitt verwendeten Losungen mit unterschiedlichen
[Fangermolekiil]:[Br']-Konzentrationsverhéltnissen in Messzellen fiir die Cyclo-
voltammetrie (CV) bzw. rotierende Scheibenelektrode (RDE) gegeben.

Die CV-Messungen erfolgten wie in den SECM-Experimenten mit einem Pt-
Draht als Gegenelektrode und einen Ag-Draht als Quasireferenzelektrode. Es kamen
vier UMEs zum Einsatz, die einen rr zwischen 5 und 25 pm besalen (RG = 10). Die
Oxidation von Br erfolgte in einem Potentialbereich von 0.6 bis 1.3 V bei einer
Empfindlichkeit von 1 pA V™. Das Potential &nderte sich in 1 mV-Schritten bei einer
Vorschubsgeschwindigkeit von 0.01 V s™.

In den RDE-Messungen wurden eine Pt-Gegenelektrode und eine
HgHg,S04K,SO4(sat.)-Referenzelektrode verwendet. Fiir die Oxidation von Br'-lonen

kam eine Pt-Scheibenelektrode mit einem Durchmesser von & mm zum Einsatz. Der

51



Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden

Potentialbereich erstreckte sich von 0.1 V bis 0.8 V. Die Empfindlichkeit betrug
10 mA V"' und die Vorschubsgeschwindigkeit 0.01 V s (bei Potentialschritten von
1 mV).
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5 Untersuchung von Reaktionszonen in der Nihe von
Ultramikroelektroden durch die Konfokalmikroskopie

Die Untersuchung von lokalen Reaktionszonen unter Ultramikroelektroden mit Hilfe
der Konfokalmikroskopie ist der Schwerpunkt dieses Kapitels. Diese Methodik wurde
zuerst von Cannan et al.*”! vorgeschlagen. Seither berichteten weltweit lediglich drei

(48, 49, 1121 Hierbei ist es mittels

Arbeitsgruppen vom Einsatz dieses Herangehens.
geeigneter Fluoreszenzindikatoren mdglich, Konzentrationsprofile in der Néhe von
UMESs aufzuzeichnen und zu quantifizieren. Die Verwendung des CLSM stellt hierbei
einen besonderen Vorteil gegeniiber konventionellen optischen Mikroskopen dar. Durch
den Einsatz zweier konfokal angeordneter Lochblenden (pinhole) gelangt Licht aus
Raumbereichen ober- sowie unterhalb der Fokusebene nicht auf den Detektor. Folglich
erlaubt das CLSM direkte, nichtinvasive sowie serielle optische Untersuchung von
Reaktionsrdumen unter UMEs (s. a. Kap. 2.3).

Das Hauptaugenmerk beim Einsatz der CLSM an Ultramikroelektroden lag
bisher in der Bestimmung von Protonen-Konzentrationsprofilen. Hierfiir wurde ein pH-
empfindlicher Indikator wie z.B. Fluorescein-dinatrium oder SNARF-1-dextran in
wissriger Losung verwendet."*”* '] Bei lokaler Erhéhung des pH-Wertes durch eine
mikroelektrochemische Reaktion, wie die Reduktion von 1,4-Benzochinon bzw. die
Oxidation 1,4-Hydrochinon, wurden als Folge das Protonierungsgleichgewicht des
Farbstoffes und damit die Fluoreszenzintensitit lokal erhoht bzw. erniedrigt. Die
Erfassung dieser Intensitdtsunterschiede erfolgte dann mit Hilfe der CLSM. Unter
Verwendung bekannter Reaktionen (Reduktion von 1,4-Benzochinon, Oxidation von
1,4-Hydrochinon und Reduktion von Wasser) zur elektrochemischen pH-Verschiebung
findet auch in diesem Kapitel zundchst die Untersuchung von Protonen-
Konzentrationsprofile statt. Darliber hinaus werden den Messlosungen Puffer in
variablen Konzentrationen hinzugefiigt, um die Diffusionsschicht der erzeugten
Protonen bzw. Hydoxid-Ionen einzuschrinken. Diese Fokussierung der Reaktionszone
wird nach Heinze et al.*’! »chemische Linse* genannt. In dieser Arbeit finden die
Untersuchung der Ausdehnung und die pH-Differenz systematischer als in der Literatur
bekannt und iiber einen breiteren pH-Bereich statt. Um eine Erweiterung des messbaren
pH-Bereichs zu erreichen, erfolgt bei der Beobachtung der mikroelektrochemischen

Reduktion von Wasser erstmals die Verwendung von zwei Fluoreszenzfarbstoffen.
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Nach Einsatz literaturbekannter elektrochemischer Systeme fiir die lokale pH-
Verdnderungen wird in diesem Kapitel anschliefend ein neuer Versuch beschrieben,
mikroelektrochemisch erzeugte Br,/HOBr-Konzentrationsprofile zu kartieren. Zunachst
soll hierbei eine qualitative Untersuchung der Ausdehnung der Diffusionsschicht von
Bry/HOBr erfolgen. Durch Zugabe des Opferagenz L-Cystin wird die Diffusion des
Atzmittels Bro/HOBr beschriinkt. Tian et al.”** nannten diesen Effekt confined etchant
layer und setzten diesen zum grofflichigen Mikrostrukturieren von Halbleitern und

Metallen ein (s. a. Kap. 3.4).

5.1 Untersuchung von mikroelektrochemisch erzeugten pH-Profilen

Lokale pH-Anderungen spielen besonders fiir Korrosionsvorgiinge, Metallabscheidung,
Enzymreaktionen oder Stoffwechselprozesse von Mikroorganismen eine entscheidende
Rolle. Die Verteilung und Anpassung des lokalen pH-Wertes ist aus diesem Grund von
wissenschaftlicher und technischer Bedeutung.

Im Laufe der Methodenentwicklung kamen zwei literaturbekannte Losungs-

systeme fiir die mikroelektrochemische Verschiebung des pH-Wertes zum Einsatz:

1. Elektrochemische Reduktion von 1,4-Benzochinon (Q) bzw. Oxidation von 1,4-
Hydrochinon (H,Q):
OH
= <>
+2HY =
-2¢€ (XT)
0 OH
1,4-Benzochinon 1,4-Hydrochinon
Q) (H2Q)
2. Elektrochemische Reduktion von Wasser:
H,O+2e¢ > H,+2 OH (X1II)

Zur Untersuchung der ,,chemischen Linse* wurden pH-Verschiebungskurven
und Ausdehnungskurven erstellt, die eine Abhédngigkeit von der Pufferkonzentration
aufweisen. Des Weiteren sollten 1im System erstmalig unterschiedliche
Mediatorkonzentrationen verwendet werden. Im zweiten Fall wurde das Verhalten bei

unterschiedlichen Potentialen beobachtet.
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5 Untersuchung von Reaktionszonen in der Nihe von Ultramikroelektroden durch die
Konfokalmikroskopie

5.1.1 Bestimmung des lokalen pH-Wertes aus CLSM-Daten

Die Bestimmung des lokalen pH-Wertes in der Messlosung wurde durch die Erfassung
der Lichtintensitdt eines fluoreszierenden pH-Indikators wie Fluorescein-dinatrium (in
folgenden mit F abgekiirzt) realisiert. Die detektierten Lichtintensititen vom CLSM
wurden in korrespondierende pH-Werte umgerechnet. Hierdurch kénnen nach der
Messung pH-Profile aus CLSM-Daten rekonstruiert werden. pH-Indikatoren verhalten
sich in wissrigen Losungen wie schwache Sduren oder Basen. Hierbei gilt fiir die pH-
abhingige Dissoziation des Farbstoffs:

FH ==F +H" (XI10)
wobei FH die protonierte Form und F~ die depronierte Form des Farbstoffes darstellt.

Gemal der Henderson-Hasselbalch-Gleichung ergibt sich der pH-Wert der Losung aus:

c(F)
H=pK, +log—— 12
pH=pE, +log " rh) (12)
Durch Umformungen dieser Formel unter Beriicksichtigung der Massenerhaltung
¢, =c(FH)+c(F) (13)

erhdlt man die Konzentration der deprotonierten Form

e(F )= (14)

Beide Protonierungsformen (F/HF) des Farbstoffs konnen zur Intensitit
beitragen. Unter Berlicksichtigung des chemischen Gleichgewichts ldsst sich folgender
Zusammenhang erwarten:

I, =1, +ac(F)+bc(FH) (15)
wobei /o den Wert fiir die geringste Intensitit darstellt. Die Konstanten a und b
(a>>b) sind von Losung, Laserintensitdt, Temperatur sowie Farbstoff abhédngig. Sie
werden mit einer Kalibrierung bestimmt.

Mit Einbeziehung von Gl. 14 lésst sich dieser Term wie folgt umstellen:

_ C 1
IF_IF,O +am+bco(l—mj (16)

Iy = Ig +bey +(a=b). ‘o (17)

QKP4
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Abb. 15 zeigt die berechnete Abhdngigkeit der Intensitdt des fluoreszierenden
Farbstoffs vom pH-Wert einer Messlosung nach GI. 17.

+ ac(F)
+ be(FH)

A

pH
Abb. 15. Kurvenverlauf einer pH-Intensitit eines Fluoreszenzfarbstoffs (hier:
Fluorescein-dinatrium).  (pKs=6.4, a=2.09x10°mM”, 5=6.69 x 10° mM™,
Irp=7.04, co =1 mM)

Fiir die Berechnung des pH-Wertes aus der Intensitit der Fluoreszenz bedeutet

dies:
I.—-1..-b
sz—lpH = : = CO (18)
1o +1) (a—b)c,
-b
pK, —pH=log M—l (19)
IF—]F’O—ch
—b)e, —1.+1.,+b
pH _ pKS _ lOg (Cl )CO F F,0 CO (20)
IF_IF,O_bCO
I.—1..-b

Iy —1p —ac,
Fiir die Auswertung der experimentellen Daten kam vornehmlich die Gl. 17 und
21 zum Einsatz. Hierdurch war es moglich, detektierten Lichtintensititen pH-Werte
zuzuordnen und umgekehrt. Wihrend der CLSM-Experimente erfolgte die Vermessung
der pH-Wert-abhingigen Fluoreszenzintensitidt. Die Datenpunkte erfuhren hierbei eine

Mittelung. Fiir ein besseres Signal-Rausch-Verhéltnis wurde ein ,,Line Average* von 16
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gewdhlt. Dies bedeutet, dass jede Linie in CLSM-Bild 16mal abgerastert und dann ein
Mittelwert aus den Messwerten gebildet wurde. In Abbildung 16 sind CLSM-
Aufnahmen einer 10 uM Fluorescein-dinatrium-Losung (pH 6.9) an der Ndhe einer Pt-
UME (rr = 12.5 um, RG = 10) abgebildet. Hierbei zeigt Abb. 16A das Messergebnis
mit ,,Line Average™ 1 und Abb. 16B , Line Average* 16.

A) 250 4
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150 +

Ir

100 +

B) 250 A

200 +

150
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100 +

N

50 - § N I, =216.76
_ : W op =442
0 . el SUBES
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190 200 210 220 230 240 250

I_/a.u.
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Abb. 16. Histogramme zum Vergleich der Intensitits-Messwerte einer 10 uM

Fluorescein-dinatrium-Lésung  (pH 6.9) bei Verwendung von unterschiedlichen
Average-Routinen des CLSM (200 Hz, Gesamtbild: 512 x 512 Pixel, (Ausschnitt: 150
pum x 150 pm). A) ,,Line Average* 1. B) ,,Line Average* 16.

Der linke Teil der Abb. 16 zeigt die Histogramme der Lichtintensititen /¢

(Haufigkeit der jeweiligen Lichtintensitét wr). Dariiber hinaus werden die Mittelwerte
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der Lichtintensititen 7/, und Standardabweichungen o, gegeniibergestellt. Es zeigt

sich, dass durch die hohere Anzahl der Scans mit anschlieBender Mittelung im ,,Line
Average® 16 die statistische Verteilung der experimentellen Messwerte schmaler als mit
nur einem Scan ist. Dadurch ergibt sich ein mittleres Intensititsergebnis mit einer
deutlich geringeren Standardabweichung. Aus diesem Grund werden alle folgenden
CLSM-Messungen mit 16 Linien-Messwiederholungen durchgefiihrt, um das Signal-
Rausch-Verhiltnis der Messergebnisse zu verbessern.

Die Kalibrierung der pH-Werte geschieht in einem Bereich von 100 pm x 100
um des Indikatorlosung-Volumens an der Fest-Fliissig-Grenzflache bei verschiedenen
pH-Werten (Abb. 17A). Abbildung 17B zeigt die resultierende Kalibrierkurve, wobei
die schwarzen Quadrate die erhaltenen gemittelten Messwerte représentieren. Unterhalb
eines pH-Wertes von 4.5 und oberhalb von 8 findet keine signifikante Anderung der
Intensitédt der Fluoreszenz statt. Die wesentlichen Verschiebungen in der Lichtintensitét
sind zwischen 4.5 und 8 zu finden. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit den

1.4 und Cannan et al.”*”- %" Ebenso entspricht der ermittelte

rt.[%]

Ergebnissen von Fiedler et a

pKs-Wert von Fluorescein-dinatrium mit 6.4 dem Literaturwe

saess Pesconsss m....
200 4 ..'
' ]
1504 ’
100 .
u
50 4
7.0 9.0| 11.0| .
Oq - ........ -
2 4 6 8 10 12
pH

Abb. 17. Kalibrierung des Fluoreszenzindikators Fluorescein-dinatrium mit Hilfe von 9
pH-Standardlésungen und dem CLSM (20 uM Fluorescein-dinatrium, 0.1 M KNO3). A)
CLSM-Fluoreszenz-Bilder. B) Ausgewertete Kalibrierkurve (Punkte sind gemessene
Intensitdten, gemittelt liber den Bildausschnitt von 100 um x 100 um, gestrichelte Linie

zeigt den erwarteten Verlauf nach Gl. 17).



5 Untersuchung von Reaktionszonen in der Nihe von Ultramikroelektroden durch die
Konfokalmikroskopie

Die detektierten Intensititen vom CLSM konnten so durch Tabellen-
kalkulationsprogramme oder eine selbst programmierte Routine in IDL*' in

korrespondierende pH-Werte umgerechnet werden. Abb. 18 zeigt das Schema eines

Programmablaufs.
INPUT - Ein!es_en c_ier > | OUTPUT:
CLSM-Abb.: Kalibrierbilder - pH/Profile
- Kalibierbilder J' aus /-Daten
- Messbilder :
Bestimmen
von /., a, b
Einlesen der | |
Messbilder

Abb. 18. Schematische Darstellung des Programmverlaufs fiir die Berechnung von

CLSM-Intensitétsbildern in pH-Bilder.

Mit den durch die Kalibrierung ermittelten Parametern /¢y, @ und b ist es nun
moglich, die detektierte Lichtintensititen nach GI. 21 in korrespondierende pH-Werte
umzurechnen und daraus pH-Kartierungen zu erstellen. Abbildung 19 zeigt dafiir zwei
ausgewihlte Beispiele. Hierbei handelt es sich um eine 0.1 M KNO;3-Losung mit
10 uM Fluorescein-dinatrium-Losung. In der Mitte der Abbildungen befindet sich die
scheibenféormige Pt-UME. Es ist ein Potential Et = -1.1 V (vs. Ag-QRE) geschaltet,
sodass Wasserreduktion stattfindet und der pH-Wert in alkalischer Richtung verschoben
wurde, weswegen die Lichtintensitit des pH-Fluoreszenzfarbstoffes zunahm
(Abb. 19A). Aus der Fluoreszenzintensitdt kann dann in einen korrespondierenden pH-
Wert umgerechnet werden. Abb. 19B zeigt das Resultat einer solchen Umrechnung. In
der unmittelbaren Néhe zur UME ist der pH korrespondierend zur Fluoreszenzintensitit
des Farbstoffes maximal (pH 8). In der unmittelbaren Umgebung sinkt der pH wieder
ab, bis dieser sich an den Réndern dem urspriinglichen pH in der Messlosung, pHpui 5

angleicht.

*! IDL (Interactive Data Language): Software von ITT VIS (ehemals RSI Research System Inc.) zur

Analyse und Visualisierung von Daten.

59



Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden
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Abb. 19. Umwandlung von Intensititsbildern durch Programmroutine in IDL. UME
(rr=12.5 pm, RG = 10, E1= -1.1 V vs. Ag-QRE) in einer 0.1 M KNO;3-Losung mit
10 uM Fluorescein-dinatrium. A) Lichtintensitétsbild aus CLSM-Daten. B) pH-Bild aus
CLSM-Daten berechnet.

Abbildung 19 zeigt auch den Einfluss der Konvektion, der bei allen CLSM-Bild-
Aufnahmen zu beriicksichtigen ist. In der bisherigen Literatur wurde dieser wichtige
Faktor kaum erwihnt oder als vernachlssigbar bezeichnet.'*”? Doch unleugbar fiihrt das
lokale tempordre Aufheizen des Losungsvolumens durch den Laser zu einem
Wiérmestrom, der den ideal kreisformigen tempordren Reaktionsraum in einen
ellipsenféormigen verzerrt. Mit einer schiefen oder gekippten Messspitze kann dieser
Effekt noch verstirkt werden.["*”)

Durch die Zugabe von Glycerin wird die Viskositit der Messlosung
heraufgesetzt. Dadurch sollte der Effekt der Konvektion gemindert werden. Ab-
bildung 20 zeigt die CLSM-Aufnahmen in einer 0.1 M KNOs-Losung mit 10 uM
Fluorescein-dinatrium. Dieser Losung wurde Glycerin in der Menge zugefiigt, so dass
die Gesamtkonzentration 1 M betrug. Beim Anlegen eines reduzierenden Potentials
wird der pH-Wert aufgrund der Wasserreduktion in alkalischer Richtung verschoben.
Hierdurch nimmt die Fluoreszenzintensitidt in der Ndhe der UME zu. Die CLSM-
Aufnahmen in Abb. 20A (Er= -1.0 V) und Abb. 20B (£t = -1.1 V) wurden bei
unterschiedlich Potentialen aufgezeichnet. Man erkennt, dass bei einem groferen
reduzierenden Potential die deutlich hellere Reaktionszone weiter ausgedehnt ist.!*”

Durch den Einsatz von Glycerin wurde die Diffusionsschicht aufgrund der hoheren

Viskositét eingeschrankt. Der fluoreszierende Bereich war nun anndhernd kreisformig
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um die UME angeordnet (stationdrer Zustand). In Abbildung 20C (1. bis 3. Aufnahme)
wurde der Gleichgewichtszustand gestort, indem durch eine Pasteur-Pipette eine
erzwungene Konvektion ausgelost wurde. Doch selbst nach erzwungener Konvektion
stellt sich der stationdre Zustand nach kurzer Zeit (etwa 10 s) wieder ein. Die Zugabe
von Glycerin wére eine sehr gute MaBnahme anndhernd konvektionsfrei auch bei
geringfiigig schiefer UME zu messen. Jedoch konnte die Zugabe von Glycerin auch
beim Einsatz kleinerer Konzentrationen die spdteren Untersuchungen von
eingeschriankten Reaktionszonen (,,chemische Linse*, CEL), aufgrund eingeschriankter
Diffusion der Reaktanden in der Messlosung, verfialschen. Aus diesem Grund wurde

von der weiteren Verwendung von Glycerin abgesehen.

A) B)

Abb. 20. Einsatz von Glycerin gegen Konvektion in der Nihe einer Pt-UME mit rp =
12.5 pm (Messlosung: 0.1 M KNO;, 10 uM Fluorescein-dinatrium-Losung, 1 M
Glycerin). A) Er=-1V, .B) Er=-1.1V, C) Serie: #f(pro Bild) = 2 s, bis 3. Bild gestort
mit Pasteur-Pipette) £t =-1.1 V. Et vs. Ag-QRE, Pt-Gegenelektrode.

Ein weiterer wichtiger Faktor ist die richtige Wahl der Rastergeschwindigkeit.

Bei geringerer Geschwindigkeit erhoht sich die Konvektion innerhalb des

Probenvolumens, da lokale Bereiche ldnger durch den Laser erwdrmt werden.
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Andererseits wird durch eine zu hohe Geschwindigkeit das Signal-Rausch-Verhiltnis
viel zu hoch und somit die CLSM-Messungen unbrauchbar. Folglich muss bei jeder
Messung eine Balance zwischen Signal-Rausch-Verhidltnis und der Minimierung der
Konvektion gefunden werden. In den folgenden Experimenten wurde daher eine
Rastergeschwindigkeit von 200 — 400 Hz gewahlt.

Auch musste dafiir Sorge getragen werden, dass der gesamte zur Verfiigung
stechende Intensititsbereich des Detektors ausgenutzt wurde. Hierfir kamen
Referenzproben mit maximalem und minimalem Intensitdtsbereich zu Einsatz. Zu
beachten ist, dass die Laser-Intensitit bei jedem Beginn einer Messreihe variiert. Aus
diesem Grund erfolgte vor jedem Beginn einer Messreihe eine individuelle neue
Anpassung. Hierbei wurde zu Beginn einer jeden Messreihe ein Signal-Schwellenwert
(offset) und Signal-Verstirkung (gain) am Detektor eingestellt. Dabei war zu beachten,
dass der gain aufgrund der Empfindlichkeit der Photomulitplier (PMT, photomulitplier
tunnel) maximal 700 V betragen darf. Jedoch sollte nie ein gain unter 300 V gewihlt
werden, da hier noch kein linearer Bereich der Detektion der Lichtintensitét vorliegt,
welcher bei der spéteren Kalibrierung der pH-Werte notwendig ist. Aulerdem wurde
darauf geachtet die Intensitit des Laserlichts moglichst konstant zu halten. Zur
Verstiarkung des Detektionssignals des Fluoreszenzfarbstoffes wurde nur der gain am
Anfang der Messreihe variiert, wodurch weiteres Aufheizen der Messlosung verhindert
und die Ausbleichung des Indikators minimiert wurde.

Ein weiterer wichtiger Aspekt war die Wahl geeigneter Fluoreszenzfarbstoffe. In
Tabelle 13 sind bewéhrte kommerziel erhiltlicher Farbstoff-Gruppen aufgelistet, die fiir
die Bestimmung des lokalen pH-Wertes mit Hilfe des CLSM verwendet werden.'**” Fiir
die Auswahl eines geeigneten Farbstoffes sind folgende Parameter zu beachten: pH-
Arbeitsbereich des Indikators sowie Anregungswellenlingen A.x und Detektions-
wellenldngen Ae (s. a. Kap. 2.3). Unter Beriicksichtigung der verfiigbaren A des in
dieser Arbeit verwendeten CLSM, der untersuchten pH-Bereiche und der Kosten,
kamen Fluorescein-dinatrium, LysorSensor™ Green DND-189 und 5/6-Carboxy

SNARF®-1 zum Einsatz.
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Tab. 13. pH-Indikatoren fiir Fluoreszenzdetektion von lokalen pH-Werten.

[200]

Fluoreszenzfarbstoff-Gruppe Nutzbarer Aex Aem
pH-Bereich /nm /mm

SNAFL-Indikatoren 7.2-8.2 490/540 540/630

SNARF-Indikatoren 6.0-8.0 514/640 580/640
HPTS (Pyranin) 7.0-8.0 450/405 514
BCECF 6.5-75 490/440 530
Fluorescein und Carboxyfluorescein 6.0-7.2 490/450 520
LysorSensor™ Green DND-189 45-6.0 443 520
Oregon Green Farbstoffe 4.2-5.7 510/450 530

490/440
LysoSensor™ Yellow/Blue DND-160 3.5-6.0 365 450/510
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5.1.2 Elektrochemische Reduktion von 1,4-Benzochinon und
Oxidation von 1,4-Hydrochinon

Im ersten Beispiel wird die Reduktion von 1,4-Benzochinon bzw. Oxidation von 1,4-
Hydrochinon (Gl. XI) untersucht. Dieses System kommt vor allem fiir das Atzen von

(204 Hier steht die Anderung des pH-

Mikrostrukturen, z. B. in Silizium zum Einsatz.
Wertes in der Ndhe der UME in Abhédngigkeit von unterschiedlichen Q/H,Q-
Konzentrationen und unterschiedlichen Pufferkonzentrationen im Vordergrund.
Abbildung 21 zeigt zwei typische Cyclovoltamogramme (CV) an einer Pt-UME
(rr=12.5 pm, RG = 10) in Messlosungen mit | mM Q/H,Q und 5 mM Q/H»Q an einer
Pt-UME (r1=12.5 pum, RG = 10). Im Potentialbereich von -0.2 V bis -0.5 V vs. Ag-
QRE findet die Reduktion von Benzochinon und zwischen 0.4V bis 0.7 V die

Oxidation von Hydrochinon statt.

45 4 C(Q/HzQ)
30 - / mM
] 1
15- _:__7 —5
< 4
=
=T
154
-30 4
45
-OI.G l -013 F O.IO I O.F3 I O.IB l 0T9
ET/V

Abb. 21. CVs an einer Pt-UME (rr=12.5 pm, RG = 10) unterschiedlicher Konzen-
trationen Q/H,Q in einer 0.1 M KC1 (5 mM Phosphatpuffer, pH 6, v = 50 mV s™).

Durch die Erhohung der Q/H,Q-Konzentration steigt das Reduktions- bzw.
Oxidationssignal. Der durch die hemisphirische Diffusion limitierte Sondenstrom it
(Gl. 4) nimmt proportional mit der Konzentration des Mediators zu. Dementsprechend
sind auch die mikroelektrochemische Erzeugung sowie der Verbrauch von Protonen an
die Mediatorkonzentration gekoppelt. Aus diesem Grund werden mit Erhéhung der

Mediatorkonzentration z. B. bei der Reduktion von Q lokal entsprechend mehr Protonen
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im Losungsvolumen in der Ndhe der UME verbraucht (fiir die Oxidation von H,Q gilt
dementsprechend der entgegengesetzte Fall). Dadurch sollte es folglich sowohl zu einer
deutlichen Erh6hung des lokalen pH-Wertes kommen. Fiir die folgenden Experimente
fiel die Wahl auf den pH-empfindlicher Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-dinatrium,
damit die Ergebnisse vergleichbar mit den Experimenten von Cannan et al.*” und Rudd
et al* sind. Dariiber hinaus sind die wesentlichen Verschiebungen in der
Lichtintensitdt dieses Indikators im gewiinschten pH-Arbeitsbereich zwischen 4.5 und 8

zu finden (Abb. 17).

A)

C)

Abb. 22. CLSM-Aufnahmen (375 pm X 375 um) bei der Reduktion von Q bzw. Oxi-
dation von H,Q bei variabler Mediatorkonzentrationen in der Ndhe (d = 0 um) einer Pt-
UME (rr=12.5 pm, RG = 10) in 0.1 M KCI (in 1 mM Phosphat-Acetatpufferlosung,
PHouik 6.6, 10 uM Fluorescein-dinatrium).

Reduktion von Q bei Er=-0.5 V vs. Ag-QRE: A) 1 mM und B) 5 mM Q.

Oxidation von H,Q bei Er=0.8 V vs. Ag-QRE: C) 1 mM und D) 5 mM H,Q.

In Abbildung 22 stellt den Einfluss der Mediatorkonzentration auf die
Diffusionsschicht dar. Hierbei reprisentieren Abbildungsteile A und B die Reduktion
von Q. Der Ausgangs-pH-Wert der Messlosung pHyyix betrug 6.6 und befand sich damit

in der GroéBenordnung des pKs des Farbstoffes Fluorescein-dinatrium (pKs= 6.4).
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Abbildung 22C und 22D zeigt das Losungsvolumen wéhrend der Oxidation von H,Q an
der Pt-UME. Die linken Abbildungsteile 22A sowie 22C Seite stehen fiir 1 mM Q/H,Q-
Konzentration in der Messlosung. In den CLSM-Aufnahmen 22B und 22D wurde in der
Messlosung 5 mM Q/H,Q eingesetzt.

Durch Oxidation von H,Q wird, aufgrund des Abbaus der Protonen und des
damit resultierenden pH-Anstiegs, die Lichtintensitit des Farbstoffes Fluorescein-
dinatrium im Losungsvolumen in der Ndhe der UME groBer. Umgekehrt werden bei der
Reduktion von H,Q Protonen erzeugt, wodurch eine schwéchere Lichtintensitit des
fluoreszierenden Farbstoffs in der ummittelbaren Umgebung resultiert. Es ist also
quantitativ festzustellen, dass mit zunehmender Mediatorkonzentration die Moglichkeit
kleine relative Anderungen der H'-Konzentration zu detektieren und damit die
Ausdehnung der lokal erzeugten H'-Reaktionszone zunimmt.

Durch die Zugabe eines Puffers sollte diese Diffusionsschicht aufgrund von
Neutralisation deutlich eingeschniirt werden. In dieser Arbeit wurde ein Phosphat-
Acetatpuffer in jeweils gleicher Konzentration verwendet. Jede Angabe der
Pufferkonzentration im weiteren Text bezieht sich jeweils auf einen der beiden Puffer.
Mit Hilfe der Kombination des Phosphat- und des Acetpuffers sollte die Pufferung der
Losung tiber einen breiten pH-Bereich der Messlosung gewéhrleistet werden. In der
Abb. 23 sind die errechneten Puffer-Kapazititskurven des Phosphat-Acetatpuffers in
Abhéngigkeit von pHyy fiir variable Konzentrationen [c(Phosphat-Acetatpuffer)/mM =
(1, 5, 10)] dargestellt. Die Berechnung der Gesampufferkapazitit S erfolgt nach GI. 22.

Sie ergibt sich aus der Summe der Pufferkapazitit des Phosphatpuffers [y, und des

Acetatpuffers S, ...- Um die pH-abhidngige Pufferkapazitit eines Puffers zu ermitteln,

werden die pH-abhédngigen Konzentrationen der Base und der korrespondierenden
Sdure berechnet. In den Gleichungen 23 - 25 wird dies exemplarisch fiir den

Phosphatpuffer aufgezeigt.

B = Prnosphar + Bcet (22)
H,PO, + H,0 == HPO,> + H;0", pKs = 7.2 (XIV)
. .
, o loPR e
c(HPO, ) = 1+10ij§§;““‘ (24)
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¢(H,PO, )=c,.. —c(HPO,”) (25)

gesamt

Hierbei ist ¢ = ¢(H,PO,” ) +c¢(HPO,” ) und somit die Gesamtkonzentration des

gesamt
Puffers. Die Berechnungen fiir den Acetatpuffer erfolgen analog. Der Acetatpuffer hat
einen Pufferschwerpunkt bei 4.76 und der Phosphatpuffer bei 7.2. Zwischen dieser
beiden Maximas liegt bei pHpux = 6 ein Bereich mit minimaler Pufferkapazitit g (Gl.

22). Dieser Zusammenhang ist wichtig fiir die spédtere Auswertung der Ergebnisse.

Phosphat-/

Acetatpuffer
10 mM
--- 5mM
..... 1 mM

S/ mmol i

Abb. 23. Errechnete Pufferkapazitit des verwendeten Phosphat-Acetatpuffers in
Abhéngigkeit von pHyyk [c(Phosphat-Acetatpuffer)/mM = (1, 5, 10)].

Abbildung 24 zeigt erneut die Reduktion bzw. Oxidation von Q/H,Q bei einer
5 mM Mediatorkonzentration. Pufferkonzentrationen von Phosphat und Acetat sind
jeweils von links nach rechts: 1 mM, 5mM und 10 mM. Durch Erhéhung der
Pufferkonzentration wird die Diffusionsschicht deutlich sichtbar eingeschniirt.

Fir eine systematische Untersuchung der maximal moglichen pH-
Verschiebungen und die Auswirkungen der ,.chemischen Linse* wurden zunichst
fiinf Messlosungen 1 mM Q/H,Q mit 1 mM Phosphat-Acetatpuffer in 0.1 M KCI
angesetzt. Die Losungen wiesen einen pH-Wert zwischen 5.5 und 7.5 auf. Im Anschluss
wurde durch Anlegen eines reduzierenden Potentials (Er = -0.5 V) an der UME die
Reduktion von Q herbeigefiihrt und der pH-Wert lokal durch H'-Verbrauch erhoht.
Nach der CLSM-Bildaufnahme wurde die mikroelektrochemische Oxidation
(Er=0.8 V) von H,Q durchgefiihrt und ein Bild aufgenommen. Danach wurde die

Messlosungen durch 5 mM Q/H,Q ausgetauscht und erneut im gleichen Verfahren
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vermessen. Diese gesamte Prozedur wurde noch einmal mit einer Phosphat-
Acetatpufferkonzentration von 5 mM und 10 mM wiederholt. Abbildung 25 zeigt die
durch die CLSM-Daten gewonnenen Ergebnisse der elektrochemisch erzeugten pH-
Verschiebungen bei variablen pHp-Werten zwischen 5.5 und 7.5 sowie Phosphat-
Acetatpufferkonzentrationen [¢/mM = (1 mM, 5 mM, 10 mM)]. Zusétzlich wurde eine
Gleichheitslinie (pHex = pHpuk) in jede Graphik hinzugefiigt, um einen besseren
Vergleich zwischen dem erzeugten pH-Wert und pHpux zu gewihrleisten. Oberhalb
dieser Linie befinden sich die Daten fiir die Reduktion von Q und unterhalb fiir die

Oxidation von H;Q.

Abb. 24. CLSM-Aufnahmen (375 pm % 375 um) bei der Reduktion von Q bzw. Oxida-
tion von H»Q in der Nédhe (d = 0 pm) einer Pt-UME (= 12.5 um, RG=10) in 0.1 M
KCI bei variablen Phosphat-Acetatpufferkonzentrationen (pHpyx 6.6, 10 uM Fluores-
cein-dinatrium). Reduktion von Q bei £t =-0.5 V vs. Ag-QRE: A) 1 mM, B) 5 mM und
C) 10 mM Phosphat-Acetatpuffer. Oxidation von H,Q bei £1=0.8 V vs. Ag-QRE: D) 1
mM und E) 5 mM C) 10 mM Phosphat-Acetatpuffer.

Wird Q mikroelektrochemisch reduziert, erfolgt trotz Erhohungen der Q-
Konzentration, keine signifikante Erhdhung der maximal erreichbaren pH-Anderung.
Also kann daraus geschlossen werden, dass die Steigerung des pH durch die UME
unabhdngig von der Mediatorkonzentration ist. Die Verschiebung betrdgt maximal eine

pH-Einheit. Mit abnehmenden pHpyx nimmt der betragsméfige pH-Sprung zu, bleibt
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aber immer bei bei einem pHex zwischen 6.5 - 6.6. Oberhalb eines pHy,x = 6.6 findet
kein signifikanter pH-Sprung mehr statt. Also ist ein Maximum fiir eine
elektrochemische Erhohung des pH-Wertes erreicht. Wenn die Pufferkonzentration in
der Losung auf c(Phosphat-Acetatpuffer)/mM = (5, 10) erhdht wird, sind der maximal
gednderte pHex auf 6.3 fiir pHpyx 6 und 6 fiir pHyyk 5.5. Fiir eine Phosphat-Acetat-
pufferkonzentration von 5 mM und 10 mM ist pHp,x 6.6 (fiir pHpyk 6.6, Abb. 25B, C).
Mit geringerem pHpy-Wert nimmt der pH-Sprung zu. Jedoch nimmt der betragsmafige
Ausschlag ab. Cannan et al.*”! hatte die Anderung des pH-Wertes fiir dieses System nur
fiir pH 5.5 untersucht mit einem theoretisch bestimmten pH-Anderung auf 3.5 (pHex 8).
Diese Ergebnisse wurden jedoch in ungepufferten Losungssystemen gemessen. In
dieser Arbeit flihrt die Erhohung der Mediatorkonzentration tendenziell zur geringen
Erh6hung der lokal erzeugten pH-Verschiebung. Jedoch ist diese ungeachtet der Puffer-
konzentration und pHy, nie hoher als ApH = 0.3. Auffillig ist, das im Bereich von
pHpux 6.7 die Steigerung der pH-Verschiebung aufgrund hoherer Q/H,Q-Konzen-
trationen am minimalsten war, dann jedoch in mit Abnahme des pHpyx zunimmt.

Durch elektrochemische Oxidation von H,Q wird der pH lokal erniedrigt. Mit
der anschlieBenden Erniedrigung von pHyyi sinkt auch der minimal erreichbare pH-
Wert pHuyin. So wird der pH-Wert durch die Oxidation von H>Q bei einer
Pufferkonzentration von 1 mM und einer Mediatorkonzentration von 1 mM um ApH
=(1-1.5) erniedrigt (Abb.25A). Mit der Steigerung der Phosphat-Acetatpuffer-
konzentration auf 5 mM und 10 mM nimmt die pH-Verschiebung ab. Im ersten Fall
erreicht man nur noch ApH=0.9 und im zweiten ApH=0.7. Wird die H,Q-
Konzentration in der Losung von 1 mM auf 5 mM erhoht, verstirkt sich die pH-
Senkung bei allen Pufferkonzentrationen um durchschnittlich ApH = 0.3. Auffallend ist,
dass die durchschnittliche Zunahme durch Steigerung der Mediatorkonzentration von

ApH von pHyyix 7.5 nach pHpyk 6.0 zunimmt.
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Abb. 25. Gemessene pH-Verschiebungen pHex aus CLSM-Daten und Pufferkapazitit S
in Abhingigkeit von pHpu. A) 1 mM, B) 5 mM und C) 10 mM Phosphat-Acetatpuffer.
Parameter wie Abb. 24, Gleichheitslinie (pHex = pHpuik): Punkte oberhalb Reduktion Q
(Et=-0.5 V vs. Ag-QRE), Punkte unterhalb: Oxidation H,Q (E1 = 0.8 V vs. Ag-QRE).
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Zur Erkldrung der oben genannten Beobachtungen kommen die berechneten
Pufferkapazititskurven fiir die verwendeten Puffersysteme, die in jeder Teilabbildung
von Abb. 25 eingefiigt wurden, zum Einsatz. Generell gilt: Je hoher £ ist, desto mehr
OH bzw. H™ muss lokal mikroelektrochemisch erzeugt werden, um den pH zu
verschieben. Von pHyyk 7.2 nach pHpyx 6 nimmt die Pufferkapazitét 5 der Messlosung
ab, durchliuft ein Minimum und nimmt bei weiterer Erniedrigung des pHyy,x wieder zu.
Aus diesem Grund war es leichter, im Bereich von pHyyx 6 den pH zu erniedrigen bzw.
zu erhohen. Geht man von diesem Punkt an zu hoheren bzw. niedrigeren pHpy wird
ApH aufgrund des hohen /3 geringer. Bei Steigerung der Q/H,Q-Konzentration nimmt
pHex aufgrund erhohter OH'- bzw. H'-Produktion an der UME zu. Jedoch ist dieser
Effekt bei pHyyx 6 ausgeprégter.

A) B)

150 +

L/au.

100

50 -+

O0 50 100 150 200 250 300 350
x/pm

Abb. 26. Beispiel einer quantitativen Ausmessung der sichtbaren Ausdehnung der

Diffusionsschicht elektrochemisch erzeugten pH-Differenzen aus CLSM-Daten fiir die

Reduktion von Q/H,Q (10 uM Fluorescein-dinatrium). A) CLSM-Aufnahme des

untersuchten Bereichs (weiler Balken: 367 pm), B) Intensitdtsprofil des

fluoreszierenden Farbstoffes (Darstellung durch Leica Confocal Software 6.2

(ausgemessener Bereich: 96 um 2 rgo = 48.0 um)
An dieser Stelle findet die Untersuchung der quantitativen Ausdehnung des H'-

Konzentrationsgradienten statt, der die durch den Farbstoff sichtbare gemachte

verdnderte Losungszusammensetzung beschreibt. Eine wichtige Bemerkung an dieser
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Stelle ist, dass hier wirklich nur von der Region mit verdndertem pH-Wert in der
unmittelbaren Néhe der Pt-UME gesprochen wird, nicht vom Konzentrationsgefalle von
Q/H,Q. In Abbildung 26 ist die Vorgehensweise bei der Auswertung der CLSM-
Messung verdeutlicht: Eine CLSM-Aufnahme wird von der untersuchen Region unter
der UME aufgezeichnet (Abb. 26A). Mit Hilfe der Steuersoftware (Leica Confocal
Software 6.2) erstellt man mit dem ,,Profil-Tool* an einer geeigneten Position (weiller
Balken in Abb. 26A) eine Profilansicht der Fluoreszenzintensititen (Abb. 26B). Der
Radius rs der Expansion der Diffusionsschicht in der Ndhe der UME wird ermittelt als
halbe Peakbreite im Schnittpunkt der mittleren Intensitit des Hintergrunds (nicht
beeinflusstes Losungsvolumen).

Die quantitativen Messergebnisse der Ausdehnung der Diffusionsschicht bei der
Reduktion von Q (Abb. 27) sowie bei der Oxidation von H,Q (Abb. 28) bei variablen
pHpux-Werten zwischen 5.5 und 7.5 sowie Phosphat-Acetatpufferkonzentrationen
(1 mM, 5 mM, 10 mM) sind in den folgenden Abbildungen dargestellt. Beginnend von
den Abbildungsteilen A) nimmt die Konzentration von Phosphat-Acetatpuffer zu den
Abbildungsteilen C) jeweils zu [c(Phosphat-Acetatpuffer)mM = (1, 5, 10)]. Dabei
vergleicht man immer den Einsatz von 1 mM Q/H,Q und 5 mM Q/H;Q.

Generell verursacht die steigende Zugabe von Puffer in die Messlosung eine
zunehmende Fokussierung der Reaktionszone. Dieser Effekt ist deutlicher bei der
Oxidation von H,Q zu beobachten. Bei Wechsel von 1 mM zu 5 mM Phosphat-
Acetatpufferkonzentration nimmt rso um 15 — 20 um (fiir 1 mM Q/H,Q) und um 15 um
(fiir 5 mM Q/H,Q) ab (Abb. 28A). Eine weitere Steigerung der Pufferkonzentration hat
eine Anderung von -10 pm bis 14 um (fiir 1 mM Q/H,Q) und 18 pm (fiir 5 mM Q/H,Q)
zur Folge (Abb. 28B und Abb. 28C). Geringere Anderungen werden bei der Reduktion
von Q und Steigerung der Pufferkonzentration beobachtet. Bei einer 5 mM Puffer-
konzentration verringert sich rs gegeniiber c(Phosphat-Acetatpuffer) = 1 mM (auch bei
Steigerung der Q/H,Q-Konzentration) um etwa 8 pm (Abb. 27B). Eine weitere
Steigerung der Pufferkonzentration hat eine Verkleinerung von 12 pm bis 18 um zur
Folge (Abb. 27C). Dies gilt auch bei Steigerung der Q/H,Q-Konzentration.

Die experimentellen Ergebnisse zeigen, dass mit zunehmender Konzentration
des Mediators Q/H,Q, sowohl bei der elektrochemischen Reduktion von Q als auch der
Oxidation von H,Q der Radius der optisch sichtbaren Diffusionsschicht zunimmt. Im

ersten Fall nimmt (auch bei Variation der Pufferkonzentration) sy oberhalb eines pH-
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Wertes von 6.8 nur um 5 pm bis 7 um zu (Abb. 27A-B). War pHy,k jedoch kleiner
erfolgt die VergroBerung rsp, im Vergleich zu 1 mM Q/H,Q, sprunghaft. Dies geschieht
aber abnehmend mit Zunahme der Pufferkonzentration, um 30 pum (fiir ¢(Phosphat-
Acetatpuffer) = 1 mM, Abb. 27A), 20 um (fiir c(Phosphat-Acetatpuffer) = 5 mM, Abb.
27B) und 15 um (fiir ¢(Phosphat-Acetatpuffer) = 10 mM, Abb. 27C). Wird H,Q an der
UME oxidiert, zeigt sich ein rs-Minimum im Bereich um pHyyx 6 nach Zugabe von
H,>Q in die Messlésung. Dieses Minium ist auch bei Erhéhung der Pufferkonzentration
zu finden. Oberhalb und unterhalb von pHyy 6 erfolgt fiir jede Pufferkonzentration eine
anndhernd gleiche Steigerung von Arg = 20 pm fiir ¢(Phosphat-Acetatpuffer) = 1 mM
(Abb. 28A), Ars = 18 pum fiir c¢(Phosphat-Acetatpuffer) = 5 mM (Abb. 28B) und Arg =
15 um fiir c(Phosphat-Acetatpuffer) = 10 mM (Abb. 28C).

Wie bei der Interpretation der pH-Verschiebungen, kommen auch hier die
Pufferkapazititskurven zur Erklarung der experimentellen Beobachtungen zum FEinsatz.
Durch Erh6hung der Pufferkonzentrationen erfolgt die schnellere Neutralisation von
elektrochemisch erzeugtem OH bzw. H', wodurch die s sowohl fiir die Reduktion von
Q als auch fiir die Oxidation von H,Q abnimmt. Ist f hoch nimmt der Phosphat-
Acetatpuffer noch effektiver die Féngermolekiilfunktion wahr, wodurch in der Néhe
eines Maximums von £ in der Regel die minimalsten rs-Werte auftreten. Im f-Minium
(pHbuik 6) jedoch sind die rs-Werte maximal. Eine Ausnahme bilden die Ergebnisse in
Abb. 28C.

Cannan et al.'*’! stellten fiir eine 1 mM Q bei einem pHyyx 5.5 (UME:
rr=12.5 um) eine rs von etwa 200 pm fest. In diesen Experimenten befand sich kein
Puffer in der Messlosung. Aus diesem Grund wird in den vorliegenden Ergebnissen
dieser Radius schon bei einer sehr geringen Menge von 1 mM Phosphat-Acetatpuffer
stark unterschritten. Beim Arbeiten mit dieser Pufferkonzentration werden hier
maximale rsp von 70 um bei einer 5 mM Q/H,Q, wihrend der Reduktion von Q,

erreicht (c(Phosphat-Acetatpuffer) = 1 mM).
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Abb. 27. Ausdehnung der Diffusionsschicht der elektrochemisch erzeugten pH-

Anderungen aus CLSM-Daten fiir die Reduktion von Q (Er = -0.5 V vs. Ag-QRE,

10 uM Fluorescein-dinatrium) und Pufferkapazitit £ vs. pHpux. A) 1 mM, B) 5 mM und
C) 10 mM Phosphat-Acetatpufferlosung. (Parameter wie Abb. 24).
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Abb. 28. Ausdehnung der Diffusionsschicht der elektrochemisch erzeugten pH-
Anderungen aus CLSM-Daten fiir die Oxidation von H,Q (Et = 0.8 V vs. Ag-QRE,
10 uM Fluorescein-dinatrium) und Pufferkapazitit £ vs. pHpyk. A) 1 mM, B) 5 mM und
C) 10 mM Phosphat-Acetatpufterlosung. (Parameter wie Abb. 24).
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In diesem Teilkapitel wurden erstmals durch elektrochemische Erzeugung oder
Verbrauch von Protonen entstanden Reaktionszonen fiir ein breiteres pH-Spektrum
[pH (5.5 — 7.4)] durch das CLSM beprobt. Diese Begrenzung ergibt sich aus der pH-
Empfindlichkeit des Fluoreszenzfarbstoffes Fluorescein-dinatrium. Durch die
Einfiihrung von Féngermolekiilen, wie Puffer, resultiert die Einschniirung der
Reaktionszonen. Mittels Erhdhung bzw. Erniedrigung der Féangermolekiil-
Konzentration kann die Grée der Reaktionszonen verringert bzw. gesteigert werden.
Die Steigerung der Mediatorkonzentration von Q/H,Q bewirkt bei verwendeten
Phosphat-Acetatpuffersystem bei der elektrochemischen Reduktion von Q keine
signifikante Steigerung des pH, wenn pHyy 7 - 7.5. Dies liegt vor allem an den pHyy-
abhingigen Verlauf der Pufferkapazitit. Nur bei der Oxidation von H,Q an der UME
sind deutliche pH-Wert-Erniedrigungen sichtbar. Die Verschiebungen éndern sich durch
die Zugabe von Phosphat-Acetatpuffer sowohl beim ersten als auch beim zweiten

System geringfiigig.
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5.1.3 Elektrochemische Reduktion von Wasser

In vielen Mikrostrukturierungsprozessen, wie z. B. bei der Oberflichenmodifikation
durch Aryl-Radikale,**”! dient die UME als OH-Lieferant, in dem elektrochemisch
Wasser in der Ndhe der UME reduziert wurde (Gl. XII). In diesem Kapitel soll die
Anderung des pH-Wertes und die Ausdehnung der Reaktionszone in der Nihe der UME
in Abhdngigkeit von variablen Elektrodenpotentialen Et und verdanderbaren Phosphat-
Acetatpufferkonzentrationen (s. a. Kap. 5.1.1) untersucht werden. Der pH-empfindliche
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-dinatrum hat einen kleinen Arbeitsbereich zwischen 5
und 8. Fiir die Vermessung eines breiteren pH-Spektrums werden zwei Fluoreszenz-
farbstoffe kombiniert.

Abbildung 29 zeigt die Linear-Sweep-Voltammogramm der elektrochemischen
Reduktion von Wasser an einer Pt-UME (rr=12.5 pm, RG = 10) und die in der Néhe
(d=0pum) der UME aufgenommenen CLSM-Bilder bei ausgeschalteter Messzelle
sowie bei einem eingeschaltetem Potential von Et=-1.3 V. Hierbei wurde eine Losung
von pHpux 4.9 verwendet, in der die Lichtintensitdt des Farbstoffes minimal ist
(Abb. 29C). Im Linear-Sweep-Voltammogramm wird, aufgrund der Reduktion des
Wassers bei Et < -1.2 V einen starken Anstieg des Reduktionsstromes verzeichnet. Bei
Er=-1.7V verlauft der Graph diskontinuierlich, da sich wegen der Bildung von
Gasblasen in der Nihe der Elektrode der Massentransport plotzlich dndert (Abb. 29A).
Wird Et=-1.3 V gewihlt, erfolgt die Wasserreduktion und bewirkt eine pH-Erhdhung
in der Ndhe der UME, was zur lokalen Erh6hung der Lichtintensitit des pH-sensiblen
Fluoreszenzfarbstoffes Fluoescein-dinatrium fiihrt. Diese lokal erhohte Lichtintensitit
zeigt sich als helle Region im CLSM-Bild (Abb. 29C). Wie in Kapitel 5.1.2 wurde die
pH-Verschiebung in Abhéingigkeit vom Ausgangs-pH-Wertes in der Messlosung pHpyix
gemessen. Die Kalibrierung fiir die quantitative Analyse erfolgte analog zu den
Untersuchungen in Kap. 5.1.1. Es wurden die zwei Potentiale Et = -1.3 V sowie E1 = -
1.4 V (vs. Ag-QRE) ausgewihlt, da hier noch keine Bldschenbildung an der UME

auftritt. Die resultierenden pH-Verschiebungen sind in Abb. 30 zu sehen.
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Abb. 29. Elektrochemische Wasserreduktion an einer Pt-UME (rr = 12.5 um, RG = 10)
in 0.1 M KNO; (1 mM Phosphat-Acetatpuffer, pHpux 4.9, 10 uM Fluorescein-di-
natrium) und Untersuchung im CLSM A) Linear-Sweep-Voltammogramm der
Wasserreduktion (Et1 vs. Ag-QRE). CLSM-Aufnahmen bei B) ausgeschalteter Mess-
zelle, C) Er=-1.3 V vs. Ag-QRE (375 um x 375 pum).

Wie bei der Reduktion von Q in Kap. 5.1.2 wird eine maximale
elektrochemische pH-Erhohung auf pH 6.6 -6.75 erreicht, je nachdem ob Er = -1.3 V
oder Er = -1.4 V (pHpyx 6.6) ist. Mit abnehmenden pHyyx nimmt die Differenz von
verdnderten pH zu pHpux zu und erreicht sein Maximum ApH = 1.5 (pHpux 4.9).
Oberhalb von pHpyx 6.6 beobachtet man keine pH-Verdnderung mehr. Wird das
Elektrodenpotential, bei festem pHpyk, von Et = -1.3 V auf Et = -1.4 V verschoben
andert sich die absolute elektrochemisch initiierte Verschiebung des pH-Wertes
(Ausnahme: pHpuk 6.6) nicht. Die weitere Interpretation der Ergebnisse wird spéter
erfolgen.

Der pH-empfindliche Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-dinatrum hat einen
Arbeitsbereich zwischen 5 und 8. Interessant wére es nun, eine Moglichkeit zu finden,
um ein breiteres pH-Spektrum zu untersuchen. Dies kdnnte mit der Kombination von
zwei Farbstoffen gelingen, wobei einer den niedrigeren sauren pH-Bereich und einer
den mittleren bis alkalischen, bedient. Aus diesem Grund wurden die
Fluoreszenzfarbstoffe LysoGreen™ (pH 3.0 — 6.0) und SNARF-1° (pH 5.5 — 9.0)
verwendet, die nicht mit der gleichen Laser-Wellenlinge angeregt werden und in

unterschiedlichen Wellenldngen (abhédngig von pHpyui) fluoreszieren. Ein groBer Vorteil
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bei der Verwendung eines Farbstoffes wie SNARF-1® mit zwei Emissionsmaximas (I

und 7)) ist, dass auch bei geringen Konzentrationsunterschieden /;,/5, von SNARF-1®

(2031 Dadurch ist gewdhrleistet, dass auch bei kleinen Wige-

anndhernd konstant bleibt.
oder Pipetierfehlern, keine groBen Messfehler bei der Untersuchung von kleinen H'-

Konzentrationen in der Kalibrierung resultieren.
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Abb. 30. Lokale pH-Verschiebung in Abhédngigkeit von pHypy fiir Wasserreduktion in
0.1 M KNO; als Leitelektrolyt und mit 10 uM Fluorescein-dinatrium-Losung bei
varialben Potentialen Et vs. Ag-QRE mit Gleichheitslinie pHex = pHpu (Pt-UME: 71 =
12.5 um, RG = 10; Pt-Gegenelektrode).

In Abbildung 31 sind Beispiele gezeigt, wie sich die Lichtintensititen der
verwendeten Farbstoffe beim Ein- (Abb. 31A, B, C) und Auschalten (Abb. 31D, E, F)
der elektrochemischen Messzelle verdndern, wobei pHyyk 6.0 war. Beim SNARF-1®
verhalten sich der erste (/;) und der zweite ([,2) Fluoreszenzbereich genau
gegensitzlich. Bei geringen pH-Wert ist nur eine geringe Lichtintensitit bei /,; und bei
I, eine hohe Intensitit festzustellen. Wird ein reduzierendes Potential von E1=-1.4V
vs. Ag-QRE angelegt, werden OH -lonen an der UME produziert und der pH nimmt
lokal zu. Dadurch dndern sich die Fluoreszenzeigenschaften von SNARF-1®: In I
nimmt die Fluoreszenz zu, in [, ab. Die Fluoreszenzeigenschaften von LysoGreen™

hingegen dndern sich kaum, da der pH-Analysebereich zwischen 3 — 6 liegt.
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Abb. 31. CLSM-Aufnahmen (375 um x 375 pm) bei der Reduktion von Wasser in der
Néhe einer Pt-UME (d = 0 pum, rp=12.5pum, RG=10) in 0.1 M KNOs-

Leitelektroyltlosung und 3 mM Phosphat-Acetatpufferkonzentration (pHpyx 6.0, 8 uM
SNARF-1® und 2 pM LysoGreen™, Messparameter: s. Kap. 4.2.1). Obere Reihe mit
A), B) und C): ausgeschaltete Messzelle, untere Reihe mit D), E), F): Er=-1.4V (vs.
Ag-QRE). A) + D) SNARF-1" mit ,,;: 560 - 600 nm, B) + E) SNARF-1® mit J,: 620 -
660 nm, C) + F) LysoGreen™ mit /p: 510 -550 nm.

Fir die quantitative Untersuchung wurden Messreihen mit variablen pH
angefertigt, um eine Kalibrierung durchzufiihren. Die Ergebnisse sind in Abb. 32
aufgetragen, wobei die schwarzen Quadrate die erhaltenen gemittelten Fluoreszenz-
intensitdten und die gestrichelten Linien den theoretischen Verlauf représentieren.
Dabei zeigt Abb. 32C eine zusitzlich eingefiigte Graphik fir SNARF-1%, in der das
Intensitédtsverhéltnis fiir Emissionen bei A4; und A, aufgetragen wurden (Abb. 32C). Die
aus den experimentellen Daten berechneten pKs-Werte sind fir SNARF-1® 7.39 (Lit.:
7.5 und LysoGreen™ 5.17 (Lit.: 5.2,
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Abb. 32. Kalibrierung der Fluoreszenzfarbstoffe mit Hilfe des CLSM und pH-
Arbeitsbereiche. A) 4 uM LysoGreen™, B) 8 uM SNARF-1%, C) Verhiltnis von erster

und zweiter Detektionsbereich der Wellenléngen /;,/5,, von SNARF-1%.
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Die Ergebnisse der durchgefiihrten Kalibrierung werden nun fiir die quantitative
Analyse der pH-Wert herangezogen. In den Messungen werden sowohl Et als auch die
Phosphat-Acetatpufferkonzentration variiert. Abbildung 33 zeigt hierbei die pH-Wert-
Verschiebungen, die aus den gemessenen Intensitdtsdaten ermittelt werden. Wie schon
bei der Verwendung von Fluorescein-dinatrium erkannt wurde, &dnderte sich die
elektrochemisch erzeugte End-pH-Wert pHex nicht signifikant mit der Erh6hung des
Elektrodenpotentials von Et=-1.3 V nach Et=-1.4 V. Besonders eindruckvoll ist dies
in Abb. 33C zu beobachten. Der maximal erreichte Wert fiir pHex war 9 bei pHpyx 7 und
2 mM Phosphat-Acetatpufferkonzentration (Abb. 33A). Wird c(Phosphat-Acetatpuffer)
auf 3 mM und 4 mM erhoht, sinkt der maximale pHex auf 8.8 und 8.5 (pHpui 7).
Generell verringert sich im Mittel mit der ersten Zugabe von Puffer der pH um maximal
0.1 [c(Phosphat-Acetatpuffer) = 3 mM, Abb. 33B]. Die erneute Zugabe von Puffer
zeigte keine deutliche Abnahme des pHex mehr [c(Phosphat-Acetatpuffer) = 4 mM,
Abb. 33C].

Auffillig ist, dass auch hier ApH fiir alle Pufferkonzentrationen mit der
Abnahme von pHpyx zunimmt. Beim Arbeiten mit einer Phosphat-Acetatpuffer-
konzentration von 2 mM ist der maximale ApH = 2.9 (pHpuk 4.1) und sinkt auf bei
ansteigendem Ausgangs-pH in der Messlosung (pHpuk 7.0) ApH = 2.0 (Abb. 33A). In
Abbildung 33B kann ein maximaler ApH = 3.4 (pHpux 5.0) und minimal ApH = 1.8
(pHbuik 7.0) realisiert werden. Die ApH bei der grofften Pufferkonzentration
(c(Phosphat-Acetatpuffer) =4 mM, Abb. 33C) sind maximal 3.4 fiir pHpuk 5.1 und
minimal 1.8 fiir pHpyx 6.7. Es ist keine Tendenz zu beobachten.

Wie auch im Kap. 5.1.2 wurden in Abb. 33 Pufferkapazititskurven der
jeweiligen Puffer eingezeichnet. Jedoch zeigt sich, dass dieser Losungsparameter keinen
Einfluss auf die Messergebnisse hat. Aus diesem Grund wird noch einmal der
reduzierende Sondenstrom it bei Et=-1.4V und Et=-1.5V (vs. Ag-QRE) betrachtet
(Abb. 34). Dieser steigt aufgrund des abnehmenden pH-Wertes in der Messlosung, da
sich das Formalpotential der Wasserreduktion mit den pH-Wert verschiebt (Nernst-
Gleichung). Mit steigendem it nimmt auch der Umsatz an der UME zu, wodurch ApH

sich mit abnehmenden pH erhoht.
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Abb. 33. Gemessene pH-Verschiebung und Pufferkapazitit S in Abhingigkeit von
pHoux und Et (vs. Ag-QRE) aus CLSM-Daten (Wasserreduktion in 0.1 M KNOs-
Losung). A) 2 mM, B) 3 mM und C) 4 mM Phosphat-Acetatpufferlosung.
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Abb. 34. Sondenstrom it in Abhingigkeit von pHyyx fiir Wasserreduktion in 0.1 M
KNO:; als Leitelektrolyt und mit 10 uM Fluorescein-dinatrium-Ldsung bei Potentialen
Er=-1.4Vund Er =-1.5 V vs. Ag-QRE mit Gleichheitslinie (Pt-UME: rr = 12.5 pm,
RG = 10; Pt-Gegenelektrode).

Abbildung 35 zeigt als Beispiel drei CLSM-Aufnahmen mit steigender
Phosphat-Acetatpufferkonzentration [c/mM = (2, 3, 4)]. Hierbei werden nur die Bilder
von SNARF-1® bei Ae/nm = (620 - 660) wiedergegeben. Es zeigt sich, dass der
Bereich mit gedndertem pH durch die Erhohung der Pufferkonzentration
(Fangermolekiil) sich verkleinerte, also die elektrochemisch erzeugte Reaktionszone

unter der Pt-UME erheblich eingeschniirt wurde.

A B) | C)

Abb. 35. CLSM-Aufnahmen (375 pm % 375 pum) bei dér elektrbchemischen Wasser-
reduktion in der Ndhe einer Pt-UME (rr=12.5 pum, RG =10) in 0.1 M KNOs bei den
Phosphat-Acetatpufferkonzentration: A) 2 mM, B) 3 mM, C) 4 mM (Er=-15V,
pHou 6.0, 8 uM SNARF-1° (L,;: 560-600 nm, Ly 620-660 nm) und 2 pM
LysoGreen™ (/p: 510 -550 nm), CLSM-Einstellungen s. Kap. 4.2.1).
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Um den Effekt der ,.chemischen Linse durch die Zugabe von Puffer zu
quantifizieren, fand mit der gleichen Technik wie in Kap. 5.1.2 die Bestimmung der
Radien der Reaktionszonen rsy in der Ndhe der Pt-UME statt. Die Resultate sind in
Abhingigkeit von Et, pHpux und Phosphat-Acetatpufferkonzentration in Abb. 36 zu
sehen.

Der Radius der Reaktionszone rs nimmt tendenziell fiir alle Pufferkonzen-
trationen mit der Steigerung von pHpyuk zu. Aus Abbildung 36 kann man sehen, dass pro
pH-Einheit bei Et = -1.4 V fiir c(Phosphat-Acetatpuffer) = 2 mM, c(Phosphat-
Acetatpuffer) = 3 mM und c(Phosphat-Acetatpuffer) = 4 mM rsy um durchschnittlich
37 um, 25 pum und 23 pm zunimmt. Fiir £t = -1.5 V und fiir ¢(Phosphat-Acetatpuffer) =
2 mM, c(Phosphat-Acetatpuffer) = 3 mM und c(Phosphat-Acetatpuffer) = 4 mM ist
rso/pM = (36, 38, 26).

Das maximale rg ist fiir 2 mM Phosphat-Acetatpuffer (Abb. 36A) 183 pm und
reicht iiber die Rinder der isolierenden Einfassung der UME hinaus. Entgegen dem
Trend war die minimalste Vergréerung der Diffusionsschicht bei pHpy 6.1 mit 41 um.
Eine Erhohung der Phosphat-Acetatpufferkonzentration fiihrt zur deutlichen
Verkleinerung der Reaktionszonen deutlich: Unter Verwendung von 3 mM Phosphat-
Acetatpuffer ist s o = 147 um der maximalste und der minimalste Wert 40 pm. Wird die
hochste Pufferkonzentration angewendet liegen die Ausmalle von rgo zwischen 137 um
und 31 um.

Die Erhohung des Potentials von Et = -1.4 V nach Et = -1.5 V ergibt in der
Regel auch eine Verbreiterung der Reaktionszone fiir c(Phosphat-Acetatpuffer)/mM =
(2, 3) (Abb. 36A, B). Beim Arbeiten mit c(Phosphat-Acetatpuffer)/mM = 4 mM bleibt
die VergroBerung von rsy aus. Die Ausnahmen sind hier bei pHpux 5.1 und 7.1
(Abb. 36C). In Abbildung 36 sind auch die Pufferkapazititskurven eingetragen. Wie
auch schon bei der Interpretation der pH-Verschiebungen aufgrund der elektro-
chemischen Wasserreduktion, ist ersichtlich, dass dies nicht der entscheidene Parameter
ist. Jedoch kann auch nicht der pH-abhéngige Sondenstrom die vorliegenden Ergebnisse

erklaren.
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Abb. 36. Ausdehnung der Diffusionschicht der elektrochemisch erzeugten pH-

Anderungen aus CLSM-Daten fiir die Wasserreduktion und Pufferkapazitit Sin
Abhéngigkeit von pHpyx und Et (vs. Ag-QRE). A) 2 mM, B) 3 mM und C) 4 mM
Phosphat-Acetatpufferlosung.
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In ihrem experimentellen Aufbau fanden Rudd et al.[*

einen rso = 24 um
(Simulationen: rsg = 26 um) fiir eine UME mit »r = 12.5 um fiir it = 5 nA. Bei
Steigerung des Sondenstroms auf 10nA wurden rsy = 49 pm (Simulationen:

1 Die Experimente dieser Arbeit erfolgten in einer

rso =52 um) gemessen.
ungepufferten Losung mit 0.1 M KNO; als Leitelektrolyt [pHpux (4.5 - 5)]. Es ist
ersichtlich, dass sy beim Einsatz dhnlicher Losungen mit 57 pm etwas grofer ist. Diese
Abweichung kann erklart werden, weil in den vorliegenden Versuchen ein Sondenstrom
von mindestens 100 nA floss. Trotzdem ist eine Abweichung von 8 pum (der Vergleich
mit dem Simulationen ergibt nur eine Differenz von 5 um) fiir diese Methode eine gute
Ubereinstimmung.

Kapitel 5.1.3 zeigt, dass es moglich ist, ein breites pH-Fenster (pH 4 - 9) mit
Hilfe der CLSM zu untersuchen. Generell kann zusammengefasst werden, dass der
Einsatz einer ,.chemischen Linse“ die lokal elektrochemisch verschobene H'-/OH'-
Reaktionszone effektiv eingeschniirt werden kann. Dass die Konzentrationen des
Puffers keinen signifikanten Effekt auf pHe haben, beobachteten schon Torbensen et
al.,”" bei der elektrochemischen Mikrostrukturierung durch Aryl-Radikale. Deutlicher
hingegen war auch die Wirkung des Puffers als Fiangermolekiil auf die GroBe pH-
basierender Reaktionszonen.

Versuche, dieses Farbstoffsystem als Indikator bei der mikroelektrochemisch

induzierten pH-Anderung durch Reduktion/Oxidation von Q/H,Q einzusetzen,

scheiterten bisher.
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5.2 Untersuchung von mikroelektrochemisch erzeugten Br,/HOBr-
Reaktionszonen

Nach der Untersuchung von pH-Reaktionszonen soll nun eine Mdglichkeit gefunden
werden, auch andere Ionen- oder Substanzverteilungen optisch zu vermessen. Da die
Verwendung von Br,/HOBr im Kap. 3.4 ausschlaggebend fiir das Modifizieren von Au-
OEG-SAM-Oberfldchen ist, sollen die moglichen Auswirkungen von Fangermolekiilen
(engl. scavenger) auf die Ausbildung der Diffusionsschichten untersucht werden.

In dieser Arbeit erfolgt die Detektion von Br,/HOBr durch das CLSM mit Hilfe
des Fluoreszenzfarbstoffes Resorufin. Dieser Farbstoff ist bekannt fiir den Nachweis
von Cl, und Br; in Luft, Gasgemischen und Lésungen.[204] In neutraler bis alkalischer
Losung fluoresziert die rote Resourfin-Losung intensiv gelbrot. In der Anwesenheit von
Br, reagiert Resorufin unter Bildung von Resorcinblau, welches in neutraler bis
alkalischer Losung nicht fluoresziert. Zur Bromierung eines Molekiils Resorufin werden

vier Br,-Molekiile benétigt.[204]

N\ Br N\ Br
+ 4 Bry
HO (@) 6] HO 0] o] (XV)
Br Br

Resorufin: Resorcinblau:
fluoreszierend nicht fluoreszierend

Abbildung 37A zeigt ein Cyclovoltammogramm fiir die Br'-Oxidation in einer
CLSM-Messlosung von 10 uM Resorufin und 0.5 M K,SO4 (pH 7). In diesem Beispiel
ist das Signal fiir die Br'-Oxidation bei einem Potential E1 = 1.05 V zu finden. Dabei ist
wichtig, dass bei den folgenden Messreihen zur Vermessung des Br,/HOBr-Profils das
eingeschaltete Potential an der Messspitze den Wert von Et = 1.2 V nicht iibersteigt.
Andernfalls wiirde an der UME das Losungsmittel Wasser elektrolysiert. Als Folge
daraus konnte der pH-Wert der Losung lokal verdndert und damit der Fluoreszenz-
farbstoff geloscht werden. Deswegen wurde fiir alle weiteren Messungen ein Potential
von 1.1 V gewdhlt. Dariiber hinaus zeigen Abb. 37B und 37C ein Beispiel fiir die
,»On/Off-Situation* in der Messzelle (UME in der Mitte der Bilder), wobei Abb. 37B
eine CLSM-Aufnahme bei abgeschalteter Messzelle darstellt. Abbildung 37C zeigt die
Situation bei Er = 1.05 V. Hier wurde elektrochemisch Br,/HOBr erzeugt, das in der
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Néhe (Arbeitsabstand d = 5 um) der UME den Farbstoff verbraucht und damit die

Lichtintensitidt von Resorufin herabsetzt.

A) 12- B)
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Abb. 37. A) CV der Oxidation von Br™ an einer Pt-UME (rr=12.5 um, RG = 10) in
Messlosung mit 5 mM KBr in 0.5 M K;SO4 (pHpux 7, 10 uM Resorufin, Et vs. Ag-
QRE, d = 5 pm). Zugehorige CLSM-Aufnahmen bei B) ausgeschalteter Messzelle, C)
Er=1.1 Vvs. Ag-QRE (375 um x 375 pm).

Abbildung 38 zeigt die quantitative Ausdehnung des Konzentrationsgradienten
von Bry/HOBr aufgrund der signifikanten Loschung des Farbstoffes in der Messlosung
bei unterschiedlichen Br-Ausgangskonzentrationen [c/mM = (5, 10, 25)]. Dariiber
hinaus fand eine Bewegung der z-Achse in 5 um Schritten statt, um so die Verdnderung
der Diffusionsschicht senkrecht zur Fliissig-Fest-Grenzfliche zu untersuchen. Die
Skalen wurden aufeinander abgestimmt, um einen direkten Vergleich zwischen
Elektrodenoberfliche (rr = 12.5 um, RG = 10) und Arbeitsabstand d (d = z) her-
zustellen. Das Ende des Experiments wurde zu dem Zeitpunkt gewéhlt, an dem
zwischen der geminderten Lichtintensitit der Farblosung durch die elektrochemische
Reaktion und der Umgebung nicht mehr zu unterscheiden war. Die Ermittlung der
jeweiligen Breite der Reaktionszone s crsm bei jedem beliebigem d erfolgte wie in Kap.
5.1 (Abb. 26).

Aufgrund der hemisphérischen Diffusion der Reaktionsedukte und —produkte
zur bzw. von der UME ist eine Halbkugelform der Reaktionszone zu erwarten. Dies

wird anndherungsweise in den Ergebnissen, die in Abb. 38 dargestellt sind, beobachtet.
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Wie erwartet nimmt die Expansion der Diffusionsschicht mit zunehmender Ausgangs-
konzentration von Br™ in der Losung zu. Die deutlichste Vergroerung der Bro/HOBr-
Reaktionzone geschieht im Wechsel von 10 mM KBr zu 25 mM KBr-

Ausgangskonzentration.

Is.cLsm /'um ¢(KBr)
0 20 40 60 80 100 120 / mM
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Abb. 38. Ausdehnung der Diffusionsschicht von mikroelektrochemisch erzeugtem
Bry/HOBr in 0.5 M K,SO4-Losung mit variablen KBr-Konzentrationen (Pt-UME:
rr=12.5 um, RG =10, 10 uM Resorufin, Quantitative Auswertung mit Hilfe der Leica
Confocal Software 6.2 des CLSM, s. a. Kap. 5.1, Abb. 26).

In bestimmten Bereichen der verwendeten Arbeitsabstinde ist eine anndhernd
lineare Abhédngigkeit zwischen rscrsm und d zu beobachten. Mit Hilfe der linearen

Regression werden diese Teilergebnisse in Ndherungsformeln beschrieben.

c(KBr) =5 mM: d=38.54 um —0.71 rscrsm; 0 < d/pm <25
rscism = 5428 um—1.41d ; 0 <d/um < 25

c¢(KBr) = 10 mM: d=4091 pm —0.54 rscrsm ; 10 < d/pm < 35
rscism = 75.76 um —1.85d ; 10 < d/pm < 35

c(KBr) =25 mM: d="71.35pum—0.60 rscrsm ; 10 < d/pm < 60

¥'S,CLSM — 118.92 um — 1.67 d, 10 < d/um < 60

An der Ausdehnung der Reaktionszone in der Losung bei 5 mM Br-
Ausgangskonzentrationen, erkennt man den Einschiirungseffekt der Reaktionszone bei
steigenden Féangermolekiil-Konzentrationen (Abb. 39). Aufgrund der geringen
Loslichkeit von L-Cystin im neutralen Losungsmedium erfolgten die Messungen in

5 mM-KBr-Losungen. Fiir den spiteren Vergleich (s. Kap. 6.2) mit ausgewerteten
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experimentellen Daten aus SECM-FB-Mode-Modifikationen von Au-OEG-Oberflachen
wurde die normierte Féangermolekiil-Konzentration y, . verwendet. Diese ergibt sich
nach

c(Féangermolekiil)
- = 26
ySc/Br C(Brf ) ( )

Mit der Steigerung der L-Cystin-Konzentration in der Messlosung nehmen die
Werte fiir rscrsm signifikant ab. Dies gilt besonders bei der Steigerung von
c(L-Cystin) =0 mM auf c¢(L-Cystin) =2.5 mM, wo die Ausbreitung der Br,/HOBr-
Diffusionsschicht etwa auf die Hélfte (Arscrsm = 31 pm) gesenkt wird.

rS,CLSM / um Yscr
0 10 20 30 40 50 = 00
- ‘ . : : e 05
1.0
= 10
=1
S
20

Abb. 39. Ausdehnung der Diffusionsschicht von mikroelektrochemisch —erzeugtem
Br,/HOBr in 5 mM KBr-Losung und 0.5 M K,SO4 Leitelektrolyt mit unterschiedlichen
Konzentrationen von L-Cystin als Fangermolekiil (Pt-UME: rr=12.5 um, RG = 10,
10 uM Resorufin, Quantitative Auswertung mit Hilfe der Leica Confocal Software 6.2
des CLSM,, s. a. Kap. 5.1, Abb. 26).

Auch in diesem Fall nimmt rscrsmv mit zunehmendem Abstand d (5 < d/um
< 20) anndhernd linear ab. Durch den Einsatz der linearen Regression werden auch

diese Teilergebnisse in Ndherungsformeln beschrieben.

ySC/Br, =0: d=42.19 pm — 0.79 7's,CLSM
rscism = 53.41 um—1.27d
ySC/Br_ =0.5: d=30.44 um — 1.01 7'sS,CLSM
rscrsm = 30.14 pum — 1.00
ySc/Br’ =1.0: d=28.12 pum — 1.45 7S, CLSM

rscism = 19.39 um - 0.69 d
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Tabelle 16 (s. Kap. 6.2) fasst die Ergebnisse fiir den spéteren Vergleich mit den
SECM-Daten bei den hdufigsten verwendeten Arbeitsabstéinde d zusammen.

Um die Daten des CLSM-Versuches auch quantitativ auszuwerten, wurde
zunéchst eine Kalibrierung vorgenommen. Hierbei kamen verschiedene Messlosungen
mit wachsender Resorufin-Konzentration zum Einsatz. Die Kalibrierung erfolgte
dhnlich wie bei der Untersuchung der pH-Profile: Bei verschiedenen
Farbstoffkonzentration von Resorufin [¢/uM: (0 — 15)] wurde in der Ndhe der Pt-UME
(rr=12.5 um, RG = 10) eine CLSM-Aufnahme angefertigt und die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitit /r bestimmt. Die resultierenden Ergebnisse von /r wurden gegen
c(Resorufin) aufgetragen und so der lineare Zusammenhang festgestellt (Abb. 40A).

Gleichung XV besagt, dass ein Molekiil Resorufin pro Formelumsatz mit vier
Molekiile Br, zu einer nicht fluoreszierenden Verbindung umgesetzt wird. Unter
Beriicksichtigung dieses Sachverhalts wurde die Kalibrierung in Abb. 40B erstellt. In
den anschlieBend verwendeten Messlosungen kam eine Farbstoff-Ausgangs-
konzentration von 10 pM zum Einsatz. Bei dieser Konzentration war die Fluoreszenz
im Losungsvolumen am maximalsten /r (Schnitt mit Ordinatenachse) und folglich
c(Br,/HOBr) = 0 uM. Mit steigender Konzentration von elektrochemisch erzeugtem
Br,/HOBr wurde Resorufin verbraucht und die Fluoreszenzintensitat /r nahm ab. Wenn
lokal ¢(Br,/HOBr) = 40 uM waren alle Farbstoff-Molekiile (Gl. XV) im
Losungsvolumen verbraucht und so /r = 0 (Schnitt mit Abszissenachse). Fiir die

Umrechnung der Abszissenachse gilt also:

¢(Br,/HOBr) = 4 ¢(Resorufin) + 40 27

Fiir die Kalibrierung in Abb. 40B ergibt sich:
I =1, +my, -c(Br,/HOBr) (28)
I, =169.9+10.4—(3.94+0.4)uM " - ¢(Br,/HOBr) (29)

Hierdurch konnten gemessene Fluoreszenzintensititen Br,/HOBr-Konzentrationen

zugeordnet werden:

_ IF B IF,O
¢(Br,/HOBr) = (30)

My
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Abb. 40. Kalibrierung des Br,/HOBr Fluoreszenzindikators Resorufin zur quantitativen
Analyse der CLSM-Daten. A) Auftragung der Lichtintensitit des Farbstoffes gegen die
Farbstoffkonzentration, B) Auftragung der erwarteten Lichtintensitdt in einer 10 uM
Resorufin-Losung, wenn elektrochemisch erzeugtes Bro,/HOBTr einen Teil des Farbstoffs

zu einer nicht fluoreszierenden Verbindung umsetzt.

Mit dieser Kalibrierfunktion wurden nun ausgewéhlte Br,/HOBr-Profile
untersucht. Zundchst erfolgte die Aufnahme von Konzentrationsprofilen bei variablen
KBr-Ausgangskonzentrationen [¢(KBr)/mM = (5, 10, 25)] in der Messlosung. Hierbei
wurden die CLSM-Aufnahmen bei einem Arbeitsabstand von 5 pm und 10 pm

angefertigt. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abb. 41 dargestellt.
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Abb. 41. Konzentrationsprofile Bro/HOBr in der Néhe einer Pt-UME (rr=12.5 um,
RG =10) bei variablen KBr-Konzentrationen in 0.5 M K,SOjs-Leitelektrolyt-Losung
(pH 7, 10 uM Resorufin, £t = 1.1 V vs. Ag-QRE). A) 5 mM, B) 10 mM, C) 25 mM

KBr.
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Unter Verwendung einer 5 mM sowie 10 mM KBr-Messlosung wurde die obere
Grenze der Kalibrierung, d. h. die maximale Br,/HOBr-Konzentration, die noch
quantitativ auswertbar ist, nicht tberschritten. Jedoch bei einer KBr-Ausgangs-
konzentration von 25 mM KBr wird in der Ndhe der UME so viel Br,/HOBr
elektrochemisch erzeugt, dass die obere Grenze von 40 puM {iberschritten wird (Abb.
41C). Mit zunehmender Entfernung zur UME (Arbeitsabstand &) nimmt die lokale
Konzentration von Br,/HOBr ab, genau wie der Radius der Br,/HOBr-Reaktionszone.
Beim Arbeiten mit ¢(KBr) = 5 mM ist bei d = 5 um die maximale ¢(Br,/HOBr) =
10 uM und bei d = 10 um ¢(Br,/HOBr) = 6 uM (Abb. 41A). Wird 10 mM KBr in der
Messlosung eingesetzt, stellte man nach der Umrechnung von ¢(Br,/HOBr) bei einem
Arbeitsabstand von 5 um 35 pM und bei d = 5 pm in etwa 20 uM Br,/HOBr fest (Abb.
41B). Dies gilt aber nur unter der Annahme, wenn die Reaktion nach Gl. XV sehr
schnell verlauft.

AnschlieBend werden Konzentrationsprofile ohne (Abb. 41A) und mit L-Cystin
[V, = (0.5, 1] in einer 5 mM KBr-Lésung verglichen (Abb. 42). Es zeigt sich, dass

das Signal-Rausch-Verhiltnis bei kleinen ¢(KBr) nicht optimal ist und so die
Auswertung mit Fehlern behaftet sein konnte. Die Ausreiler in der Messung bei Einsatz
des Féngermolekiils rithren von der partiellen Belegung der Elektrodenoberfldche her.
Aus diesem Grund konnten Konzentrationsprofile auch nicht bei hoheren KBr-
Ausgangskonzentrationen, untersucht werden. In Abbildung 42 wird die Einschniirung
der Reaktionszone beim Einsatz des Fidngermolekiils L-Cystin deutlich, da sich die
Ausdehnung der Bro/HOBr-Diffusionsschicht (vgl. Abb. 39) signifikant verringert. Die
lokale Br,/HOBr-Konzentrationen in der Ndhe der UME (d = 5 pm) nimmt
durchschnittlich (unter fehlender Beriicksichtigung der Ausreifler) ab. Mit und ohne L-
Cystin betrdgt die maximale lokale Konzentration des elektrochemisch erzeugten
Bry/HOBr 8 - 11 uM. Bei VergroBlerung des Arbeitsabstandes (4 = 10 um) erkennt man
zwischen den beiden Messlosungen einen geringfiigigen Unterschied: In der Losung
ohne Fingermolekiil wird ¢(Br,/HOBr) = 6 uM erreicht und mit 4 pM bis 5.5 uM
Br,/HOBT.

Besser wire der Einsatz eines Farbstoffes, der bei saurem pH eingesetzt werden
kann, um die UME durch Losen der Produkte (z. B. Sulfonsdure, s. Gl. 17) beim
Abfangen von Br,/HOBr sauber zu halten. Ideal wire der Einsatz eines Farbstoffes, der

nicht permanent sondern nur temporar bei Anwesenheit von Bro,/HOBr geldscht wiirde.
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Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden

Durch reversible Fluoreszenzloschungen (engl. quenching) wie bei der pH-Wert-
Bestimmung, sollte der Farbstoff regeneriert und wieder in das System zuriickgefiihrt
werden. Der alternative Einsatz des Br,-Fluoreszenzindikator Luciginin flihrte aber

bisher aufgrund der zu geringen Signalstirke zu keinem Ergebnis.
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Abb. 42. Konzentrationsprofile von Bro/HOBr in der Néhe einer Pt-UME (rr = 12.5 um,

RG=10) bei 5SmM KBr in 0.5M K,SOs-Leitelektrolyt-Losung (pH 7, 10 uM

Resorufin, E1 = 1.1 V vs. Ag-QRE) mit variablen L-Cystin-Konzentrationen: A) y_

=05,B) y,, =1L
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5 Untersuchung von Reaktionszonen in der Nihe von Ultramikroelektroden durch die
Konfokalmikroskopie

Die Auswertung der experimentellen Ergebnisse der Untersuchungen von
Br,/HOBr mit Hilfe des CLSM zeigen gute Resultate. Trotz der vergleichsweisen
schlechten Signal-Rausch-Verhéltnisses (besonders bei kleineren KBr-Konzentrationen)
bei der Bestimmung von Konzentrations-Profile ist dies ein vielversprechender Anfang
zur direkten Untersuchung und von Konzentrationsprofilen von Bry/HOBr. Die
Ergebnisse konnten in Simulationen unter Verwendung der Methode der Finiten
Elemente verifiziert werden.

Unter Beriicksichtung dieser gewonnenen Erkenntnisse wird nun die Ober-
flichenmodifikation von Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Ober-
flichen mit Hilfe des elektrochemischen Rastermikroskops untersucht. Das Ziel ist

hierbei die Verbesserung der Aufldsung der elektrochemischen Mikrostrukturierung.
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6  Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Ober-
flachenmodifikationen von Oligo(ethylenglykol)-termin-
ierten selbstorganisierten Monoschichten

Um das laterale Auflosungsvermogen der mikroelektrochemischen Oberfldchen-
strukturierung des SECM zu steigern, ist es dringend notwendig die Ausdehnung der
Br,/HOBr-Diffusionsschicht zu begrenzen. Fiir diesen Zweck werden Fangermolekiile
eingesetzt, die eine schnelle homogene Reaktion mit dem Atzmittel im
Losungsvolumen eingehen (Kap. 3.4), jedoch selbst nicht an der Elektrodenoberfléche
reagieren. Hierdurch soll die Lebensdauer von Br,/HOBr durch Abreaktion begrenzen
werden. Die Ausdehnung der Bro/HOBr-Diffusionsschicht wird so eingegrenzt und die
Modifikation der Probenoberfliche auf einen kleineren Bereich als im Falle der
ungehinderten Diffusion begrenzt.

In diesem Kapitel werden zum ersten Mal die Br,-Féangermolekiile L-Cystin und
Cystamin eingesetzt, um die lokale mikroelektrochemische Modifikation von OEG-

SAM zu verbessern.

6.1 Lokale Oberflichenstrukturierung von OEG-SAM durch das
SECM und anschliefende Untersuchung durch PFM des SFM

In diesem Kapitel wird zundchst das Verfahren beschrieben, mit dem
mikroelektrochemisch modifizierte Oberflichen fiir die nachfolgenden Interpretationen
ausgewertet wurden. Abbildung 43 zeigt beispielhaft eine SECM-Aufnahme im FB-
Mode einer mit Br,/HOBr mikroelektrochemisch modifizierten Au-OEG-SAM-
Oberflache. Zur Auswertung des SECM-Bildes erfolgt durch das Profiltool der
hauseigenen Software MIRA. Die GroBe der modifizierten Bereiche wird dort
abgelesen, wo der lokale Strom it gleich it ist. Die Wahl dieses Kriteriums sollte
reproduzierbares Ablesen erlauben. Jedoch konnen moglicherweise die so erhaltenen
Daten mit einer systematischen Abweichung behaftet sein. Der Vergleich mit
komplementidren Rastermethoden mit hoherer lateraler Auflosung soll das Vorgehen

verifizieren.
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6 Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikationen von
Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Monoschichten

- o~ a P~
- = = =
4.3
i
4.4 La
<
=
e
4.5
-4.6 T T T T ’ T
0 200 400 600

X/ um
Abb. 43. Vorgehen zur Vermessung der mikroelektrochemisch strukturierten Bereiche
einer Au-OEG-Oberflache: Der Linienscan wurde durch das Profiltool der Software

MIRA erzeugt. Als Breite wird die Peakbreite bei it = it angegeben.[lgg]

Aus élteren Publikationen ist die Verwendung des Lateral-Force-SFM fiir die
Charakterisierung von SAMs bekannt.”® Jedoch waren die hiermit gewonnenen
experimentellen Ergebnisse durch die hohe optische Interferenz sowie die langsame
Abtastrate mit Fehlern behaftet. Zhao et al**! nutzten den Pulsed-Force-Modus des
Rasterkraftmikroskops (PFM-SFM), um die Monolagen nach Mikrokontaktdrucken
(uCP) zu charakterisieren. Mittels dieser Technik werden die Nachteile des Lateral-
Force-SFM vermieden. Von zentraler Bedeutung fiir derartige Proben ist die
Verwendung eines goldbeschichteten Cantilevers, welcher zuvor mit einer
selbstorganisierten =~ Monoschicht ~ aus 11-Mercaptoundecansidure ~ chemisch
funktionalisiert wird. Die hydrophil modifizierte Messspitze kann die hydrophilen und
hydrophoben Teile der modifizierten OEG-SAMs detektieren, da die Adhésionskréfte
direkt abhingig von der Wechselwirkung zwischen den chemisch funktionalisierten
Endgruppen der SAM an der Probe und der Messspitze sind (Abb. 44). Tastet der
hydrophile Cantilever beispielsweise den modifizierten hydrophoben Teil des Au-OEG-
SAM-Substrates ab, erfolgt eine abstoBende Wechselwirkung zwischen SFM-Spitze
und Substrat. Uber der unmodifizierten OEG-SAM-Oberfliche bewirken die

Anziehungskréfte eine stirkere Adhdsion des Cantilevers an die Oberflédche.
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Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden

[ Gold

I OEG SAM (hydrophil)
Bl COOH SAM (hydrophil)
M Modifizierte OEG SAM

(hydrophob)

chemisch funktionalisierten Spitzen.

Fiir die nun folgenden Modifizierungsexperimente wurden zwei Sorten von

Thiolen verwendet:

H Sm /\%OH (1-Mercaptoundec-11-yl)hexa(ethylenglykol),
O
10 6 OEG-OH
HS OCH, (1-Mercaptoundec-11-yl)hexa(ethylenglykol)-
10 © 6 methylether, OEG-OMe

Zum spdteren Auffinden der behandelten Stellen durch das Videomikroskop des
SFM wurden die hergestellten Au-OEG-SAM-Substrate vor dem Einbau ins SECM mit
einem mit blofem Auge sichtbaren kreuzformigen Kratzer versehen. Hierdurch wurde
die urspriingliche Au-Oberfliche wieder freigelegt, wodurch an diesen Stellen im
SECM ein positiver Feedback-Strom detektiert wird. Danach wurden mit Hilfe einer
UME mit rr=12.5 pm UME in einer 25 mM KBr-Losung jeweils fiinf lokale
Oberflichenmodifizierungen (Et = 1.2 V, d = 15 um) mit steigender Pulszeit (1 - 5 s)
erstellt. Die anschlieBende Charakterisierung erfolgte durch den FB-Mode des SECM
mit dem Redoxmediator [Ru(NH;)s]*" (Abb. 45A, 46A).

Durch die anschlieBende Untersuchung der markierten Bereiche mit dem PFM-
SFM (Abbildungen aufgenommen von Frank Meiners) wird deutlich, dass durch den
Einsatz der feineren Messspitze eine deutlich hohere laterale Auflésung als beim SECM
erreicht wird. Die Form der modifizierten Bereiche kann eindeutiger identifiziert

werden (Abb. 45B-D, 46B-D).
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6 Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikationen von
Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Monoschichten
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0.1 M Phosphatpuffer, pH 7, d = 5 pm, ¢ (in's, v. L. n. r.): 1, 2, 3, 4, 5). A) SECM-
Abbildung im FB-Mode (vr =25 um's™, Sstep = 5 pum, d = 15 pm, Ey=-0.4 V vs. Ag-
QRE) mit 1 mM [Ru(NH;3)s]’" in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7). B) — D): Beispiele fiir
PFM-SFM-Aufnahmen (Adhésionssignal) mit COOH-modifiziertem Au-Cantilever (v.
l.n.r.: 2., 4. und 5. Punkt), Kantenldnge der Abbildungsausschnitte 100 pm.

A) :
150

g -8.1
N

> 50 2

0_l -8.3

0 100 200 300 400 500 600 700 .
x / pm i/ nA

3.0V 05V

[VRVAY) 0.0V 00V

Abb. 46. OEG-OMe-SAM-Subrae nach berchenmodikation (25 mM KBr in
0.1 M Phosphatpufter, pH 7, d =5 um, ¢ (in s, v. 1. n. 1.): 1, 2, 3, 4, 5)). A) SECM-
Abbildung im FB-Mode (vr = 25 pm s, Ssiep = 5 um, d = 15 um, Er=-0.4 V vs. Ag-
QRE) mit 1 mM [Ru(NH3)s]*" in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7). B) — D): Beispiele fiir
PFM-SFM-Aufnahmen (Adhésionssignal) mit COOH-modifiziertem Au-Cantilever (v.
l.n.r.: 1., 2. und 5. Punkt), Kantenldnge der Abbildungsausschnitte 100 pm.

101



Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden

Aufgrund der AbstoBung zwischen der hydrophilen SFM-Messspitze und der
hydrophoben OEG-SAM sind die Haftkréfte kleiner als fiir die hydrophil modifizierten
OEG-SAM. Dieses erlaubt eine bessere Unterscheidung zwischen elektrochemisch
modifizierten und unmodifizierten OEG-SAM. Hierdurch ist es moglich, genauere
Abgrenzungen wahrzunehmen, wodurch eine genauere Bewertung der Spotgréfe und
-form erreicht wird. Dies konnten auch Leschet al.*? bewiesen. Es ist klar zu
erkennen, dass nur die OEG-SAMs angegriffen werden, nicht aber das Goldsubstrat.

Die Radien der mikrostrukturierten Bereiche werden mit Hilfe des Profil-Tools
von MIRA (rssecm) und des SFM-Analyse-Tools (s spvm) ausgewertet und in den Abb.
47 und 48 zusammen mit der Gleichheitslinie (rsspm = 7ssecm) gegeneinander auf-

getragen.
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Abb. 47. Vergleich der ermittelten Radien der elektrochemisch modifizierten Flichen rg
von Abb. 45 (Au-OEG-OH) vermessen mit dem SFM (75 spm) und dem SECM (7s secm)-

Gleichheitslinie: VS,SFM = rS,SECM~
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6 Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikationen von
Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Monoschichten
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Abb. 48. Vergleich der ermittelten Radien der elektrochemisch modifizierten Flichen rg
von Abb. 46 (Au-OEG-OMe) vermessen mit dem SFM (rsspm) und dem SECM

(rS,SECM)~ Gleichheitslinie: V'S, SFM = 7'S,SECM-

Aufgrund der Diffusion des Redoxmediators und der groBeren Sonde
(rr=12.5 pm) im SECM-FB-Mode ist s spcm generell grofler als s spm. Diese Faktoren
und der relativ grole Arbeitsabstand von 15 um zur Substratoberfliche verursachen
eine viel geringere Auflosungsmoglichkeit als das PFM-SFM, welche mit kleinen
Arbeitsabstinden und einer kiirzere Reichweite der ausgenutzten Wechselwirkung
arbeitet. Diese Gegebenheiten bewirken eine scheinbare VergroBerung der
modifizierten OEG-SAM-Flichen in anschlieBenden FB-Mode-Experimenten des
SECM. Eine hohere Auflosungsmdglichkeit fiir den SECM-FB-Mode wére durch den
Einsatz von Nanoelektroden (rr einige nm) mit einer Shear-Force-Abstandsregelung
moglich.2%!

Die Verwendung des Profil-Werkzeugs von MIRA ist hinreichend genau, um
elektrochemisch  mikrostrukturierte ~OEG-SAM-Oberflichen auszuwerten. Das
Wiederfinden der modifizierten Bereiche im SFM ist zeitaufwendig und erfordert eine
Entnahme der Probe aus der elektrochemischen Messzelle. Durch eine ndherungsweise
Bestimmung der Breite der modifizierten Bereiche steht mit dem SECM eine schnelle
Methode zur Verfiigung, die auch in Losung, z. B. zwischen weiterfilhrenden

Modifizierungsschritten, anwendbar ist.
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Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden

Beim Vergleich der unterschiedlichen Monolagen von OEG-OH und OEG-OMe
wird deutlich, dass diese Oberflichen ein nahezu identisches Verhalten beim Atzen mit
Br,/HOBr aufweisen. Dies wussten bereits Zhao et al.,m] die in ihren Arbeiten zeigten,
dass modifizierte Hydroxy- und Methoxy-terminierte-OEG-SAM dhnliche Permeabili-
titen aufweisen. Da keine wesentlichen Unterschiede in der GroBe der modifizierten
Regionen vorliegen, wird im folgendenen Teilen der Arbeit ausschlieBlich mit der

Hydroxy-terminierten-OEG-SAM weitergearbeitet.
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6 Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikationen von
Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Monoschichten

6.2 Verwendung heterogener Reaktionen zur Verbesserung der

lokalen mikroelektrochemischen Oberflichenmodifikation von

OEG-SAMs

Nach den in Abschnitt 6.1 beschriebenen Vorversuchen werden Wege gesucht, die
Auflosung der Mikrostrukturierung der OEG-SAM signifikant zu verbessern. Wie im

4. 1921 beim Mikrodtzen von

Kapitel 3.4 erldutert, beobachteten Zhang et al.*>
Halbleitern wie GaAs oder Si, dass L-Cystin mit elektrochemisch erzeugtem Br,/HOBr
eine rasche homogene Reaktion eingehen kann. Daher fiihrt die Zugabe dieses
Fangermolekiils zu einer signifikanten Verbesserung des Auflosungsvermogens der
Mikrostrukturierung.

In dieser Arbeit wurden die Fangermolekiile L-Cystin und Cystamin verwendet,

um die Diffusionsschicht des mikroelektrochemisch erzeugten Br, einzuschranken.

HoN
o H
HO S—S§ g S NH
H
NH,

L-Cystin Cystamin

An der UME entsteht durch Elektrolyse von Br™ Br,, das in das Losungsvolumen
diffundiert (heterogene UME-Reaktion):

10Br = 5Br, +10¢ (XVD)

In alkalischer und neutraler Messlosung findet eine Disproportionierung von Br;

in HOBr und Br statt (Gl. VI).!"® Da die elektrochemische Oberflichenmodifikation in

dieser Arbeit ausschlieBlich in saurem Medium (0.5 M H,SO,) stattfinden, wird im

Folgenden nur noch Br, gebraucht, welches in der Losung mit dem Disulfid L-Cystin in

einer homogenen Reaktion zu Sulfonsdure und Br™ reagiert (homogene Fiangermolekiil-
Reaktion, Reaktion von Cystamin analog):

5Br; + RSSR + 6 H;O > 2 RSO;H+ 10 H" + 10 Br’ (XVID)

[R = -CH,CH(NH,)COOH)]
Um den Effekt der Zugabe von Fédngermolekiilen in der Messlosung zu

verdeutlichen, wurden CVs angefertigt (Abb. 49A). Diese CVs wurden mit Hilfe einer
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Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden

12.5 um UME in 25 mM KBr-Losung mit 0.5 M H,SO4 als Leitelektrolyt sowie L-
Cystin-Konzentration zwischen 0 mM und 75 mM aufgenommen. Hierbei entsprachen
die Signale bei 1.1 V (Et vs. Ag-QRE) der reversiblen Br-Oxidation. Die steigende
Zugabe von L-Cystin zeigte einen immer deutlicheren Anstieg des Signals gegeniiber
der Br-Oxidation ohne Féngermolekiile in der Losung (Abb. 49A, blaue Kurve). So
wurde bei 12.5 mM L-Cystin (Abb. 49A, griine Kurve) eine Verdopplung des CV-
Signals im Vergleich zur L-Cystin-freien Losung festgestellt. Bei steigender
Fangermolekiil-Konzentration von 25 mM (Abb. 49A, rote Kurve) auf 75 mM (Abb.
49A, schwarze Kurve) wurde mehr als eine Verdreifachung des Signals erreicht. Es ist
hiermit offensichtlich, dass das elektrochemische Verhalten einer Pt-UME in einer
Messlosung mit KBr und L-Cystin dem Verhalten einer homogenen elektrokatalytischen
Reaktion folgt.!"”! Br, wird schnell durch L-Cystin verbraucht und Br homogen in der
Néhe der Pt-UME regeneriert (Gl. XVII). Die zuriickgebildeten Br'-Ionen diffundieren
zur Pt-UME und fiihren zu einem Anstieg des Oxidationssignals. Dieses steigt mit der
Konzentration des Féngermolekiils an, da sich damit die Reaktionszone fiir Reaktion
XVII dichter an der UME befindet und sich dadurch ein groerer Br-
Konzentrationsgradient ausbildet. Abbildung 49B veranschaulicht schematisch die
Auswirkung der Fangermolekiile auf die GroB3e der Reaktionszone von Br, in der Nédhe
der UME. Durch die steigende Fangermolekiil-Konzentration in der Losung zieht sich
die Br,-Reaktionszone immer dichter um die UME (Abb. 49B).

In Abbildung 49C wurde eine scheibenféormige UME mit einem Radius von
12.5 um in einem Arbeitsabstand von 5 um in die Nédhe einer OEG-OH-SAM-
Oberfldche gebracht. Nach erfolgter mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikation
mit Hilfe variabler L-Cystin-Konzentrationen [¢/mM = (0, 12.5, 25, 75)] in 25 mM KBr-
Messlosung erfolgte eine Charakterisierung im FB-Mode des SECM. Es zeigte sich eine
deutliche Auflosungsverbesserung der Modifizierung von OEG-OH-SAMs, d. h. eine
Verringerung der Radien rg der modifizierten Strukturen mit der Steigerung der
Féangermolekiil-Konzentration. Folglich bestitigt dies, dass L-Cystin ein effektives
Féangermolekiil fiir Br, darstellt. Nach Zugabe von L-Cystin als Féngermolekiil in den
Elektrolyten wird die Diffusionsschicht von Br, eingeschriankt und es bildet sich eine

sogenannte CEL aus.
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6 Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikationen von
Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Monoschichten
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Abb. 49. Effekt der Einschniirung der Diffusionsschicht von Br, durch Einsatz des
Fingermolekiils L-Cystin. A) CVs mit Pt-UME (rr = 12.5 pm, v = 0.05 V s) bei
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unterschiedlichen ¢(L-Cystin), B) Schematische Darstellung der zunehmenden
Einschniirung der Br,-Diffusionsschicht, C) SECM-FB-Mode-Abbildung im FB-Mode
nach Modifizierung mit variablen ¢(L-Cystin) in 25 mM KBr + 0.5 M H,SOy4 bei Et =
1.2V, t=30s,d=5 pum (c s. A), Bildaufnahme mit [Ru(NH3)6]3+, bei E1=-04V,d=
10 pm.

Da SECM-Abbildungen im FB-Mode eine schnelle Abschitzung der GroBe der
modifizierten Regionen in Losung erlauben, kam diese Methode zum Einsatz, um die
Radien rs nach einem Modifizierungspuls der Dauer ¢ bei einem Arbeitsabstand d in
Gegenwart des Fangermolekiils L-Cystin (Abb. 50) oder Cystamin (Abb. 51) zu

bestimmen. L-Cystin besitzt einen pKg ooy = 1.192%7 und ist im deprotonierten

Zustand in Wasser schlecht 16slich. Die maximale Konzentration betrdgt 10 mM bei
neutralen pH. Daher wurden die Modifizierungs-Experimente in dieser Arbeit in einer
0.5 M H,SOg4-Leitelektrolyt-Losung (pH 1) ausgefiihrt, um L-Cystin in die zweifach
protonierte, losliche Form zu iberfiihren. Um die FErgebnisse mit anderen
Experimenten, bei denen Cystamin als Fangermolekiil zum Einsatz kam, vergleichen zu
konnen, wurde bei der Oberflichenmodifizierung immer in 0.5 M H,;SO4-Losung
gearbeitet, um fiir beide Fangermolekiile (bei hoheren Br-Konzentrationen)

vergleichbare Ergebnisse zu erhalten.
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Abb. 50. OEG-OH-SAM nach Oberflichenmodifikation (25 mM KBr in 0.5 M H;SOy)
mit unterschiedlichen Arbeitsabstinden d, Pulszeiten ¢ und c(L-Cystin). SECM-

Aufnahme im FB-Mode (vr = 25 um s'l, Ssiep = 5 um, d = 15 ym, Er=-0.4 V vs. Ag-
QRE) mit I mM [Ru(NH;)e]*" in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7).
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Abb. 51. OEG-OH-SAM nach Oberflachenmodifikation (5 mM KBr in 0.5 M H,SOy)

mit unterschiedlichen Arbeitsabstinden d, und ¢(Cystamin). SECM-Aufnahme im FB-
Mode (vr =20 um s, Sstep = 5 um, d = 15 pm, Er=-0.4 V vs. Ag-QRE) mit I mM
[Ru(NH;)]*" in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7).
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6 Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikationen von
Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Monoschichten

Zwischen der Oberflichenmodifizierung und der anschlieBenden Abbildung im
FB-Mode des SECM erfolgte ein Losungsmittelwechsel ohne Verdnderung der Relativ-
position von Ultramikroelektrode und Substratoberfliche. Die Abb. 50 und 51 belegen,
dass die Radien rs der modifizierten Bereiche in systematischer Weise von den
Modifizierungsparametern abhidngen. Hierbei erfolgte die FB-Mode-Abbildungen zur
Charakterisierung mit einer 1 mM [Ru(NH;)s]*"-Lésung in 0.1 M Phosphatpuffer
(pH 7) als Mediator. Die Mediatorwahl wird durch die pH-sensiblen Eigenschaften der
Oberfldchen nach der Modifikation bestimmt, die in Kap. 6.3 behandelt wird.

AnschlieBend erfolgte die systematische Modifizierung von OEG-SAM-
Oberflachen mit variablen KBr- und Fangermolekiil-Konzentrationen [¢(KBr)/mM = (5,
10, 25), c(L-Cystin))/mM = (0 — 75), ¢(Cystamin)/mM = (0 - 30)] sowie variablem
Modifizierungspuls der Dauer ¢ bei einem Arbeitsabstand d. Die anschlieBend
angefertigten SECM-FB-Mode-Aufnahmen sind in Abb. 50 und 51 sowie im Anhang
Abb. 70 - 73 zu sehen. Die Radien rs wurden, wie in Abb. 43 (Kap. 6.1) erldutert, mit
dem Profil-Werkzeug von MIRA ermittelt und gegen die normierte Fangermolekiil-

Konzentration y . . aufgetragen (Gl. 26). Die Ergebnisse sind in den einheitlich

strukturierten Abb. 52 bis 56 dargestellt. Hierbei zeigen die Abbildungsteile A und B

eine Auftragung von rs als Funktion von y .

Die Abbildungsteile A vergleichen dabei die Ergebnisse fiir unterschiedliche
Pulszeiten zwischen 5 s und 30 s bei einem konstanten Arbeitsabstand von 5 um. Beim
Arbeiten ohne Fangermolekiil [Abb. 50 unterste Zeile links, Abb. 52A - 54A, c(L-
Cystin) = 0, d/um= (5, 10, 15, 20), t = 30 s] nimmt »s mit steigenden ¢ zu. Hierbei gilt:
Je hoher die KBr-Konzentration in der Messlosung, je langer die Pulszeit und je grofer
der Arbeitsabstand, desto groBer wird rs. Dieser Trend ist auch in Abb. 55A und 56A
fiir die Parameter ¢(Cystamin) = 0, d/um = (5, 10, 15, 20) und ¢# = 30 s deutlich zu
erkennen. Werden nun Féngermolekiile in die Messlosung gegeben, folgt zunichst mit
steigender Fangermolekiil-Konzentration eine deutliche Verringerung von rs. Die rs-
Werte fiir eine Féngermolekiil-Konzentration riicken dabei fiir wachsende

Ausgangskonzentration der Fangermolekiile zusammen, bis bei y . 2>0.75 fir L-

Cystin und bei y, .~ > 0.5 fiir Cystamin rs nahezu unabhéngig von der Pulslénge wird.

Dies entspricht fiir ¢(L-Cystin)/mM = (3.75, 7.5, 12.5) fiir ¢(KBr)/mM = (5, 10, 25) und
fiir ¢(Cystamin)/mM = (2.5, 5) fiir ¢(KBr)/mM = (5, 10).
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Abb. 52. Untersuchung der Parameterabhingigkeit (¢, d, c(Fangermolekiil)) der Mikro-
strukturierung von OEG-OH-SAMs in 25 mM KBr (in 0.5 M H,SO4) mit L-Cystin.
A) Zeitabhidngigkeit (d = 5 um), B) Arbeitsabstandsabhéngigkeit (¢ = 30 s), C) Profile

bei variablen y . (#=30s).
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6 Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikationen von

Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Monoschichten
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Abb. 53. Untersuchung der Parameterabhéingigkeit (¢, d, c(Fangermolekiil)) der Mikro-
strukturierung von OEG-OH-SAMs in 10 mM KBr (in 0.5 M H,SO4) mit L-Cystin.
A) Zeitabhidngigkeit (d = 5 pm), B) Arbeitsabstandsabhéngigkeit (¢ = 30 s), C) Profile
bei variablen y . (#=30s).
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Abb. 54. Untersuchung der Parameterabhéingigkeit (¢, d, c(Fangermolekiil)) der Mikro-
strukturierung von OEG-OH-SAMs in 5 mM KBr (in 0.5 M H,SO4) mit L-Cystin.
A) Zeitabhidngigkeit (d = 5 um), B) Arbeitsabstandsabhéngigkeit (¢ = 30 s), C) Profile

bei variablen y . (#=30s).
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6 Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikationen von
Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Monoschichten
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Abb. 55. Untersuchung der Parameterabhéingigkeit (¢, d, c(Fangermolekiil)) der Mikro-
strukturierung von OEG-OH-SAMs in 10 mM KBr (in 0.5 M H;SO4) mit Cystamin.
A) Zeitabhidngigkeit (d = 5 um), B) Arbeitsabstandsabhéngigkeit (¢ = 30 s), C) Profile
bei variablen y, .~ (#=30s).
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Abb. 56. Untersuchung der Parameterabhéingigkeit (¢, d, c(Fangermolekiil)) der Mikro-
strukturierung von OEG-OH-SAMs in 5mM KBr (in 0.5 M H,SO4) mit Cystamin.
A) Zeitabhidngigkeit (d = 5 um), B) Arbeitsabstandsabhéngigkeit (¢ = 30 s), C) Profile

bei variablen y . (#=30s).
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6 Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikationen von
Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Monoschichten

Eine schematische Darstellung der Abhingigkeit von s von der Pulszeit der Br,-
Reaktionszone zeigt Abb. 57. Hierbei stellt Abb. 57A die Ausbreitung der
Reaktionszone ohne Fiangermolekiile in der Losung und Abb. 57B mit Zugabe von
Fangermolekiilen mit zunehmender Pulszeit von links nach rechts dar. Ohne
Féngermolekiile oder bei einer unzureichenden Konzentration an Fingermolekiilen,

z.B. bet y . (L-Cystin) < 0.75 und y . (Cystamin) < 0.5, weitet sich die Br,-

Diffusionsschicht stetig in das Losungsvolumen aus. Die Radien der modifizierten
Fliche sind dann proportional zur Pulszeit. Bei hoheren Fiangermolekiil-
Konzentrationen bildet sich nach 5 Sekunden, aufgrund der schnellen homogenen
Féngermolekiil-Reaktion, eine konstant grofle Br,-Reaktionszone aus (Abb. 57B).

Folglich @ndern sich s mit Verldngerung der Pulszeit nicht mehr.

A) L,
B) {,
& Sy B < B &

Abb. 57. Schematische Darstellung zur Erlduterung der Pulszeitabhingigkeit der Br,-
Reaktionszone A) ohne Fiangermolekiile B) bei Anwesenheit von Fiangermolekiilen in

der Messldsung (von links nach rechts: zunehmende Pulszeit).

In den Abbildungsteilen 52B bis 56B sind die Ergebnisse fiir variable
Arbeitsabstinde zwischen 5 um und 20 um bei einer konstanten Pulszeit von 30 s
dargestellt. Beim Arbeiten ohne Fangermolekiile in der Messlosung nimmt »g mit der
Vergroflerung des Arbeitsabstandes d zu. Doch schon bei geringer Zugabe von L-Cystin
[ Ve = (0.25-10.5)) oder Cystamin (y .~ = (0.1 —0.25)] kehrt sich der Trend um

und rg nimmt mit steigenden d ab. Da rs unabhdngig von der Pulszeit ist, ist die

malgebliche Einflussgrole auf rs oberhalb dieser Fangermolekiil-Konzentrationen
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Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden

nunmehr allein der Arbeitsabstand und y_ . . Abbildung 58 zeigt schematisch die

Erklarung flir diesen Sachverhalt. Abbildungsteil 58A prisentiert den Fall ohne und
58B mit Féngermolekiilen in der Losung. Befinden sich in der Elektrolytlosung keine
Fangermolekiile, so steigt rs proportional mit dem Modifizierungsparameter d
(Abb. 58A). Mit steigender Fangermolekiil-Konzentration findet eine zunehmende
Einschniirung der Diffusionsschicht der Reaktionszone statt.** **1 Unter idealen
Bedingungen stellt sich ein stationdrer Zustand ein, sodass sich um die aktive
Elektrodenoberfliche innerhalb weniger Sekunden eine Diffusionsschicht konstanter
GroBe ausbildet, in denen Br, noch nicht abreagiert hat. Wird d erhoht, verkleinert sich
die Schnittfliche dieser Schicht mit der Substratoberfliche, bis sie irgendwann die
Oberfliche nicht mehr beriihrt (Abb. 58B, rechte Seite). Das bedeutet, dass der
beschrinkte Reaktionsraum nicht mehr die Au-OEG-OH-SAM-Oberfliche beriihrt,
wodurch diese nicht mehr durch das Br, modifiziert wird. Somit findet keine
Modifizierung der Au-OEG-Oberfliche statt (rs = 0 pm). Dies geschieht bei
Verwendung des Féngermolekiils L-Cystin bei unterschiedlichen Konzentrations-
Arbeitsabstands-Kombinationen (Abb. 52B, 53B, 54B). Bei einem Arbeitsabstand von
d=20pum ist mit Hilfe des SECM keine Oberflichenmodifizierung fiir

1.0< y, . <2.0 nachweisbar. Fiir d = 15 um wurde bei y_ . >2.0 die Oberflache

nicht mehr geétzt. Fiir den Arbeitsabstand 4 = 10 um erreicht die Reaktionszone ab

Veup = 3-0 nicht mehr das Substrat. Bei dem kleinsten verwendeten d (5 pm) lésst sich

nur eine abnehmende Tendenz von rg wahrnehmen.
Verwendet man Cystamin erreicht die Reaktionszone im Vergleich zum L-
Cystin schon bei kleineren y, . -Werten das Substrat (Abb. 55B, 56B). Bei d =20 pm

bertihrt der beschrankte Reaktionsraum bei 0.5<y, . <0.75 nicht mehr die Au-

OEG-OH-SAM-Oberfliache, wodurch diese nicht mehr durch das Br, modifiziert wird.
Fir d = 15 pm findet bei 0.75<y, .~ <1.0 keine Atzung der Oberfliche mehr statt.

Grofle Abweichungen ergeben sich fiir die kleinsten Abstinde von 5 pm und 10 pm:
Fiir ¢(KBr) = 10 mM und den Arbeitsabstand d =10 um erreicht die Reaktionszone
schon ab y, .~ 20.5 nicht mehr das Substrat. Bei ¢(KBr) = 5 mM ist erst bei

Veur, = 1.5 keine Modifikation mehr nachweisbar. Bei dem kleinsten verwendeten

Arbeitsabstand (d = 5 um) ist der Unterschied sehr viel groBer: Hier wird rs = 0 pm,
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6 Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikationen von
Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Monoschichten

wenn bei einer ¢(KBr)=10mMein y_ .~ >0.75 und ¢(KBr)=5mMein y_  >2.0

vorliegt.

A)

B)

d; d dv

Abb. 58. Schematische Darstellung zur Erlduterung der Abstandsabhingigkeit der Br,-

Reaktionszone A) ohne B) mit Anwesenheit von Fangermolekiilen in der Messlosung.

Die Abbildungsteile C) in Abb. 52 bis 56 zeigen eine angendherte
Rekonstruktion der Diffusionsschicht in einer Ebene vertikal zur Probenoberfldche
(Abb. 59). Die Symmetrieachse tritt am Punkt (d,7s) = (0,0) aus der Oberfliche der

UME. Die GroBen fiir rs bei unterschiedlichen d wurden fur gleiche y, . durch eine

Linie verbunden.

2 2
Abb. 59. Schematische Darstellung zur angendherten Rekonstruktion der Diffusions-

schicht in einer Ebene vertikal zur Probenoberfliche.

Nach néherer Betrachtung der Abb. 52 bis 56 erkennt man deutlich, dass sich

nach einem ausreichend groem y = die Form der Reaktionszone éndert: Bei
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geringem y . dehnt sie sich mit zunehmenden Arbeitsabstand aus, sodass sie in den
Abb. 52 bis 56 den Anschein einer konkaven Form erhélt. Mit zunehmendem y -

kehrt sich der Trend aufgrund der zunehmenden Einschrankung der Diffusionsschicht
um, verursacht durch die schnelle homogene Reaktion im Losungsvolumen. Die Form
dhnelt dann einer konvexen Linse. Die Grofe rs ist infolgedessen nicht mehr von der
Pulsldnge ¢ sondern von dem Arbeitsabstand d abhdngig. In Tabelle 14 sind die

minimalen y, . aufgelistet, die notig sind, um den Trend zu wechseln, d. h. dass der

zeitunabhéngige Fall von Abb. 58B zutrifft.

Tab. 14. Notwendige y . fir den Wechsel von konkaver zu konvexer Form der Br,-

Reaktionszonen.

¢(KBr)/mM | Vs (L-Cystin) |y . (Cystamin)

5 0.50 0.25
10 0.25 0.10
25 0.25

Es ist klar erkennbar, dass bei beim Opferagenz L-Cystin die Trendumkehr sehr
viel spiter stattfindet als bei Cystamin. Bei geringerer ¢(KBr) =5 mM wird hier schon

bei einem normierten Konzentrationsverhéltnisy, — =0.25, im Gegensatz zu

=0.50 (Ausnahme: c¢(KBr)=10 mM) bei L-Cystin, die konvexe Form der

y Sc/Br™~
Diffusionsschicht erreicht. Beim Arbeiten mit hoheren KBr-Konzentrationen kehrt sich
der Trend generell schneller um. Aber wihrend dieser Effekt bei Cystamin schon bei

60%iger Verminderung von y . stattfindet, wird das Umkehr-y  ~ nur halbiert.

Dies spricht fiir die schon vorher postulierte effektivere Wirkung auf die Einschniirung
der Br,/HOBr-Reaktionszone durch Cystamin.

Interessant ist in diesem Fall auch, dass bei Wechsel von d =5 pm zu d =10 um
zunidchst eine VergroBerung von rg erfolgt. Dies ist wahrscheinlich auf die gehinderte
hemisphirische Diffusion bei geringeren d zuriickzufiihren. Durch den geringen
Arbeitsabstand kann Br’, welches an der UME und durch die Fangermolekiil-Reaktion
verbraucht wird, nicht so schnell aus dem Losungsvolumen zur UME nachdiffundieren.

Mittels VergroBerung von d wird dieses Problem aufgehoben und mehr Br; kann an der
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UME elektrochemisch produziert werden. Ab einem gentigend groBen y .~ (Tab. 15)

wird jedoch, aufgrund der schnellen homogenen Reaktion und der ausreichend
verfligbaren Fiangermolekiile, in der Volumenphase dieses Phidnomen nicht mehr

beobachtet.

Tab. 15. Minimal notwendige y ., fur die rS mit Vergrofierung von d monoton

abnimmt.

¢(KBr)/mM | Vsep (L-Cystin) |y . (Cystamin)

5 1.0 0.75
10 1.5 0.25
25 1.0

AbschlieBend erfolgt ein Vergleich die Ergebnisse der SECM-Modifizierungen
mit denen der Untersuchung der Konzentrationsprofile aus Kap. 5.2. Damit soll
abgeschitzt werden, wie zuverldssig die quantitative Abmessung von Reaktionszonen
durch das CLSM waren. Hierfiir wurden die Resultate fiir vergleichbare yscmp,. von

rs.cLsm und s secm tabellarisch aufgetragen (Tab. 16).

Tab. 16. Vergleich von rscrsm aus Kap. 5.2 und rs sgcm aus Kap. 6.2 bei Gebrauch von

L-Cystin (¢(KBr) = 5 mM).

rscism/ pm fur y rssecm/ pmfur y -
d/ pm 0.0 0.5 1.0 0 0.5 1.0
5 45.8 23.7 19.8 33.8 21.1 17.8
10 40.6 19.5 16.7 42.3 22.7 16.4
15 37.0 17.3 10.7 45.1 19.5 8.2
20 26.8 10.5 7.6 50.7 14.6 0.0

Es ist ersichtlich, dass die Untersuchung von Reaktionszonen von Br,/HOBr

(CLSM-Messungen bei pH 8) mit Hilfe des Fluoreszenzindikators Resorufin und des

CLSM hinreichend genaue Ergebnisse liefert (A(rgcigy» 7sspem) = 3-8 um). Dies gilt

vor allem fiir die kleineren Arbeitsabstinde d/um = (5, 10, 15). Die Messungen am
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CLSM wurden in der Ndhe der UME im Losungsvolumen ohne Gegenwart eines
Substrats durchgefiihrt, wo hingegen die Ausmessungen der Reaktionszonen fiir die
Oberflichenmodifikation in einem limitierten Abstand zur Substratoberfldche
stattfanden. Hieraus entstanden zwei verschiedene Ausgangssituationen: Im ersten Fall
fand ein ungehinderter hemisphérischer Massentransport zur UME in der
Volumenphase der Messlosung und bei Letzterem ein gehinderter Massentransport zu
einer UME in der Néhe einer Au-OEG-OH-Oberfl4che statt. Beim Arbeiten mit d/um =
(15, 20) zeigte dies besonders deutlich, da hier die groften Abweichungen festgestellt
werden.

Uber die Betrachtung zur Diffusion von Br’, Atzmittel und Fingermolekiil muss
beachtet werden, dass der Abbau der OEG-OH-SAM auf einer Au-Oberfliche viel
komplexer ist als die Ergebnisse aus Kap. 3.3 (Abb. 12) vermuten lassen. Abbildung 60
verdeutlicht schematisch den wahrscheinlichen schrittweisen Abbau der OEG-OH-
SAM. Zunichst werden die terminalen OEG-Einheiten sukzessiv durch die Reaktion
mit mikroelektrochemisch erzeugtem Br, abgebaut (Abb. 60A).[147] Danach éatzt das Br,
den verbleibenden Rest der Alkyl-Ketten von der Au-Oberfliche fort, bis nur noch eine
blanke Au-Oberfliche vorliegt (Abb. 60B). An diesen freiliegenden Stellen des Au-
Substrats findet ungehindert die Br'-Mediatorregenerierung statt (Abb. 60C). Durch die
Abreaktion des Br, im ersten und zweiten Schritt verbreitert sich die Diffusionsschicht
des Atzmittels langsamer als in der Volumenphase, da einige Bro-Molekiile verbraucht
werden, um die OEG-Endgruppe und den Alkylrest zu entfernen.!'*” Diese Vorgang hat
groBe Ahnlichkeiten mit den Fingerreaktionen im Ldsungsvolumen und kdnnte auch als
Fangerfunktion der Oberfliche bezeichnet werden. Da an einer freigelegten Au-
Oberfliche Br, schnell und ungehindert zu Br  zuriickreagieren kann, wird die
Féangerfunktion der Oberfliche zunehmend verstirkt, sodass die Br,-Reaktionszone
noch weiter eingeschrinkt wird. Aus diesem komplexen Zusammenhang folgt, dass
Ergebnisse oder Teilergebnisse (Abb.52 bis 56) nicht in eine triviale

Naherungsfunktion der Form rs = f(#), rs = f(¢) oder rs = f{y, .. ) zusammenfasst

werden konnen.
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6 Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikationen von
Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Monoschichten

A) B)

[ AN

2 Br Br, 2

[Au | [Au | [Au

Abb. 60. Schematische Darstellung des schrittweisen Abbaus von Au-OEG-SAMs
durch mikroelektrochemisches Atzen mit Br,. A) Abbau der oberflichlichen OEG-
Terminierungen der SAM, B) Abbau der Restalkylketten der SAM, C) Mediator-

Regenerierung auf blanker Au-Oberfldche.

Der Einsatz von 0.5 M H,SOs-Leitelektrolyt-Losung war notwendig, um die
experimentellen Ergebnisse fiir beide Fangermolekiile L-Cystin und Cystamin (bei
hoheren Br-Konzentrationen) vergleichbar zu machen. Natiirlich wire die hohe Aciditit
fiir in vivo Zell-Experimente ungiinstig. Es wére jedoch denkbar, Experimente zur
Zellansiedlung nach erfolgter Modifikation und Reinigung durchzufiihren. Doch wie
schon im Kapitel 5.2 bewiesen, konnte auch ein 0.5 M K,SO, Leitelektrolyt bei
neutralem pH-Wert fiir geringe L-Cystin-Konzentrationen eingesetzt werden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass L-Cystin und Cystamin sehr effektive
Féangermolekiile darstellen, um die Mikrostrukturierung von OEG-SAMs zu verbessern.
Es lésst sich dariiber hinaus basierend auf den vorliegenden Ergebnissen vermuten, dass
das Féngermolekiill Cystamin zur mikroelektrochemischen Modifikation von
Oberflachen wesentlich effektiver eingesetzt werden kann, als das in der Literatur oft
verwendete L-Cystin. Dies konnte an einer schnelleren homogenen Reaktion in der
Nihe der UME liegen. Um diese Vermutung definitiv zu bestitigen, muss die
Geschwindigkeitskonstante dieser Reaktion bestimmt werden. Dies geschieht in

Kap. 6.4.
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6.3 Erzeugung von Mikrostrukturen mit pH-schaltbaren Elektron-
entransferraten

Da es moglich ist, lokale elektrochemische Mikrostrukturierungen mit Hilfe von
Disulfiden deutlich zu verbessern, soll eine weitere Nutzbarkeit der auf diese Weise
modifizierten Au-OEG-OH-Oberflichen (s.a. Kap. 6.2) Erwdhnung finden. Diese
Anwendung konnte eine neue, sehr 6konomische Strukturierungsmethode darstellen,
um auch andere Thiole, z. B. fiir die elektrochemische Sensorik, zu verdndern. Dies ist
insbesondere dann Erfolg versprechend, wenn die Strukturierung in paralleler Weise
erfolgt. Uber erste Ansitze dazu berichten gemeinsame Publikationen mit Lesch et al.”>
»1 SAM- oder Polymer-Substrate, deren Eigenschaften sich mit dem pH-Wert der
umgebenden Lésung dndern, sind in der Literatur bekannt. Zur Mikrostrukturierung von

[208]

Schichten aus diesen Funktionsmaterialien kamen z. B. Injekt-printing oder die

21 7um Einsatz. De Groot el al.*'”! nutzten

Mikrobearbeitung (micromachining)t
Nanoporen mit pH-sensiblen Polymerbiirsten (polymer brushes) um die Ionen-
Permeabilitdt in nanometergrofen Chips zu steuern. Auch wurden diese pH-schaltbaren
Oberfldchen von Makrokapseln genutzt, um Stoffe einzuschlieBen und sie spéter mit
Anderungen des pH-Wertes wieder freizugeben oder sequenziell Partikel mit

[

unterschiedlichen Farbstoffen zu markieren.””!'?!3! Auch kénnen an Au-Nanordhren als

Model-Membranen pH-schaltbare Monolagen chemisorbierter Thiole lokal die selektive
Diffusion geladener Teilchen steuern.*'*!

Schon Wilhelm et al.*'> *'® desorbierten Thiole lokal durch Anlegen einer
Wechselspannung zwischen UME und einem SAM-bedeckten Substrat. Die
resultierenden Liicken wurden in situ durch andere Thiole oder Disulfide in der
Messlosung aufgefiillt. Da sich bei der elektrochemischen Behandlung sowohl Thiole
als auch Disulfide austauschen kénnen und das als Fangermolekiil eingesetzte L-Cystin
ein Disulfid mit Amino- und Carboxylat-Funktionen ist, besteht die Moglichkeit, dass
bei der lokalen Oberflichenmodifikation einer OEG-SAM diese nicht nur abgebaut,
sondern sofort eine pH-schaltbare Monolage aus L-Cystin-Einheiten entsteht.

Die Abbildung 61 zeigt eine mit 25 mM KBr und 12.5 mM L-Cystin mikro-
elektrochemisch modifizierte Au-OEG-OH Oberfliache. Die Charakterisierung dieser

Oberflache erfolgte nach der elektrochemischen Mikrostrukturierung mit Hilfe

verschiedener Mediatorlosungen im SECM-Aufbau. Hierbei kamen [Ru(NH;)e]**- und
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[Fe(CN)s]* -Losungen bei pH-Werten kleiner 2 oder grofer 10 zum Einsatz. Hierbei
zeigt Abb. 61 auf der oberen Zeile (A, B) die Charakterisierung der modifizierten
Oberfliche mit Hilfe einer 1 mM [Ru(NH;)s]*-Losung. In Abbildungsteil A) wurde die
Mediatorlosung auf einen pH < 2 und in B) pH > 10 eingestellt. In der unteren Zeile
wurde hingegen eine [Fe(CN)s]*-Losung verwendet. In Abbildungsteil C) stellte man

auf einen pH <2 und in D) pH > 10 in der verwendeten Mediatorldsung ein.
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Abb. 61. SECM-Abbildungen im FB-Mode des gleichen Oberflichenabschnitts einer
modifzierten Au-OEG-OH bei unterschiedlichem pH und verschiedenen Mediatoren.
Modifikation: 25 mM KBr und 12.5 mM L-Cystin in 0.5 M H,SO4 (71 = 12.5 pm, d =5
um, Et = 1.2V, t =10 s). Abbildungsparameter (v = 15 pm s, Sstep = 2 pm, d = 10 um,
Er=-0.4V vs. Ag-QRE): A) | mM [Ru(NH3)]’"in 0.1 M Phosphatpuffer (pH < 2), B)
1 mM [Ru(NHs)s]*" in 0.1 M Phosphatpuffer (pH > 10), C) 1 mM [Fe(CN)e]* in 0.1 M
Phosphatpuffer (pH <2), D) | mM [Fe(CN)s]*in 0.1 M Phosphatpuffer (pH > 10).

Bei der Verwendung dieser Mediatorlosungen wird ersichtlich, dass der
Charakter des Substrates deutliche Unterschiede aufweist. Kommt eine saure

Mediatorlosung zum Einsatz, wird beim Gebrauch von [Ru(NH3)6]3+ an der
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modifizierten Stelle kein erhohter Sondenstrom gemessen. Befindet sich jedoch
[Fe(CN)6]* im Losungsvolumen, findet an der modifizierten Region durch die erhohte
Permeabilitdt der OEG-OH-Oberflache eine Regeneration des Mediators statt (positiver
Feedback). Bei Verwendung einer alkalischen Losung kehrt sich das Verhalten um.

Fiir einen direkten Vergleich sind in der Abb. 62 Profile aus den SECM-
Aufnahmen aus Abb. 61 aufgetragen. Die Profile zeigen die normierten Sondenstrome

ir /iy einer lateralen Abrasterung der modifizierten Region in x-Richtung. In diesem
Zusammenhang steht iy . fir den durchschnittlichen minimalen Sondenstrom des

kinetisch gehinderten Au-OEG-Substrates. Dieser Parameter wird verwendet, um die
Unterschiede der erhaltenen SECM-Signale noch besser zu verdeutlichen.
Abbildungsteil 62A) présentiert die Ergebnisse bei Verwendung der 1 mM
[Ru(NH;)e]**-Losung und B) der 1 mM [Fe(CN)s]* -Losung bei pH < 2 (o) sowie pH >
10 (A). Man erkennt deutlich den pH-selektiven Effekt auf den Sondenstrom im SECM-
FB-Mode-Experiment. Erhoht man den pH auf 10, dndern sich die Eigenschaften der
modifizierten OEG-OH Oberfliche, wodurch ein deutlicher Anstieg und Abstieg von

ir/ zTTm“ entlang der x-Richtung festgestellt wird. Bei einer [Ru(NH3)s]’-Losung von
einem pH < 2 hingegen ist ein solches Profil von iy /i . nicht erkennbar. Es liegt

nicht einmal ein groBer Unterschied zu iy /iy, = 1 vor. Beim Wechsel des Mediators

von [Ru(NH3)6]3+ auf [F e(CN)6]4' tritt der entgegengesetzte Fall zu Abb. 62A ein: Unter
Verwendung einer sauren Mediatorlosung wird ein klares Profil gemessen und in

alkalischer Losung ist keine gro3e Unterscheidung zum Untergrund wahrnehmbar.
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Abb. 62. SECM-Profile der Abb. 61 A - D) bei pH <2 (g0) und pH > 10 (A). A) 1 mM

[Ru(NH3)s]*", B) I mM [Fe(CN)6]4f—L65ung. Versuchsparameter wie in Abb. 61.

Zur Erklarung dieses Sachverhalts bietet sich der so genannte ,,Jonen-Gating-
Mechanismus* (ion gating mechanism) an, der auf der -elektrostatischen
Wechselwirkung zwischen der protonierten bzw. deprotonierten Endgruppen des
Thiols/Disulfids Cystein/L-Cystin der neu gebildeten SAM und der geladenen
Redoxmediatoren beruht.?*® 2! 218 Dje pK's-Werte bei 25 °C sind bekannt:1*”!

R-COOH == R-COO" + H' (pK ooy = 1.91) (XVIIT)

R-NH, + H" == R-NH;" (pKj, = 10.28) (XIX)
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Folglich sind bei niedrigem pH die NH,-Gruppen protoniert und damit positiv
geladen (-NH;"). Dadurch wird die Schicht permeabler fiir [Fe(CN)s]* (Abb. 61C), das
an der Au-Oberfliche zu [Fe(CN)s]’™ regenerieren kann und somit den positiven
Feedback bewirkt. Dagegen wird das an der UME elektrochemisch reduzierte
[Ru(NH;)]*" elektrostatisch von den geladenen SAMs abgestofen. Hierdurch wirkt
diese Stelle isolierend und es ergibt sich ein negativer Feedback (Abb. 63). Bei einem
hohem pH wird die Carbonsdure-Funktion deprotoniert, wodurch die Substratoberfldche
faktisch eine negative Ladung trdgt (-COQO7). Dadurch erfolgt die AbstoBung des
negativ geladenen [Fe(CN)¢]> von der Oberfliche. Das positiv geladene [Ru(NH;3)q]*"
wird durchgelassen und am Gold reoxidiert (Abb. 61C). Das fiihrt zu einer Erhhung

des Sondenstroms und damit zum positiven Feedback.

pH <2 [Fe(CN),]”  [Fe(CN)J” [Ru(NH,).J"

NH3 H3N H3

)/coo HOO X )/COOH )/COOH

fe

[Fe(CN),] [Ru(NH.).J"" [Ru(NH,)

pH > 10 \/
NH, H2N
)/COO OOC\K )/coo
s—s
[ |

Abb. 63. Schema zur Erkldrung der pH-Abhéngigkeit der Messungen.

Die vorliegenden Ergebnisse hatten einen bedeutenden Einfluss auf zukiinftige
SECM-FB-Mode-Experimente fiir die Charakterisierung von modifizierten OEG-SAM-
Oberfldchen bei der Verwendung der getesteten Fiangermolekiile. Bei Verwendung
einer [Ru(NHs)s]*-Mediatorlosung musste ein neutraler bis alkalischer pH eingestellt
werden. Alle FB-Mode Charakterisierungs-Experimente mit [Ru(NHs)s]*", welche im

Anschluss eines Modifikationsexperimentes im sauren Medium durchgefiihrt wurden,
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fanden nach einem Losungmittelwechsel in einer 0.1 M Phosphat-Pufferlosung (pH 7)
statt. Hiermit wurde eine Verfilschung der Ergebnisse in Abb. 47 — 51, die durch
elektrostatische AbstoBung von [Ru(NH;)s]’" an der modifizierten OEG-OH-Ober-

fliche im sauren Medium resultieren wiirde, verhindert.
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6.4 Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten zwischen Finger-
molekiil und Brom

Dieser Abschnitt befasst sich mit der elektrochemischen Bestimmung der homogenen
Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster und zweiter Ordnung fiir den EC’-
Mechanismus der CEL-Reaktion. Es kommen hierfiir zwei Methoden zum Einsatz: Die
Cyclovoltammetrie (Cyclic voltammetry, CV) und Linear-Sweep-Voltammetrie an der

rotierenden Scheibenelektrode (rotating disk electrode, RDE).

6.4.1 Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten durch Cyclo-
voltammetrie

Bei der elektrochemischen Erzeugung von Br, in Gegenwart eines Fingermolekiils liegt
ein so genannter EC’ (,,EC prime*)-Mechanismus vor. Dieser Reaktionsmechanismus

[219, 220]

ist vor allem im Hinblick auf homogene katalytische Redox-Reaktionen und

)21 sehr wichtig. Hierbei steht E fiir die reversible

Elektrochemolumineszenz (ECL
Elektronentransferreaktion an der Elektrode, wobei R (Br’) zu O (Br») oxidiert (Gl. XX)
wird. Der Buchstabe C beschreibt die nachfolgende homogene chemische Reaktion in
der Losung, in der O mit einem Reaktanden A (in diesem Fall der Fangermolekiile L-
Cystin oder Cystamin) zu R und Produkt P reagiert (Gl. XXI). Das nachgestellte
Hochkomma bedeutet hierbei, dass im zweiten Schritt die urspriingliche elektroaktive
Spezies R regeneriert wird und so der Elektrodenreaktion wieder zur Verfligung steht.
R>O0+ne¢e (XX)
O+A>R+P (XXI)
Ist Spezies A im groBen Uberschuss vorhanden, bleibt die effektive
Konzentration von A konstant und der zweite Schritt der Reaktion ist pseudo-erster
Ordnung. Sonst gilt ein Zeitgesetz zweiter Ordnung. Zur Bestimmung der
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten der schnellen chemischen Reaktion hat sich unter
den bekannten voltammetrischen Untersuchungsmethoden die Messung von
Grenzstromen an UMEs durchgesetzt, da hier hohe intrinsische Stoffiibergangs-

geschwindigkeiten unter stationiren diffusionskontrollierten Bedingungen auftreten.***"

225] 222]

Denuault et all entwickelten hierfiir einen einfachen Ansatz, in dem die

Abhingigkeit des stationdren Stroms vom Radius der aktiven UME-Oberfliche gezeigt
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wurde. Damit kdnnen die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung
k’ (Gl. 31) und zweiter Ordnung £’ (Gl. 32) direkt aus CV-Experimenten mit variablen

r1 berechnet werden.

= =14 - = 31
iy 4 \D D
2
ii 1 k”l’Tzﬂ'zC‘w’R +l k”l’Tzﬂ'sz’R . k"rTzﬂzcw,A (32)
iy 32D 2 16D 4D

Das Symbol i steht hierbei fiir den Sondenstrom bei Anwesenheit von A, iqy fiir

dem Diffusionsgrenzstrom ohne A, ¢, fiir Konzentration von R im Losungsvolumen,

¢, fur Konzentration von A im Losungsvolumen. Weiterhin steht D fiir den

Diffusionskoeffizienten, wobei zur Vereinfachung angenommen wird, dass D = Do =

Dg = D, ist. Dies ist eine berechtigte Vorgehensweise, unter Annahme, dass die untere

Grenze D=4-10"cm’s™" und die obere D=1-10"cm?s™" ist. Hieraus entsteht ein

maximaler Fehler von +/D/ D =1.58, welcher bei den weiteren Betrachtungen

vernachldssigbar ist.

Im Folgenden wurden CVs mit 3 — 4 UMEs mit rr zwischen 5 und 25 pm in
einem Dreielektrodenaufbau (Pt-Draht als Gegenelektrode, Ag-Draht als Quasireferenz-
elektrode) in einem Potentialbereich von 0.6 V bis 1.3 V mit einer Vorschub-
geschwindigkeit von v = 0.01 V s aufgenommen. Hierbei wurde bei den einzelnen
Messreihen mit variablen L-Cystin- und Cystamin-Konzentrationen (c(L-Cystin): 0 —
20 mM, ¢(Cystamin): 0 — 40 mM konstante KBr-Konzentrationen in 0.5 M H,SOy als
Leitelektrolyt verwendet. Abbildung 64A zeigt eine Beispiel-Messreihe fiir 10 mM KBr
mit 10 mM L-Cystin. Man erkennt, dass mit der Grof8e von rt der Oxidationspeak von
Br' bei £ = 1.1 V proportional zunimmt. Tragt man nun den Quotient iy / ig gegen rr auf,
so zeigt sich, dass das Stromverhéltnis in Abhédngigkeit zum Scheibenradius linear

zunimmt (Abb. 64B).
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Abb. 64. Beispiel fiir die Bestimmung V:)n k’. A) CVs fiir unterschiedliche 71 in 10 mM
KBr und 10 mM L-Cystin in 0.5 M H,SO, (Er vs. Ag-QRE, v=0.01 V s™), B) CVs fiir
unterschiedliche 1 in 10 mM KBr und 0 mM L-Cystin in 0.5 M H,SO4 (ET vs. Ag-
QRE, v=0.01 Vs™), C) Auftragung ix / ig gegen rr beim Signalmaximum.
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Daher kann von einer Reaktion pseudo-erster Ordnung gesprochen werden und
Gl. 31 fiir die Bestimmung von £’ herangezogen werden. Demnach gilt:

k= (4—”“) D (33)

V4
wobei m fiir die Steigung der Geraden steht. AuBlerdem wurde fiir die

Diffusionskoeffizienten D = Dy, =1.49 x 10° em® s verwendet.***!

Nun wurden fiir verschiedene KBr- [¢/mM = (5, 10, 25)] und L-Cystin- bzw.
Cystamin-Konzentrationen [¢/mM =(0—-40)] CVs aufgenommen. Die maximale
Konzentration des Fangermolekiils ist durch die Loslichkeit in 0.5 M H,SO4 limitiert.
So konnten bei Cystamin eine maximale Endkonzentration von 40 mM und bei L-Cystin
nur bis zu 20 mM in Losung gebracht werden. Nach Aufnahme der CVs wurde &’
bestimmt. Die einzelnen Graphen in Abb. 65 (L-Cystin) und 66 (Cystamin) zeigen die
Abhidngigkeit von £ von der Konzentration des Fingermolekiils. Die
Geschwindigkeitskonstante £*” kann aufgrund des Zusammenhangs

k= k”coo,A (34)

berechnetet werden, d. h. £ entspricht der Steigung der jeweiligen £&’-
c(Fangermolekiil)-Geraden (Abb. 65).

Hierbei ist zu beachten, dass flir L-Cystin (Abb. 65) £’ zunidchst mit der
Ausgangskonzentration von c¢(KBr) = 5 mM nach 10 mM zunimmt und bei
Verwendung von c¢(KBr)=25mM wieder abnimmt. Dies konnte an der geringen
Loslichkeit von L-Cystin liegen oder an einer zunehmenden Verschmutzung der aktiven
Elektrodenoberflichen der UMEs durch L-Cystin selbst bzw. dessen Produkte aus der
homogenen Reaktion. Trotzdem zeigen die Graphen eine relativ gute lineare
Korrelation.

Bei Verwendung von Cystamin (Abb. 66) hingegen ist die Linearitdt bei hoheren
Fangermolekiil-Konzentrationen in der Losung nicht mehr gut ausgeprégt. Fiir ¢(KBr) =
10 mM wird eine gute Ubereinstimmung der einzelnen Messpunkte mit der
Ausgleichsgeraden festgestellt bis die Cystamin-Konzentration einen Wert von 25 mM
iberschreitet. Findet die Messung in einer 5 mM KBr-Losung statt, ist die Verdnderung
von Kk bis zu ¢(Cystamin) = 20 mM anndhernd linear. Danach wiéchst & fast

exponential an.
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Abb. 65. Abhingigkeit £ von c¢(L-Cystin) in 0.5 M H,SO4 (Et vs. Ag-QRE, Pt-Draht-
Gegenelektrode). A) 25 mM KBr, B) 10 mM KBr, C) 5 mM KBr.
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Abb. 66. Abhingigkeit k> von ¢(Cystamin) in 0.5 M H,SO4 (Et vs. Ag-QRE, Pt-Draht-
Gegenelektrode). A) 10 mM KBr, B) 5 mM KBr.

Nun wurden mit den Ergebnissen von Abb. 65 und 66 die theoretische
Schichtdicke upcv der CEL nach der Formel von Tian et al.®¥ (GL 11, Kap. 3.4)
berechnet. Die Resultate fiir up cv sind in Abb. 67 gegen die normierte Fangermolekiil-
Konzentration y, . aufgetragen.

Es wird deutlich, dass mit steigendem y die theoretische Schichtdicke fur

beide Fangermolekiil-Systeme gegen einen Endwert strebt, wobei die Steigung beim
Cystamin deutlicher ausgeprégt ist als beim L-Cystin. Die Grenzschicht bei unendlich

hohem y . . ist bei Cystamin etwa zwischen 1-2 um und bei L-Cystin zwischen 3 pm

und 4 pm.
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Abb. 67. Berechnete Schichtdicke up cy der CEL nach Tian et al.BP¥ in Abhéngigkeit der

normierten Féngermolekiil-Konzentrationen y, ., berechnet aus den £ von Abb. 65

und 66. A) L-Cystin, B) Cystamin.

Die Schichtdicke up cv kann nun mit den Daten aus den SECM-Modifizierungs-

Experimenten (Kap. 6.2, Abb.52 bis 56) verglichen werden. Hierber wird
angenommen, dass bei s = 0 um die Br,-Reaktionszone die Substratoberfliche nicht
mehr erreicht, sodass d(rs = 0 pm) > upspcm vorausgesetzt wird. Die folgenden
Tabellen 17 und 18 zeigen den direkten Vergleich von up cv und up sgem. Dabei werden

die Werte y_ . eingetragen, bei denen die Diffusionsschicht upcv und upsecm bei

einem Arbeitsabstand von d/um = (5, 10, 15, 20) die Substratoberflichen nicht mehr

erreichen und somit nicht modifizieren wirden.
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Tab. 17. Vergleich up cv und upsecm von Kap. 6.2, L-Cystin

Up.Cv Vg, fUr ¢(KBr) / mM LD.SECM Vgup, fur ¢(KBr) / mM
/ pm 5 10 25 / pm 5 10 25
<5 3.0 1.5 - <5 - 2.5 -
<10 0.5 0.75 0.5 <10 3.0 2.5 3.0
<15 0.5 0.5 0.5 <15 2.0 2.0 2.5
<20 0.5 0.25 0.25 <20 1.0 1.5 2.0

Tab. 18. Vergleich up cv und up secm von Kap. 6.2, Cystamin

Ysemr Vs
upcy | fiir ((KBr) / mM upsecm | fur ¢(KBr) / mM
/ pm 5 10 /um 5 10
<5 2.0 1.0 <5 2.0 0.75
<10 0.75 0.5 <10 1.5 0.5
<15 0.5 0.5 <15 1.0 0.5
<20 0.25 0.25 <20 0.75 0.5

Im Falle des L-Cystins stimmen die Veunr fiir die upcv und ppsecm nicht

anndhernd tiiberein. Beim Arbeiten mit Cystamin hingegen findet man doch eine

annihernd gute Ubereinstimmung. Da die CVs nicht in der Nihe einer Substrat-

Oberfldche sondern im Losungsvolumen aufgezeichnet wurden, kann es zu groB3en

Abweichungen kommen. Auch spielt der schrittweise OEG-SAM-Abbau (Kap. 6.2,
Abb. 60) eine entscheidende Rolle bei der Oberflichenmodifikation und damit bei der

Rekonstruktion von up sgcm.
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Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden

6.4.2 Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten mit Hilfe der
rotierenden Scheibenelektrode

Eine  weitere = voltammetrische = Methode zur  Bestimmung  homogener
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten nutzt die rotierende Scheibenelektrode (RDE,
rotating disk electrode) zur Einstellung stationédrer Diffusionsschichten. Sie besteht aus
einer Scheibenelektrode, welche an der Stirnseite eines isolierenden Materials (z. B.
Teflon oder Epoxydharz) eingebettet ist. Durch einen Quecksilber-Schleitkontakt kann
ein Kontakt mit einem Potentiostaten hergestellt werden. Ein Motor sorgt fiir die
Rotation um ihre Symmetrieachse in einer bestimmten Frequenz f (Abb. 68 A). Dadurch
stromt die zu analysierende Elektrolytlosung laminar zur Elektrodenfldche hin und wird
an der Stirnfliche des Zylinders radial verdringt. Somit ist der Stofftransport durch
konvektive Diffusion iiber die gesamte aktive Elektrodenoberfliche gleichformig (Abb.
68 B). Die Diffusionsschichtdicke &, ergibt sich nach Levich'**"! aus folgender

Néherungslosung:
Sy =161 v DY’ (35)
Hierbei steht o fiir die Winkelgeschwindigkeit (v = 2 © f), und v fiir die
kinematische Viskositét der Elektrolytlosung.

A) B)

. Elektrodenmaterial :

_ IS x=0
X

(ﬁ

e
r

r=0

Abb. 68. Schematische Darstellung einer rotierenden Scheibenelektrode.

[ ] 1soliermaterial

[ ] Schaftmaterial

i

[228]

A) Aufbaus, B) Darstellung des hydrodynamischen Teilchenflusses.
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6 Verbesserung lokaler mikroelektrochemischer Oberflichenmodifikationen von
Oligo(ethylenglykol)-terminierten selbstorganisierten Monoschichten

In den folgenden Versuchen wurde eine Pt-Elektrode mit einem r; =4 mm
verwendet. Es wurden Linear-Sweep-Voltammogramme in 5 mM KBr mit 0.5 M
H,SO4 als Leitelektrolyt in einem Dreielektrodenautbau aufgenommen (Pt-Blech als
Gegenelektrode, Hg|Hg,SO4K,SO4 (sat.) als Referenzelektrode). Hierbei wurden vier
variable Fiangermolekiil-Konzentrationen von L-Cystin und Cystamin, 0 mM, 5 mM,
25 mM sowie 50 mM, verwendet (Abb. 69). Auffillig ist, dass bei der Verwendung von
hohen L-Cystin-Konzentrationen der Grenzstrom, im Gegensatz zu hohen Cystamin-
Konzentrationen, nicht mehr zunimmt. Dies konnte ein Indiz fiir die schon im

vorherigen Kap. 6.4.1 erwihnte Belegung der Pt-Elektrode sein.

A) 35 4 Yscmr
0
30 - 1
25 - 5
< — 10
£ op-
154
10 +
5 4
0- ‘ : : : : ‘ .
0.2 0.4 0.6 0.8
EIN
B) 2 ] Yscrm:.
30 0
1 — 1
25 - 5
< |
£ 20 e
154
104
54
0 a T U T T T L T ¥ T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
EIN
Abb. 69. Linear-Sweep-Voltammogramme einer Pt-Scheibenelektrode (» = 4 mm) in
5mM KBr mit 05MH,SO, als Leitelektrolyt bei f = 1500 min

(E vs. HglHg,SO4/K,SOy4 (sat.)). A) 0 — 50 mM L-Cystin, B) 0 — 50 mM Cystamin.
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Steuerung lokaler Reaktionszonen mit Ultramikroelektroden

Unter der Bedingung, dass die Dicke der Diffusionsschicht &, viel groBer als

die der Reaktionsschicht up ist, wird eine Begrenzung des kinetischen Stroms,
unabhingig von der Rotationsgeschwindigkeiten angenommen.”! Aus diesem Grund
werden die Messungen bei einer Rotationsfrequenz von 1500 min™ aufgenommen, hier
sollte 6, nach GIl. 35 §, etwa 14.70 um betragen. Nach den CV-Experimenten ist
diese Bedingung bei der hochsten verwendeten Féingermolekiil-Konzentration [c(L-
Cystin) = 25 mM, ¢(Cystamin) = 50 mM] bei L-Cystin mit up cv = 4.06 um (Abb. 67 A)
und bei Cystamin mit up cv = 1.38 pum (Abb. 67 B) erfiillt.

Mit den Daten aus Abb. 69 konnen nun nach folgender Formel gemil3 Tian et

al.”?! i und dadurch k** berechnet werden. Die Ergebnisse sind in Tab. 19 aufgelistet.

I=nFANDe,; \Jk'c,psp (36)

Tab. 19. Berechnete Geschwindigkeitskonstanten durch RDE fiir die hochstmdglichen

c(Fangermolekiil).

Fingermolekiil (RSSR) k /s kM s
L-Cystin (25 mM) 1.11 x10°  4.42x 10"
Cystamin (50 mM) 937x10°  1.77x 10

Tab. 20. Berechnete Geschwindigkeitskonstanten durch CV fiir die hochstmoglichen
c(Fangermolekiil) von Tab. 19 (aus Kap. 6.4.1).

Fangermolekiil (RSSR) k /s K /M sT
L-Cystin (25 mM) 9.09 x 10" 3.97 x 10°
Cystamin (50 mM) 7.84 x10°  1.46 x 10

Die experimentellen Ergebnisse von &” und £’ variieren deutlich, wenn diese
mit Hilfe von CVs oder mittels RDE-Experimente bestimmt werden. Die Ursache
konnte in der moglichen Belegung der UME-Oberflache liegen. Ein Grund liegt in der
Dauer der Experimente. Ein Linear-Sweep-Voltammogram im RDE-Experiment
verlduft deutlich schneller (30 s) als eine CV-Messung (5 min), da hier eine besonders
schnelle Vorschubsgeschwindigkeit eingestellt werden muss. Durch die andauernde
Elektrodenreaktion konnten Sulfonsdure-Reste (Produkt aus Fangermolekiil-Reaktion,

s. a. GL. XVII) sich an die Pt-UME-Oberflidche adsorpieren und so diese fortwéhrend
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passivieren. Dariiber hinaus rotiert die RDE, wodurch diese im geringen Mafle durch
den Strom der Losung kontinuierlich gereinigt wird. Um die Belegung der RDE- und
UME-Oberflichen zu vermeiden, wurden diese vor jeder Linear-Sweep- und CV-
Messung zunichst mechanisch mit Hilfe von Al,O3; poliert. Anschliefend wurden sie
elektrochemisch gereinigt, in dem man sie in 0.5 M H,SO4-Losung zwischen -0.7 V und
1.0 V vs. Pt-Blech zyklisierte.

Tian et al.”*! fanden mit Hilfe von RDE fiir #* und &> der homogenen Reaktion
von L-Cystin mit Br, fir L-Cystin £ = 3.5 x 10° s und £ =3.6 x 10° M s fiir
T=20°C. Diese Werte sind deutlich groBer als die in dieser Arbeit gemessenen.
Griinde hierfiir konnten in der Temperatur (7ex < 20 °C) oder der Belegung der
Elektrodenoberfliche liegen. Aus der Geschwindigkeitskonstanten berechneten Tian et
al.***! eine Diffusionsschichtdicke von 0.3 pm. Diese ist kleiner als die berechneten
Schichtdicken up cv und upsecm in Kap. 6.4.1. Es ist jedoch anzumerken, dass die oben
genannte Bestimmung von £’, £ und up unabhingig vom Konzentrationsverhiltnis des
Atzmittels und Fingermolekiils und unter Verwendung von Makroelektroden geschah.

Die Ergebnisse beweisen jedoch, dass L-Cystin und Cystamin effektive
Féangermolekiile fiir die Modifizierung von Au-OEG-SAMs darstellen. Dabei ergeben
sich bei der Verwendung von Cystamin die schnellsten Geschwindigkeitskonstanten &’

und £°’, wodurch bewiesen ist, dass Cystamin das effektivere Fangermolekiil ist.
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7  Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden mit dem elektrochemischen Rastermikroskop Reaktionsrdume
in der Ndhe von Ultramikroelektroden erzeugt und mit dem Konfokalmikroskop und
diversen elektrochemischen Verfahren charakterisiert. Durch Zugabe von Finger-
molekiilen (engl. scavenger) lieBen sich die Ausdehnungen der Reaktionszonen
begrenzen. AnschlieBend erfolgte ein Vergleich der Ergebnisse mit den Resultanten aus
Cyclovoltammetrie an Pt-UMEs und Linear-Sweep-Voltammetrie an rotierenden Pt-
Scheibenelektroden.

Zunéchst erfolgte die Untersuchung von Reaktionszonen durch das CLSM,
welches durch den Einsatz zweier Lochblenden in konfokaler Anordnung
Hintergrundlicht ausschlieft und lokale Konzentrationsbestimmungen erlaubt. Durch
geschickte Auswahl geeigneter Fluoreszenzindikatoren, wurden stoffspezifisch (in
dieser Arbeit: H', Br,/HOBr) Reaktionszonen durch die Detektion von konzentrations-
abhéngigen Lichtintensitdten in der Ndhe von UMESs untersucht.

Durch die mikroelektrochemische Reduktion von 1,4-Benzochinon (Q) oder
Wasser sowie die Oxidation von 1,4-Hydrochinon (H>Q) konnten lokale pH-
Verschiebungen vorgenommen werden. Die Reduktion/Oxidation von Q/H,Q erfolgte
iiber das bisher breiteste pHypy-Spektrum [pH (5.5 - 9)]. Zudem wurden Q/H,Q- und
Pufferkonzentration variiert. Es stellte sich heraus, dass durch den Einsatz von Puffern
Reaktionszonen eingeschniirt werden. Die Steigerung der Mediatorkonzentration von
Q/H,Q wie auch die Erhohung der Pufferkonzentration im Falle der Q-Reduktion
bewirkte jedoch bei der elektrochemischen Reduktion von Q keine signifikante
Anderung des pH-Wertes. Nur bei der Oxidation von H,Q an der UME waren deutliche
Verringerungen des pH-Wertes in Abhingigkeit von der Mediatorkonzentration
sichtbar. Wichtig fiir die Interpretation der Ergebnisse war auch die pH-abhingige
Pufferkapazitit der Messlosungen. Eine Steigerung der Pufferkapazitit fiihrte zur
Verringerung der lokal mikroelektrochemisch erzeugten pH-Verschiebung sowie zur
Verkleinerung des Radius der Reaktionszone rs.

Erstmals wurde durch den Gebrauch zweier Fluoreszenzfarbstoffe (SNARF-1°,
LysoGreen™) die Wasserreduktion an UMEs in einem breiteren pH-Fenster (pHpuix 4 —
9) untersucht. Die elektrochemisch verinderte H'-Konzentration in der Néhe der UME

verschob sich durch die Erhhung des Elektrodenpotentials und der Pufferkonzentration
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7 Zusammenfassung und Ausblick

nur geringfligig. Ausgeprigter war hingegen die Wirkung der ,,chemischen Linse* auf
die GroBe der pH-Reaktionszonen bei wachsender Pufferkonzentration. Der
fokussierende Effekt nahm mit steigender Pufferkonzentration zu. Entscheidend fiir die
GroBBe von ApH war der, durch die pH-abhingige Verschiebung des Formalpotentials
verursachte, Sondenstrom und damit der elektrochemische Umsatz von H,O an der
UME.

Eine neue Entwicklung stellte die konfokale Detektion von Br,/HOBr dar.
Hierzu kam als Fluoreszenzindikator Resorufin zum Einsatz, welches mit Br,/HOBr
umgesetzt wurde. Zusitzlich erfolgte die experimentelle Erprobung der Auswirkungen
von L-Cystin als Opferagenz auf die Reaktionszone. Im Anschluss wurde die
quantitative Auswertung der Expansion der Bry/HOBr-Reaktionsrdume und der
Vergleich mit Daten der SECM-Oberflichenmodifikation von Oligo(ethylenglykol)-
terminierten selbstorganisierten Monoschichten durchgefiihrt. Es zeigten sich gute bis
sehr gute Ubereinstimmungen fiir kleine Arbeitsabstinde (5 < d/um < 15). Fiir
weiterfilhrende Experimente kann eventuell einen Farbstoff verwendt werden, der im
sauren Medium (pHpyx < 2) zum Einsatz kommt. So konnte eine teilweise Belegung der
UME durch Losen der Produkte (z. B. Sulfonsdure) verhindert werden. Auch sollte die
Minderung der Fluoreszenzintensitit dieses Farbstoffes reversibel aufgrund eines
Effekts der Fluoreszenzloschung (engl. quenching) in Anwesenheit von Br,/HOBr
erfolgen und nicht aufgrund einer Reaktion mit Br,/HOBr. Eine weitere Moglichkeit die
erhaltenen Resultate zu verifizieren, konnte die Nutzung einer Simulation auf
Grundlage der Methode der Finiten Elemente sein.

Im weiteren Teil dieser Arbeit erfolgten Oberflichenmodifikationen von Au-
OEG-SAM durch das SECM. Dem schloss sich eine Charakterisierung mit Hilfe des
SECM sowie mit dem Pulse-Force-Mode des Rasterkraftmikroskops an. Die
Vermessung der Radien der modifizierten Flachen erfolgte mit Hilfe der SFM-Software
(s.sem) und dem Profile-Tool von MIRA (s secm). Aufgrund kleinerer Arbeitsabstéinde
und einer kiirzeren Reichweite der ausgenutzten Adhdsionswechselwirkung ist das
Auflosungsvermogen des PFM-SFM viel hoher als das des SECM. Die groBBere Sonde
(rr=12.5 pm) im SECM-FB-Mode, der relativ groe Arbeitsabstand von 15 um zur
Substratoberfliche und die weite Diffusion des Redoxmediators schrinkten die
Auflosungsmoglichkeiten ein. Dies bewirkte eine scheinbare VergroBerung der

modifizierten OEG-SAM-Flachen in anschlieBenden FB-Mode-Experimenten des
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SECM. Eine Moglichkeit, das laterale Auflosungsvermdgen der Oberflachen-
charakterisierung durch den SECM-FB-Mode zu erhohen, ist der Einsatz von
Nanoelektroden mit Scherkraftabstandsregulation.”®” Der Gebrauch des Profile-Tools
von MIRA ist hinreichend genau, um FB-Mode-Aufnahmen mit der UME mit rp = 12.5
um von elektrochemisch mikrostrukturierte OEG-SAM-Oberflichen auszuwerten.
Einen besonderen Einfluss auf die Qualitit der FB-Mode-Charakterisierung durch das
SECM nahm der pH-Wert der Messlosung.

Im Verlauf der elektrochemischen Atzung mit Br, konnen Fingermolekiile
durch unkontrollierte Substitution frei gewordene Plitze auf der Au-Oberfldche
einnehmen. Sind die Endgruppen wie bei der Verwendung des L-Cystins pH-Wert-
empfindlich, entstehen Oberflachen deren passivierenden Eigenschaften durch den pH-
Wert schaltbar sind. Dies wurde durch den Gebrauch der entgegengesetzt geladenen
Mediatoren [Ru(NH;)s]” und [Fe(CN)s]* bewiesen. So steigerte sich die Permeabilitit
der modifizierten OEG-SAM bei einem pH <2 in der Messlosung selektiv fiir
[Fe(CN)s]* und bei einem pH > 10 selektiv fiir [Ru(NHz)]*".

Durch die Zugabe der Fidngermolekiile L-Cystin und Cystamin erfolgte eine
entscheidende Einengung der Reaktionsrdume. Dies flihrte zur Verbesserung der
Auflésung der Oberflichemodifikation von OEG-SAM. Es erfolgten Modifizierungen
bei variablen Arbeitsabstinden, Pulszeiten und Féngermolekiil-Konzentrationen.
Cystamin erwies sich als effektiveres Fangermolekiil als L-Cystin. Untermauert wurde
diese Beobachtung durch die hoheren homogenen Geschwindigkeitskonstanten der
Reaktion mit Br,, die in CV- und Linear-Sweep-Experimenten bestimmt wurden. Ein
Vergleich mit der berechneten Schichtdicke von Tian et al.”¥ liefert gute Ergebnisse.

Eine Weiterfithrung der hier vorliegenden Experimente wére der Aufbau einer
Fingermolekiil-Bibliothek. Hierbei kénnen bekannte und neue Reaktanten fiir Atzmittel
mit Hilfe elektrochemischer Methoden wie der CV charakterisiert werden. Wichtige
Faktoren fiir die Auswahl der Fingermolekiile sind die homogene Geschwindigkeits-
konstante, die Loslichkeit in der verwendeten Elektrolytlosung (auch organische
Losungen sind denkbar), pH-Empfindlichkeit, Toxititdt (bei z. B. tierische Zellen) und
mogliche Nebenreaktionen. Durch Beachtung dieser Parameter konnten noch
effektivere Féangermolekiil-Reaktant-Kombinationen gefunden werden. Fiir die in vivo
Oberflaichenmodifikation von OEG-SAM-Zell-Substraten ist es notwendig ein

passendes nicht-toxisches Fangermolekiil zu finden, das auch bei pH 7.4 eine schnelle
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homogene Reaktionsgeschwindigkeit aufweist. Auch ist die Verwendung von
»chemischen Linsen nicht so weit verbreitet. Wiirde sie mehr Anwendung finden, so
kénnte man sie z.B. im SECM-FB-Mode fiir das elektrochemische Atzen von
passivierten SiO,-Schichten durch Flusssdure einsetzen. Eine so modifizierten Ober-
flichen kann in einem zweiten Schritt mit Hilfe von Aryl-Diazonium-Salzen
funktionalisiert werden oder katalytisch aktive Metall-Ionen fiir die Click-Chemie

hinterlassen.**!]

Man kann sie fiir viele Systeme und andere SECM-Modi (z. B.
Direktmodus) einsetzten in denen Filme auf- und abgebaut werden und in der die
initiierende Elektrodenreaktion eine simple pH-Verschiebung ist.

Der Einsatz von ,,chemischen Linsen* kann moglicherweise, tiber den Gebrauch
zur chemischen Modifikation hinaus, auch fiir die Oberflichencharakterisierung
interessant werden. So wiirde der Gebrauch eines geeigneten Féngermolekiils die
Diffusion des im FB-Mode verwendeten Mediators deutlich einschrinken, wodurch die
Auflosungsmoglichkeit erheblich verbessert wiirde. Einen diesem Prinzip angenédherten
Versuch fiir die Verbesserung der elektrochemischen Oberflachencharakterisierung mit
Hilfe von Fingermaterialien beschrieben Wittstock et al.'®'! Sie verwendeten das
Enzym Catalase, um durch eine katalytische Disproportionierung die Lebensdauer von
Wasserstoffperoxid, das vom untersuchten Substrat durch immobilisierte Glucosedase
gebildet wurde, zu begrenzen.

Lesch et al.l* %% entwickelten weiche parallele UME-Arrays um die ,,Schreib-
geschwindigkeit“ des SECM  wihrend der Oberflichenmodifikation und
-charakterisierung von Au-OEG-SAM im FB-Mode signifikant zu erhdhen. Diese
Technik konnte mit der Zugabe eines Fangermolekiils kombiniert werden, um die
Oberflachenmodifikationen nicht nur schneller sondern auch mit hoherer Auflosung
anzufertigen.

Eine weitere interessante Fragestellung ist es, die Mikrostrukturierung
silanisierter Glasoberflichen mit OEG-Terminierung (Si-OEG-SAM) mit der von OEG-
SAM auf Au-Substraten zu vergleichen. Das unterliegende Glassubstrat der Si-OEG-
SAM weist aufgrund seiner elektrochemischen Passivitit andere Modifizierungs-
mechanismen auf als Au-OEG-SAM, das selber eine Art Fangerfunktion ausiiben kann
(Vergleiche dazu Kap. 6.2, Abb. 60). Diese und die Ergebnisse der CLSM sowie der
kinetischen Untersuchungen durch die Cycolvoltammetrie koénnen mit Hilfe von

Simulationen mit der Methode der Finiten Elemente genauer interpretiert werden.
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Anstrengungen in dieser Richtung liefen bereits in Kooperation mit dem Lehrstuhl fiir
Numerische Mathematik der Universitét des Saarlandes (Jens Tepe).

Die Erweiterung des SECM um andere Methoden wie die Einzelmolekiil-
Spektroskopie oder auch die konventionelle Fluoreszenzmikroskopie ist ein viel
versprechender Weg in die Zukunft, um lokale elektrochemische Reaktionen an
komplexen Oberflichen genauer zu verstechen. Wie oben erwidhnt (Kap. 2.3) gelang
beispielsweise Boldt et al.l*®! die Kombination eines Einzelmolekiil-Spektrometers mit
einem SECM um Konzentrationsprofile optisch besser aufzulosen. Durch die
gewonnenen Informationen dieser Experimente wurde es moglich, die durch pH-
Verschiebung initiierte Drehung von immobilisierter ATP-Synthase zu untersuchen.

Casanova-Moreno et al. (199]

nutzten die Fluoreszenzmikroskopie, um die reduktive
Desorption von SAM an Au-Mikroelektroden zu beobachten.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Erforschung von Reaktionszonen
mit dem SECM und dem CLSM neue interessante Aspekte fiir die Anwendung der
»chemischen Linse* bzw. der CEL in der Mikrostrukturierung von Oberfldchen lieferte.
H'™-Reaktionszonen unter Einfluss von Puffern als ,.chemische Linse“ konnten iiber
einen breiten pH-Bereich beobachtet und quantifiziert werden. Dartiber hinaus erfolgte
erstmals die Untersuchung von Br,/HOBr-Reaktionszonen in der Ndhe einer UME in
Anwesenheit von Fangermolekiilen mit Hilfe der CLSM. Die Mikrostrukturierung von
OEG-SAM wurde signifikant verbessert und die Pulsabhingigkeit von rs bei hohen
Fangermolekiilkonzentrationen ausgeschaltet. Hieraus folgt, dass rs bei gleich-
bleibender KBr-Konzentration in der Losung nur von der Konzentration eingesetzten
Fangermolekiile und dem Arbeitsabstand abhéngig ist. Fiir weiterfiihrende Experimente

ergibt sich dadurch eine Vereinfachung der Steuerung der Oberflichenmodifikation von

OEG-SAM-Oberflachen.
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9 Anhang

9.1 Abkiirzungen

ATP
CDD
CE

CEL

CELT

CLSM

CvV

EC’
ECL

FEM
FB-Mode
FRET
H,Q

I+

Q

QRE

O

OEG
OEG-OH
OEG-Me
PDMS
PFM-SFM
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Adenosintriphosphat

Charge-coupled Device

Gegenelektrode

(counter electrode)

Begrenzte Atzschicht

(confined etchant layer)

Technik, in der die gegrenzte Atzschicht ausgenutzt wird
(confined etchant layer technique)
Konfokalmikroskop/-mikroskopie

(confocal laser scanning microscope/microscopy)
Cyclischovoltammetrie

(Cyclic voltammetry)

(,,EC prime®)

Elektrochemilumineszenz

(electrogenerated chemiluminescence)

Methode der Finiten Elemente

Feedback-Modus

Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
1,4-Hydrochinon

Fluoreszierender Farbstoff

1,4-Benzochinon

Quasireferenzelektrode

Oxidierte Form des Redoxmediators oder Reaktanden
Oligo(ethylenglykol)-terminierte Thiole
(1-Mercaptoundec-11-yl)hexa(ethylenglykol)
(1-Mercaptoundec-11-yl)hexa(ethylenglykol)methylether
Polydimethylsiloxan

Pulsed-Force-Modus des Rasterkraftmikroskops
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PM-IRRAS

PTM
QRE

RDE

RE

RSSR

SAM

SECM

SFM

SPM

STM

UME

Uuv
WE

uCPp

Polarisationsmodulierte Infrarot-Reflektions-Absorptions-
Spektroskopie

Photomultiplier

Quasireferenzelektrode

Reduzierte Form des Redoxmediators oder Reaktanden
Rotierende Scheibenelektrode

(rotating disk electrode)

Referenzelektrode

Disulfidische Verbindung

Selbst organisierende Monoschichten
(self-assembled monolayers)

Elektrochemisches Rastermikroskop/-mikroskopie
(scanning electrochemical microsope/microscopy)
Rasterkraftmikroskop/-mikroskopie

(scanning force microscope/microscopy)
Rastersondenmikroskop/-mikroskopie

(scanning probe microscope/microscopy)
Rastertunnelmikroskop/-mikroskopie

(scanning tunnel microscope/microscopy)
Ultramikroelektrode

(ultramicroelectrode)

Ultraviolett

Arbeitselektrode

(working electrode)

Mikrokontaktdrucken

microcontact printing
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9.2

IT
]T,con
lT,min

]T,ins

iT,oo

Iy
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Symbole

Experimentabhéngige Konstante

Experimentabhéngige Konstante

Konzentration

Ausgangskonzentration in der Messlosung

Konzentration des Reaktanden in der Volumenphase
Konzentration von Komponente A (Fangermolekiil) im
Losungsvolumen

Konzentration von Komponente R (Edukt des Atzmittels) im
Losungsvolumen

Diffusionskoeffizient

Durchmesser der Detektionslochblende des Mikroskops

Abstand der Mikroelektrode zur Oberflidche

Spannung

Sondenspannung

Faraday-Konstante

Frequenz

Geometriefaktor

Plancksches Wirkungsquantum

Strom

Stationdrer Strom einer UME ohne Zugabe von Féngermolekiilen
Stationdrer Strom einer UME mit Zugabe von Fiangermolekiilen
Normierte Sondenstrom der UME

Sondenstrom der UME

Sondenstrom der UME bei der Anndherung an leitende Oberflédchen
Durchschnittlicher minimaler Sondenstrom der kinetisch gehinderten
Au-OEG-OH-Oberfliache

Sondenstrom der UME bei der Anndherung an isolierende
Oberfldachen

Sondenstrom bei unendlichem Arbeitsabstand

Lichtintensitdt des fluoreszierenden Farbstoffes

Mittelwerte der Lichtintensititen
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np

NA
pHbuik
PHex
RG
Vglas
rr

rs

rs,0

I'sE

V'S SFM
rs,cLsm
r's,SECM

Sstep
t

|14
VT

y

ySc/Br’
X

z

Wert fiir geringste Lichtintensitét

Lichtintensitdt des fluoreszierenden Farbstoffes, Detektionsbereich 1
Lichtintensitét des fluoreszierenden Farbstoffes, Detektionsbereich 2
Diffusionsfluss ausgehend von der UME

rglas-abhingige Konstante

Reaktionsgeschwindigkeitskonstante pseudo-erster Ordnung
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung
Normierte Abstand der Mikroelektrode zur Oberfléche

Steigung einer Geraden

Anzahl der pro Formelumsatz {ibertragenen Elektronen
Berechungsindex des Immersionsmediums

Numerische Aperatur

Ausgangs-pH-Wert in der Messlosung

Mikroelektrochemisch erzeugter End-pH-Wert

Verhiltnis zwischen 7y, und 71

Radius der isolierenden Glas-Ummantelung einer UME

Radius der scheibenformigen aktiven UME-Oberflidche

Radius der modifizierten Flache, Radius der Reaktionszone
Radius der elektrochemischen Reaktionszone in der Nihe einer
Mikroelektrode

Radius der untersuchten Substratregion

Radius der modifizierten Flache charakterisiert durch das SECM
Radius der modifizierten Fliche charakterisiert durch das CLSM
Radius der modifizierten Fldche charakterisiert durch das SFM
SchrittgroBe SECM-Abbildungen

Zeit

Volumen

Translationsgeschwindigkeit der SECM-Sonde

Abstand der untersuchten Region in y-Richtung

Normierte Fangermolekiil-Konzentration

Abstand der untersuchten Region in x-Richtung

Abstand der untersuchten Region in z-Richtung
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Gesamtpufferkapazitét

Pufferkapazitit fiir Puffer X

Differenz/Anderung

Diffusionsschichtdicke

Wellenldnge

Mittlere Wellenlidnge des verwendeten Lichts
Anregungswellenldnge

Emissionswellenlédnge

Diffusionsschichtdicke der beschriankten Reaktionszone
Diffusionsschichtdicke der beschrinkten Reaktionszone in SECM-
FB-Mode-Experimenten

Kinematische Viskositit

Standardabweichung der Lichtintensitét des fluoreszierenden
Farbstoffes

Winkelgeschwindigkeit
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9.3 Weitere Primirdaten zu Kapitel 6.2
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Abb. 70. OEG-OH-SAM nach Oberflachenmodifikation (10 mM KBr in 0.5 M H;SOy)

mit unterschiedlichen Arbeitsabstinden d, Pulszeiten ¢ und c¢(L-Cystin). SECM-

Aufnahme im FB-Mode (vr = 25 um s™, sgep = 5 um, d = 15

QRE) mit 1 mM [Ru(NH;)e]*"in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7).

¢(L-Cystin) / mM

pum, Er=-0.4 V vs. Ag-

1.25 S0 —4.3
400 -
0.50 | & 300 e
~
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0.00| 0 s
0 200 400 . ?O/Cin1 800 1000 1200 i/ nA
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Abb. 71. OEG-OH-SAM nach Oberflichenmodifikation (5 mM KBr in 0.5 M H,SOy,

Teil 1) mit unterschiedlichen Arbeitsabstinden d, Pulszeiten ¢
Aufnahme im FB-Mode (vr = 25 um s'l, Ssiep = 5 pm, d = 15
QRE) mit 1 mM [Ru(NH3)¢]>" in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7).

und ¢(L-Cystin). SECM-
um, Er=-0.4 V vs. Ag-
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c(L-Cystin) / mM
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~ -5.00
5.00 > 200
-5.05
3.75 100 -5.10
0
2.50 0 200 400 600 800 1000 1200 .
Sy i/ nA
d/pum 20 15 10 5 5 5
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Abb. 72. OEG-OH-SAM nach Oberflichenmodifikation (5 mM KBr in 0.5 M H;SO,,
Teil 2) mit unterschiedlichen Arbeitsabstinden d, Pulszeiten ¢ und ¢(L-Cystin). SECM-
Aufnahme im FB-Mode (vr = 25 um s, Ssiep = 3 um, d = 15 ym, E1=-0.4 V vs. Ag-

QRE) mit 1 mM [Ru(NH;)]*"in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7).

¢(Cystamin) / mM

75 —3.42
50 —3.46
25 -3.50
10 —-3.54
SR8
0.0 -3.62
0 200 400 600 800 1000 1200
x / pm i/ nA
d/pum 20 15 10 5 5 5

tls 30 30 30 30 15 5
Abb. 73. OEG-OH-SAM nach Oberflichenmodifikation (10 mM KBr in 0.5 M H,SOy)
mit unterschiedlichen Arbeitsabstinden d, und ¢(Cystamin). SECM-Aufnahme im FB-
Mode (vr =20 um s™, 54 = 5 um, d = 15 um, Er=-0.4 V vs. Ag-QRE) mit 1 mM
[Ru(NHs)s]*" in 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7).
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