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Zusammenfassung

Der Tutorial-Vortrag beriicksichtigt amperometrische und voltammetrische Sensor-Arrays. Dabei liegt
ein Augenmerk auf den neuen Wirkprinzipien, die sich bei einer Miniaturisierung der Komponenten

verwirklichen lassen.

Einfiihrung

Elektrochemische Sensoren kénnen auf potentiometrischen, impidimetrischen, kapazitiven,
amperometrischen und voltammetrischen Transducern beruhen. Der Beitrag widmet sich den
Transducern mit amperometrischen und voltammetrischen Detektionsprinzipien. Im Unterschied zu
den anderen Detektionsprinzipien findet an der Grenzflache Transducer/Lésung eine fortlaufende
heterogene Umsetzung des detektierten Teilchen statt. Dadurch ergeben sich besondere
Mdglichkeiten und Herausforderungen bei der Miniaturisierung solcher Transducer. Bei Array-
Anordnungen lassen sich verschiedene Ansatze und Zielrichtungen erkennen. Zum einen setzt man
parallel geschaltete Elektroden eines Arrays zur Detektion eines Analyten ein. Weiterhin kann ein
Analyt an einem Array aus einzeln ansprechbaren Elektroden nachgewiesen werden. Das
bekannteste Beispiel hierfur sind die Interdigitalstrukturen. SchlieB3lich existieren Arrays aus einzeln

auslesebaren Sensoren fur verschiedene Analyten.

Allgemein bezeichnet man Elektroden, die in mindestens einer Dimension kleiner als die
Diffusionsweglange [(2Dt)*, D - Diffusionskoeffizient, t - kritische Zeit, typisch einige Sekunden) der
gelésten Reaktanten sind, als Ultramikroelektroden (UME) [1]. lhre besonderen Eigenschaften
ergeben sich aus (a) der erhdhten Massentransportgeschwindigkeit (radiale Diffusion), (b) der
verringerten Doppelschichtkapazitdt (kleine Flache) und (¢) dem verringerten ohmschen

Spannungsabfall (kleine Strome).

Parallel geschaltete Ultramikroelektroden

Der effektive Massentransport verringert den EinfluB der Ldsungskonvektion auf das Signal und
bewirkt eine schnelle Einstellung stationarer Stréme auch in ruhenden Ldsungen. Wegen den
unterschiedlichen Abhéngigkeiten des faradayschen Stroms und des Doppelschichtladestroms erlaubt
eine Miniaturisierung eine Verbesserung des Verhdltnis von Nutz- zu Storsignal bei der ampero-

metrischen und voltammetrischen Detektion (Abb. 1). Isolierte Mikroelektroden konnten sich jedoch



bisher nicht als Basistransducer fir Biosensoren durchsetzen, die auRerhalb von Forschungslabors
zum Einsatz kommen sollen. Vor diesem Hintergrund erfolgen intensive Bemihungen zur Herstellung

parallel geschalteter Ultramikroelektroden-Arrays (UMEA) aus verschiedenen Materialien [2, 3].
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Abb. 1:  Vergleich der lokalen Konzentration wéhrend der Umsetzung an a) konventionellen
Elektroden (/3 mm) und b) UME (£ 10 um). Unter diffusionskontrollierten Bedingungen ist
der Strom proportional zum Konzentrationsgradienten (B¢/Px)«=0 an der
Elektrodenoberfldache (x = 0, rote Linien). In einem Potentialsprungexperiment (c) &ullert sich
die planare Diffusion an den konventionellen Elektroden (d) durch einen monotonen Abfall
des Reaktionsstromes durch Ausdehnung der Diffusionsschicht wéhrend sich an der UME
(e) schnell ein stationé&rer Diffusionsgrenzstrom einstellt, der bei kleinen Gesamtstrémen viel
gréRBere Stromdichte aufweist als die Makroelektrode. Im zyklovoltammetrischen Experiment
v=0,01Vs"' (f) mit einem reversiblen Redoxsystem entsprechen dieser Situation
wellenférmige (g) bzw. stufenférmige Kurven (h).

Ein UMEA verhélt sich nur dann wie die Summe der sie bildenden UME, wenn der Inter-
elektrodenabstand groRer als die Ausdehnung der Diffusionsschicht ist. Als Faustregel mag gelten,

daR der Interelektrodenabstand mindestens groRer als der 10-fache Radius der einzelnen UME sein



muf3. In diesen Fallen ergeben sich Stréme, die genauso grof3 wie an makroskopischen Elektroden
sind, gleichzeitig aber wichtige Vorteile isolierter UME aufweisen. Komplizierter stellt sich das Layout
von UMEA dar, wenn sie auch in der vertikalen Dimension strukturiert sind, wie es zum Beispiel bei
verschiedenen Herstellungsverfahren unter Nutzung eines "Resists" der Fall ist [4]. In diesen Fallen

verringert sich die Empfindlichkeit eines Sensors um den Faktor
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Experimentell bestatigt sich diese Vorhersage sehr genau [4]. Fir quadratische Elektroden (rpore =
ap”j mit einer Kantenlange von a = 50 pm und einer "Resist"-Dicke / = 15 pm betragt die
Empfindlichkeit nur noch 57 %, bei a = 10 um und / = 15 um sind es lediglich 23 % der Empfindlichkeit
einer analogen Anordnung mit planarer Einbettung! Wichtigste Anwendungsgebiete sind die
Bestimmung von Schwermetallen mit Stripping-Methoden (effektive Anreicherung) [2] und
handgehaltene amperometrische Sensoren sowie Detektoren in FlieRsystemen [5]. Gegenwartig noch
bestehende Herausforderungen liegen in der Etablierung allgemein zugénglicher, kostengulnstiger
Arrays, die auch in Elektrolytldsungen und beim Ablauf einer elektrochemischen Reaktion stabil sind.
Optimierungen zielen auf die Anwendung neuer dinnschichttechnologischer Prozedurvarianten und
den Einsatz neuer Materialkombinationen [3]. In diesem Zusammenhang sind auch die kommerziell
verfligharen RAM™-Elektroden einzuordnen (Random Assemblies of Microelectrodes) [6]. In einer
scheibenférmigen Elektrode (£ 6 mm) sind 3200 Kohlefasern (4 3,5 um) eingebettet, von denen 20-
40 % extern kontaktiert sind, so daf der mittlere Interelektrodenabstand 70 um betragt, so dafd sich

diese Anordnungen wie Arrays unabhéangiger Mikroelektroden verhalten.

Mikrokompartimentalisierte Elektroden

Aber auch parallel geschaltete Elektroden-Arrays mit kleinen Interelektrodenabstanden erfahren als
mikrokompartimentalisierten Elektroden eine verstarkte Aufmerksamkeit [7]. Dabei erfolgen die
biochemische Analyterkennung und die elektrochemische Transduktion an verschiedenen
Mikroregionen einer makroskopischen Elektrode. Da nur ein kleiner Teil der Oberflaiche fur die
Transduktion benétigt wird, kann der zwischenliegende Teil als reiner Trager fir die biochemischen
Erkennungselemente dienen. Damit erhdhen sich die Gestaltungsspielraume erheblich. Da die
immobilisierten Biomolekile in diesem Design nicht als Diffusionsbarriere wirken, lassen sich
Sensoren mit sehr schnellen Ansprechzeiten realisieren [8]. Die in den 90er Jahren in der Breite
wirksam gewordenen neuen mikroskopischen Verfahren gestatten es, die laterale Funktionsverteilung

auf den Elektrodenoberflachen zu untersuchen und damit auf rationaler Basis zu optimieren (Fig. 2).
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Abb. 2: Prinzip eines mikrokompartimentalisierten Sensors (a) und Untersuchung der
Funktionsverteilung auf der Elektrode mit der elektrochemischen Rastermikroskopie
(SECM), schematisch (b) und Messung (c) eines 100~ 100 um? Ausschnitts (hell entspricht
hohen Strémen). Abb. 2c reprinted from Biosensors Bioelectronics, vol. 13, W.B. Nowall, N.
Dontha, W.G. Kuhr, Electron transfer kinetics at a biotin/avidin patterned glassy carbon
electrode, p. 1243, Copyright (1998), with permission from Elsevier Science.

Ein andere Weg zu parallel geschalteten Elektroden-Arrays mit Uberlappenden Diffusionsschichten
besteht in Templatsynthesen. Ausgehend von Kernspurmembranen kodnnen die Poren durch
stromlose Abscheidung von Gold aufgefillt werden und mittels eines Klebefilms die Querschnitte als
anndhernd mikroscheibenformige Elektroden freigelegt werden [9]. Solche Arrays besitzen eine
extrem verringerte Doppelschichtkapazitat, die bis zu einem Faktor von 10° verbesserte Nachweis-
grenzen erlaubt [10]. Elektrochemische Templatsynthesen bilden auch die Grundlage fir den Aufbau
neuartiger nanostrukturierter Biosensoren. Dabei werden die beiden &ufReren Oberflaichen der
Kernspurmembran mit Gold beschichtet. Diese beiden Goldschichten werden Uber die Poren durch
leitfahiges Polyanilin verbrickt, in das Enzyme eingebettet sind. Deren Metabolismus fiihrt Giber eine
pH-Anderung zu einer Anderung der Leitfahigkeit der Einbettungsmatrix [11]. Durch Strukturierung der
aufgedampften Goldschichten und sequentielle Abscheidung des Polyanilins mit den einzubettenden
Enzymen lassen sich verschiedener Sensoren, z.B. fiir Glucose, Harnstoff und Triglyceride auf einer

Membran vereinigen, ohne daf3 Interferenzen auftreten.

Empfindlichkeitssteigerung durch Redoxrecycling an Interdigitalstrukturen

Arrays aus individuell ansprechbaren elektrochemischen Sensoren er6ffnen eine Reihe neuer
Perspektiven. Hier sind zunachst die verzahnten kammartigen Mikrobandelektroden (IDA,
interdigitated arrays) zu nennen, die aus einem Generator und einem Kollektor bestehen, an dem ein
reversibles oder quasi-reversibles Redoxsystem mehrfache Redoxreaktionen eingeht. Ein Kamm wird
so polarisiert, dal3 eine Oxidation stattfindet, an dem anderen Kamm erfolgt die Reduktion. Die
Teilchen gelangen durch Diffusion von einem Band zu den benachbarten Bandern. Dieses als
Redoxrecycling bezeichnete Prinzip findet auer in IDAs auch in elektrochemischen
Dinnschichtzellen und im Feedback-Modus des elektrochemischen Rastermikroskops (SECM)
Anwendung. Die Verstarkungsfaktoren sind bei gegebener Gesamtflache des Arrays um so groRer, je

groRer die Zahl m der Elektrodenpaare und je kleiner der Interelektrodenabstand wg ist GI. (1) [12].
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Die Miniaturisierung unter Verwendung der Dinnschichttechnik deutlich unter 1 um und die Testung
der Zuverlassigkeit der so erhaltenen Elektroden stellt daher weiterhin einen wichtige Arbeitsrichtung
dar [2]. Die Integration von biologischen Erkennungsprinzipien wurde vor allem von Hintsche et al. [13
14] vorangetrieben. Dabei werden in Affinitatssensoren durch Markierungsenzyme (z.B. alkalische
Phosphatase) niedermolekulare Verbindungen gebildet, die sich mehrfach oxidieren und reduzieren
lassen (z.B. p-Amoinophenol, Abb. 4) Diese Verbindungen werden dann tber Mikrokandle auf das
IDA gespllt. Neuere Ergebnisse zur direkten Integration der biochemischen Erkennungselemente auf
den Chips und zur Parallelisierung der Messungen [15] werden auch in Beitrdgen auf diesem

Symposium vorgestellt [16].
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Abb. 4: Auslesung eines elektrochemischen Bioaffinitdtsassay an einem IDA mit alkalischer
Phosphatase als Markierungsenzym.

Arrays aus einzeln ansprechbaren Biosensoren

SchlieBlich stellen Arrays aus mehreren unabhdngig ansprechbaren Biosensoren eine aktive
Arbeitsrichtung dar. Diese Sensoren sollen entweder verschiedene Analyte erfassen [17] oder
ortsaufgeldste Konzentrationsangaben [18] liefern. Neben schon langer verfigbaren, makrosko-

pischen modularen Anordnungen erlaubt die Miniaturisierung auf der Basis von mikroskopischen



Transducern portable Sensor-Arrays fur Multianalytbestimmungen zu entwickeln [19], die auch im
Rahmen dieses Kolloquiums vorgestellt werden [20]. FUr Forschungszwecke er6ffnet der Anschliff von
Bonding-Drahten auf recycelten Mikroelektronikbausteinen einen einfachen und kostengiinstigen

Zugang zu unabhéngig adressierbaren Elektroden-Arrays [21].

Neben dem Transducer-Array missen fur die Herstellung elektrochemischer Biosensor-Arrays die
biologischen Erkennungselemente ortsgerichtet und mikrostrukturiert aufgebracht werden. Dies stellt
insofern eine technologische Herausforderung dar, als proteinbasierte Erkennungsreagenzien in
Ldsung appliziert werden missen und selbst kleinste Lésungstropfen Flachen benetzen, die gréRer
als die typischer Mikroelektroden sind. Losungsansatze stellen die lokale Elektropolymerisation unter
Einbettung des Enzyms, lokale Photoaktivierung, Aufbringen mit "Tintenstrahlverfahren"und Siebdruck
dar [22]. Einen neuen Ansatz stellt C. Kurzawa im Rahmen dieses Symposiums vor [23]. Da der
Rickhalt von Enzymen und Antikérpern auf Verkapselungen [24] bei Multianalytsensoren zu
Interferenzen fihren kann, missen besondere Verfahren zur lateral begrenzten Immaobilisierung von
Antikérpern und Enzymen zum Einsatz kommen. Eigene Entwicklungen galten der Ausnutzung von
Selbstorganisationsprozessen fir die mikroskopische Immobilisierung [25-31]. Neben der
ortsgerichteten Agglomeration von oberflachenmodifizierten magnetischen Partikeln auf der
Transduceroberflache [29-31] kamen gemusterte selbstorganisierte Monolagen [25-28] zum Einsatz.
Diese lassen sich durch Mikrokontaktdrucken und durch lokale elektrochemische Desorption [26, 28]
erzeugen und zu komplexen lateral strukturierten biochemischen Funktionsschichten derivatisieren
[32]. Dabei erwies sich die elektrochemische Rastermikrokopie als ein ideales Werkzeug sowohl zu
Strukturierung von Prototypen als auch zur lokalen Reaktivitdtsanalyse enzymatischer Reaktionen
[33].
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Abb. 5: Unterdriickung von Querempfindlichkeiten durch Umsetzung der interferierenden
Verbindungen an lateral angeordneten Zwischenschichten durch elektrochemische
Reaktionen [34] oder immobilisierte Enzyme [32]. Die Wirkung kann mit einer
positionierbaren Mikroelektrode in einem elektrochemischen Rastermikroskop analysiert

werden.

Ein weiteres Problem stellt die Layout-Optimierung dar. Da vielfach verschiedene Analyte tber einen
gemeinsamen Metaboliten (z.B. H,O,) erfaldt werden, besteht die Mdglichkeit, da’ die enzymatische
Umsetzung an einem Array-Element auch zu Signalbeitrdagen an den benachbarten Array-Elementen

fuhrt. Bei makroskopischen Sensor-Arrays 1af3t sich diese Problem durch die vertikale Schichtung von



interferenzunterdiickenden Zwischenschichten (z.B. mit Katalase fir H,O,) lI6sen [19]. Bei weiterer
Miniaturisierung ist diese Strategie jedoch problematisch, da die zweite Schicht exakt Uber den
mikroskopischen Transducern zu positionieren ist. Interferenzunterdriickende Zwischenschichten, die
lateral neben den sensitiven Regionen angeordnet sind, kénnten sich in Zukunft als vorteilhaft
erweisen. Mdgliche Realisierungen ergeben sich durch die Elektrolyse der interferenzverursachenden
Verbindung an Abgrenzelektroden [34] oder durch eine Umsetzung an interfenzunterdriickenden
Zwischenschichten (z.B. aus Katalase fur H,0O,) [32] (Abb. 5).

Hybridsysteme

Eine weitere generelle Tendenz besteht im Aufbau von Hybridsystemen. Dabei werden z.B.
verschiedene Erkennungselemente auf einem isolierenden Trager mikrostrukturiert immobilisiert und
mit einer beweglichen Mikroelektrode lateral aufgeldst ausgelesen [30, 31, 35]. Abbildung 6 zeigt die

Auslesung der Aktivitat von Nitratreduktase, die an magnetischen Mikropartikeln gebunden ist.

015-: \ / —i
- ] \ / — i

\J ——k

'0.20 T T T T T T
-60 -40 -20 O 20 40 60

X/ um
Abb. 6: Detektion von Enzymaktivitdten (Nitratredukatse) auf funktionalisierten magnetischen
Mikropartikeln im Feedback-Modus des SECM. Die im rechten Bildteil rot, blau und griin

dargestellten Profile aus der 2D-Messung (links) entsprechen den Signalen von ein, zwei

und drei agglomerierten Partikeln (nach [31]).
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