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1. Zielsetzung 1

1. Zielsetzung

Die Temperatur, als einer der Freiheitsgrade, hat groBBen Einfluss auf viele verschiedene
chemische Prozesse und spielt deshalb eine wichtige Rolle im Ensemble der Parameter
chemischer Reaktionen. Dies gilt ebenso fiir die Elektrochemie. Zum Beispiel fiihren
erhohte Temperaturen durch die Beschleunigung von Elektronen-Transferprozessen an
der Elektrodenoberfliche oftmals zu hoheren Signalen. Eine elegante Methode, hohere
Temperaturen an Elektrodenoberflichen zu erzeugen, ist es, diese selbst zu heizen.
Dabei gibt es grundsitzlich zwei verschiedene Ansétze: direktes oder indirektes Heizen.
Zusitzlich kann das Heizen der Elektroden in zwei Modi erfolgen: kontinuierlich oder

gepulst.

Der genetische Code eines Lebewesens ist in dessen DNA gespeichert und identifiziert
es individuell. Damit ist die DNA eines der wichtigsten, wenn nicht das wichtigste,
Biomolekiil iiberhaupt. Der Nachweis von DNA kann Krankheiten aufgrund von
Mutationen offenbaren oder in Form des genetischen Fingerabdruckes zum Beispiel
Straftéiter tiberfithren. Dabei kommt in zunehmendem Mafe auch elektrochemischen

Nachweisverfahren Bedeutung zu.

Um effizient und elektrochemisch einwandfrei DNA-Nachweise fiihren zu kénnen, war
es das Ziel die Vorteile bekannter DNA-Analyseverfahren mit den Vorteilen geheizter
Elektroden, wie zum Beispiel der thermischen  Diskriminierung von
Basenfehlpaarungen, zu verkniipfen. Fernziel war es, die Mehrfach-DNA-Detektion auf
einem selektiv heizbaren Elektrodenarray zu verwirklichen. Die damit verbundenen

Probleme zu 16sen, war Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit.

Zunichst musste eine Moglichkeit entwickelt werden, mehrere Elektroden auf engstem
Raum selektiv direkt heizen zu konnen. Die in der Vergangenheit praktizierte
Verwendung einer Dreifachkontaktierung der Elektroden zur Verringerung storender
Heizwechselstromeinfliisse schied wegen Platzmangels aus und bedurfte der

Weiterentwicklung.

Ein Problem bei geheizten Elektroden, die auf einem Array dicht aneinander angeordnet

sind, ist die Warmeverteilung. Um das Autheizen desselben so gering wie moglich zu
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halten, sollte nur so viel Heizleistung wie notig aufgewendet werden miissen. Deshalb

war die Form der auf dem Array angeordneten Elektroden entsprechend zu optimieren.

Einhergehend mit der gewiinschten Kleinheit eines Arrays ist, dass auch die Elektroden
eine makroskopisch kleine Flidche besitzen, was aber eine Verringerung analytischer
Signale zur Folge hat. Deshalb war es wichtig, trotz relativ geringer makroskopischer
Flache der Elektroden eine moglichst grof3e elektrochemisch aktive Flache zu erzeugen.
Sub- oder Mikrostrukturen sollten in diesem Zusammenhang als Mittel der Wahl

untersucht werden.

Die bereits erwdhnte Moglichkeit des gepulsten Heizens wurde in Form der
Temperatur-Puls Voltammetrie in der Arbeitsgruppe Griindler entwickelt. Gepulstes
Heizen erlaubt es, kurzzeitig Temperaturen oberhalb des Siedepunktes des
Losungsmittels zu erreichen und damit dramatische Signalerh6hungen hervorzurufen.
Diese Methode ist jedoch aufgrund ihrer Anforderungen an die Geriteeigenschaften
relativ komplex. Daher galt es zu untersuchen, ob Temperaturpulse in weniger
komplexe Weise auf amperometrische Fragestellungen angewendet werden konnen. Die
spitere Verwendung der Ergebnisse dieser Untersuchungen auf Mehrfachelektroden-

Systeme stand hier nicht zwingend im Vordergrund.

Neben DNA ist RNA, als weiteres Biomolekiil, ein sehr interessanter Gegenstand der
gegenwartigen Forschung. Als Bestandteil der Replikation und Transkription in Zellen
kann es, ebenso wie DNA, Aufschluss iiber genetisch veranlagte Krankheiten oder
Defekte geben. Es sollte daher im Verlaufe dieser Arbeit in Vorversuchen untersucht
werden, ob RNA in gleicher Weise wie DNA elektrochemisch markiert und

nachgewiesen werden kann.
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2. Einleitung

“Die Aufgaben der Analytischen Chemie haben sich im letzten Jahrzehnt stark
verdndert und erweitert. So ist die Analytische Chemie von einer lediglich retrospektiv
betrachtenden zu einer diagnostizierend gestaltenden Wissenschaft geworden und spielt
eine immer wichtigere Rolle bei der Charakterisierung und Beschreibung sich
dndernder chemischer und biologischer Systeme. Durch diese Aufgaben ist die
Analytische Chemie ein gleichberechtigter Partner der Synthetischen Chemie. Die
Gesellschaft und die ihr dienende Technik bendtigt analytische Aussagen in allen
Bereichen der Naturwissenschaften, im Umweltschutz, in der Biologie, Medizin,
Pharmazie, Pharmakokinetik, in den Geowissenschaften, in der chemischen und
biologischen Prozesskontrolle, den Nahrungswissenschaften, der Forensik und den
Materialwissensschaften. Das ganze Gebiet, vor allem das der instrumentellen Analytik,
hat sich seit Mitte der 50er Jahre dramatisch verdndert. So 16sten sich in den letzten ca.
30 Jahren die Instrumentengenerationen in Zyklen von nur 3-4 Jahren ab, und die
Fortschritte in der analytischen Forschung, insbesondere Senkung der
Nachweisgrenzen, Verkiirzung der Analysezeiten z. B. durch Automation,
Verbesserung der Analysenqualitit, Vereinfachung und Miniaturisierung der
Instrumentation brachten technische Verbesserungen im Ausmal3 von mindestens einer

GroBenordnung pro Jahrzehnt.'

Dabei kommt der Elektrochemie innerhalb der analytischen Chemie eine nicht zu
vernachldssigende Rolle zu. Insbesondere klinische, aber auch prozesskontrollierende
Sensoren wéren ohne elektrochemische Signalwandlung bzw. Erzeugung undenkbar.
Neben Konzentration, Zeit, Potential und Strom ist auch die Temperatur ein wichtiger
und fast frei wéhlbarer Parameter in elektrochemischen Anwendungen und

Experimenten.

Ublicherweise werden fiir die Arbeit bei definierten Temperaturen thermostatierte
Messzellen verwendet, in denen die gesamte Analysenlosung inklusive der bendtigten
Elektroden erhitzt wird. Dies kann zur Zerstérung thermodynamisch instabiler Analyten

filhren. Die Trennung der Gegen- (CE) und Referenz- (RE) von der Arbeitselektrode
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(WE) und ausschlieBliches Heizen letzterer, kann dem jedoch entgegenwirken. Ein sehr
wichtiger Vorteil des Heizens von Elektroden ist kinetischer Natur. Die Erhohung der
Elektrodentemperatur fithrt nach Arrhenius (vgl. Gl. 2.1) zur Beschleunigung von
Elektronenaustauschprozessen und auch zur Erhohung der Diffusion hin zur und weg
von der Elektrodenoberfliche (vgl. Gl. 2.2). Insbesondere die Beschleunigung der

Elektrodenreaktion macht es moglich, kinetisch gehemmte Substanzen zu detektieren®”.

Eq
(2.1) Arrhenius-Gleichung: k = Ae rr

mit der Geschwindigkeitskonstanten %k, A4 dem Arrhenius-Faktor, £E, der

Aktivierungsenergie und R der universellen Gaskonstanten.

kT
6mnr

(2.2) Stokes-Einstein Bezichung: D =

9

mit dem Diffusionskoeffizienten D, der Boltzmann-Konstante &, der Viskositidt # und

dem Radius r der als Kugeln angesehenen Teilchen.

Die Technik geheizter Elektroden hat eine etwa 30-jdhrige Entwicklungsgeschichte.
Erste Anwendungen wurden von Harima et al.* und Gabrielli et al.” etabliert. Stérungen
im Messsystem beim notwendigen Heizen mit Wechselstrom erforderten jedoch die
Weiterentwicklung der benutzten Elektroden. Unter den verschiedenen Ansétzen
erscheint die Technik von Griindler et al. am brauchbarsten fiir das direkte Heizen von
Elektroden®. Seine Gruppe entwickelte ein symmetrisches Design zum Heizen diinner
Dréhte (25 pm Durchmesser) und spiter auch in LTCC-Technik produzierte
Elektroden’. Details zu den entwickelten Elektroden und ihrer technischen
Verwendung, sind in  verschiedenen Journalen verdffentlicht*>* '°.  Die
Weiterentwicklung der Heiztechnik durch Hinzufiigen oder Modifizieren einzelner
Komponenten, die zum Heizen unterschiedlicher Elektrodentypen erforderlich sind,
wird Teil dieser Arbeit sein. So wird zum Beispiel eine neuartige Konstruktion, die
sogenannte ,,Drosselschaltung® eingefiihrt werden (siehe Kap. 4.1). Des Weiteren wird
eine Simulation zur Optimierung der Elektrodenform mit dem Ziel des Erreichens einer
homogenen Temperaturverteilung entlang der gesamten Elektrodenoberfliche

prasentiert werden (siehe Kap. 4.2).

Der praktische Nutzen geheizter Elektroden ergibt sich aus der Vielzahl der

Anwendungsmoglichkeiten zu analytischen Zwecken. Geheizte Elektroden wurden
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beispielsweise fir ASV-Analysen'' an Bismutfilmelektroden'*", fiir amperometrische
Messungen in FlieBsystemen'® und in neuester Zeit mit immobilisierten Kohlenstoff-

1516 als Oberflichenmodifikation fiir verschiedenste

Nanor6hren (carbon nanotubes)
Zwecke verwendet. Eine spezielle Anwendung temperaturabhéngiger Messungen ist die
Modulation kurzer Heizpulse mit voltammetrischen Messungen, die Voss et al. als

Temperatur-Puls Voltammetrie (TPV)'"'®

einfithrten. Auf diese Technik wird in Kapitel
3.3 nidher eingegangen, da sie als Grundlage fiir eine in dieser Arbeit neu entwickelte
Anwendung Heizpuls-modulierter amperometrischer Messungen fungierte (siche

Kapitel 4.3).

Die Variabilitit der Temperatur ist auch in biologischen, mikrobiologischen und
biochemischen Systemen von grofler Bedeutung. So =zeigen zum Beispiel
enzymkatalysierte Reaktionen eine sehr starke Temperaturabhingigkeit' ?'. Die
Funktion oder besser Reaktivitdt von Enzymen in biologischen aber auch chemischen
Systemen erreicht ein Maximum bei definierten und von Enzym zu Enzym
unterschiedlichen Temperaturen®”. So ist es denkbar, durch definierte Temperaturen und
deren Kontrolle enzymkatalysierte Reaktionen nach Wunsch ein- und auszuschalten®.
Auch Hybridisierungs- und Dehybridisierungsereignisse zweier komplementédrer DNA -
Einzelstringe (ssDNA) zu doppelstrangiger DNA (dsDNA) und zuriick sind
temperaturabhéingig®®. Die Funktion der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)® basiert
genau auf dieser Eigenschaft von ssDNA. Die elektrochemische Detektion der
Hybridisierung immobilisierter DNA-Sonden mit komplementdren redoxaktiven
ssDNA-Targetstrangen wurde, auch bei hoherer Temperatur, erfolgreich

26,27

durchgefiihrt

Messungen zur Detektion von redoxmarkierten Target-Biomolekiilen mittels
immobilisierter Sondenmolekiile liefern mit ,,gewohnlichen® Makroelektroden oftmals
unzureichend groBe Signale. Bei gewiinschter Miniaturisierung der benutzten
Elektroden verschlechtert sich die Situation zusitzlich. Insbesondere bei Nutzung langer
DNA-Stringe wie auch Aptamere, um relativ grofle Biomolekiile wie Enzyme zu
detektieren, wirkt sich die kleine Flache und damit auch geringe Anzahl immobilisierter
Sondenmolekiile nachteilig aus. Die VergroBerung der makroskopischen Oberfldche
durch Mikrostrukturen kann hier Abhilfe schaffen. Dieses wurde unter anderem durch
Kohlenstoff-Nanorohren dispergiert in Pasteelektroden oder durch Deposition von

28 30

Kohlenstoff-Nanor6hren Dispersionen errreicht Gute FErgebnisse bei der
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VergroBerung der aktiven Elektrodenoberfliche wurden durch lithographische
Modifikation erzielt’! **. Der von uns gewihlte Ansatz der direkten galvanischen
Deposition von Gold auf gewohnlichen Goldscheibenelektroden zur VergroBerung der

aktiven Elektrodenoberfldche wird in Kapitel 4.4 vorgestellt.

Die direkte Detektion markierter und unmarkierter DNA mittels AdSV ist wohlbekannt.
Bis heute ist die Forschung zu diesem Thema nicht abgeschlossen® *’. Palecek et al.
berichteten bereits 1m Jahr 1960 {iiber die direkte Detektion von DNA an

Quecksilberelektroden®®

. Sehr vielversprechende Resultate beziiglich der Detektion
[OsOq(bipy)]-markierter DNA-StréingeM’39 4 legen die Nutzung dieser redoxaktiven
Markierung auch fiir RNA einem der wichtigsten biologischen Molekiile nahe. Als
ein richtungsweisender erster Schritt zur Entwicklung eines geheizten
elektrochemischen RNA-Sensors wird in dieser Arbeit die Detektion markierter und

unmarkierter tRNA in Kapitel 5 vorgestellt.
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3. Theoretischer Teil

In den letzten 40-45 Jahren sind verschiedene Techniken zum Heizen von Elektroden
entwickelt worden. Beim Einsatz geheizter Elektroden in der Chemie unterscheidet man

grundsétzlich 2 Heizmethoden:

Zunéchst kann die Arbeitselektrode indirekt geheizt werden wie beispielsweise bei
Goldfilm- und im Siebdruckverfahren produzierten Platinelektroden®***°. Bei dieser Art
des Heizens ist der Heizstromkreis galvanisch von der polarisierbaren elektrochemisch
aktiven Elektrodenoberfliche getrennt. Das ermoglicht den Einsatz sowohl von
Gleichstrom als auch Wechselstrom zum Heizen der Elektrode, da eine zusidtzliche

Polarisierung der Elektrode durch Gleichstrom nicht stattfinden kann.

Ein weiterer Ansatz des indirekten Heizens von Elektroden ist die Verwendung von

Mikrowellen.

So aktivierten unter anderen Compton et al. Elektrodenoberflichen mit Hilfe von

4749 Baranski beschreibt das Heizen der -elektrodennahen

Mikrowellenstrahlung
Losungsschicht mittels Hochfrequenz (bis zu 2 GHz) mit geringer Intensitdt. Er
erreichte mit {iblichen, polierbaren Mikroelektroden Temperaturen weit oberhalb des
Siedepunktes (225°C), die {liber lange Zeit (> 15 min) gehalten werden konnten, ohne
dass Blasenentwicklung einsetzte®’. Zusitzlich zu diesen etablierten Methoden des
indirekten Heizens der Elektroden selbst, ihrer Oberflichen oder der sie umgebenden
Losung, ist schlieBlich die Aktivierung von Elektrodenoberflichen mittels

Laserstrahlung, zum Beispiel bei Glaskohle-Elektroden, zu erwihnen®!

Elektroden konnen aber wie im Folgenden beschrieben - auch direkt geheizt werden.
Bereits 1966 fiithrten Ducret et al. Experimente zum Heizen von Platindrdhten mittel
Wechselstrom im Radiofrequenzbereich durch®®. Erste Versuche der Anwendung von
Heizpulsen nahmen Gabrielli et al. an Platindrdhten mit einer AC-Frequenz von

250 kHz vor>>>,
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3.1 Das symmetrische Elektrodendesign

Eine direkt geheizte Elektrode ist Teil zweier Stromkreise: dem Messstromkreis und
dem Heizstromkreis. Eine schematische Darstellung der Anordnung zum direkten

Heizen zeigt Abbildung 3.1.

el iR
M~
>< WE
L L —
T
= — RE
|
Lo|| K3
AC-amplifier CE
heating circuit measuring circuit

Abb. 3.1: Grundlegender Aufbau fiir das direkte elektrische Heizen von Elektroden. (basierend auf Jasinski)™

Fiir das direkte Heizen ist der Einsatz von Wechselstrom erforderlich, denn Gleichstrom
wiirde zu einer unerwiinschten Polarisierung der Arbeitselektrode fithren. Diese
wiederum hiitte einen elektrochemischen Stoffumsatz zur Folge’, welcher letztlich das
analytische Ergebnis verfilscht. Allerdings rufen der zwingend einzusetzende
Wechselstrom und die notwendige Verbindung beider Stromkreise starke Stérungen der
Messwertaufnahme hervor. Grund dafiir ist die Induktion des Heizwechselstroms, mit
Werten im Bereich einiger Ampere und hoher Frequenz, in den elektrochemischen,

analytischen Gleichstrom, mit Werten im Bereich weniger pA.

Bedingt durch den Wechselstrom treten entlang der geheizten Elektrode, im einfachsten
Fall ein einfacher Draht, sich periodisch #ndernde Amplituden auf>. Diese wiederum
fithren zu einer Irritation des sensitiven potentiostatischen Regelkreises. Der Regelkreis
interpretiert die Amplituden des Wechselstroms als Storung und damit als Abweichung
vom vorgegebenen Wert des Elektrodenpotentials. Daher versucht der Messregelkreis
standig, diese Diskrepanz zu kompensieren, was in einem ,,overload* des Potentiostaten

endet®.
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Das symmetrische Kontaktieren der Elektroden, zum Beispiel im Zentrum eines
Drahtes wie von Griindler et al. vorgeschlagen, 16ste das Problem des tibersteuernden

Potentiostaten®’.

Es musste jedoch eine Bedingung erfiillt sein: der ohmsche
Widerstand der zu heizenden Elektrode durfte lediglich im Bereich weniger Ohm
liegen®. Die Grafik in Abbildung 3.2 zeigt, wie die symmetrische Anordnung der zu

heizenden Elektrode in den Gesamtaufbau implementiert wurde.

CF

CELL CE ]

(b)

| RV—=

Abb. 3.2: A Zellenanordnung. F1 und F2 WE Hilften. OA1 und OA2 Stromfolger. Tr Ubertrager; B
Stromkreisdiagramm mit a) asymmetrisch und b) symmetrisch angeschlossene Konfiguration. CF: Stromfolger, P:

Potentiostat, RV: Referenzspannung. (entnommen aus Griindler et al.)®

Wenn die Elektrode asymmetrisch angeordnet wird, d. h. an einem Ende eines Drahtes
kontaktiert ist, so werden alle Punkte des Drahtes durch den Wechselstrom polarisiert;
je groBer die Entfernung vom Punkt des Anschlusses, desto hoher wird die
Polarisationsamplitude. Dies fiihrt zu der schon angesprochenen Uberlastung des
Potentiostaten. Derselbe Effekt mit einer wichtigen Ausnahme tritt  bei

symmetrischer Anordnung der Elektrode auf.

Dabei wird der Potentiostat im Zentrum des Drahtes angeschlossen und jeder Punkt des
Drahtes auf der einen Seite des Mittelanschlusses hat einen Gegenpart auf der anderen
Seite des Drahtes allerdings mit entgegengesetztem Vorzeichen. Das bedeutet, dass
sich beide Seiten gegeneinander aufheben und der Wechselstrom an der
Elektrodenoberfldche durch Ausloschung nahezu komplett eliminiert wird. Die folgende

Graphik 3.3 verdeutlicht dies schematisch.
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m

/\/ |‘ counter electrode

reference

2

potentiostat

work electrode
(3)

Abb. 3.3: Schematische Darstellung der Wechselspannungsverhéltnisse einer elektrisch wechselstromgeheizten

symmetrischen Elektrode. (entnommen aus Kirbs)*®

Das mogliche symmetrische Designs der zu heizenden Elektroden fiihrt dazu, dass diese
nunmehr nicht ausschlieBlich vor dem eigentlichen Analyseschritt geheizt werden
konnen, wie zum Beispiel in der Stripping Voltammetrie wihrend des
Anreicherungsschrittes. Vielmehr koénnen die Elektroden unmittelbar wéhrend des
tatsdchlich wichtigen Schrittes, der analytischen Messung, auf die gewiinschte

Temperatur erhitzt werden, sei es kontinuierlich oder gepulst.

Die Erfindung des symmetrischen Elektrodendesigns ist deshalb ein groer Erfolg. Die
Anordnung hat allerdings einen erheblichen Nachteil. Die Herstellung jeder einzelnen
symmetrischen Elektrode ist ein zeitaufwandiger Prozess und verlangt ein hohes Maf3
an Fingerfertigkeit. Aulerdem konnen nicht alle Elektroden symmetrisch aufgebaut
werden. Das symmetrische Design kann insofern nur als ein  wenn auch wichtiger
Zwischenschritt in der Entwicklung direkt heizbarer Elektroden angesehen werden.
Insbesondere bei der Entwicklung von Elektrodenarrays, die eine mehrfache Detektion
von Analyten zulassen und moglichst klein gestaltet werden sollen, ist die symmetrische

Konstruktion mit drei Kontaktmdoglichkeiten einer jeden Elektrode schwer realisierbar.
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3.2 Temperaturkalibrierung

Fiir die Durchfithrung von Experimenten bei erhohten Temperaturen ist es unabdingbar,
die exakte Temperatur zumindest in der ndchsten Umgebung der Elektrode zu kennen.

Es gibt verschiedene Methoden zur Bestimmung dieser Temperatur.

Beim konventionellen Heizen, d. h. in einer Messzelle, in der die gesamte Losung
geheizt wird, kann ein gewohnliches Thermometer verwendet werden. Sobald aber nur
die Arbeitselektrode geheizt wird, ist ein Thermometer kein brauchbares Instrument.
Dieser Umstand liegt darin begriindet, dass beim Heizen nur einer Elektrode lediglich
eine diinne Schicht an der Elektrodenoberfliche erhitzt wird. Somit ist die
Elektrodentemperatur selbst zu bestimmen, was mit einem Thermometer schwer

realisierbar ist.

Als Moglichkeit, die Elektrodentemperatur zu bestimmen, ist zundchst die Nutzung des
spezifischen Widerstandes des Elektrodenmaterials in Betracht zu ziehen. Fiir
Drahtelektroden ist jedoch zu beachten, dass die gesamte Elektrodenlinge in die
Widerstandsmessung einbezogen werden muss. Da Drihte aber an Lotpunkten befestigt
und dort isoliert sein miissen, kommt es hierdurch zu einer Verfilschung der
berechneten Temperaturwerte. Fiir Elektroden in denen der isolierte Bereich klein gegen
die gesamte geheizte Linge ist, ist die Methode aber brauchbar’’. Auf die in diesen

Studien genutzten Drahtelektroden triftt letzteres zu.

Eine zweite Moglichkeit, die Temperatur einer Elektrode zu bestimmen, ist die
numerische Berechnung der Wiarmeverteilung. Dieses Verfahren wird in Kapitel 4.2
ndher beschrieben. Zur Elektrodentemperaturbestimmung kann weiterhin die
Temperaturabhéngigkeit des elektrochemischen Potentials eines reversiblen
Redoxpaares ausgenutzt werden. Dafiir hat sich das Redoxpaar Kalium-
hexacyanoferrat-(II)/(III) als sehr brauchbar erwiesen, dessen Nutzung im folgenden
Kapitel 3.2.1 néher dargestellt wird. Als vierte Methode zur Temperaturbestimmung der
Elektrodenoberfliche ist das direkte Messen der Infrarotstrahlung einer geheizten

58,59

Elektrode mittels einer Infrarotkamera zu nennen”™"", was in Kapitel 3.2.2 kurz erldutert

wird.
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3.2.1 Temperaturbestimmung mittels des Temperaturkoeffizienten eines

reversiblen Redoxpaares

Die verlésslichste Methode, die Temperatur an einer geheizten Elektrode zu bestimmen,
ist es, eine stromlose Potentiometrie (open-circuit potentiometry; zero-current
potentiometry) unter Zuhilfenahme eines reversiblen Redoxpaares mit genau bekanntem
Temperaturkoeffizienten durchzufiihren. Eines der am meisten studierten Redoxpaare
ist hierbei das bereits erwihnte [Fe(CN)¢]*”*, Kaliumhexacyanoferrat-(IT)/(II1)*** ©.
Dieses Redoxpaar besitzt dquimolar in 0.1 M KCl gel6st einen Temperaturkoeffizienten
von -1,56 mV/K****"° Abbildung 3.4 zeigt eine resultierende Graphik fiir die

Temperaturkalibrierung eines im Durchmesser 25 pm diinnen Platindrahtes unter

Benutzung des beschriebenen Redoxpaares.

> e
= J28 L
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0.212
] 430
0.210 [
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0.208 — 132
0.206
] d”‘ww 434
0.204 . T . . . T —700 mA
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Abb. 3.4: Open circuit Potentiometrie: Temperaturkalibrierung einer Golddrahtelektrode in dquimolar geldsten 5 mM
[Fe(CN)s]*™* in 0.1 M KCl vs. Ag/AgCl (3 M KCl) bei 21°C Losungstemperatur.>®

Wie die Bezeichnung der genutzten Methode andeutet, findet die Messung des
temperaturabhidngigen Potentials stromlos statt. Das heifit, dass auller dem fiir die
Potentialeinstellung nach dem Nernst’schen Gleichgewicht auftretenden Strom, keine
weiteren faraday‘schen Strome flieBen. Das sich fiir bei einer gegebenen Temperatur
einstellende, charakteristische Potential beider Redoxpartner an der WE wird lediglich
gegen das feststechende Potential der RE  gemessen. Aufgrund der
Temperaturabhéngigkeit des Gleichgewichtes beider Redoxpartner an der WE,
beschrieben durch den Temperaturkoeffizienten, kommt es bei Anderung der

Temperatur an der WE zu einer Anderung des Arbeitselektrodenpotentials. Diese
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Potentialverschiebung AF kann dann mittels des Temperaturkoeffizienten f in eine
Temperaturverschiebung A7 umgeformt werden und somit die Temperatur der
Elektrode bestimmt werden (siche Gl. 3.4 & 3.5). Die Temperaturabhéngigkeit des

elektrochemischen Gleichgewichtes kann wie folgt beschrieben werden:
Das Elektrodenpotential im Gleichgewicht ist gegeben durch Gleichung 3.1.
3.1) ApG = zFE

Die Temperaturabhingigkeit der freien Reaktionsenthalpie ist iiber die freie

Reaktionsentropie gegeben und in Gleichung 3.2 dargestellt.

C I

Fiir den Temperaturkoeffizienten £ ergibt sich bei konstantem Druck p durch Einsetzen

von GI. 3.1 in 3.2 und Umformen Gleichung 3.3.

- ()%

zF

Integration unter der Voraussetzung der Temperaturunabhédngigkeit der freien

Reaktionsentropie und Umstellen nach AT ergibt Gleichung 3.4.

(34) AT — ETemperatur 1BETemperatur 2

(3.5) T = Tisung + AT

Die Technik der Temperaturbestimmung mittels des Temperaturkoeffizienten eines
reversiblen Redoxpaares in Verbindung mit dem gewihlten Redoxpaar [Fe(CN)q]* " ist
hinreichend schnell, liefert gute bis sehr gute Resultate fir milli-*, mikro-*' sowie
nanosekunden’'-aufgeldste Experimente und kann fiir fast alle geheizten Elektroden

angewandt werden.

Die folgenden Beziechungen verdeutlichen die Zusammenhénge zwischen
charakteristischen GroBen der Voltammetrie’”. Sie begriinden das Verfahren zur
Ermittlung des Temperaturkoeffizienten eines reversiblen Redoxpaares in der in
Kapitel 4.5 vorgenommen Weise. Das Potential, an dem der Strom die Halfte seines

limitierenden Wertes annimmt, ist das Halbstufenpotential £,,, welches in Gleichung
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3.6 beziiglich des Formalpotentials E° fiir elektrochemisch reversible Redoxpaare

angegeben ist:

(3.6) Eijp =E + ~log (g—:)m

D, und D, sind hierbei die Diffussionskoeffizienten der reduzierten und oxidierten
Formen des elektroaktiven Redoxpaares. Da beide Diffusionskoeffizienten nicht sehr
unterschiedlich voneinander sind, ist das Halbstufenpotential gewohnlich gleich dem
Formalpotential. Das Formalpotential fiir ein reversibles Redoxpaar ist in Gleichung 3.7
beschrieben,

o — EpatEp,c

(3.7) E .

mit E,, als anodischem Peakpotential und E, . als kathodischem Peakpotential. Beide
Peakpotentiale sind mittels Zyklovoltammetrie bestimmbar und damit die Anderung des

Formalpotentials fiir sich 4ndernde Temperaturen.

Beziiglich der Differenz-Puls Voltammetrie kann das Peakpotential zusammen mit der
Annahme der Gleichheit des Halbstufenpotentials und des Formalpotential nach einer in

Gleichung 3.8 gegebenen Beziehung genutzt werden,

mit AE als Pulsamplitude.

3.2.2 Thermographie

Die Thermographie ist eine mehr oder weniger direkte Methode der
Temperaturbestimmung. Sie nutzt die Eigenschaft aus, dass alle Gegenstidnde, die eine
Temperatur oberhalb des absoluten Nullpunktes haben Wérmestrahlung aussenden.
Diese Strahlung liegt groBtenteils im infraroten Bereich des elektromagnetischen
Spektrums mit Wellenldngen von etwa 780 nm bis 1 mm und ist fiir das menschliche

Auge nicht sichtbar, aber tiber die Haut in Form von Wiarme wahrnehmbar.
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Mit speziellen Infrarotkameras kann Wérmestrahlung visualisiert werden. Abhingig
von der Temperatur des betrachteten Objektes wird die Infrarotstrahlung in
verschiedene Farben konvertiert und ein Wiarmebild erstellt. Abbildung 3.5 zeigt ein
solches Wiarmebild einer direkt geheizten LTCC-Elektrode, welche allerdings an Luft
geheizt wurde, da mit dem genutzten System leider keine Aufnahmen in Fliissigkeiten
moglich sind. Das macht einen direkten Vergleich der thermographischen
Temperaturbestimmung mit einer Temperaturkalibrierung via  Open-Circuit
Potentiometrie nur bedingt moglich. Eine Ndherung konnte durch Aufbringen von ein
paar Millilitern Wasser auf die Elektrodenoberfldache erreicht werden. Néheres dazu ist

in der Dissertation von Voss nachzulesen®.

~rr—1 *C
“ 1y700

EEES R0 B s

Abb. 3.5: Wirmebild einer, von Voss et al. entwickelten, symmetrischen, an Luft direkt geheizten LTCC Elektrode.

(entnommen aus Dissertation von Voss)™®

Gleichwohl konnen auch Wairmebilder an Luft geheizter Elektroden wertvolle
Informationen iiber die Wiarmeverteilung entlang der Elektrodenoberflache geben. So
ist in Abbildung 3.5 sehr gut zu erkennen, dass sich an den drei Kontaktstellen der
Arbeitselektrode Wirmesenken befinden, die eine homogene Wéirmeentwicklung

entlang der gesamten elektrochemisch aktiven Oberfldche verhindern.
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3.3 Anwendung gepulsten Heizens auf voltammetrische

Messungen

Temperaturmodulierte Voltammetrie wurde im Jahr 1983 von Miller eingefiihrt’.
Valdes et al. nutzten diese voltammetrische Methode, um das Verhalten reversibler

Redoxsysteme zu untersuchen®

. Rotenberg et al. bestimmten mit ihrer Hilfe
Aktivierungsenergien fiir Elektrodenprozesse’*. Eine Variante der
temperaturmodulierten Voltammetrie, die Temperatur-Puls Voltammetrie (TPV), wurde

von Voss et al. entwickelt”'®,

Die TPV kann als eine Potentialtreppe, liberlagert von Heizpulsen, angesehen werden.
Das bei der TPV entstehende Voltammogramm ist somit die Uberlagerung eines
gewOhnlichen Voltammogramms mit einem temperaturabhéngigen Anteil. Eine
idealisierte Erkldrung fiir das Entstehen eines TPV-Voltammogramms ist in Abbildung
3.6 gezeigt.

Potential staircase

Hot

Idealized
voltammograms

Current

Heating pulses

Instantaneous
current during
heating pulse

BRI TEEE

Result:
“Overshooting” in the
voltammogram

Abb. 3.6: Idealisierte schematische Darstellung fiir das Entstehen eines TPV Voltammogramms. (entnommen aus

Voss et al.)’

Es wird eine Potentialtreppe vorgegeben. Der Messwert wird kurz vor Ende jeder Stufe
aufgenommen, da der kapazitive Strom zu diesem Zeitpunkt ein Minimum aufweist’".
Bei kontinuierlichem Heizen wiirde nun eine , heifle* Kurve, wie im mittleren Teil der

Abbildung dargestellt, entstehen. Das Besondere an der TPV ist aber, dass mit der
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Potentialtreppe synchronisierte Heizpulse auf das System gegeben werden. Es werden
bei dieser Methode zwei Messwerte aufgenommen. Der erste Wert wird kurz vor
Beginn des Heizpulses und der zweite kurz vor dem Ende desselben gemessen. Die
Differenz zweier zusammengehoriger Werte ist das eigentlich aufzutragende Signal. In
der Nihe des Halbstufenpotentials des betrachteten Analyten ist der Temperatureffekt
am deutlichsten ausgepréigt. Bei Beachtung der Peakform, die beim Pulsheizen entsteht
(vorletzter Teil der Abb. 3.6) resultiert ein Voltammogramm, welches einer DPV dhnelt

und im untersten Teil der Abb. 3.6 dargestellt ist.

Die Technik der TPV benétigt ein relativ komplexes Equipment. Die Komplexitt
ergibt sich nicht, wie man erwégen konnte, aus der Synchronisation der Potentialrampe
mit den angelegten Heizpulsen. Vielmehr besteht die Schwierigkeit darin, die fiir die
kurzen Impulse benétigte Heizleistung zu generieren. Zum Erreichen der gewiinschten
Temperaturen innerhalb von etwa 100 ms ist  natiirlich in Abhéngigkeit vom
Widerstand der genutzten Elektrode  eine hohe Heizleistung im Bereich einiger

Ampere notig.
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4.  Ergebnisse und Diskussion

4.1 Die symmetrische Drosselschaltung (Publikation 8.1)

Wie in Kapitel 3.1 angedeutet, war die Erfindung des symmetrischen Elektrodendesigns
lediglich ein - wenn auch wichtiger = Zwischenschritt in der Entwicklung geheizter
Elektroden. Die Konstruktion geeigneter symmetrischer Elektroden war zeitaufwendig
und abhédngig von der Geschicklichkeit des Experimentators. Die Losung dieser
Probleme, auch im Hinblick auf die Konstruktion von Mehrelektrodenarrays, wurde in
einer bereits patentierten symmetrischen Drosselschaltung gefunden. Diese Schaltung
macht die Konstruktion symmetrischer Elektroden unnétig, da die gewiinschte
Symmetrie durch die Schaltung selbst in die Anordnung eingebracht wird. Das heifit,

dass jede heizbare Elektrode genutzt werden kann als wire sie symmetrisch.

Die Drosselschaltung wird tiber den beiden Heizanschliissen parallel angeschlossen und
anhand eines symmetrischen Mittelabgriffs mit dem Arbeitselektroden-Anschluss des

Potentiostaten verbunden. In Abbildung 4.1 ist diese Schaltung schematisch dargestellt.

<«— heating current generator

-
= +«—— transformer

P ohmic resistance of the
— electrode

«—— symmetric bridge
| — connection

inductor

<« measuring instrument
connector

[e]

Abb. 4.1: Schematische Zeichnung des Heizstromkreises inklusive der symmetrischen Drosselschaltung.

Eine gut funktionierende Drosselschaltung muss jedoch einige Anforderungen erfiillen,

die mit Hilfe einiger Gleichungen verdeutlicht werden kénnen.
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Die Drosselschaltung kann wie in Abb. 4.1. durch zwei Spulen symbolisiert bzw.
abgebildet werden. Bei Verwendung von Wechselstrom weisen diese Spulen drei
verschiedene Widerstinde auf. Der ohmsche Widerstand R existiert fiir jeden
stromdurchflossenen Leiter. Gleichung 4.1 gibt diesen fiir einen metallischen Leiter bei
konstanter Temperatur an. Daneben treten in einer Spule ein induktiver Widerstand X,

und ein kapazitiver Widerstand X, beschrieben in den Gleichungen 4.2. und 4.3, auf.

_ o
4.1) R = 1
(4.2) X, = w-L
1
(4.3) Xc = o

Wie Gleichung 4.3 zeigt, wird der kapazitive Widerstand fiir hinreichend hohe
Kreisfrequenzen @ und dichte Wicklungen (fiihren zu kleinen Kapazititen C) relativ

klein. Er wird deshalb in der folgenden Betrachtung vernachléssigt.

Gleichung 4.2 enthdlt den Parameter L, die Induktivitit einer Spule, welcher wie in

Gleichung 4.4 fiir eine lange Spule beschrieben werden kann.

(4.4) I = uo-url;Nz A

Bei Betrachtung der Gleichungen 4.1, 4.2 sowie 4.4 fillt auf, dass eine moglichst hohe
Induktivitidt durch eine kurze Spule erreicht wird. Die Zahl der Windungen N geht
quadratisch in Gl. 4.4 ein und sollte daher moglichst gro sein. Eine hohe
Windungszahl wiederum verlangt eine gewisse Lange der Spule und geht zusétzlich mit
einer Erh6hung des ohmschen Widerstandes einher, denn je hoher die Wicklungsanzahl,
desto lianger ist der Leiter und somit steigt sein ohmscher Widerstand. Das bedeutet,
dass hinsichtlich der Lange und Windungszahl der einzusetzenden Spulen ein
Kompromiss zwischen ohmschem Widerstand und Induktivitidt zu suchen ist. Ein zu
hoher ohmscher Widerstand fiihrt zu einer unverhiltnismiafig starken Verringerung des
analytischen Signals, welches ein Gleichstrom ist; ein zu kurzer Leiter fithrt hingegen
zu einer unzureichenden Filterung des Heizwechselstroms, welche wiederum durch eine

moglichst hohe Induktivitit begiinstigt wird.
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Ein weiterer wichtiger Aspekt, der beziiglich der Linge des Leiters zum Aufbau der
Spulen ebenfalls beachtet werden muss ist, dass die Anzahl der Windungen N im
Quadrat in Gleichung 4.4 eingeht. Durch eine sorgfiltige Materialauswahl aber kann die
Anzahl der erforderlichen Spulenwicklungen verringert werden, ohne dass sich dies
nachteilig auf die Induktivitdt niederschlagen muss. Kupfer, beispielsweise, bietet
zusammen mit speziellen Ferritkernen sehr gute magnetische Eigenschaften, die sich
auf die Permeabilititszahl u, auswirken (uy ist eine Konstante und kann daher nicht

beeinflusst werden).

Wie Gleichung 4.2 verdeutlicht, arbeitet eine Spule umso besser, je hoher die angelegte
Frequenz der Wechselspannung ist, denn die Frequenz ist proportional zum induktiven
Widerstand X;. Der ohmsche Widerstand wird weder durch hohe noch durch niedrige
Frequenzen beeinflusst, woraus sich eine weitere Moglichkeit ergibt, die Funktion der
Filterung des Heizstromes zu verbessern. Allerdings gibt es Griinde, die Frequenz des
Heizstromes zu fixieren. Die Heizstrome sollten wenigstens eine Frequenz von 10 kHz
aufweisen, um die geheizte Elektrode so kurz wie moglich zu polarisieren und somit
faraday’sche Effekte in Form chemischer Reaktionen zu verhindern. Andererseits sind

Frequenzen oberhalb 1 Mhz mit Hochfrequenz-Verstarkungsproblemen verbunden.

Unter Beriicksichtigung aller angefiihrten Aspekte wurde eine Drosselschaltung mit
einer exzellenten Induktivitdt von 2,6 H bei nur 9,1 Q Widerstand mit einem speziellen
Ferritkern konstruiert. Verschiedene vergleichende Messungen an asymmetrischen und
symmetrischen Gold- und Glaskohleelektroden bestédtigten das angenommene Verhalten
der Schaltung. Der zum Heizen der Elektroden angelegte Wechselstrom wurde nahezu
komplett gefiltert, wobei der analytische Gleichstrom unbeeinflusst blieb. Der
Potentialfehler bei einem Strom von 10 pA und den erwéhnten 9,1 Q Widerstand der
Drosselschaltung betriagt unter Beriicksichtigung von Gleichung 4.5 nur 45,5 uV und ist

vernachléssigbar.
R
(4.5) AU =17

Es konnte kein unterschiedliches Verhalten der symmetrischen und der mittels der
Drosselschaltung kontaktierten asymmetrischen Elektroden bei zyklovoltammetrischen

Messungen von K3/K4[Fe(CN)g] beobachtet werden (Abb. 6 und 7 in Publikation 8.1).
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4.2 Temperaturverteilung an geheizten Elektroden

(Publikation 8.2)

Wie bereits in Kapitel 3.2 erwihnt, konnen Simulationsrechnungen Auskunft iiber die
an einer geheizten Elektrode existierenden Temperaturen und deren Wirmeverteilung in
die umgebende Losung geben’®. Verschiedene Ansitze sind bekannt, wie zum Beispiel
die ,,Box-Methode* fiir geheizte Platindrihte®, digitale Berechnungen fiir gepulst
geheizte ,hot-wire“-Elektroden’’ sowie grundlegende Berechnungen beziiglich der
Temperaturentwicklung  an  geheizten  zylindrischen  Elektroden™”.  Diese
letztgenannten Berechnungen sind zum Teil theoretisch sehr anspruchsvoll. Eine
iibersichtliche Visualisierung der Zustdnde an geheizten Elektroden ist daher &uBerst
wiinschenswert™ und dank neuer ,high performance® Software nicht sehr zeitintensiv.
Mit diesen Programmen ldsst sich in einem so genannten ,,mesh* die Umgebung einer
geheizten Elektrode fast originalgetreu nachbilden. Der Vergleich einer ,,Box-

Methode*™ und einem ,,mesh* neuerer Art®' ist in Abbildung 4.2 gezeigt.

Abb. 4.2: Vergleich von A: "box method" fiir die nummerische Berechnung des Temperaturprofils eines geheizten
Platindrahtes; B: “mesh” fiir die COMSOL Multiphysics© Berechnung der Temperaturverteilung eines geheizten
Golddrahtes.®!

Die Joule’sche Wirme ist abhidngig vom ohmschen Widerstand R der Elektrode.
R wiederum ist abhingig vom Querschnitt 4 des Leiters und von der Stromdichte J.
Eine homogene Temperaturverteilung entlang einer geheizten Elektrode lésst sich also
dadurch erreichen, dass die Form des Leiters hinsichtlich seines Querschnitts optimiert

wird.
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Die abgegebene Wirmeleistung P ist proportional zum Quadrat des zum Heizen der
Elektrode aufzuwendenden Stromes / und kann als das Zeitintegral der abgegebenen
Wirmeenergie @ eines Widerstandes R ausgedriickt werden. Ein verdnderter
Querschnitt wiirde daher zu einer hiervon direkt abhidngigen, nicht-konstanten
Stromdichte und somit zu einer angepassten Warmeentwicklung entlang der geheizten

Elektrode fithren. In den Gleichungen 4.6 und 4.7 sind diese Zusammenhéinge

erkennbar.

(4.6) p=y .-]=]2.R=129
At

4.7 =L

@47 J=:

Es wurde angenommen, dass eher eine ovale denn lineare Form der Elektrode zu einer
homogeneren Wirmeverteilung entlang des Leiters fithrt. Mit Hilfe des
wissenschaftlichen Simulationsprogramms COMSOL Multiphysics® und der in
Gleichung 4.8 angegebenen Funktion zur Anpassung der Elektrodenform wurden unter
Variation des Parameters b sehr vielversprechende Ergebnisse erzielt. Die

Parametrisierung der Gleichung 4.8 ist in Abbildung 2 der Publikation 8.2 verdeutlicht.
2 L)?
4.8) y= bx +d+(5) b

Abhingig von der Heizdauer und unter Vernachldssigung eventueller Konvektion der
die Elektrode umgebenden Losung konnte durch Variation des Parameters b eine
weitestgehend homogene Temperaturverteilung ermittelt werden. Dieses Ergebnis
belegt ein Vergleich der Abbildungen 3 und 4 (vor bzw. nach der Optimierung) in
Publikation 8.2 fiir eine Heizdauer von 100 ms. Frithere Berechnungen hinsichtlich der
Wirmeverteilung in der Losung deuten darauf hin, dass sich die Wéarme nur in einer
sehr elektrodennahen Schicht ausbreitet”. Die nunmehr durchgefithrten Simulationen
lassen diesbeziiglich leider keine Aussage zu. Sie bieten aber im Ergebnis wichtige neue
Ansitze zur Gestaltung der Form von Elektroden zur Erzielung einer homogenen

Wiérmeverteilung.
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4.3 Anwendung gepulsten Heizens auf amperometrische

Messungen (Publikation 8.3)

Thermische Modulation ist nicht auf voltammetrische Messungen beschriankt. Auch
amperometrische Bestimmungen konnen durch beschleunigte Elektrodenreaktionen
positiv beeinflusst werden. Wie in Zusammenhang mit der TPV beschrieben wird der
groBte Temperatureinfluss auf das Potential eines elektrochemisch aktiven Analyten in
der Néhe seines Halbstufenpotentials beobachtet. Dies gilt gleichermaflen fiir
amperometrische Bestimmungen, was in den Abbildungen 4 und 5 in Publikation 8.3
dargestellt ist. Es muss jedoch beachtet werden, dass sich das Halbstufenpotential durch
das Anlegen eines Heizpulses verschieben kann. Um mit Sicherheit im
diffusionskontrollierten Bereich zu arbeiten, sollte die Messung nicht genau am
Halbstufenpotential, sondern um wenige Millivolt in Richtung des Grenzstromes
verschoben, durchgefiihrt werden. Als analytisches Signal wird dann die maximale

Differenz zwischen dem ,,heilen* Peakstrom und der verwendet.

Die Durchfiithrung thermisch modulierter Amperometrie ist nicht sehr aufwindig. Es
werden nur ein Potentiostat, ein kommerziell erhiltliches, manuelles oder besser
programmierbares Schaltrelay und ein Heizgenerator benotigt®. In Anlehnung an die
Temperatur-Puls  Voltammetrie (TPV) wurde diese Methode Temperatur-Puls

Amperometrie (TPA) genannt.

Der groBte Vorteil der TPA ist, dass durch die Art der Signalgewinnung, der
Differenzbildung aus Peakstrom und Basislinie, die gesamte Hintergrundstérung
eliminiert wird. Ein weiterer Vorteil, jedenfalls gegeniiber der TPV, besteht darin, dass
eine Synchronisation von Heizpuls und Messwertnahme nicht nétig ist. Zudem kann im
Gegensatz zu ,,normalen amperometrischen Messungen auf einen Riihrer verzichtet
werden, da der erhaltene Strom eher kinetisch oder diffusions- denn
konvektionskontrolliert ist (vgl. Abb. 7 in Publikation 8.3). Diese Vorteile konnten die
TPA fiir FlieBsysteme, in denen unkontrollierte oder durch Pumpen verursachte

Pulsationen auftreten, interessant werden lassen.

Zur Uberpriifung der Leistungsfihigkeit der TPA wurde neben dem bereits intensiv
untersuchtem Kalium-hexacyanoferrat-(II) auBlerdem Pikrinsdure verwendet. Bei der

Bestimmung der Pikrinsdure fiel auf, dass die erhaltenen Peaks im Vergleich zu zyklo-
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voltammetrischen Messungen desselben Analyten, ausgesprochen scharf ausgebildet
waren. Bei einem Potential von -0,7 V und einer Elektrodentemperatur von 96°C
konnten Signale von iiber 50 pA fiir | mM Pikrinséure gelost in 0,1 M Phosphatbuffer
erhalten werden. Im Gegensatz dazu wurde fiir | mM Ferrocyanid ,,lediglich* ein Signal
von etwa 10 pA erhalten, was auf eine immens beschleunigte Elektrodenreaktion der
Pikrinsdure bei erhohter Temperatur schlieen ldsst. In den Graphiken 3, 5a und 6 der
Publikation 8.3 ist dies dargestellt. Unterhalb der maximalen Elektrodentemperatur
konnten fiir 200 uM Pikrinsdure konnten noch sehr gut ausgebildete und auswertbare
Peaks erhalten werden (siehe Graphik 8 in Publikation 8.3), was die Nutzbarkeit der

TPA fiir die Detektion geringster Mengen Pikrinsdure unterstreicht.

4.4 Steigerung der Leistungsfahigkeit elektrochemischer
Sensoren durch OberflachenvergroBerung (Publikation 8.4)

Die Miniaturisierung elektrochemischer Sensoren steht bei deren Entwicklung neben
anderen Faktoren immer im Mittelpunkt. Die in heutiger Zeit gewiinschte Mobilitit und
moglichst geringer Kostenaufwand fiir die jeweilige Analyse sind als Griinde dafiir
anzufiihren. Allerdings sollte eine Miniaturisierung nicht zu Lasten der
Leistungsfahigkeit gehen. Das bedeutet, dass ein Kompromiss zwischen
makroskopischer GroBle und der verfligbaren aktiven Oberflache geschaffen werden
muss. Die Modifikation der Elektrodenoberflichen mit Substrukturen ist dafiir ein
geeignetes Mittel. Verschiedene Ansdtze zur Erzeugung dieser Substrukturen, z. B.
mittels Kohlenstoff-Nanorohren oder lithographischer Verfahren, sind in der Einleitung

(Kap. 1) bereits genannt worden.

Daneben kommen auch elektrochemische Modifikationen zur Anwendung. Geordnete
Makroporen in Goldsubstraten wurden von Wijnhoven et al. erzeugt®. Qing et al.
beschreiben die Generierung von Nano-Zwischenrdumen, so genannten nanogaps,
durch elektrochemische Abscheidung unter hochfrequenter Impedanzkontrolle®. Die
bipotentiostatische Erzeugung von Zwischenrdumen (gaps) zwischen zwei galvanisch

erzeugten Goldelektroden zur Bestimmung von Nitrosyl-Kationen, NO', wurde
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erfolgreich durchgefithrt. NO" wird in Wasser extrem schnell hydrolysiert und wird wie
seine korrespondierende reduzierte Form NO als biologisch relevant angenommen®’.
Szamocki et al. generierten Strukturen anhand makropordsem Goldes und erhielten eine
bis zu 30-fach vergroferte Oberfliche, welche durch Zyklovoltammetrie in 0,5 M
Schwefelsdure bestimmt wurde. Biofunktionalisierung dieser Strukturen mit
Glukosedehydrogenase und die Durchfiihrung voltammetrischer Zyklen mit Glukose als
Substrat in Anwesenheit von NAD/NADH als Kofaktor ergaben eine 25-fache

Erhohung des Glukose-Oxidationsstroms™. Weitere Entwicklungen unter Kombination

der Vorteile makropordser Goldmodifikationen und Ultramikroelektroden folgten®’,

Doch nahezu alle genannten Ansdtze benétigen Template zum Aufbau der
Substrukturen. Ein Verzicht auf Template wére wiinschenswert und wiirde den Aufbau
diverser Strukturen nebenbei auch weniger aufwendig gestalten. In Publikation 8.4.
wird ein entsprechender Ansatz zur templatfreien galvanischen Nanostrukturierung

gewohnlicher Goldscheiben-Elektroden dargestellt.

Es wurden Experimente zur direkten galvanischen Goldabscheidung durchgefiihrt.
Dabei konnten Haizahn-dhnliche Strukturen durch einfaches Goldabscheiden innerhalb
von 15 min erzeugt werden. Im Fall der aufeinanderfolgenden Abscheidung von Silber
und Gold in insgesamt 23 min wurden Kohlkopf-dhnliche Strukturen erhalten. Beide
Strukturen sind in verschiedenen VergroBerungsstufen in Abbildung 1 der Publikation
gezeigt. Die Bestimmung der GroBe der Elektrodenoberflichen wurde mittels
Zyklovoltammetrie in 0,5 M Schwefelsiure durchgefiihrt*®* *.  Allein durch
galvanisches Goldabscheiden konnte eine etwa 7-fache (A), bei aufeinanderfolgendem
Silber/Goldabscheiden sogar eine bis zu 15-fache (B) VergroBerung der aktiven
Elektrodenoberfliche im Vergleich zur reinen Goldscheibenelektrode erreicht werden.
Abbildung 4.3 zeigt dieses Ergebnis, wobei die GroBe des Goldoxid-Reduktionspeaks

bei etwa +0,85 V das entscheidende Kriterium ist.
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Abb. 4.3: Zyklovoltammogramme in 0.5 M H,SOy; Stufenpotential 5 mV, Scanrate 0.1 V/s; gestrichelte Linie  vor
der Modifikation, durchgezogene Linie  mit (A) Gold Modifikation und (B) aufeinanderfolgende Silber/Gold
Modifikation.

Um die Verwendbarkeit der aktiven Oberflache fiir bioanalytische Zwecke zu priifen,
wurden Experimente zur Hybridisierung und Dehybridisierung [OsO4(bipy)]-markierter
ssDNA an vollkomplementirer, immobilisierter einzelstrangiger Sonden-DNA
durchgefithrt.  Dabei  konnte  eine  beeindruckende  Vergroferung  des
Hybridisierungssignals festgestellt werden; im Fall der Ag/Au-Modifikation um das 9-
fache gegeniiber der unmodifizierten Goldscheibenelektrode. Zudem konnte die
Verringerung des Hybridisierungs/Dehybridisierungsverhiltnisses von iiblichen 10%2°
auf bis zu 5%, im Fall der Ag/Au-Modifikation, beobachtet werden.
Konzentrationsreihen im Bereich von 0,001 bis 1 uM Target offenbarten ein lineares
Verhalten der modifizierten Elektroden. Die unmodifizierte Goldscheibenelektrode
zeigte bereits ab einer Targetkonzentration von 0,2 M gesittigtes Verhalten. Es konnten
Nachweisgrenzen von 83 nM fiir die unmodifizierte Goldscheibenelektrode, 89 nM fiir
die goldmodifizierte und 64 nM fiir die Silber/Gold-modifizierte Elektroden graphisch
ermittelt werden. Kontrollexperimente mit einem nicht komplementiren Target zeigten
keine zur VergroBerung der Oberfliche proportionale Zunahme unspezifischer

Hybridisierungen.
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4.5. Untersuchungen zu den Temperaturkoeffizienten von

K3/4[Fe(CN)g] und [Ru(NH;)6]Cl;

4.5.1 Abhingigkeit des Temperaturkoeffizienten von K;,4[Fe(CN)¢] vom

Elektrodenmaterial

In Kapitel 3.2. wurde bereits behandelt, dass sich die Temperaturabhingigkeit des
Temperaturkoeffizienten eines reversiblen Redoxpaares zur Temperaturkalibrierung
geheizter Elektroden nutzen ldsst. In der Vergangenheit wurde dabei fiir alle
Elektrodentypen und unabhingig von ihrem Material oftmals das Redoxpaar
Ksu4[Fe(CN)g] verwendet. Daher lag es nahe, zu iiberpriifen, ob moglicherweise eine

Abhingigkeit des Temperaturkoeffizienten vom Elektrodenmaterial besteht.

Theoretisch sollte eine der derartige Abhingigkeit nicht bestehen, denn die Nernst’sche

Gleichung enthilt keinen materialabhidngigen Parameter (siche Gl. 4.9).

(4.9) E=E+ ln%

Zur Uberpriifung dieser theoretischen Vermutung wurden DPV- und CV-Messungen in
dquimolarer 5 mM Kj4[Fe(CN)g] in 0,1 M KCI mittels eines 797 VA Computrace der
Firma Metrohm durchgefiihrt. Es wurden Goldscheiben- (Au), Platinscheiben- (Pt) und
Glaskohleelektroden (GC) genutzt. Folgende Parameter wurden verwendet: fiir CV-
Messungen Potentialbereich von -0,2 bis +1V; Stufenpotential 1 mV;
Scangeschwindigkeit 100 mV/s und fiir die DPV-Messungen Potentialbereich von
0 bis +0,95 V (+0,75 mV fiir Au & Pt); Pulsamplitude 50 mV; Pulszeit 40 ms (20 ms
fir Au & Pt); Stufenpotential 1 mV; Stufenzeit 50 ms (40 ms fir Au & Pt);
Scangeschwindigkeit 20 mV/s.

Alle Elektroden wurden vor den Messungen bei der jeweiligen Temperatur mittels
0.05 Micropolish II (Buehler)-Suspension poliert. Die Temperatur der Messzelle wurde
durch einen Kryostaten kontrolliert. Fiir die Bestimmung des Temperaturkoeffizienten
des Redoxpaares Ks;[Fe(CN)s] wurden die Peakpotentiale fiir jeden Elektrodentyp und
jede Messmethode gegen die jeweiligen Temperaturen aufgetragen. Die Anstiege der
einzelnen Graphen, oder besser der korrespondieren Ausgleichsgeraden, gaben den

Temperaturkoeffizienten in mV/K an.
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In Abbildung 4.4 sind die Graphen fiir jede Elektrode und Messmethode zusammen mit
der Richtung der Temperaturdnderungen dargestellt (beginnend bei hoher oder niedriger
Temperatur). In der darunterliegenden Tabelle sind die zugehorigen Anstiege und

Korrelationsfaktoren angegeben.

== GC-CV === GC-DPV == AU-CV == AU-DPV === Au-CV-back
=@=Au-DPV-back Pt-CV Pt-DPV Pt-CV-back Pt-DPV-back
550
520
T 490
~
© 460
=
[} 430
e
o
L 400
®
)]
Q 370
340
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
temperature / °C
Au Pt
GC Au Au CV Pt CV
GC CV Au CV DPV PtCV | PtDPV DPV
DPV DPV back back
back back
B/
1,48 1,60 1,55 1,59 1,56 1,48 1,71 1,87 1,47 1,54
mV/K
. 0,9945 | 09988 | 09977 | 09978 | 09955 | 09992 | 09991 | 09991 | 09968 | 09981

Abb. 4.4: Untersuchung des Einflusses des Elektrodenmaterials auf den Temperaturkoeffizienten fiir Glaskohle
Scheiben (GC), Goldscheiben (Au) und Platinscheibenelektroden (Pt); Zyklo und Differenz Puls Voltammetrie in
dquimolar gelosten 5 mM K;,4[Fe(CN)g] in 0.1 M KCl; Messungen sowohl von hoher als auch von niedriger

Temperatur aus begonnen.

Es ist zu erkennen, dass die Anstiege und damit die Temperaturkoeffizienten fiir alle
Materialien relativ gleich sind. Lediglich an der Platinelektrode scheint der Koeffizient
etwas aullerhalb des Bereiches, zumindest in Richtung von niedriger zu hoher
Temperatur. Daraus ldsst sich schlieBen, dass eine Abhédngigkeit des
Temperaturkoeffizienten des Redoxpaares Ks4[Fe(CN)g] vom Elektrodenmaterial nicht
besteht. Inwiefern dieses Verhalten auf andere Redoxpaare bzw. deren

Temperaturkoeffizienten zutrifft, ist durch diese Voruntersuchung nicht zu belegen.
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4.5.2 [Ru(NH;)6]Cl; als alternatives Redoxpaar fiir Temperatur-

kalibrierungen

Ein anderes Redoxpaar, dass sich fiir Temperaturkalibrierungen eignen konnte, ist der
Komplex Hexamminruthenium-(III)-chlorid, [Ru(NH3)s]Cl;. Er reagiert zwischen den
Oxidationsstufen +2 und +3, besitzt aber einen wesentlich geringeren
Temperaturkoeffizienten als das Kju[Fe(CN)g]. Neben anderen Redoxpaaren wurde
[Ru(NH3)6]Cl; von Akkermans et al. fiir laseraktivierte Voltammetrie benutzt™.
Mithilfe dieser Technik wurde der Temperaturkoeffizient des [Ru(NHj3)6]Cl; mit einem
oder Wert von +0.46 mV/K bestimmt.

Zur Verifizierung dieses Wertes wurden DPV-Messungen an der héingenden
Quecksilbertropfen-Elektrode durchgefithrt. 10 pM Losungen von [Ru(NH3)6]Cls
wurden in Wasser, in wissrigem 0,1 M Ammoniak-Puffer pH 8,2 und 1 M
Kaliumchlorid-Losung angesetzt. Die Losungen in Wasser und KCl wurden in 0,1 M
Kaliumperchlorat-Losung vermessen. Der in Ammoniak-Puffer geloste Komplex wurde
im Losungsmittel selbst vermessen. Alle Messungen wurden, durch einen Kryostaten
temperaturkontrolliert, mit einem 797 VA Computrace der Firma Metrohm
durchgefiihrt. Folgende Messparameter wurden genutzt: Pulsamplitude 50 mV; Pulszeit
40 ms; Spannungsschritte 4 mV,; Stufenzeit 400 ms; Scangeschwindigkeit 10 mV/s. Der
Potentialbereich variierte von +0,15 bis -0,4 V. In den Abbildungen 4.5 bis 4.7 sind die
Resultate, mit den Ausgleichsgeraden fiir die Peakpotentiale tiber der Temperatur
aufgetragen, fiir die verschiedenen Losungen dargestellt. Jedes Diagramm reprasentiert
ein Losungssystem. Es sind jeweils drei Messungen, welche an unterschiedlichen Tagen
durchgefiihrt wurden, abgebildet. Innerhalb der Diagramme gehoren jeweils Linien,

Messwerte und Ausgleichgeraden-Gleichungen gleicher Farben zusammen.

Die jeweiligen Temperaturkoeffizienten ergeben sich aus den Mittelwerten der Anstiege
der Ausgleichsgeraden. Fiir den in Wasser gelosten und in KClO4 vermessenen
Komplex wurde ein Wert von +0,65 mV/K ermittelt. Dieser Wert sollte jedoch im

Hinblick auf die relativ verschiedenen Einzelanstiege kritisch betrachtet werden.
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Abb. 4.5: Bestimmung des Temperaturkoeffizienten von [Ru(NHj3)]Cl; (gelost in Wasser) in 0.1 M KCI1O,.
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Abb. 4.6: Bestimmung des Temperaturkoeffizienten von [Ru(NH3)s]Cl; (gelost in 1 M KCI) in 0.1 M KCI1O,.

Firr die Messungen des in 1 M KCI gelosten Komplexes ergibt sich ein Wert des

Temperaturkoeffizienten von +0,47 mV/K. Dieser ist nahezu identisch mit dem Wert

den Akkermans et al. bestimmten®. Die originalen Messkurven sind in Abbildung 4.8

(A) dargestellt.
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Abb. 4.7: Bestimmung des Temperaturkoeffizienten von [Ru(NH;)s]Cl; gelost und vermessen in NH; Puffer pH 8.2.

Es ist anzunehmen, dass insbesondere im Fall des in 1 M KCI gelosten Komplexes
Liganden-Transferprozesse auftreten. So diirfte es bei der relativ hohen Konzentration
an Chloridionen in der Stammlosung zu einem Austausch von NH3z gegen Cl kommen.
Bei der darauffolgenden Messung in wissriger KC1O4 kommt es dann zum Austausch
von Cl gegen Wasser oder ebenfalls eingetragenes NHs, was bei erhohter Temperatur,
aufgrund der Temperaturabhiingigkeit der Komplexstabilitits-konstanten®, sogar noch
beschleunigt wird. Dieser mogliche Effekt des Ligandenaustausches wurde auch von
Compton angemerkt’'. Die am ehesten reproduzierbaren Ergebnisse der Bestimmung
des Temperaturkoeffizienten von [Ru(NH;)e]Cl; wurden fiir die Stammlosung in
Ammoniak-Puffer pH 8,2 erhalten. Der Wert des Koeffizienten als Mittelwert der
einzelnen Anstiege wurde mit +0,66 mV/K ermittelt. Abbildung 4.8 (B) zeigt die
originalen Kurven fiir diese Messungen. Bei Betrachtung der Ergebnisse ist
festzustellen, dass der von Akkermans et al. ermittelte Wert des
Temperaturkoeffizienten von [Ru(NH3)s]|Cls, nur fiir das System in 1 M KCI verifiziert
werden  konnte. Weitere  Versuche  hinsichtlich der Bestimmung des
Temperaturkoeffizienten des [Ru(NHj)e]Cl3-Komplexes sind somit zwingend
erforderlich, um verldssliche Aussagen iiber die Eignung des Redoxsystems fiir

Temperaturkalibrierungen machen zu kénnen.
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Abb. 4.8: Original DPV Graphen der Temperaturkoeffizienten Bestimmung von [Ru(NH;)¢]Cl; (A) gelost in 1 M
KCL (B) in NH; Pufferlosung pH 8.2. A: aufsteigend in 5°C Schritten von 10 bis 60°C Losungstemperatur; B:
aufsteigend in 10°C Schritten von 15 bis 65°C Losungstemperatur
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5. Ausblick

5.1 Detektion redox-markierter tRNA  Voruntersuchungen

(Publikation 8.5)

Die  Detektion [OsOg4(bipy)]-markierter ~ ssDNA, auch  bei  erhohten
Hybridisierungstemperaturen, ist erfolgreich durchgefiihrt worden®. Gerade im
Hinblick auf die Detektion von Fehlpaarungen durch thermische Diskriminierung sind
insbesondere geheizte DNA-Sensoren von entscheidender Bedeutung. Die Markierung
einzelstringiger DNA mit dem Komplex [OsO4(bipy)] erweist sich als gut geeignet ***".

Der néchste Schritt ist der Einsatz dieser redoxaktiven Markierung fiir andere

Biomolekiile.

Ein hochstinteressantes Molekiil stellt in diesem Zusammenhang RNA dar, denn RNA
ist in verschiedenen Formen, wie messenger-RNA oder tRNA, ein essentieller
Bestandteil jeder Zelle. Sie ist zum Beispiel an Enzymsynthesen und der Transkription
des genetischen Codes beteiligt und konnte demnach als Reportermolekiil fiir
genetische Krankheiten genutzt werden. Auch wiirden sich Viren, die nur RNA

enthalten auf diese Weise einfach identifizieren lassen’ .

Die Bestimmung von RNA sollte auf dieselbe Weise gelingen, wie die von
[OsOq4(bipy)]-markierter DNA. Palecek et al. berichteten, dass die Markierung von
RNA mit [OsOq4(bipy)] moglich ist. Sie zeigten, dass Uracil, welches Thymin in der
RNA ersetzt, in dhnlicher Weise mit [OsOq4(bipy)] reagiert, wie Thymin in der DNA.
Auch die Base Cytosin reagiert mit dem Komplex [OsOu4(bipy)], jedoch etwa 10-mal
langsamer als Thymin. Die Detektion [OsOg(bipy)]-markierter RNA an der
Quecksilberelektrode basiert auf dem katalytischen Wasserstoffpeak*™** **. Zusitzlich
lieBe sich RNA auch direkt iiber die Oxidation des Guanins detektieren’ °’. Hierzu

wurden aber keine Untersuchungen durchgefiihrt.

Als Modelsubstanz wurde tRNA der Bickerhefe mit [OsO4(bipy)] markiert, in der
Hoffnung, dhnlich hohe Signale wie bei der Verwendung [OsO4(bipy)]-markierter DNA

zu erhalten. Es wurden verschiedene Versuche, wie z. B. Konzentrationskalibrierungen
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oder Untersuchungen zur Abhingigkeit der Signale von Anreicherungszeit und

Anreicherungspotential mittels AdSV an der HMDE durchgefiihrt.

Das beeindruckenste Ergebnis ist in Abbildung 5.1 dargestellt. Die Graphen zeigen die
Abhéngigkeit der Signalhohe von der Konzentration [OsO4(bipy)]-markierter DNA (A)
und [OsOg(bipy)]-markierter RNA (B) im Vergleich. Die aufgetragenen
Konzentrationen beziehen sich auf die Massenkonzentrationen der unmodifizierten
Nukleinsduren, wobei die unterschiedliche Skalierung in den Graphen A und B zu

beachten ist.

2 B
b
[+
250 nA
‘a d . '
-0.90 -1.10 -1.30 -1.50 -0.90 -1.10 -1.30 -1.50
E/V E/V

Abb. 5.1: Signale der DPAdSV von [OsO,(bipy)] modifizierten Nukleinsduren in Acetatpuffer; (A) ssDNA, a) blank,
b) 122, ¢) 244, d) 366 ng/l; (B) tRNA, a) blank, b) 7,14, ¢) 14,3, d) 21,4 pg/l; Konditionen wie in 8.5 publiziert.

Es konnte ein bis zu 42-fach hoheres AdSV-Signal [OsO4(bipy)]-markierter RNA im
Vergleich zur [OsO4(bipy)]-markierten DNA festgestellt werden’. Mit diesem
Vorversuch der Detektion [OsO4(bipy)]-markierter RNA ist ein wichtiger Schritt in

Richtung der Entwicklung elektrochemischer RNA-Sensoren gelungen.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Entwicklung eines selektiv heizbaren DNA-
Arrays voranzutreiben und dabei auftretende Probleme zu 16sen. Dabei lag der Fokus
auf der Weiterentwicklung der einzusetzenden Heiztechnik und der Elektroden

hinsichtlich ihrer Form und der Grof3e ihrer elektrochemisch aktiven Oberfliche.

Um der Frage nachzugehen, ob RNA mit Hilfe der redoxaktiven [OsO4(bipy)]
Markierung analog zu markierter DNA nachweisbar ist, war eine weitere
Aufgabenstellung dieser Arbeit, Voruntersuchungen zur elektrochemischen Markierung
von tRNA als Modellsubstanz durchzufiihren. Des Weiteren sollte die Anwendbarkeit
von Temperatur-Pulsen auf amperometrische Problemstellungen untersucht werden.

Ausgangspunkt dafiir war die eher komplexe technische Umsetzung der TPV.

Es wurde eine Drosselschaltung vorgestellt, die durch Auskopplung des
elektrochemischen Signals Wechselstromeinfliisse und damit verbundene Storungen
beim Heizen von Elektroden unterdriickt. Durch ihren symmetrischen Aufbau ist es
nunmehr unnétig, die Elektroden selbst symmetrisch, das heiit mit drei
Kontaktierungen, zu konstruieren. Dies ist erstens zeitsparend und zweitens im Hinblick
auf ein Mehrelektrodenarray deutlich praktikabler. Die Funktionsweise und Anwendung

der Drosselschaltung wurde in der Publikation 8.1 beschrieben.

Anhand einer Simulationsrechnung wurde in einem nichsten Schritt untersucht, wie die
Form einer heizbaren Elektrode verdndert werden muss, um eine moglichst homogene
Temperaturverteilung entlang ihrer Oberfldche zu erzielen. Fiir kurze Heizpulse konnte
die Simulation erfolgreich durchgefiihrt werden. Ihre Ergebnisse sind in Publikation 8.2

dargestellt und veroffentlicht worden.

Aus Mobilitits- und Kostengriinden besteht gerade fiir Mehrelektrodenarrays die grofle
praktische Notwendigkeit, diese moglichst klein zu gestalten. Da die erwiinschte
Miniaturisierung dieser Arrays aber nicht zur Verringerung ihrer Leistungsfdhigkeit
fiihren darf, war nach einer Methode zu suchen, bei einer vorgegebenen

makroskopischen Elektrodenoberfliche eine moglichst grofle elektrochemisch aktive
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und vor allem fiir die Bildung von Monolagen verfiigbare Oberfliche zu generieren.
Hier wurde die Technik der direkten galvanischen Abscheidung von Mikrostrukturen
favorisiert. Durch Gold- und aufeinanderfolgende Silber/Gold-Abscheidungen konnten
beeindruckende Oberflichenvergroerungen und damit verbundene Erhohungen
analytischer Signale erreicht werden. Die angewandte Methode sowie die Verifizierung
hinsichtlich der verfligbaren Elektrodenoberfliche zur Bildung immobilisierter

Monolagen sind in Publikation 8.4 beschrieben.

Weiterhin galt es die Vorteile gepulsten Heizens, ausgehend von der TPV, in weniger
komplexer Weise auf amperometrische Verfahren auszudehnen. Denn durch gepulstes
Heizen konnen beispielsweise kurzzeitig Temperaturen oberhalb des Siedepunktes des
Losungsmittels erreicht und damit stark erhohte analytische Signale erzielt werden. Dies
fithrte zur Entwicklung der Temperatur-Puls-Amperometrie TPA, deren Nutzung sich
fiir spiatere Arrayanwendungen empfiehlt. Mittels der TPA konnte Pikrinsdure im
Spurenbereich bestimmt werden. Dank der einfachen Durchfiihrbarkeit von TPA-
Messungen und den wenig komplexen Geriteanforderungen konnte die Temperatur-
Puls-Amperometrie zu neuartigen Detektoren z. B. in der HPLC fiihren. Die Ergebnisse

der Untersuchungen zur TPA wurden in Publikation 8.3 verdffentlicht.

Letztlich war die Moglichkeit der Detektion redoxmarkierter RNA, vergleichbar zur
Detektion redoxmarkierter DNA, war mittels einfacher Vorversuche zu ermitteln. Als
Modellsubstanz kam tRNA der Bickerhefe zur Anwendung, die mit [OsO4(bipy)]
markiert und mittels AdSV vermessen wurde. Im Vergleich zu Messungen
[OsOg4(bipy)]-markierter DNA konnten wesentlich hohere voltammetrische Signale
[OsO4(bipy)]-markierter tRNA erhalten werden. Diese Ergebnisse, als grofer Schritt in
Richtung elektrochemischer RNA-Detektion, sollen zur Entwicklung von RNA-
Biosensoren in Form eines selektiv heizbaren Elektrodenarrays fithren und wurden in

Publikation 8.5 vero6ffentlicht.
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8. Publikationen

8.1 A Compact and Versatile Instrument for Radio Frequency
Heating in Nonisothermal Electrochemical Studies

Electroanalysis 19, 2007, (5), 535-540.

Falko Wachholz, Jan Gimsa, Heiko Duwensee, Harald Grabow, Peter Griindler, Gerd-
Uwe Flechsig*

Falko Wachholz bereitete die verschiedenen benutzten symmetrischen und
asymmetrischen Gold- und Platinelektroden vor und fiithrte die Experimente zur
Untersuchung des Einflusses der symmetrischen Drosselschaltung durch. Weiterhin
analysierte er die Ergebnisse beziiglich der Brauchbarkeit dieser Schaltung. Falko
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Abstract

We describe a novel instrument and electrical circuit for sensitive electrochemical measurements at simultaneous
direct electrode heating. The new measuring principle can be applied to working electrodes of various designs
featuring two end contacts. In our experiments, the contacts were connected to a 100 kHz AC heating power supply
and the potentiostat via the new inductor bridge circuit. A compact heating generator housing contains all
components necessary for sine wave generation as well as amplification and transformation of the heating power. The
new arrangement yields high temperature cyclovoltammetric signals for the [Fe(CN)¢]* ** redox system with a noise
level superior to the earlier symmetrically branched wire electrode designs. Noise and disturbances are dramatically
suppressed especially for high resistance electrodes such as glassy carbon electrodes. Without a center contact, the
working electrode design is greatly simplified. This opens new opportunities for the design of a great variety of heated
electrodes that may be arranged in arrays or consist of materials with relatively high resistivity such as carbon and
conducting polymers.

Keywords: Heated electrodes, Glassy carbon, Gold, Hot wire electrochemistry, Inductor Bridge, Cyclic voltammetry

DOI: 10.1002/elan.200603757

1. Introduction

Temperature is an important adjustable parameter in
electrochemical experiments apart from concentration,
time, potential and current. Commonly, thermostated cells
are employed to adjust the temperature in electrochemical
experiments. Nevertheless, this approach brings about some
problems. The whole cell including all electrodes and the
bulk electrolyte must be heated. Delicate substances may
decompose, purgeable compounds may vanish. The poten-
tial of the reference electrode shifts with changing temper-
ature even though this effect may be prevented by separat-
ing the reference electrode from the bulk electrolyte by a
salt bridge. Also, much energy is needed to reach and keep a
high medium temperature or to adjust a defined temper-
ature by heating or cooling, a process requiring a relatively
long time. For these reasons, the above approach makes it
hard to put “thermoelectrochemistry” into practice. Bur-
stein and Moloney presented a technique for corrosion
studies that they called “thermammetry”, where the bulk
solution is heated and cooled slowly by an external supply,
while recording current vs. temperature at a constant
potential [1]. Electrically heated electrodes have been
proven to add great benefit to the analyses of different
kinds of substances. Firstly, mass transport is generally
enhanced by the micro-stirring effect caused by the thermal
convection in the vicinity of the electrode surface. Secondly,
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kinetically sluggish reactions are accelerated. Thirdly,
experiments at different temperatures can be conducted to
distinguish different substances, and hence to increase the
selectivity of the measurement. Several techniques with
electrically heated electrodes have been developed during
the last 40 years. In early experiments, the electrodes were
heated indirectly, leaving the bulk solution temperature
unaffected. In 1976 Harima et al. developed an indirectly
heated gold film electrode [2]. Indirectly heated platinum
electrodes have been applied to detect NADH while
preventing electrode fouling [3], as well as to construct a
heated glucoseoxidase biosensor [4]. Compton et al. em-
ployed microwave radiation to activate the electrode sur-
face [5-7]. Even carbon electrodes can be heated by
microwaves [8]. Baranski has demonstrated that a high
frequency electrical heating current (0.1 to 2 GHz) can be
applied to heat a thin solution layer close to the electrode
surface without disturbing the electroanalytical signal
detection [9].

Direct electrode heating in an electrolyte solution was
first described by Ducret and Cornet in 1966 [10]. These
authors used a thin platinum wire heated by AC in the audio-
frequency range. Already at that time, it was evident that
AC-heating is superior over DC-heating since the former
avoids electrode polarization due to the iR-voltage drop
along the length of the electrode. Nevertheless, even AC can
generate an undesired polarization, causing a strong dis-
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tortion of the voltammetric signals at lower frequencies.
However, AC-heating avoids faradic processes. Gabrielli
et al. [11, 12] presented preliminary results of 6 °C-temper-
ature jump experiments with Pt wire electrodes in the ferro-/
ferricyanide system using 250 kHz-AC heating. Adequate
electrical filtering allowed to discriminate against AC
contributions to the measuring signal. A similar arrange-
ment was used in a preliminary experiment by Griindler
etal. [13]. These authors used a 25 um Pt wire with
asymmetric contacting, i.e., the potentiostat was connected
to one end of the wire. The results obtained by this simple
setup were not satisfactory with the ferro-/ferricyanide
redox couple. Even electrical filtering could not prevent an
erroneous behavior of the cell.

Modern potentiostats show a fast reaction and may also
correct for AC distortion from the heating currents. Gen-
erally, the magnitudes of the heating currents are much
stronger than the measuring signal and may lead to a
complete overmodulation of the potentiostat. Up to now,
this problem was overcome by a symmetric electrode design
[14, 15]. In this case, the potentiostat is connected to a
symmetric center contact of the electrode. This approach
allows for good results as long as the resistance of the
electrode is not too high.

Calculations and IR-images show that both soldering end
contacts of a directly heated electrode cause a temperature
drop resulting in a gradient along the electrode axis [16]. In
symmetric electrodes the center contact represents an
additional heat sink making the design of temperature-
gradient free electrodes even more difficult. In general, the
gradients can be reduced in electrode shapes with narrowing
ends or by partial coverage of the electrode surface [17].
Although experiments with carbon fibers were not success-
ful [13], directly heated carbon paste electrodes could be
successfully applied for DNA analysis [18, 19] and heavy
metal detection [20] when the heating current was applied
only during the accumulation step. For similar applications,
Svancara et al. developed an indirectly heated “Groove
Electrode” (EH-GrE) filled with carbon paste [21].

Applications of continuously heated wire electrodes
include the voltammetric determination of dissolved oxygen
[22] and organic substances that are characterized by a
sluggish electrochemical response and/or sensitivity against
long term exposure to increased temperature [23]. Stripping
analysis has been performed for arsenic(V) at gold [24],
copper, mercury and arsenic(IIl) at gold [25] and lead as
PbO, at platinum [26] electrodes while heating the electro-
des during both steps, the accumulation and the stripping
steps. Moreover, heated wire electrodes were applied in
non-aqueous solvents like THF [27] and for monitoring flow
streams [28]. Cytochrome ¢ was detected by a directly
heated LTCC-electrode [29]. Recently, Lin et al. described
electroluminescence at a directly heated symmetric wire
electrode [30].

The term “Temperature Pulse Voltammetry” (in analogy
to differential pulse voltammetry) [31-34] designates
experiments where short heat pulses are applied to the
electrode during a voltammetric scan. Also in these experi-
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ments, the current is measured before and at the end of each
pulse. The detected signal is the difference of the two
currents. In any case, this technique requires simultaneous
measurements of the imposed temperature changes and the
electrochemical signal.

General principles and applications of high-temperature
electrochemistry have recently been reviewed [35] with a
focus on heated electrodes [36]. Briefly, different ap-
proaches exist for heating the working electrode while
leaving the bulk electrolyte (including reference and
counter electrode) at ambient temperature. The following
techniques attained the highest attention: 1) direct joule
heating of the electrode body, 2) indirect joule heating by a
separate heater inside the electrode substrate and 3) micro-
wave activation.

Here we describe a novel instrument and electrical circuit
allowing for simultaneous sensitive electrochemical measure-
ments and direct electrical heating of a working electrode with
only two end contacts. The 100 kHz AC heating power is
applied to both contacts that are also connected to the
potentiostat via an inductor bridge. The compact heating
generator housing contains all components necessary for the
sine wave generation as well as the amplification and trans-
formation of the heating power [37, 38]. We present measure-
ments with a novel directly heated glassy carbon electrode.

2. Experimental

2.1. Materials

All measurements were carried out in 0.1 M KCl-solution
containing 5 mM K;[Fe(CN)4] vs. a Ag/AgCl (3 M KCl)
reference electrode and a glassy carbon counter electrode
(both from Metrohm AG, Herisau, Switzerland) at a
constant bulk solution temperature of 21°C. The cyclic
voltammogram parameters were: start potential 0.6 V, 1%
vertex potential 0.6V, 2" vertex potential —0.2 V; step
potential 0.008 V; and scan rate 100 mV/s.

Potassium chloride, potassium hexacyanoferrate(IIT) and
potassium hexacyanoferrate(II) were delivered by Fluka.
The construction of the symmetrically connected 25 um
diameter gold wire electrode has been described elsewhere
[24]. Briefly, 5 mm long gold wires were soldered to both
sides of a 20 x 20 mm? double-side printed circuit board.
The two wires were bridging a 5 x 10 mm? cut out section.
The soldering contacts and copper tracks were isolated by
means of a paraffin/polyethylene mixture. The new directly
heated glassy carbon electrode is depicted in Figure 1.

2.2. Instrumentation

Potentiometry and cyclic voltammetry were performed by
means of an AUTOLAB potentiostat PGSTAT20 (Eco
Chemie, Utrecht, The Netherlands). The heating generator
was assembled from parts delivered by Conrad Electronic
SE (Hirschau, Germany).
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_

Fig. 1. Schematic representation of the new directly heated
glassy carbon electrode, a) glassy carbon rod, b) epoxy resin body,
c) silver epoxy glue, d) copper wire connection to the heating
device and the optional inductor bridge, e) optional center contact
for a direct connection to the potentiostat.

The heating generator (Fig. 2) comprises the necessary
circuitry such as the power supply, the waveform generator
and the amplifier. It allows for a precise adjustment of the
electrode temperature and features meters for heating
current and frequency. The new component is a novel patent
pending inductor/resistor bridge enabling the operation of
symmetric and asymmetric electrodes (Fig. 3) [38]. We used
inductors with 2.6 H and 9.2 Q. The circuit blocks the AC
heating current, while the measuring signal may pass
undisturbed.
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Fig. 2. 'The novel compact and easy to handle heating system.

+— heating current generator

= +«—— transformer

+——— symmetric bridge
connection

ohmic resistance of the
electrode

inductor

. measuring instrument
connector

Fig. 3. Schematic drawing of the heating circuit including the
novel symmetric inductor bridge connection used to block the AC
heating current while leaving the measuring signal current
undisturbed.
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3. Results and Discussion
3.1. Temperature Calibration and Control

To adjust the temperature we performed temperature
calibration experiments as described earlier [22, 36]. Briefly,
the stationary temperature of all heated electrodes was
measured by open circuit potentiometry using a 5 mM
equimolar ferro-/ferricyanide solution in 0.1 M KCI. The
temperature coefficient (— 1.56 mV/K) of this redox couple
was used to calculate the temperature difference from the
potential difference (vs. a reference electrode). Figure 4
displays an open circuit potentiogram of a temperature
calibration experiment with a heated gold wire electrode. By
adjusting various heating currents and plotting the temper-
ature difference vs. current, we obtained temperature
calibration functions. In the actual experiments the desired
temperature was adjusted by adjusting the heating current.

Figure 5 exhibits the temperature calibration plot for the
heated glassy carbon electrode. The maximum temperature

120
124
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128 2
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600 mA

700 mafv 34

800

400 600
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Fig. 4. Open circuit potentiometry temperature calibration of a
gold wire electrode in a solution containing 5 mM [Fe(CN)]® "
and 0.1 M KCI vs. Ag/AgCl (3M KCl) at 21° bulk solution
temperature with the inductor bridge connection.
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Fig.5. Temperature calibration plot for the heated glassy carbon
electrode measured under the same conditions as in Figure 4.
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for this design is approx. 60 °C. At higher temperatures, the
electrode center contacts were damaged.

3.2. Comparison of Asymmetric, Symmetric and Bridge
Connection of the Working Electrode

3.2.1. Gold Wire Electrode

Starting in the early 1990s, Griindler et al. [13] used 25 um Pt
wire for an asymmetric heated electrode. The contacts at
both ends of the wire were isolated from the electrolyte by
silicon rubber. The potentiostat was connected to one end of
the Pt-wire electrode. This simple asymmetric setup was
tested with the ferro-/ferricyanide redox couple. Never-
theless, the results were unsatisfactory. Even with an
efficient electrical filtering (low pass), the cell displayed
an incorrect electrochemical behavior. The earlier used
electro-mechanic plotters often were too slow to follow the
disturbances caused by the heating AC (For a comparison of
asymmetric with symmetric Pt wire electrodes see also [15,
22)).

Figure 6A depicts cyclic voltammograms (CVs) measured
with an asymmetrically connected gold wire electrode at
different heating currents representing different temper-
atures. Low heating currents up to 200 mA generating
electrode temperatures up to 22°C did not disturb the
potentiostat-signal. However, a slightly higher heating
current (300 mA) caused a faulty response. The expected
signal increase at higher temperatures was not observed.
Instead we observed a strong disturbing influence of the
heating current and a complete failure of the electrochem-
ical instrument at temperatures that were increased even
further. In contrast, an almost full compensation of dis-
tortions caused by the AC heating current could be achieved
when the voltammetric working electrode was equipped
with a center contact connected to the working electrode
input of the potentiostat [14, 15]. In this setup the AC
generator was coupled to the electrode via a transformer
floating vs. ground. The heating current generated an iR
drop as before. However, with respect to the potentiostat’s
working electrode input, i.e., the symmetrical contact of the
electrode, the two polarization voltages are equal in
quantity and opposite in polarity at every moment. This
has been explained earlier in more detail [14, 15]. Figure 6B
depicts results of the same experiment as in Figure 6A for a
symmetric connection of the heated Au-wire via a center
contact. Here, the potentiostat is not affected by the heating
current. We observed the advantageous effects that have
been described earlier [13, 15, 22, 36]: briefly, due to
enhanced mass transport (thermal convection and acceler-
ated diffusion), the signal level is increasing with elevating
electrode temperature. However, some visible noise could
not be compensated. This effect illustrates the difficulties to
construct an electrode with two perfectly symmetric
branches. Even small disparities in length and, hence, ohmic
resistance will cause the observed remnant signal noise. To
demonstrate the ability of the novel inductor bridge
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Fig. 6. Heating current effect during cyclic voltammetry for A) an
asymmetrically connected one piece gold wire, B) a symmetric two
piece gold wire electrode, and C) a one piece gold wire electrode
connected via the inductor bridge. All measurements were
performed in a solution containing 0.1 M KCl and 5mM K,
[Fe(CN),] vs. Ag/AgCl (3 M KCl) at 21° bulk solution temperature.
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Fig. 7. The new inductor bridge drastically suppresses noise
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connection to fully suppress the heating current disturban-
ces in the electrochemical signals, we connected the
potentiostat via the bridge to both ends of the working
electrode. Figure 6C indicates that all disturbing effects of
the heating current can be eliminated by our new inductor
bridge. A third center contact of the heated electrode is no
longer required, significantly simplifying the electrode
design.

3.2.2. Glassy Carbon Electrode

The efficiency of our new inductor bridge in suppressing
noise and disturbances caused by the heating current is
especially impressive for electrodes with high ohmic resist-
ance such as glassy carbon electrodes. In these high
resistance electrodes the voltage drop along the carbon
rod generally causes serious problems with the potentiostat
for both the asymmetric and the symmetric connection type.
Figure 7A illustrates the disturbing effects of the heating
current for the potentiostat being connected to one end of
the glassy carbon rod only. The high voltage drop leads to
severe overload and false readings of the electrochemical
signals. This is also true in case of the symmetric connection
asdemonstrated in Figure 7B. The heavy noise and large off-
sets of the “hot” CVs arise from problems with the imperfect
symmetry of the center contact of the glassy carbon rod
electrode. In the experiment the electrode had resistances of
30 Ohm and 35 Ohm between the center and the two end
contacts. Figure 7C demonstrates the dramatic effect of the
inductor bridge in eliminating noise and disturbances. Noise
and off-sets fully vanished from the voltammetric signals.
Due to the large electrode surface, the CVs are peak-
shaped, even at high temperatures where convection leads
to an accelerated mass transport. To reduce the convection
effect we used a face-down arrangement of the glassy carbon
electrode inside the measuring cell.

4. Conclusions

We could show that a simple inductor bridge can eliminate
disturbing contributions of the heating current to the
electrochemical signals in directly heated one-piece Au-
wire or glassy carbon electrode setups. The new circuit yields
cyclovoltammetric signals of ferric cyanide with a noise level
superior to the earlier symmetrically branched electrode
designs. This is especially true for heated glassy carbon
electrodes and can be attributed to the ability of the inductor
bridge to completely block high frequency signals, i.e., the
heating current (100 kHz). Our simple circuit may open new
opportunities to construct new types of heated electrodes or
electrode arrays even with materials of high resistance.
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8.2 Numerically optimized shape of directly heated electrodes
for minimal temperature gradients
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For electrochemical investigations at heated electrodes especially in the bioanalytical area a precise
control of the surface temperature is necessary. Due to the problem of non-homogenous temperature
allocation over the length of a directly heated electrode/conductor in electrochemical applications the
possibility of changing its design in order to avoid such inhomogeneous effects was investigated. By math-
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along a conducting wire for different oval shapes depending on changing heating durations and current
densities, the temperature gradient could be minimized. We could show the possibility to achieve an
almost homogenous surface temperature by creating a special oval-shaped design for the electrode. The
convection of surrounding media in the proximity of the conductor was not taken into account for the
thermal simulation, which applies in particular for short-term pulse heating.
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1. Introduction

During the last 15 years directly heated electrodes have attained
considerable attention. They have been applied for a variety of ana-
lytical purposes. Gabrielli et al. [1,2] presented preliminary results
of 6°C temperature jump experiments performed at Pt wire elec-
trodes using 250 kHz heating current and ferro/ferricyanide as a
model analyte. Griindler et al. used electrically heated micro-wire
electrodes [3] for the determination of lead [4], oxygen [5], and
organic substances [6]. Later we detected mercury [7] by means of
anodic stripping voltammetry. Hot-wire detectors can also be used
in flow systems [8]. Experiments with carbon fibers were not suc-
cessful [3]. However, directly heated carbon paste electrodes could
be successfully applied for DNA analysis [9,10] and trace detection
of cadmium, lead and zinc [11]. We further proposed to control DNA
hybridization at heated gold wire electrodes that had been modified
with a thiol-linked DNA probe layer [12].

Chen and co-workers described electroluminescence measure-
ments at directly heated wire [13-15] and carbon paste electrodes
[16-18]. Another interesting approach of Chen and co-workers is
directly heated graphite electrodes and their application for the
determination of trace riboflavin [19,20].

* Corresponding author. Tel.: +49 381 4986470; fax: +49 381 4986461.
** Corresponding author. Tel.: +49 381 4987070; fax: +49 381 4987081.
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Griindler et al. introduced an electrochemical technique that
they called “temperature pulse voltammetry (TPV)” [21,22]. Sam-
pled voltammograms can be recorded on directly heated electrodes
at temperatures far above the boiling point of the electrolyte; how-
ever, the critical state of that liquid can probably not be reached
[23,24]. We proposed “temperature pulse amperometry” as sim-
plified variant. Here, an amperometric measurement is conducted
while short temperature pulses are being applied. The resulting
peaks can be used as a concentration proportional signal. The detec-
tion of trace picric acid is possible this way [25].

Publications in the field of high-temperature electrochemistry
have been reviewed [26-28]. In the recent years, investigations
with electrically heated electrodes became more and more con-
venient due to improved instrumentation [29]. By using a filtering
inductor bridge, the heating current (AC between 50 and 100 kHz,
and ca. 1A) can be separated from the electrochemical signal
(1nA to 10 wA) which leads to clear signals without any major
disturbances [30,31].

However, most of the used electrodes (metal wires) still have
the problem of a temperature gradient at the electrode surface due
to different heat sinks in the middle and at the ends of an electrode.
This temperature gradient is especially steep during short heat
pulses. It is diminished during long-term heating in water, because
of the cooling effect due to thermal convection [32]. In contrast to
electrochemical experiments which usually provide only informa-
tion about the average temperature of the surface, mathematical
simulations give information about each point of the electrode
surface. As could be assumed, it was evaluated that there is a signif-
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Fig. 1. Model of the electrode geometry (above) and the appropriate FEM discretization mesh (middle and below).

icant temperature gradient at electrodes of uniform cross-section.
However, especially for the application of heated electrodes in
bioanalysis a constant temperature at the electrode surface is abso-
lutely necessary. Only in this way a precise control of the electrode
reactions at the surface (e.g. the hybridization of two DNA-single
strands) can be realized under stringent conditions. Immobilized
enzymes are another important topic. There is only a small inter-
val for the temperature optimum. If the temperature is too low, the
enzyme reactivity is not that high and so the sensitivity of the sensor
is low. But if the temperature is too high the denaturation process
of the enzyme starts and the sensor cannot be used for long-term
applications.

During the last decades the numerical simulations of temper-
ature distribution advanced rapidly [33,34]. Here, we describe a
simulation approach to design a directly heated electrode that
almost completely eliminates the temperature gradient. This could
lead to much more reliable and sensitive hot-wire sensors.

2. Simulation model
The main idea is to find the geometry of the electrode that com-

pensates the difference in the heat sinks along the electrode. This
optimization of the wire electrode design was done by numeri-
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b(l/2)?

Fig. 2. Longitudinal profile of the sputtered gold conductor (x-y plane). The shape-
coefficient b had to be optimized.

cal simulation experiments. For the simulation of the temperature
development on the surface of the electrode we used the pro-
gram Comsol Multiphysics©[35] which employs the finite element
method (FEM) for discretization and solution of various differential
equations on 3D geometries (Fig. 1).

The temperature development along the electrode is caused by
the Joule or resistive heating which is described by the following
simple expression:

2p_ AQ
P=Ul=PR=—=. (1)
The amount of Joule power P dissipated by a resistor R is, with the
use of the ohmic law (U=RI; U—voltage, [—current), depending on
the square of the current I flowing through. The time integral of the
Joule power defines the amount of thermal energy Q dissipated by
the resistor over the time t.

If the cross-section of the wire A is not constant, the current den-
sity J (I=JA) will also not be constant and so the heat development
over the length of the wire should also not be constant. This simple
assumption motivated the effort for numerical optimization of the
electrode form in order to have as uniform as possible temperature
distribution over the whole length of the electrode wire.

The whole set-up of the electrode around the wire including the
wire itself and the surrounding material have been modeled with
their electrical and thermal properties (Table 1).

It has been assumed that the electrode is made of gold wire and
copper contacts sputtered on a silicon surface. Everything except
the gold wire is encapsulated under a wax coating. The gold wire
shown in Fig. 2 is in contact with the solution, for the simulation
purposes we assumed water as a medium around the wire.

The simulation is a coupled electromagnetic and thermal sim-
ulation. The input source in the electromagnetic simulation is the
applied current of 1 A. The pre-computed electric field components
Ex, Ey and E; from the electromagnetic simulation are the input
for the thermal simulation. The appropriate boundary conditions
for both types of simulations were applied. In the thermal simula-
tion, movement of the surrounding medium around the wire, and
therefore convective heat transport is neglected. This applies espe-
cially for short-term heating up to 200 ms [21,36]. At longer periods,
thermal convection occurs and causes a negative feedback due to

its cooling effect. This means the temperature gradients along the
heated wire will decrease [32].

Since the conduction is the main mechanism for heat transporta-
tion in our model, the boundary condition of the gold wire is defined
as “heat flux” given by the following equation:

n(kAT) = h(Tips — T) (2)

The initial temperature of the surrounding in the thermal simula-
tion is Tihr=293 K and the heat conductivity of the gold amounts
to h=317W/(mK). In order to get information for the tempera-
ture development on the wire surface over the time, the thermal
simulation is discretized in time.

3. Results and discussion

First the temperature development along the electrode was
simulated with a constant cross-section for a total time of 0.5 s, dis-
cretized in steps of 20 ms. Fig. 3 shows the temperature allocation
change along a linear conductor within 0.5s (B). A corresponding
3D plot for the time of 100 ms (A) as well as a 2D plot for the same
time (C)is also shown in the same figure. A huge temperature gradi-
ent from the middle to both ends of the conductor was obtained for
a constant cross-section wire. While heat is produced from electric
energy evenly along the heated conductor, contact sites at both ends
are effective heat sinks. Thus we tried to minimize the temperature
gradient by using different shapes for the electrode. According to
Eq. (1), the local heat development along the conductor AQ/At is
a consequence of the electric current I flowing through the cross-
section of the electrode. The change of the electrode cross-section
is effectively changing the local resistivity along the current path.
Hence, if a constant current applied, changing the resistivity along
the current path enables the control of the heat development in
different sections along the electrode. This eventually results in a
control of the temperature gradient along the electrode. Having a
locally larger cross-section, the resistivity and the heat develop-
ment will be locally lower. To compensate for the heat sinks at both
ends of the wire, we introduced small cross-section here, and bigger
cross-section in the middle of the wire. As a result of such a consid-
eration, an oval shape of the electrode seemed to be the best way
to get more homogeneous temperature allocation along the whole
lengths of the wire or screen-printed layer.

For the optimization of the electrode’s geometry a model equa-
tion:

N2
y:—bx2+d+<j) b (3)
was adopted. By varying the coefficient b, the shape in the x-y plane
could be adjusted which had an effect on the temperature allocation
along the heated wire. Now, less heat is produced in the middle
which compensates for the effect of the heat sinks.

As shown in Fig. 4A-C, the conductor is more or less at the
same temperature over its whole lengths. This becomes especially
apparent by comparing the calculated graphs for the temperature
gradients in Figs. 3B and 4B. The maximal temperature difference
between the coolest and the hottest point could be diminished from

Table 1

Relevant material parameters for the materials used in the simulation model.

Physical properties Gold Copper Silicon Water
Density (kg/m?) 19,320 8920 2330 0.0012
Specific heat capacity (J/(kg K)) 128 385 7002 4187
Electric conductivity (S/m) 45.2 x 106 58 x 106 2.54x 104 L
Thermal conductivity (W/(m K)) 317 401 148 0.597¢

2 Applies for T=25°C.
b Electric conductivity of water was not considered.
¢ Applies for T=20°C.
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Fig. 3. (A-C) Temperature allocation along a linear sputtered conductor on an insulating substrate; huge temperature gradient between both ends; (A/C) 3D/2D-plot for
100 ms heating duration, (B) plot of the temperature development for the duration of at least 500 ms.
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ca. 62 to 30K at a heating time of 0.5s. For a certain temperature
of such as 360K, this means an enhancement of uniformity (+1 K)
from ca. 30% (Fig. 3B) to 50% (Fig. 4B) of the whole length of the
heated wire or layer. The longer heating time results from the lower
overall resistance of the oval wire or layer and can be compensated
by higher heating current.

Concerning a uniform temperature allocation along the wire for
the time period of 100 ms (e.g. for temperature pulse voltammetry),
the optimal value of b was found to be 0.05.

These results of the calculated temperature allocation along
sputtered conductors led us to an optimized shape for a completely
new designed electrode type.

4. Conclusions

The mathematical simulations proved our estimation of a non-
constant temperature at the surface of directly heated electrodes.
To minimize the temperature gradient, an oval shape (rather than
cylindrical or other shapes with a constant cross-section) would
be indeed a significant improvement. Further improvement of the
oval shape considering more complicated functions would require
considerably more computing resources and will be performed in
the future.
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Abstract

This communication reports about thermal modulation of amperometric signals by short heat pulses applied at directly heated gold
electrodes. A gold layer together with a pseudo reference and counter electrode has been printed onto a low temperature cofired ceramic
(LTCC) substrate. We chose hexacyanoferrate(II) and picric acid as model analytes in this preliminary study. Peak shaped amperometric
signals were formed upon such thermal modulation. The peak current has been taken as the analytical information. Thermal modulation
in amperometric measurements activates kinetically inhibited analytes such as picric acid. A linear calibration plot has been obtained
ranging from 0.2 to 1 mmol/l. The background contribution was effectively suppressed, even at 0.7 V applied potential at the gold elec
trode. Convection did not significantly affect the analytical signal. This will be important for applications where convection is pulsating
or is otherwise not under control and thus induces disturbances. Future applications include environmental monitoring, flow injection

analysis, high performance liquid chromatography and capillary electrophoresis.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: LTCC; Amperometry; Temperature pulse; Heated electrode; Picric acid

1. Introduction

Amperometric sensors are widely used detectors in ana-
lytical flow systems, high performance liquid chromatogra-
phy [1,2] and capillary electrophoresis [3 5]. However, such
detectors often suffer from electrode fouling and back-
ground contribution. Due to the constant potential, not
only the analyte but also the substances that can be oxi-
dized or reduced are reacting. The products can cause
severe electrode blocking. Pulsed electrochemical detection
is a common method to clean electrode surfaces while the
detection is running [6]. Heated platinum electrodes can
prevent electrode fouling during the amperometric and vol-
tammetric detection of NADH [7]. Discrimination against
major components of the background current is often
accomplished by means of hydrodynamic modulation

* Corresponding author. Fax: +49 381 4986461.
E mail address: gerd uwe.flechsig@uni rostock.de (G. U. Flechsig).

1388 2481/$  see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.elecom.2007.06.043

[8,9]. Thermo-hydrodynamic modulation has been demon-
strated at directly heated electrodes, which have been used
as amperometric detectors in flow systems [10]. Continuous
microwave activation of capillary electrophoresis detectors
results in improved signal-to-background ratios [4].

Using ferrocene-modified targets, we found a dramatic
effect of elevated temperature during DNA hybridization
at a directly heated probe-modified gold electrode [11].

In 1996 Griindler et al. introduced an electrochemical
technique known as ‘“‘temperature pulse voltammetry
(TPV)” [12 14]. This way, complete, sampled voltammo-
grams can be recorded at temperatures far above the boil-
ing point of the electrolyte used. However, due to practical
limitations, the critical state of that liquid can probably not
be reached [15,16]. Baranski described a method how to
obtain high steady state electrode temperature above the
boiling point by high frequency (0.1 2 GHz) Joule-heating
of a thin electrolyte layer in the nearest vicinity of the elec-
trode surface [17]. Both methods require a sophisticated
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apparatus including synchronized heat pulse generator and
potentiostat or (in the case of continuous electric heating of
a thin electrolyte layer) an expensive high frequency power
generator. The latter approach is limited to the use of
micro disk electrodes.

Recently, we introduced a compact heating instrument
and a filtering inductor bridge which allow direct electric
heating of many kinds of electrodes while performing
undisturbed electrochemical measurements. By these
means, a simple electrode design with two rather than three
contacts is sufficient [18]. Lin et al. investigated electrolumi-
nescence at electrically heated platinum wire electrodes
[19,20]. Sun et al. reported recently about heated graphite
cylinder electrodes [21]. Basic principles and analytical
applications of elevated temperature in electrochemistry
have been recently reviewed [22,23].

Here we describe how thermal modulation in ampero-
metric measurements can be achieved by applying short
heat pulses which elevate the temperature of the working
electrode within a 100 ms period. In this method that we
call “temperature pulse amperometry (TPA)”, the maxi-
mum current difference between cold and hot state is taken
as the analytical signal. This technique can be performed
by very simple means including a potentiostat and a pro-
grammable relay, both commercially available, and a heat-
ing generator [24].

2. Experimental
2.1. Apparatus

Working, counter and reference electrodes were screen-
printed metallic layers on a low-temperature cofired ceram-
ics (LTCC) substrate (Fig. 1). The working electrode was a
circular arc-shaped gold layer 4.4 mm in diameter and 0.13
mm in width. A platinum-layer circular ring counter elec-
trode surrounded both the working and the reference elec-
trodes. The latter was a printed Ag/AgCl circle in the

A-B

Fig. 1. Scheme of the “all in one”” LTCC sensor. Left: front view, right:
cross section A B, (a) LTCC tapes, (b) Pt counter electrode, (c) Ag/AgCl
reference electrode, (d) Au working electrode, (e) glass isolation and (f) Ag
through contacts and solder contact pads.

centre. More information about the structure of the elec-
trode and its production is given in [13].

Because of disturbing chloride anions that had to be
added to the solution when measuring with the internal ref-
erence electrode, we used an external AglAgCl (3 M KCI)
reference electrode from Metrohm. The potentiometric
and amperometric experiments have been conducted by
means of an AUTOLAB instrument equipped with a
PSTAT 10 potentiostat (ECO CHEMIE, Utrecht, The
Netherlands). The instrument was controlled by a PC using
the GPES 4.8 software. A FARADAY cage with a stand
and a glass cell was utilized during these measurements
(all from Metrohm AG, Herisau, Switzerland). The mea-
suring cell was temperature-controlled (15 °C) by means
of cryostat model #9105 from Fisher Scientific (Pittsburgh,
PA). The peak current was determined using the GPES 4.8
Software. The heating AC was generated by means of a
laboratory-made 100 kHz power generator. A LOGO!
230RC logic module (Siemens AG, Berlin, Germany) has
been used as a programmable relay to excite the 100 ms
temperature pulses.

2.2. Material

All chemicals were of analytical grade and were used as
received. Na,HPO,, NaH,PO,, K;[Fe(CN)g], K4[Fe(CN)g]
and the saturated aqueous solution of picric acid (2,4,6-
trinitrophenol, 13 g/L) were purchased from Fluka. Potas-
sium chloride was purchased from Merck. All solutions
were prepared with ultra pure water (18 MQ,
TOC <2 ppb) obtained by means of an SG Ultra Clear
water system (SG Water GmbH, Barsbiittel, Germany).
Argon 4.8 was delivered by Air Liquide.

2.3. Temperature calibration

Following earlier procedures [12,13], the temperature
calibration by open circuit potentiometry was performed
in a 50 mM equimolar potassium ferro-/ferricyanide solu-
tion in 0.1 M KCI. The electrode temperature has been cal-
culated from the potential difference between working and
reference electrode for each stationary heating current
using the well known temperature coefficient (—1.56 mV/
K) of the utilised redox couple.

2.4. Temperature pulse amperometric experiments

The amperometric measurements with ferrocyanide
were all carried out in 0.1 M phosphate buffer solution at
pH 7.0 at a constant electrode potential of 0.2 V. The
amperometric as well as the cyclic voltammetry measure-
ments of picric acid were all carried out in 0.1 M phosphate
buffer solution at pH 7.0 and an electrode potential of
—0.7 V. All measurements were performed in a thermo-
stated cell at 15 °C bulk solution temperature. The result-
ing graphs of the amperometric measurements were all
Savitzky/Golay smoothed at level 4.
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3. Results and Discussion

3.1. Open circuit Potentiometry
Au electrode

thermal behaviour of the

To characterise the thermal behaviour of the LTCC gold
electrode, we performed open circuit potentiometry (zero
current) in a 0.1 M KCI solution containing an equimolar
amount of both hexacyanoferrate(Il) and hexacyanofer-
rate(III) while applying short heat pulses caused by
100 ms constant heating current pulses. The EMF of the
cell depends on the applied electrode temperature and
has been used to calculate the changes of the electrode tem-
perature. This result is displayed in Fig. 2. Our heating gen-
erator allowed for a maximum temperature difference of
89 K. Hence, the electrode temperature could be elevated
to 104 °C for a very short period at the end of each
100 ms heat pulse.
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Fig. 2. Temperature calibration of the LTCC gold electrode by open
circuit potentiometry in 0.1 M KCI + 50 mM [Fe(CN)eP® /4 Calculated
temperature difference and electrode temperature depending on the
applied heating current.

Following a general rule and according to earlier results,
the temperature difference rises with the square of the heat-
ing current, i.e. it is proportional to the electric power,
which is transformed into heat. We found a linear function
when we plotted the temperature difference versus the
square of the current (plot not shown): AT 26.52 K/
A** P —3317K; R* 0.9932.

3.2. Thermal modulation by means of short heat pulses

Differential pulse amperometry (DPA) has been intro-
duced to remove the baseline from amperometric response.
The principle is similar to differential pulse voltammetry
(DPV), yet the applied potential is not changed (except
for the pulses themselves). Measuring the current prior to
the start and the end of one potential pulse, the difference
is taken as the analytical signal. In analogy, we simplified
temperature pulse voltammetry introduced by Griindler
et al. in 1996 [12]. We used a simple automatic programma-
ble relay to apply short heat pulses while the amperometric
experiment was running. Fig. 3 displays the resulting sig-
nals for different maximum electrode temperatures reached
at the end of each 100 ms heat pulse. Such thermal modu-
lated amperometric response can be quantified taking the
peak current as the analytical signal.

Upon elevation of the applied heating current, a rising
oxidation signal of ferrocyanide was observed. Raising
temperature causes an increasing mass transport towards
the electrode surface due to enforced diffusion of the ana-
lyte. In general, mass transport by thermal convection
had also to be considered; however, earlier results con-
firmed that a 100 ms heating period is too short to establish
significant convection [12].

3.3. Effect of the applied potential

In amperometric experiments, the electrode potential
is adjusted to allow for the oxidation or reduction of the
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Fig. 3. Amperometric response of 1 mM ferrocyanide in 0.1 M phosphate buffer solution at pH 7.0 and an applied electrode potential of 0.2 V upon
application of 100 ms heat pulses; (a) 35, (b) 52, (c) 69, (d) 82 and (e) 96 °C maximal electrode temperature.
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Fig. 4. Effect of the applied potential upon the 100 ms TPA signals of 50 mM ferrocyanide in 0.1 M phosphate buffer solution at pH 7.0 and a maximal

electrode temperature of 90 °C.

substances to be analysed. On the other hand, appropriate
potential can exclude undesired electrode reactions of inter-
fering substances. Therefore we recorded temperature pulse
amperogrammes of our model analyte ferrocyanide at
varying electrode potentials.

By plotting the currents at an LTCC gold electrode in
ferrocyanide recorded during various 100 ms temperature

pulses versus different applied potentials, a kind of sampled
voltammogram could be obtained as depicted in Fig. 4. In
a similar manner, by taking the differences of the currents
prior to the beginning and close to the end of each temper-
ature pulse, Griindler et al. had introduced the technique
called temperature pulse voltammetry (TPV). For temper-
ature pulse amperometry it is important to be aware about
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Fig. 5. (a) Cyclic voltammogram of 1 mM picric acid in 50 mM phosphate buffer solution at pH 7.0 in the potential range from 0.95 to 0.3 V; scan rate
0.1 V; step potential 3 mV. (b) Effect of the applied potential upon the 100 ms TPA signals of 1 mM picric acid in 0.1 M phosphate buffer solution at pH

7.0 and a maximal electrode temperature of 78 °C.
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Fig. 6. Effect of the maximal working electrode temperature (a) 35, (b) 50, (c) 63, (d) 82 and (e) 96 °C upon TPA signals of 1 mM picric acid in 0.1 M
phosphate buffer solution at pH 7.0 and an applied electrode potential of 0.7 V.

the temperature coefficient of the redox potential of the
considered substance. In the vicinity of the half wave
potential, a large current increase coupled with an over
swing in the opposite direction shortly after the heat pulse
can be observed, which has to be addressed to the shift of
the redox potential due to temperature changes. This effect
can be compared with the application of a potential pulse.
In the region of the diffusion limited current, we observed a
smaller increase of the current caused only by the temper-
ature depending diffusion coefficient.

3.4. Detection of picric acid

Kinetically slow reactions can be presumed to show lar-
ger temperature response even in the region of the diffusion
limited current.

Fig. 5a exhibits a cyclic voltammogram of picric acid.
Two significant reduction signals can be observed at
—0.58 and —0.83 V. They can be addressed to the reduc-
tion of the nitro groups. Picric acid is known to yield
three polarographic waves (ca. —0.36, —0.56, —0.96 V)
at moderate basic pH [25]. Four reduction signals have
been found at neutral pH on platinum and glassy carbon
electrodes [26]. The reduction mechanism has also been
studied in aprotic media [27]. In general, the complex
reduction of aromatic nitro groups occurs in various
steps involving stable radical anions, hydroxyl amino
groups and nitroso groups. Therefore, the different
reduction signals have to be addressed to the different
reduction steps of one or more nitro groups together
rather than to successive one-step reductions of different
nitro groups. Both significant reduction peaks in Fig. 5a
are superimposed by the large background of the gold
electrode at negative potentials which is caused by low
hydrogen overvoltage. The least negative signal seems
reversible; yet, these peaks are very small. Here the
potential fairly corresponds to the first polarographic
reduction wave. Both other signals although of consider-
able height (10 and 5 pA) are irreversible.

Fig. 5b depicts a sampled voltammogram of picric acid
consisting of single temperature pulse amperometric signals
obtained at various electrode potentials ranging from —0.9
to —0.1 V. In contrast to the sampled voltammogram of
ferrocyanide (Fig. 4), over swinging peaks or constant peak
level could not be observed. Instead the signals were rap-
idly rising upon application of more negative potentials.
This behaviour can probably be attributed to the irrevers-
ible character of the reduction processes and the large
background at the most negative potentials. However,
future studies will reveal, whether such background contri-
bution can be effectively eliminated. Compared to the cyclic
voltammetric response, the signals obtained with our new
technique TPA, being displayed in Fig. 6, are well shaped
and much more suitable for quantitative analysis of picric
acid. Very large signals up to 31 pA are obtained when
applying 48 K temperature pulses at a constant potential
of —0.7 V. The effect of the temperature pulse is signifi-
cantly larger in case of 1 mM picric acid compared with
1 mM ferrocyanide (5.5 pA), indicating a dramatic acceler-
ation of a kinetically inhibited electrode reaction. Due to

=50 pA B

T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
time/s

Fig. 7. TPA signals of picric acid in (A) unstirred and (B) stirred solution.
Maximal electrode temperature 96 °C; 1 mM picric acid in 0.1 M
phosphate buffer solution at pH 7.0; electrode potential 0.7 V.
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Fig. 8. TPA signals of (a) 0.2, (b) 0.4, (c) 0.6, (d) 0.8 and (¢) 1 mM picric acid in 0.1 M phosphate buffer solution at pH 7.0 and 82 °C maximal electrode
temperature at an applied electrode potential of 0.7 V. The inset displays the regarding calibration plot.

the constant potential, the baseline keeps always the same
level of current and does not change following an applied
potential ramp as in voltammetry.

As demonstrated in Fig. 7, stirring of the solution has
almost no effect upon the TPA signals. Such hydrodynam-
ically independent response indicates that kinetics or diffu-
sion rather than convection controls the current. This
behaviour is highly desirable for environmental monitoring
as well as in flow systems where uncontrolled or pulsating
convection can disturb the signals. Full independence of
the signals upon hydrodynamic disturbances will be
achieved if even shorter heat pulses are applied.

3.5. Calibration experiments

Fig. 8 depicts an amperometric calibration experiment
of picric acid at an applied potential of —700 mV and a
temperature pulse of AT 67 K. We found a linear range
between 0.2 and 1 mmol/L. The well shaped peaks at the
lowest concentration 200 umol/L indicate that even trace
amounts of picric acid are detectable. We expect that at
even higher temperature pulses, the sensitivity will further
increase while the noise level should not rise significantly.
Griindler et al. achieved temperatures above 200 °C at
10 ms heat pulses. To obtain such values we have to use
more powerful heating devices as we could apply in this
preliminary study.

4. Conclusions

We demonstrated how temperature pulse amperometry
can be performed by very simple means. All what is needed
is a heating generator coupled with a programmable relay.
Short heat pulses generated by directly heated electrodes
can elevate the temperature above the boiling point of
the electrolyte solution for a short time. Peak shaped
amperometric signals are formed upon such thermal mod-
ulation. The peak current can be taken as the analytical
information. Thermal modulation in amperometric mea-

surements activates kinetically inhibited analytes such as
picric acid. The background contribution is effectively sup-
pressed, even at very negative potentials at a gold electrode.
Convection does not significantly affect the analytical sig-
nal. This will be important for applications where convec-
tion is pulsating or is otherwise not under control and thus
induces disturbances. We encourage other electrochemists
to explore the possibilities of this new technique in the
fields of environmental monitoring, flow analysis, high per-
formance chromatography and capillary electrophoresis.
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1 Introduction

Biosensors on the basis of self-assembled monolayers (SAMs) are widely used. Especially
gold as a substrate for SAMs shows very strong affinity to thiol-modified probe molecules.
While miniaturised electrodes provide many advantages such as parallelization and
microelectrode behaviour, the smaller active surface leads to lower analytical signals, which
are prone to electronic interferences. Therefore, the enlargement of the electrochemically
active electrode surface is desirable. Several approaches for micro- or nano-structuring of
electrode surfaces have been proposed during the last couple of years.

Carbon nanotubes are reported to greatly increase voltammetric signals of carbon paste
electrodes [1]. Also metal electrode surfaces can be modified by depositing carbon nanotubes,
which is useful for many analytical purposes [2]. Carbon nanotube fibre microelectrodes were
prepared and characterized due to their performance regarding electroanalytic oxidation of
analytes via dehydrogenase-mediated reactions using NAD" as a mediator [3]. The
enhancement of the active electrode area by modifying the surface with cell imprints in
polyurethanes or porous gold with latex imprints was also reported [4,5]. A very efficient
method to enhance the performance of cell-based diagnostic assays is the lithographic
modification with focused laser radiation and interference lithography creating magnetic
nano-dots or regular structures [6-9]. Direct electrochemical deposition of gold or gold
containing particles is an elegant possibility to obtain well defined and highly ordered
structures with a tremendous effect on the electroactive surface. Common techniques often
require the use of nano-structured templates when using three-electrode arrangements [10],
high-frequency impedance [11] or direct electrodepositing methods [12,13]. Template-free
electrochemical deposition was carried out by French et al. using bipotentiostatic growing of
gold on self-made platinum disc electrodes [14,15].

Capture probe-modified electrodes can be wused to detect the hybridization with

complementary DNA target strands. Some reported procedures for the electrochemical
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recognition can be performed using indicator molecules that are (a) covalently attached to the
target, (b) covalently attached to a signalling/ reporter probe, (c) interacting with the
negatively charged phosphate groups, or (d) intercalating into the base stack. Another
possibility is to take advantage of the intrinsic electrochemical activity of the DNA, e.g. the
oxidation of guanine [16-18]. The capture probe strands can be immobilized on magnetic
beads [19,20] or as self-assembled monolayers on metal surfaces [21-27]. Methods of
electrochemical hybridization detection were reviewed a number of times [28-32]. We
already reported the application of covalently attached redox markers together with thiol-
linked probe oligonucleotides on heated gold electrodes [33,34]. For this purpose the complex
[OsOq(bipy)] can be utilized as an electrochemically reversible covalent DNA-label [35]. It
reacts with the pyrimidine bases thymine, uracil and cytosine [36]. In this way, labelling of
DNA-strands of any length can be easily performed in the laboratory which is an important
advantage of this approach. Palecek et al. demonstrated that osmium tetroxide complexes can
be used as sensitive and selective probes for single stranded and damaged DNA [37-40]. The
"two surface strategy" allows to conduct the steps of Os(VIII)-labelling and probe
hybridization on magnetic beads, while the detection can be performed on mercury or carbon
electrodes [41-43]. As known from earlier biochemical applications [44], also protective
oligonucleotides can be used to label target strands with [OsOg4(bipy)] without affecting their
ability for hybridization reactions [45-47]. Fojta et al. reported the use of protective
oligonucleotides for the preparation of osmium tetroxide-labelled reporter strands by
magnetic separation [48]. Recently, Havran et al. and Bartosik et al. demonstrated the ability
of [OsO4(bipy)] to detect DNA damage as well as unpaired thymine residues [49,50].

In this work, we present one possibility for a dramatic increase in active electrode area by
direct template-free galvanic electroplating of gold and silver with a minimum of complexity.

The modified electrodes were characterised using cyclic voltammetry in sulphuric acid and
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performing hybridization experiments with [OsO4(bipy)]-labelled DNA target strands on

thiol-linked probe SAMs.

2 Experimental

2.1 Materials

2,2’-Bipyridine was delivered by Merck and osmium tetroxide as a 2 % aqueous solution by
Fluka. TRIS buffer (10 mM tris(hydroxymethyl)-aminomethane, 0.5 M Na,SO, both from
Fluka) was adjusted to pH 7.5 using sulphuric acid. Single stranded 20-mer DNA (ssDNA)
was purchased from FRIZ Biochem GmbH (Munich, Germany). Ultrapure water (>18 MQ
cm, TOC < 2 ppb) was prepared with an Ultra Clear TOC system (SG Water Systems,
Germany) comprising ultra filtration and UV oxidizing modules. All chemicals were of
analytical grade. Buffer solutions, beakers and pipette tips were autoclaved prior to use.

Chemicals and solutions used for silver and gold plating were of technical grade [51].

2.2 Galvanic deposition method

The deposition of gold nano-structures was performed with a potentiostat / galvanostat
PGSTAT 12 from Metrohm (Switzerland), silver plating with a HP 6177c DC (Hewlett
Packard, Germany) current source. The PGSTAT 12 was used in its galvanostatic mode
together with a platinum anode in a two-electrode setup. Electroplating of both silver and gold
was performed using cyanide-based plating solution with a magnetic stirrer at 100 rpm at
room temperature. Current densities in the range of 15 - 30 mA/cm? in a strong alkaline
solution were applied for the silver plating process. Gold plating was performed with 1 — 5
mA/cm? in neutral pH range [51]. The active surface and consequently the real current density
depends basically on the surface profile and changes after 3D-nano-structure plating. The

electroplating was performed directly on polished gold disc electrodes with 3 mm diameter,
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preplated with a 2 um grain refined gold layer from a commercially available soft gold bath

(Puramet; Doduco company).

2.3 Electrode surface evaluation

The surface profiles of all galvanic layers were documented in a FE-SEM (Zeiss CrossBeam
1540 XB) in the secondary electron mode and the inlens mode at magnifications 1000x and
5000x with a view angle of 45 degree. The electrical contact was provided by the backside

connector. An aluminium foil was used to protect the electrode body.

2.4 Gold surface determination experiments

The accessible active gold surface was determined with a PalmSens potentiostat (Palm
Instruments BV, The Netherlands) by cyclovoltammetry (CV) in 0.5 M sulphuric acid
[13,47,52] . The 20 ml electrochemical cell comprised an Ag/AgCl (3 M KCl) reference and a
platinum counter electrode (Metrohm). The measurements were carried out at room

temperature (22 °C) and analysed using the PalmSens software.

2.5 Electrochemical detection of [OsO,(bipy)]-labelled
oligonucleotides

A 27-mer thiol-linked DNA-oligonucleotide with a 15 thymine bases spacer between linker
and detection sequence (5°-
AAGTCCTTGAGCTGATTTTACTGTATTTTTTTTTTTTTTTTT[Dithio]3-37) was
immobilized on the freshly plated electrodes overnight. After a mercaptohexanol treatment
(1 h in 100 mM aqueous solution), the voltammetric baselines were recorded. A 5 ul droplet
of [OsOq(bipy)]-labelled target solution of a given concentration was placed at the electrode
surface to allow for hybridization in a water saturated atmosphere for one hour. The

modification and hybridization procedure has been described earlier in full detail [46,47].
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Dehybridization was performed by incubation in deionised water at 50 °C for 60 s. The
sequence MON 810 (5-TTTTTGTTGTCCATGGCCGCTTGGTATCT-3") was used as a
noncomplementary target. This strand was labelled with [OsOa(bipy)] after hybridization with
the protective strand (5-AGATAGCAAGCGGCCATGCAGAAGAA-3"). All square-wave
voltammetric (SWV) experiments were performed with a PGSTAT 12 (Metrohm,
Switzerland). The 20 ml electrochemical cell comprised an Ag/AgCl (3 M KCl) reference
(Sensortechnik Meinsberg GmbH, Germany) and a self-made platinum counter electrode. All
voltammetric experiments were performed at room temperature (22 °C). All peak values were

determined using a GPES 4.9 software and graphically plotted with Origin 8 software.

3 Results and Discussion

Polished gold electrodes used in our experiments did not show a completely flat surface at the
micrometer scale (data not shown). The main reason for this could be the ductility and the low
hardness (less than 100 HV) of gold. Since silver disk electrodes As shown below, the active
surface of the used gold electrodes is dramatically enlarged by template-free gold
electroplating. This effect can be further enhanced by consecutive Ag/Au plating. Figure 1, I-
A and B show FE-SEM images of fine-gold nano-structure crystals plated on smooth gold
surfaces. In contrast, images II-A and B show structures obtained by consecutive silver/gold
electroplating. Fine, regular structures, with a shape reminding on shark teeth, were obtained
by plating gold galvanically onto the gold disk electrode. We designate these electrodes as
"ST-AuE" in the following sections. Consecutive silver/gold electroplating leads to relatively
large microstructures of silver covered by crystallized gold nano-particles. The resulting
structures bear a striking resemblance to cabbage and were designated "CAB-AgAuE" in the

following.
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Fig. 1. FE-SEM micrographs of 1) a ST-AuE and Il) CAB-AgAuE in (A) thousand fold and (B) five

36 thousand fold magnification; The shown nano-crystals of gold with their definite orientation cause a
38 dramatic enhancement of the available active gold surface. A completely different base-structure can
40 be achieved if the electrode is first plated with silver followed by galvanic gold nano-structuring (lI-A; II-

B).

46 Figure 2 displays cyclovoltammetric measurements in 0.5 M sulphuric acid using either an
48 ST-AuE (A) or a CAB-AgAuE (B). As can be seen, the integrated gold oxide reduction peak
51 at 0.88 V, and hence, the active area of the electrode, increases dramatically. The average
53 increases are approx. 7-fold for the ST-AuE and 15-fold for the CAB-AgAuE with respect to

the “normal” gold disk electrode,
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Fig. 2. Cyclic voltammograms in 0.5 M H,SOy; step potential 5 mV, scan rate 0.1 V s™'; dashed line —

before modification, full line — with (A) ST-AuE and (B) CAB-AgAUE.

A small reduction peak can be observed at 0.38 V in Fig. 2B which is related to silver. The
silver oxidation (presumably at approx. 1.17 V) can be hardly distinguished from the gold
oxidation signals. These findings indicate pinholes in the gold layer covering the silver
structures. Also areas with uncovered silver crystals may exist between the cabbage-like
structures as depicted in figure 1 (II-A and B). However, this will not be a problem for
electrochemical scans in the negative potential range as demonstrated below. Szamocki et al.
achieved an about 30 times greater surface by depositing 7%2 layers of hollow spheres of
macroporous gold within about 25 minutes [13]. Considering the shorter deposition time of 15
minutes and the lower complexity of the ingredients, our simple electroplating method is a
good compromise of cost and usability. Further optimization of the electroplating parameters
current density and deposition time may provide even better results in the enlargement of the
electrochemically active surface.
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For an independent confirmation of the tremendous increase in the active electrode area,
DNA-hybridization experiments with surface-confined capture probes were performed.

250

O©Co~NOOOPRWN -

A

10 200

12 150 4

<
L1

100 4

34 250

36 200 1

38 150

1/ pA

1004

42 50

46 E/V

Fig. 3. Square-wave voltammograms of DNA-hybridization events; step potential 1.95 mV, amplitude
40 mV, frequency 200 Hz; dotted — baseline, solid — hybridization, dashed — dehybridization;
hybridization with 625 nM [OsO,(bipy)]-labelled target for 1 h; A) plain gold disk electrode, B) ST-AuE,

C) CAB-AgAUE.

59 Figure 3 shows square-wave voltammetric signals of the osmium labelled target strands. An

electrochemical peak current of 40 uA was obtained with the plain gold disk electrode only
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modified with the thiol-linked capture probes (Fig. 3A). Dehybridizing in 50 °C warm water
gave a signal of about 5 pA. This indicates good regeneration capability and corresponds with
former observations reporting a remaining signal height of about 10% on this type of probe-
modified gold electrodes after dehybridization [47].

In contrast, an ST-AuE yields an approx. 4-fold enhanced hybridization signal (Fig. 3B).
Moreover, the thermal dehybridization step is strongly improved as indicated by a remaining
6% SWYV signal. These effects are even more pronounced for the CAB-AgAuE. These
nanostructures result in a 9-fold increase (Fig. 3C) compared with the plain probe-modified
gold disk electrode. The hybridization/dehybridization signal ratio further decreased below
5%. This can possibly be explained by an improved contact of the hot water with the upper
layers of the nanostructured electrodes. The nanostructures are almost completely surrounded
by hot water diminishing the cooling effect of the gold disk beneeth.

The greatly improved hybridization signals can be explained by an enlarged active electrode
surface able to carry more capture probes. The enlarged surface also results in a larger linear

calibration range as illustrated in Figure 4.
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Fig. 4. Concentration calibration of [OsQOy(bipy)]-labelled ssDNA on plain Au disk (circles), ST-AuE

(squares), and CAB-AgAUE (triangle) for concentration ranges of A) 0.1 to 6 uM and B) 0.001 to 1 uM.

The target concentration was varied between 0.1 and 6 uM (Fig. 4A). For the CAB-AgAuE
(triangle), a linear relation could be observed up to a target concentration of 1 uM. The ST-
AuE (squares) and plain Au disk electrode (circles) were already saturated at target
concentrations of 2 and 1 pM, respectively. This is a further indication for a tremendous
surface increase achieved by the consecutive silver/gold plating method. Even at lower
concentrations between 0.001 and 1.0 uM (Fig. 4B), the CAB-AgAuE shows an almost linear
behaviour, whereas the calibration range of the plain Au disk is limited to approx. 0.2 uM
target concentrations.

The detection limit improved from 83 nM for the plain gold disk electrode and 89 nM for the
ST-AuE to 64 nM for the CAB-AgAuE (graphically determined following DIN 32645; see

figure 5).
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Fig. 5. Determination of the limit of detection (LOD) following DIN 32645 for the bare gold electrode

(A), St-AuE (B) and CAB-AgAUE (C).
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Fig. 6. Selectivity of 30 min-hybridizations of three differently structured electrodes in 1 pmol/l target

solutions. Measured signals were recorded for the hybridization with a complementary [OsOq(bipy)]-

labelled target (solid), followed by the hybridization with a non-complementary target MON 810

(dashed), and another hybridization with the complementary target (dotted) on a smooth Au disk

electrode (A), ST-AuE (B), and CAB-AgAUE (C), respectively.
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Hybridization experiments were performed with labelled complementary and non-
complementary targets to verify the selectivity of the nanostructured probe-modified
electrodes. As a first step, the immobilized capture probe was hybridized for 30 min with a 1
UM complementary target (solid line). After a dehybridization step, the non-complementary
target MON 810 (1 uM) was allowed to hybridize for 30 min with the capture probe (dashed
line). Almost no nonspecific response was observed. To assure that the immobilized capture
probe was still able to selectively detect the complementary single strand, we allowed the
dehybridized electrode to again hybridize with the 1 uM complementary target solution for 30
min. The experiments verified the high selectivity of the immobilized capture probe. Two
dehybridization steps and hence, thermal treatment did not result in a decrease of the
sensitivity. The surface modification resulting in the increase of the voltammetric signals did
obviously not affect the selectivity. Even the more complex CAB-AgAuE did not suffer from

unspecific binding.

4 Conclusions

We conducted template-free galvanic formation experiments of nanostructures on gold disk
electrodes. A high increase in the electrochemically active surface was observed as verified
by cyclic voltammetry of gold oxide reduction. The highest increase was achieved by
consecutive plating of silver and gold. The active electrode area increased up to 15-fold
compared with the plain Au disk.

Experiments with [OsOq4(bipy)]-labelled ssDNA targets confirmed the great increase in the
accessible gold surface. A higher coverage with capture probe strands (with respect to the
geometric area), and hence, higher sensitivity of electrochemical DNA hybridization could be
achieved. The LOD obtained with the silver/gold modified disk electrode is significantly
enhanced. Selectivity and reproducibility are very good for all three types of working

electrodes.
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Our template-free formation of nanostructured electrode surfaces holds great promise for
future electrochemical biosensor applications and in particular for the parallel detection of

multiple analytes on microelectrode arrays.

Acknowledgement
The authors are grateful to the Deutsche Forschungsgemeinschaft (grant # FL 384/4-2, 7-1, 8-
1) and to the State of Mecklenburg-Vorpommern (Excellence Funding Programme) for

financial support.

Wile%/CH



Page 15 of 17 ELECTROANALYSIS

O©Co~NOOOPRWN -

5 References

[1] F. Valentini, A. Amine, S. Orlanducci, M.L. Terranova, G. Palleschi, Anal. Chem. 2003,
75, 5413.

[2] J.J. Gooding, Electrochim. Acta 2004, 50, 3049.

[3] L. Viry, A. Derré, P. Garrigue, N. Sojic, P. Poulin, A. Kuhn, Anal. Bioanal. Chem. 2007,
389, 499.

[4] F.L. Dickert, O. Hayden, P. Lieberzeit, C. Haderspoeck, R. Bindeus, C. Palfinger, B. Wirl,
Synthetic Metals 2003, 138, 65.

[5] O.D. Velev, P.M. Tessier, A.M. Lenhoff, E.-W. Kaler, Nature 1999, 401, 548.

[6] S. Juodkazis, V. Mizeikis, S. Matsuo, K. Ueno, H. Misawa, Bull. Chem. Soc. Jpn. 2008,
81,411.

[7] X.D. Hoa, M. Martin, A. Jimenez, J. Beauvais, P. Charette, A. Kirk, M. Tabrizian,
Biosens. Bioelectronics 2008, 24, 970.

[8] Y. Zhou, M.H. Hong, J.Y.H. Fuh, L. Hu, B.S. Lukiyanchuk, Phys. Scr. 2007, 129, 35.

[9] M. Zheng, M. Liu, R. Skomski, S.H. Liou, D.J. Sellmyer, V.N. Petryakov, Y.K. Verevkin,
N.I. Polushkin, N.N. Salashchenko, Appl. Phys. Lett. 2001, 79, 2606.

[10] J.E.G.J. Wijnhoven, S.J.M. Zevenhuizen, M.A. Hendriks, D. Vanmaekelbergh, J.J. Kelly,
W.L. Vos, Adv. Mater. 2000, 12, 888.

[11] Q. Qing, F. Chen, P. Li, W. Tang, Z. Wu, Z. Liu, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 7771.
[12] R. Szamocki, S. Reculusa, S. Ravaine, P.N. Bartlett, A. Kuhn, R. Hempelmann, Angew.
Chem. Int. Ed. 2006, 45, 1317.

[13] R. Szamocki, A. Velichko, C. Holzapfel, F. Mcklich, S. Ravaine, P. Garrigue, N. Sojic,
R. Hempelmann, A. Kuhn, Anal. Chem. 2007, 79, 533.

[14] R.W. French, A.M. Collins, F. Marken, Electroanalysis 2008, 20, 2403.

[15] L. Rassaei, R.W. French, R.G. Compton, F. Marken, Analyst (2009) online 4 March,

DOI: 10.1039/6900292h.

Wi|e§/§VCH



O©CoOoO~NOOOPRWN -

ELECTROANALYSIS Page 16 of 17

[16] J.Wang, G. Rivas, J.R. Fernandes, J.L.L. Paz, M. Jiang, R. Waymire, Anal. Chim. Acta
1998, 375, 197.

[17]J. Wang, A.N. Kawde, Anal. Chim. Acta 2001, 431, 219.

[18] J. Wang, A.N. Kawde, A. Erdem, M. Salazar, Analyst 2001, 126, 2020.

[19] J. Wang, R. Polsky, D.K. Xu, Langmuir 2001, 17, 5739.

[20] J. Wang, D.K. Xu, A.N. Kawde, R. Polsky, Anal. Chem. 2001, 73, 5576.

[21] T.M. Herne, M.J. Tarlov, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 8916.

[22] S.O. Kelley, N.M. Jackson, M.G. Hill, J.K. Barton, Angew. Chem. Int. Ed. Eng. 1999, 38,
941.

[23] S.O. Kelley, E.M. Boon, J.K. Barton, N.M. Jackson, M.G. Hill, Nucleic Acids Res. 1999,
27, 4830.

[24] E.M. Boon, D.M. Ceres, T.G. Drummond, M.G. Hill, J.K. Barton, Nat. Biotechnol. 2000,
18, 1096.

[25] E.M. Boon, J.K. Barton, Curr. Opin. Struct. Biol. 2002, 12, 320.

[26] E.L.S. Wong, F.J. Mearns, J.J. Gooding, Sens. Actuator B: Chem. 2005, 111, 515.

[27] E.L.S. Wong, J.J. Gooding, Anal. Chem. 2006, 78, 2138.

[28] J. Wang, Anal. Chim. Acta 2002, 469, 63.

[29] E. Palecek, F. Jelen, Crit. Rev. Anal. Chem. 2002, 32, 261.

[30] J.J. Gooding, Electroanalysis 2002, 14, 1149.

[31] T.G. Drummond, M.G. Hill, J.K. Barton, Nat. Biotechnol. 2003, 21, 1192.

[32] P. de-los-Santos-Alvarez, M.J. Lobo-Castafién, A.J. Miranda-Ordieres, P. Tufién-Blanco,
Anal. Bioanal. Chem. 2004, 378, 104.

[33] G.-U. Flechsig, J. Peter, G. Hartwich, J. Wang, P. Griindler, Langmuir 2005, 21, 7848.
[34] G.-U. Flechsig, J. Peter, K. Voss, P. Griindler, Electrochem. Commun. 2005, 7, 1059.
[35] E. Palecek, M. Fojta, Anal. Chem. 2001, 73, 74A.

[36] E. Palecek, Methods Enzymol. 1992, 212, 139.

Wile%/é\lCH



Page 17 of 17 ELECTROANALYSIS

[37] E. Palecek, E. Lukasova, F. Jelen, M. Vojtiskova, Bioelectrochem. Bioenerg. 1981, 8,
497.

[38] E. Lukasova, F. Jelen, E. Palecek, Gen. Physiol. Biophys. 1982, 1, 53.

O©Co~NOOOPRWN -

10 [39] E. Palecek, M.A. Hung, Anal. Biochem. 1983, 132, 236.

13 [40] E. Lukasova, M. Vojtiskova, F. Jelen, T. Sticzay, E. Palecek, Gen. Physiol. Biophys.

15 1984, 3, 175.

[41] E. Palecek, M. Fojta, F. Jelen, Bioelectrochemistry 2002, 56, 85.

20 [42] P. Kostecka, L. Havran, H. Pivonkova, M. Fojta, Bioelectrochemistry 2004, 63, 245.
22 [43] B. Yosypchuk, M. Fojta, L. Havran, M. Heyrovsky, E. Palecek, Electroanalysis 2006,
o5 18, 186.

27 [44] G.Wang, L.Wu, X.Wang, J. Cheng,W. Yang, Int. Patent Application 2002, WO

29 02/16647 Al.

32 [45] G.-U. Flechsig, T. Reske, Patent 2005, DE 10 2005 039 726 B3.

34 [46] G.-U. Flechsig, T. Reske, Anal. Chem. 2007, 79, 2125.

36 [47] J. Peter, T. Reske, G.-U. Flechsig, Electroanalysis 2007, 19, 1356.

39 [48] M. Fojta, P. Kostecka, M. Trefulka, L. Havran, E. Palecek, Anal. Chem. 2007, 79, 1022.
41 [49] L. Havran, J. Vacek, K. Cahova, M. Fojta, Anal. Bioanal. Chem. 2008, 391, 1751.

[50] M. Bartosik, V. Gajdos, P. Kostecka, M. Fojta, E. Palecek, E. Volkov, T. Oretskaya, T.
46 Hianik, Electroanalysis 2009, 21, 295.

48 [51] S. Fiedler et al., DE Patent application 10 2008 025 833.4-33.

51 [52] J.-F. Huang, I.-W. Sun, Adv. Funct. Mater. 2005, 15, 989-994.

WiIe%ﬂVCH



8. Publikationen 84

8.5 Cathodic adsorptive stripping voltammetric detection of
tRNA by labelling with osmium tetroxide

Electrochemistry Communications, 10,2008, 1614-1616.

Hanna Sopha, Falko Wachholz, Gerd-Uwe Flechsig*

Falko Wachholz war Ansprechpartner wéhrend der gesamten Zeit der Diplomarbeit von
Fr. Dipl.-Chem. Hanna Sopha, deren Thema Gegenstand der folgenden Publikation ist.
Er nahm an Diskussionen beziiglich des Themas redox-markierter RNA Spezies teil und
assistierte wihrend des Verfassens der Diplomarbeit und der Erstellung zugehoriger

Abbildungen.



Electrochemistry Communications 10 (2008) 1614-1616

Contents lists available at ScienceDirect

Electrochemistry Communications

elet?roch_emist:y

communications

journal homepage: www.elsevier.com/locate/elecom —

Cathodic adsorptive stripping voltammetric detection of tRNA by labelling

with osmium tetroxide
Hanna Sopha, Falko Wachholz, Gerd-Uwe Flechsig *

Department of Chemistry, University of Rostock, Dr.-Lorenz-Weg 1, D-18051 Rostock, Germany

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 17 July 2008

Received in revised form 10 August 2008
Accepted 12 August 2008

Available online xxxx

Keywords:

tRNA

ssDNA

Osmium tetroxide bipyridine
Adsorptive stripping voltammetry, AdSV
Hanging mercury drop electrode, HMDE

This communication reports about adsorptive stripping voltammetric determination of baker's yeast
tRNA that was modified with the complex osmium tetroxide bipyridine. The uracil and cytosine bases
are able to react with [OsO4(bipy)] within 2 h. We observed a 42 fold higher sensitivity for the catalytic
Os peak on the hanging mercury drop electrode (HMDE) compared with an [OsO4(bipy)] modified 20

base ssDNA. We found a 0.27 pg/l detection limit for [OsO4(bipy)] tRNA. A linear calibration function
was observed up to 3 pg/l. The effect of accumulation potential was very small. These findings possibly
indicate a strong adsorption on the HMDE. Such labelling of tRNA with [OsO4(bipy)] holds great promise
for future biosensor application regarding the detection of other RNA species.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Nucleic acids can be detected electrochemically in several ways.
The electrochemical activity of DNA on mercury electrodes had
been discovered by Palecek 50 years ago [1]. Most of the electrode
reactions of nucleic acids are irreversible. Fortunately nucleic acids
can be modified with labels such as osmium tetroxide complexes
and ferrocene that deliver large reversible electrochemical signals.
Palecek et al. showed that osmium tetroxide complexes with or
ganic ligands such as bipyridine can be utilized as versatile tools
for studying the structure of double strands as well as sensitive
detection of nucleic acids [2 5]. The complex [OsO4(bipy)] attacks
the C C double bond in the pyrimidine bases thymine, uracil and
cytosine forming a substituted glycol diester of osmium(VI) acid
[6,7]. Labelling of DNA strands of any length can be easily per
formed in the laboratory, which is an important advantage of this
approach. However, such Os modified DNA strands are unable to
form double strands. Sequence specific DNA detection by means
of osmium tetroxide labels has been conducted at separate sur
faces, including magnetic beads and mercury, carbon or amalgam
electrodes (“two surface strategy”) [8 12].

Recently, we reported on how protective oligonucleotide
strands can be utilized for labelling thymine containing nucleic
acids with [OsO4(bipy)] without losing their ability for hybridiza
tion with immobilized probes [13,14]. Fojta et al. have reported
about the use of protective oligonucleotides for the preparation

* Corresponding author. Tel.: +49 381 4986470; fax: +49 381 4986461.
E-mail address: gerd-uwe.flechsig@uni-rostock.de (G.-U. Flechsig).

1388-2481/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.elecom.2008.08.014

of osmium tetroxide labelled reporter strands by means of mag
netic separation [15]. We have recently demonstrated that protec
tive strands can also be applied to detect the products of
polymerase chain reactions (PCR) [16].

To our knowledge, considerably less has been reported about
the electrochemical detection of osmium tetroxide modified
RNA. As Palecek et al. reported, artificial RNA consisting of either
poly(rU) or poly(rC) is able to react with osmium tetroxide com
plexes and yields large polarographic signals. The catalytic signals
at 1.2V in the case of osmium tetroxide modified cytosine are
twice as high in comparison with the uracil product [3]. Uracil re
places thymine in all RNA variants. Besides this, also the cytosine in
RNA reacts with osmium tetroxide complexes. However, the reac
tion rate of cytosine is 10 times slower compared with thymine [7].
The reaction products of cytosine, thymine and uracil with several
osmium(VIII) reagents have already been isolated [17]. The result
ing cytosine glycol osmates(VI) can be transformed by deamina
tion to the regarding uracil product. Terminal ribose in RNA can
react with osmate(VI) forming sugar esters [7]. This reaction has
been used for the stripping voltammetric detection and discrimi
nation of thymine deoxyriboside and (artificial) thymine riboside
as well as for end labelling of RNA [18]. Osmium tetroxide bipyri
dine has been utilized to perform X ray diffraction analysis of tRNA
[19,20]. Besides cathodic voltammetric studies at mercury elec
trodes, there are several reports on anodic tRNA stripping detec
tion by guanine oxidation on carbon electrodes [21 23].
Electrochemistry of nucleic acids has been reviewed [24].

Here, we demonstrate how ppt traces of yeast tRNA can be
determined by labelling with osmium tetroxide bipyridine
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followed by adsorptive stripping voltammetry (AdSV) on hanging
mercury drop electrodes (HMDE).

2. Experimental
2.1. Materials

2,2’ Bipyridine was delivered by Merck and osmium tetroxide
as a 2% aqueous solution by Fluka. Tris buffer (10 mM tris(hydroxy
methyl) aminomethane (“Tris”), 0.5 M Na,SO,4) was adjusted to pH
7.5. Transfer ribonucleic acid from baker’s yeast (tRNA) catalogue
no. R 8759 has been delivered by Sigma Aldrich. Single stranded
20 mer DNA (ssDNA) was delivered by FRIZ Biochem GmbH (Mu
nich, Germany) and had the following sequence: 5 CGA TTT TGT
CGA CTC TCA TC 3'. Stock solutions (444 mg/l) were prepared in
acetate buffer (0.1 M, pH 4.8). Tris and sodium sulphate were ob
tained from Fluka and Riedel de Haén. Ultra pure water
(18 MQ cm, <2 ppb TOC) was prepared by means of an ultra clear
TOC system (SG Water Systems, Germany) comprising ultra filtra
tion and UV oxidizing modules. All chemicals were of analytical
grade. Buffer solutions, beakers and pipette tips were autoclaved
twice prior to use.

2.2. Labelling with osmium tetroxide bipyridine

We dissolved 2 mg tRNA in 1 ml acetate buffer (pH 4.8). Then
we added to 50 pl of this solution 27.5 pl 10 mM [OsOg4(bipy)]
and left the mixture for 8 h at 4 °C. In the next step we removed
excess osmium tetroxide bipyridine by dialysis against Tris buffer
(pH 7.5) [16]. The purified solution of [OsO4(bipy)] tRNA was di
vided in 10 ul aliquots. For enhanced purification, we repeated
the dialysis step with fresh Tris buffer for another 16 h.

2.3. Electrochemical detection of [0sO4(bipy)] tRNA and [OsO4(bipy)]
ssDNA

All adsorptive stripping voltammetric (AdSV) experiments have
been performed at a HMDE by means of a 797 VA Computrace
polarograph from Metrohm (Switzerland). The 20 ml electrochem
ical cell comprised also an Ag/AgCl (3 M KCl) reference and a plat
inum counter electrode (Metrohm).

The AdSV experiments were conducted by adsorptive accumu
lation of the [0sO4(bipy)] tRNA or [0sO4(bipy)] ssDNA at the given
potential and for the given time, followed by a differential pulse
voltammetric stripping step. All voltammetric experiments were
performed at room temperature (22 °C). All concentration values
relate to the unmodified nucleic acid. The limit of detection was

A
a l 100nA
b
c
d
M 1 M 1
-0.90 110 1.30 -1.50
E/V

1615

determined graphically from the calibration plot and its prediction
band using Origin 7.5 software.

3. Results and discussion

We compared the AdSV response of [OsO4(bipy)] tRNA and
ssDNA. Fig. 1B displays adsorptive DPV stripping signals of
[0sO4(bipy)] tRNA in the concentration range between 0 and
21.4 ngfl (curves a d). The complete modification and AdSV proto
col was conducted with a blank buffer (a) to control, whether ex
cess osmium tetroxide was still present after the dialysis step.
We found that a single dialysis effectively removed the excess re
agent; however, a change of dialysis buffer in between signifi
cantly enhanced the removal of excess osmium tetroxide
complexes. Adsorptive stripping voltammetry of [0sO4(bipy)]
tRNA on the HMDE was some 42 fold more sensitive compared
with [0sO4(bipy)] ssDNA (Fig. 1A). We relate here to the mass con
centration of the unmodified nucleic acids and compare the DPV
response of 366 g/l ssDNA with 21.4 pg/l tRNA in Fig. 1A d and
B d, respectively. Note also the different scales. Although we chose
a 20 mer oligo ssDNA for comparison with tRNA, which has 80
bases in average, these preliminary results clearly show, that
RNA can be modified with osmium(VIII) complexes (in analogy
to DNA). It can be assumed that all pyrimidine bases of a single
stranded nucleic acid are modified at longer modification time.
Fig. 2 exhibits the effect of the deposition time upon AdSV sig
nals at different concentrations of [0sO4(bipy)] tRNA. We found an
optimal deposition time of 45 s. At longer deposition time, the sig
nals started to decrease significantly. This effect was very similar at
three different analyte concentrations between 7.14 and 21.4 pg/l.
Palecek et al. observed similar behaviour for osmium tetroxide
modified ssDNA only at much higher analyte concentration
[4,12]. It can be assumed that the AdSV signals of osmium tetrox
ide modified ssDNA and tRNA decrease at high concentrations or
deposition times due to the high coverage. The reason for this com
plex behaviour is still unclear. One possibility is stronger adsorp
tion of tRNA perhaps due to the ribose, which has one more
hydroxyl group than deoxyribose in DNA. Fig. 3 exhibits the effect
of accumulation potential upon the AdSV signals of [0sO4(bipy)]
tRNA at two different concentrations. The effect was slightly higher
at 14.3 compared with 7.14 pg/l. In general, the AdSV signals de
crease upon increasing negative potentials. This can probably be
addressed to the rising electrostatic repulsion of the negatively
charged phosphate groups in the nucleic acids. Also Palecek et al.
observed such an effect for osmium tetroxide modified ssDNA,
which was, however, considerably stronger [4,12]. Besides the
higher sensitivity, the small effect of accumulation potential upon
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Fig. 1. Differential pulse voltammetric stripping signals of [0sO4(bipy)]-modified nucleic acids in acetate buffer; (A) ssDNA, (a) blank, (b) 122, (c) 244, (d) 366 pg/l; and (B)
tRNA, (a) blank, (b) 7.14, (c) 14.3, (d) 21.4 ng/l; deposition time 60 s, deposition potential —0.9 V, pulse amplitude 50 mV, pulse time 40 ms, potential step 10 mV, sweep rate

20 mV/s.
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Fig. 2. Effect of the deposition time upon the DPV stripping signals of [OsO4(bipy)]-
tRNA at (a) 7.14, (b) 14.3, (c) 21.4 pg/l; the other conditions have been the same as
in Fig. 1.
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Fig. 3. Effect of the deposition potential upon the adsorptive stripping voltammet-
ric response of [0sO4(bipy)]-tRNA at (a) 7.14 and (b) 14.3 pg/l tRNA; deposition
time 15 s; the other conditions have been the same as in Fig. 1.
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Fig. 4. Calibration plot of [OsO4(bipy)]-tRNA at 45 s deposition time; The LOD of
0.27 pg/l has been obtained using the prediction band of the calibration plot.
Deposition potential —0.2 V, pulse amplitude 40 mV, pulse time 30 ms, potential
step 10 mV, sweep rate 20 mV/s.

the tRNA signals is perhaps another hint for strong tRNA adsorp
tion on the HMDE. Further study is needed to answer this question.

Fig. 4 depicts a linear calibration plot in the lowest possible con
centration range (0 3 pg/l) for [0sO4(bipy)] modified tRNA at 45 s
deposition time. A 0.27 pg/l limit of detection (LOD) could be
graphically estimated from the calibration plot and its prediction
band (p = 95%). Palecek and Hung found a 5 pg/l LOD for a long
chained [OsO4(bipy)] ssDNA at 120s deposition time [4]. The
calibration functions at 15, 45 and 180 s deposition time were
not linear in the range between 7 and 36 pg/l (data not shown).
Also these findings possibly indicate a stronger adsorption of
[0sO4(bipy)] tRNA on mercury in comparison with [OsO4(bipy)]
ssDNA.

4. Conclusions

We have demonstrated that tRNA from yeast can be easily mod
ified with the electroactive complex [0sO4(bipy)]. This allows for
highly sensitive adsorptive stripping voltammetric determination
of tRNA on the HMDE with a 0.27 pg/l limit of detection using
the catalytic osmium peak at 1.2 V. The linear calibration plot
ranges up to 3 pg/l. In comparison with a [0sO4(bipy)] modified
20 base ssDNA, we suppose a much stronger adsorption for
[0sO4(bipy)] tRNA on the HMDE.

Such covalent labelling of native RNA holds great promise for
future electrochemical biosensor applications regarding other
RNA species such as mRNA and miRNA.
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