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Halbleiternanopartikel-modifi zierte Elektrode 
zum Nachweis von Substraten von NADH-abhängigen 
Enzymreaktionen

Kirsten Schubert, Waqas Khalid, Zhao Yue, Wolfgang J. Parak, Fred Lisdat

Zusammenfassung

Es wurde ein Elektrodensystem entwickelt, das aufbau-

end auf Halbleiternanopartikeln (so genannte Quan-

tenpunkte) die sensitive Detektion des Enzymkofaktors 

NADH (nicotinamide adenine dinucleotide) erlaubt. 

Kolloidale halbleitende CdSe/ZnS-Nanokristalle sind 

durch ein Dithiol über Chemisorption an Gold gebun-

den. Das Stromsignal kann durch die Beleuchtung der 

Quantenpunkt modifi zierten Oberfl äche beeinfl usst wer-

den. Durch Photoanregung entstehen Elektron-Loch-

Paare in den Nanopartikeln, die als anodischer oder ka-

thodischer Photostrom detektiert werden können. Die 

Immobilisierung der Nanokristalle ist durch amperome-

trische Photostrom- und Quarzmikrowaage-Messungen 

(quartz crystal microbalance) verifi ziert.

Diese Studie zeigt, dass CdSe/ZnS-Quantenpunkt-

modifi zierte Elektroden eine konzentrationsabhängige 

NADH-Detektion im Bereich von 20μM bis 2mM bei re-

lativ niedrigem Potential (um 0V vs Ag/AgCl, 1 M KCl) 

ermöglichen. Somit können solche Elektroden in Kom-

bination mit NADH-produzierenden Reaktionen für die 

lichtgesteuerte Analyse der entsprechenden Substrate 

des Biokatalysators genutzt werden. Es wird gezeigt, dass 

mit einem solchen Elektrodensystem und Photostrom-

messungen ein Glukosenachweis möglich ist. 

Abstract

An electrode system based on semiconductive nano-

particles (so called quantum dots) was developed 

which allows the sensitive detection of the enzyme 

cofactor NADH (nicotinamide adenine dinucleotide). 

Colloidal semiconductive CdSe/ZnS nanocrystals are 

bound to gold via a dithiol compound by chemisorp-

tion. The current signal can be infl uenced by illu-

mination of the quantum dot-modifi ed electrode 

surface. Because of photoexcitation electron-hole-

pairs are generated in the nanoparticles which can 

be detected as anodic or cathodic photocurrent. 

The immobilisation of the nanocrystals is verifi ed by 

photocurrent and quarz crystal microbalance (QCM) 

measurements. 

This study shows that CdSe/ZnS-quatum dot-mod-

ifi ed electrodes provide a concentration-dependent 

detection of NADH in the range of 20μM up to 2mM 

at relatively low overpotentials (around 0V vs Ag/

AgCl, 1 M KCl). Such electrodes can be used in com-

bination with NADH-producing reactions for the light-

triggered analysis of the corresponding substrate of 

the biocatalyst. The detection of glucose with such an 

electrode system and photocurrent measurements is 

shown. 

1  Einleitung

Die Nanostrukturierung von Oberfl ächen ist schon 

seit einigen Jahren ein intensiv untersuchtes Wissen-

schaftsfeld. Nanostrukturierte Bausteine können ver-

besserte Eigenschaften wie erhöhte katalytische Aktivi-

tät oder Sensitivität aufweisen. (Katz et al. 2004; Wang 

2005) Kleine und defi nierte Strukturen können durch 

verschiedene Ansätze erreicht werden, z. B. durch mo-

lekulare Selbstorganisation, dünne Polymerschichten 

und/oder Nanopartikel. (Lisdat et al. 2009; Willner et al. 

2007; Xiao et al. 2008) 

Wegen ihrer Größe besitzen Nanopartikel andere 

physikalische Eigenschaften im Vergleich zu ihren Vo-

lumenmaterialien. Daher kommen sie zunehmend in 

analytischen Detektionssystemen und Sensoren zur 

Anwendung. (Katz et al. 2004; Wang 2005; Willner et 

al.2007; Lin et al. 2007; Gill et al. 2008) Neben metal-

lischen Nanopartikeln und Kohlenstoffnanoröhren 

haben auch halbleitende Nanopartikel erhebliches 

Interesse erweckt. Aufgrund ihrer einzigartigen pho-

tophysikalischen Eigenschaften sind solche Quanten-

punkte als optische Marker in der Biosensorik geeignet. 
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Sie besitzen hohe Fluoreszenz-Quantenausbeute, grö-

ßenabhängige Lumineszenzeigenschaften und eine 

erheblich größere Stabilität gegen Photobleichung im 

Vergleich zu organischen Fluorophoren. (Chan et al. 

2002; Brus 1991) Verschiedene Synthesewege und che-

mische Oberfl ächenmodifi zierungen mit unterschied-

lichen Liganden ermöglichen die effektive Kopplung 

von Quantenpunkten mit Biomolekülen und Oberfl ä-

chen und zur Entwicklung von Hybridsystemen. (Gill 

et al. 2008; Chan et al. 2002; Pellegrino et al. 2005) 

Diese Merkmale und die ähnlichen Ausmaße von halb-

leitenden Nanokristallen im Vergleich zu Biomole-

külen haben zur Anwendung als photonische Marker 

in bioanalytischen Systemen geführt. Somit wurden 

Quantenpunkte schon in vielfältigen biologischen Er-

kennungssystemen (Klostranec et al. 2006) verwendet, 

wie z. B. Immunoassays (Goldman et al. 2004) oder die 

Detektion von Nukleinsäuren. (Gerion et al. 2003) 

Halbleitende Nanokristalle haben außerdem einzig-

artige elektronische Eigenschaften. Photogenerierte 

Exzitonen können mit Elektrodenoberfl ächen elek-

trisch kommunizieren, was zu einem anodischen oder 

kathodischen Photostrom führt. Angeregte Leitungs-

band-Elektronen der Quantenpunkte können zur Elek-

trode oder einem Elektronenakzeptor in Lösung trans-

portiert werden. Elektronen können ebenso von einer 

Elektrode oder einem gelösten Elektronendonor zu Va-

lenzbandlöchern in Quantenpunkten transferiert wer-

den. Daher kann eine Quantenpunktschicht zwischen 

der Elektrode und einem Redoxsystem für eine licht-

gesteuerte Auslese der Elektronentransferreaktionen 

mit der Elektrode genutzt werden. Bis jetzt wurden nur 

wenige solcher Systeme entwickelt und untersucht. Ein 

Beispiel sind Quantenpunkt-DNA-Hybridsysteme für 

die DNA-Detektion und die Konstruktion von organi-

sierten Nanostrukturen. (Katz et al. 2004; Willner et al. 

2001; Freeman et al. 2007) Die Interaktion von immo-

bilisierten halbleitenden Nanokristallen mit Proteinen 

wurde ebenfalls schon in einigen elektrochemischen 

Studien gezeigt. Die elektrochemische Reaktion von 

oberfl ächenfi xierten Quantenpunkten mit redoxakti-

ven Proteinen wie Cytochrom c kann den Photostrom 

beeinfl ussen, wie in einer unserer vorherigen Arbeiten 

gezeigt wurde. (Stoll et al. 2006) Zusätzlich wird dieser 

Photostrom durch die Interaktion von Cytochrom c mit 

Superoxidradikalen (Stoll et al. 2008) oder auch Laktat-

dehydrogenase und Nitratdehydrogenase in Lösung 

(Katz et al. 2006) kontrolliert. Eine enzymatische Reak-

tion kann auch durch die Detektion des katalytischen 

Produktes an der nanopartikelmodifi zierten Elektrode 

beobachtet werden. (Pardo-Yissar et al. 2003) 

Die Beteiligung von NADH bei Reaktionen von über 

300 Dehydrogenasen macht es zu einem interessanten 

Kandidaten für die amperometrische Verfolgung dieser 

Reaktionen. (Katakis et al. 1997) Seine elektrochemi-

sche Detektion kann als Grundlage für die Entwicklung 

von elektrochemischen Biosensoren genutzt werden. 

Das Redoxpotential von NADH/NAD+ liegt bei –0.32 V 

vs SHE. Für die elektrochemische Oxidation von NADH 

an unbehandelten Elektroden ist eine Überspannung 

von mehr als 1 V notwendig. (Gorton 1986) In diesem 

Potentialbereich sind aber auch viele andere redoxakti-

ve Substanzen oxidierbar. Ein weiteres großes Problem 

ist die Vergiftung der Elektrodenoberfl äche während 

des Oxidationsprozesses von NADH aufgrund der Bil-

dung von Dimeren oder stabiler Addukte mit den Reak-

tionsintermediaten. (Jaegfeldt 1981) Um diesen Proble-

men zu begegnen, wurden verschiedene Methoden zur 

Vorbehandlung der Elektrodenoberfl äche entwickelt. 

(Blaedel et al. 1975; Lau et al. 2005; Nagy et al. 1995; 

Munteanu et al. 2002) Eine viel versprechende Varian-

te ist die Modifi kation der Oberfl äche mit niedermole-

kularen Mediatoren wie mono-oder polyaromatische 

Verbindungen. (Katakis et al. 1997; Persson et al. 1990; 

Prodromidis et al. 2002; Fukuzumi et al. 1984) In neue-

ren Studien wurde die Verwendung von Nanopartikeln 

als Elektrokatalysator für die Oxidation von NADH de-

monstriert. (Raj et al. 2005) 

In dieser Arbeit wollen wir die Anwendungsmöglich-

keit von Quantenpunkten für den NADH-Nachweis zei-

gen – basierend auf der Immobilisierung von CdSe/ZnS-

Nanokristallen auf Goldelektroden. Die Quantenpunkte 

bilden auf der Elektrode eine photoschaltbare Zwischen-

schicht, die die räumliche Auslese der Sensoroberfl äche 

ermöglicht. Das bietet weiterhin die Basis für die Kombi-

nation der CdSe/ZnS-Elektrode mit NADH-produzieren-

den Enzymreaktionen für die lichtgesteuerte Detektion 

der entsprechenden Enzymsubstrate. Es wird gezeigt, 

dass mit solch einem Elektrodensystem eine Glukose-

detektion durch Photostrommessungen möglich ist. 

Experimenteller Teil 

Materialien

1,4-Benzendithiol (BDT) wurde von Alfa Aesar (Karlsru-

he, Dtl.) bezogen. Chloroform, Toluen, Methanol, alle 

Puffersalze, Pyrroloquinolinquinon (PQQ), N-Ethyl-
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N’-(3 dimethylaminopropyl)carbodiimidhydrochlorid 

(EDC) und Glukosedehydrogenase (EC 1.1.1.47, GDH) 

aus Pseudomonas sp. wurden bei Sigma-Aldrich (Tauf-

kirchen, Dtl.) gekauft und ohne weitere Reinigung ver-

wendet. Alle wässrigen Lösungen wurden mit destillier-

tem Wasser hergestellt (18 MΩ, Millipore GmbH, Dtl.). 

Die CdSe/ZnS-Nanopartikel wurden gemäß einer zu-

vor schon beschriebener Prozedur synthetisiert. (Reiss 

et al. 2002; Dabbousi et al. 1997) Nach der Synthese 

wurden die Quantenpunkte mit Trioctylphosphinoxid 

(TOPO) belegt und in Chloroform gelöst. Gemäß der 

Tabelle von Yu et al. haben sphärische TOPO-beschich-

tete CdSe (und damit in Annäherung auch BDT-be-

schichtete CdSe/ZnS) mit einem Absorptionsmaximum 

bei 518 nm einen Extinktionskoeffi zienten von 70000 

M-1 cm-1 und einen Durchmesser (inorganischer CdSe/

ZnS-Teil) von 2,5 nm. (Yu et al. 2003) 

Elektrodenpräparation

Zur Reinigung wurden die Au-Elektroden (BASi, UK) mit 

Al2O3-Pulver mit abnehmender Korngröße (1 μm, 0.05 

μm) jeweils 4 min poliert. Danach wurden sie voltam-

metrisch in 1 M NaOH (−800 mV to +200 mV vs Ag/

AgCl, 1 M KCl, Scanrate 300 mV s-1) und in 0,5 M H2SO4 

(−250 mV to +1,75 V vs Ag/AgCl, 1 M KCl, Scanrate 300 

mV s-1) gereinigt. Zwischendurch wurden die Elektro-

den mit destilliertem Wasser abgespült und nach dem 

letzten Reinigungsschritt zusätzlich mit Ethanol. 

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Quan-

tenpunkte zuerst mit einem Dithiol modifi ziert und da-

nach auf einer Goldelektrode immobilisiert (Au-[QD-

BDT]). Für den Ligandenaustausch wurden 5 μM CdSe/

ZnS-Nanokristalle mit 100 mM 1,4-Benzendithiol in 

Chloroform bei 40 °C und Schütteln für 3 Stunden in-

kubiert. Nach Zugabe von Methanol mit einem Volu-

menverhältnis von 1:1 wurde die Lösung bei 1000 U/

min für 9 min abzentrifugiert. Die Nanokristalle wur-

den in Toluen resuspendiert. 

Frisch gereinigte Goldelektroden wurden mit Ben-

zendithiol-beschichten CdSe/ZnS-Nanokristallen bei 

Raumtemperatur für 24 Stunden inkubiert. Die Quan-

tenpunktlösung wurde in einem Eppendorfgefäß auf 

der Elektrode platziert. Die Elektroden wurden wäh-

rend der Inkubation geschüttelt. Nach der Inkubation 

wurden die Goldelektroden mit Toluen abgespült, um 

schwach gebundene Nanokristalle zu entfernen. 

Für die Immobilisierung von TOPO-beschichteten 

CdSe/ZnS-Nanokristallen wurden die Goldelektroden 

zuerst mit Benzendithiol in Chloroform bei 40 °C für 3 

Stunden inkubiert und mit Chloroform danach abge-

spült. Dann wurden die BDT-modifi zierten Goldelektro-

den mit TOPO-beschichteten CdSe/ZnS-Nanokristalllö-

sung in Chloroform bei Raumtemperatur für 24 Stunden 

inkubiert. Die Nanokristalllösung wurde auf der Elek-

trode platziert. Die Elektroden wurden während der 

Inkubation ebenfalls geschüttelt. Nach der Inkubation 

wurden die Goldelektroden mit Chloroform abgespült, 

um schwach gebundene Nanokristalle zu entfernen. 

QCM-Chips (ICM, USA) mit einer Resonanzfrequenz 

von 10 MHz (Durchmesser 5,1 mm) wurden mit Piran-

halösung (H2O2 : H2SO4 1:2 v/v) für 10 min gereinigt und 

mit destilliertem Wasser und Ethanol abgespült. Für die 

Modifi zierung der QCM-Chips wurde die gleiche Pro-

zedur verwendet wie für die Goldelektroden beschrie-

ben. Die Inkubationsschritte wurde in einer Batchzelle 

durchgeführt. 

Für die Modifi kation des Elektrodensystems (Au-

[QD-BDT]) mit dem Mediator Pyrroloquinolinquinon 

(PQQ) wurde der Mediator an die BDT-modifi zierten 

Quantenpunkte gekoppelt. Dafür wurden die Quanten-

punkt-modifi zierten Goldelektroden (Au-[QD-BDT]) 

mit 2,85 mM PQQ / 10 mM EDC in 10 mM HEPES (N-[2-

Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfonsäure]), pH 7 

für 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 

wurden die Elektroden mit 100mM HEPES gewaschen. 

Messungen

Größe und Konzentration der Quantenpunkte wurde 

mit Hilfe eines UV-vis-Spektrometers (Beckman Coul-

ter, Dtl.) gemäß einer Kalibrationstabelle bestimmt. (Yu 

et al. 2003) Der Extinktionskoeffi zient je Mol der Nano-

kristalle beim ersten exzitonischen Absorptionspeak für 

hochreine CdTe-, CdSe-und CdS-Nanokristalle ist stark 

abhängig von der Größe der Nanokristalle (quadrati-

sche bis kubische Abhängigkeit). (Yu et. al. 2003) Für die 

Messungen wurden Nanokristalle verwendet, die entwe-

der durch überwachte Verfahren gereinigt oder durch 

kontrollierte Ätzmethoden präpariert wurden. Die Art 

der Oberfl ächenliganden, der Refraktionsindex des Lö-

sungsmittels, die Photolumineszenz-Quantenausbeute 

der Nanokristalle, die für die Synthese verwendete Me-

thode und die Temperatur bei den Messungen haben 

alle keinen detektierbaren Einfl uss auf den Extinktions-

koeffi zient für eine bestimmte Nanokristallgröße inner-

halb des experimentellen Fehlers. 

QCM-Experimente wurden mit einem Multilab 3900 

(J. Kitlička, Tscheschiche Republik) unter trockenen Be-

dingungen durchgeführt. 
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Elektrochemische Experimente wurden mit einem 

Potentiostaten CHI 1205 (CH Instruments, USA) in ei-

ner selbstgebauten elektrochemischen Messzelle mit ei-

ner 3-Elektrodenanordnung durchgeführt. Eine Ag/Ag-

Cl-Elektrode (1M KCl, Microelectrodes Inc., USA) wurde 

als Referenzelektrode verwendet, ein Platindraht als Ge-

genelektrode. Das Volumen der Messzelle beträgt 2 ml. 

Gegenüber der Arbeitselektrode ist ein Lichtwellenleiter 

fi xiert, der die Beleuchtung der ganzen Arbeitselektrode 

in einem defi nierten Abstand (1 cm) ermöglicht. Eine 

150 W Xe-Bogenlampe von LOT Oriel (Darmstadt, Dtl.) 

wurde als Lichtquelle verwendet. Lichtpulse wurden 

manuell durch das Öffnen und Schließen einer Apertur 

erzeugt. 

Für die elektrochemischen Messungen wurden 

Stammlösungen mit 200 mM NADH, 200 mM NAD+ 

und 50 U der Glukosedehydrogenase in 100 mM HE-

PES-Puffer (pH 8) frisch prepariert. Eine Stammlösung 

mit 200 mM Glukose in 100 mM HEPES (pH 8) wurde 

einen Tag vor den Messungen präpariert und bei 5 °C 

gelagert, um eine Gleichgewicht der Mutarotation ein-

zustellen. Kleine Mengen der Stammlösung wurden in 

die Messlösung injiziert, um die entsprechende End-

konzentration zu erhalten. Die Messungen wurden in 

100 mM HEPES (pH8) unter Rühren durchgeführt. 

Ergebnisse und Diskussion 

Immobilisierung der Quantenpunkte

Für die Immobilisierung der CdSe/ZnS-Nanokristalle 

wurden deren organische Liganden aus der Synthese 

gegen 1,4-Benzendithiol (BDT) ausgetauscht. Die Ver-

wendung eines kleinen Dithiols bietet zum einen die 

Möglichkeit, in einem ersten Schritt den ursprüngli-

chen Liganden – Trioctylphosphinoxid (TOPO) – aus-

zutauschen, zum anderen aber auch im zweiten Schritt 

die Bindung der Nanokristalle auf der Goldoberfl äche 

der Elektrode über Chemisorption sicherzustellen (Au-

[QD-BDT]). Das Prinzipschema der Immobilisierung ist 

in Abbildung 1 dargestellt. 

Der Nachweis für die erfolgreiche Abscheidung der 

Quantenpunkte auf der Elektrode erfolgt im einfach-

sten Fall durch eine Photostrommessung, wie in Abbil-

dung 1 (II) gezeigt. Die Intensität und Richtung dieses 

Photostroms hängen vom angelegten Potential ab und 

sind ähnlich zu einem Quantenpunkt-Elektrodensys-

tem, das schon für die Interaktion mit Cytochrom c 

beschrieben wurde. (Stoll et al. 2008) Die Richtung des 

Photostroms wechselt in Abhängigkeit des verwende-

ten Puffers und des pH-Wertes bei einem Potential zwi-

schen +100 und +300 mV (vs Ag/AgCl, 1 M KCl). 

Um nachzuweisen, dass der Photostrom auf die Ei-

genschaften der Quantenpunkte zurückzuführen ist, 

wurde die Abhängigkeit des Stromes von der Wellen-

länge des Lichtes untersucht. (Stoll et al. 2008) Der Pho-

tostrom der Quantenpunkt-modifi zierten Elektrode 

folgt mit einem Peakstrom zwischen 520 und 540 nm 

eindeutig dem Absorptionsspektrum der CdSe/ZnS-

Partikel. Somit ist der gemessene Strom ein Resultat der 

Elektron-Loch-Paar-Generierung innerhalb der CdSe/

ZnS-Nanopartikel. 

Es muss erwähnt werden, dass an einer blanken Gold-

elektrode kein Photostrom messbar ist. Jedoch wird 

nach der Quantenpunkt-Immobilisierung bei einem 

Abb. 1: (I) Prinzip der Immobilisierung der CdSe/ZnS-Quantenpunkte 

auf Gold über den Liganden 1,4-Benzendithiol (Au-[QD-BDT]); 

(II) Änderung der Stromantwort durch Beleuchtung der Elektrodenober-

fl äche, (---) unmodifi zierte Goldelektrode, (—) Quantenpunkt-modifi -

zierte Goldelektrode 

(I)

(II)
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angelegten Potential von +50 mV vs Ag/AgC, 1 M KCl 

ein negativer Photostrom in der Größenordnung von 

8 nA beobachtet. 

Die Stabilität des Photostroms wurde bei dem glei-

chen Potential getestet. Während der ersten Lichtpulse 

steigt der Photostrom an (siehe Abbildung 2) und bleibt 

danach fast stabil. Sogar nach 1 Stunde durchgehender 

Beleuchtung der Elektrodenoberfl äche kann nur ein 

Abfall von etwa 10 % festgestellt werden. Hier muss er-

wähnt werden, dass für die lichtgesteuerte Auslese eine 

Elektrodenbeleuchtung von 5 – 10 s ausreichend ist. Die 

beschriebene Immobilisierungsstrategie bietet somit in 

der getesteten Zeitperiode eine stabile photoschaltbare 

Schicht. 

Abb. 2: Entwicklung der Photostromantwort von Au-[QD-BDT] für wie-

derholte Lichtpulse in 100 mM HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-

[2-ethansulfonsäure]) pH8 bei +50 mV (vs Ag/AgCl, 1 M KCl) 

Die Immobilisierung der Quantenpunkte wurde 

unabhängig durch QCM-Messungen (quartz crystal 

microbalance) verifi ziert. Dafür wurden CdSe/ZnS-Na-

nokristalle auf dem Goldfi lm des Quarzkristalls (f0 = 10 

MHz) aufgebracht. Die Frequenzverschiebung beträgt 

etwa –225 Hz mit einer Standardabweichung von 15 % 

(n = 6) für die Immobilisierung der Quantenpunkte auf 

diesen Chips. Wenn wir eine ähnliche Situation für die 

Goldelektroden wie für QCM-Chips annehmen, lässt 

sich näherungsweise eine Oberfl ächenkonzentration 

der Quantenpunkte bestimmen. Das Molekulargewicht 

der CdSe/ZnS-Nanokristalle ist jedoch leider nicht ge-

nau bekannt, vor allem in Hinsicht darauf, dass die ex-

akte Menge und Zusammensetzung der Oberfl ächenli-

ganden noch nicht bestimmt wurde. Daher variieren die 

Werte zwischen verschiedenen Studien erheblich. (Ko-

moto et al. 2006; Striolo et al. 2002) Wenn für die CdSe/

ZnS-Nanokristalle von einer Kugel mit 2,5 nm Durch-

messer (ohne Ligand) und einer BDT-Schicht mit 10 – 

20 Molekülen/nm2 ausgegangen wird, kann anhand der 

Dichte von CdSe das Molekulargewicht mit etwa 50 000 

bis 80 000 g mol-1 abgeschätzt werden. Mit einer Mas-

senänderung von 4,4 ng Hz-1 cm-2 bei der QCM-Messung 

kann eine Oberfl ächenkonzentration im Bereich von 10 

bis 20 pmol cm-2 und damit eine Bedeckung der Elektro-

de mit etwa einer Monolage bestimmt werden. 

Elektrokatalytische Oxidation von NADH

In Anwesenheit von NADH kann eine deutliche Ände-

rung des Photostroms beobachtet werden. Die NADH-

Detektion ist in einem relativ weiten Potentialfenster 

möglich. Für ein Elektrodenpotential, bei dem unter 

Beleuchtung kein Photostrom detektiert werden kann, 

erscheint nach Zugabe von NADH in die Messlösung ein 

anodischer Photostrom. Bei einem positiveren Potenti-

al erhöht sich der anodische Photostrom deutlich nach 

Zugabe von NADH (siehe Abbildung 3 (I)). Elektronen 

werden offensichtlich vom NADH zur angeregten Quan-

tenpunktschicht unter Beleuchtung transportiert. 

Abb. 3: Änderung des Photostroms für Au-[QD-BDT] durch Zugabe von NADH (a: ohne, b: mit 200 μM NADH), 100 mM HEPES pH8; angelegte Poten-

tiale waren bei (I) +300 mV, (II) +100 mV, (II) +210 mV (vs Ag/AgCl, 1 M KCl) 
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Bei Potentialen bei denen ein kathodischer Photostrom 

generiert wird (vor allem unterhalb +100mV vs Ag/

AgCl, 1 M KCl), verringert sich dieser Strom in Anwe-

senheit von NADH (siehe Abbildung 3 (II)). Das deutet 

daraufhin, dass Elektronen, die von der Elektrode zu 

den Nanokristallen übertragen werden, mit Elektronen 

vom NADH konkurrieren. Letztlich kann sogar bei ei-

nem entsprechenden Potential ein kathodischer Pho-

tostrom in einen anodischen übergehen, wie in Abbil-

dung 3 (III) gezeigt. 

In allen Fällen kann die Anwesenheit von NADH 

in der Lösung durch eine Änderung des Photostroms 

nachgewiesen werden. Im Bereich von –100 mV bis 

+200 mV (vs Ag/AgCl, 1 M KCl) kann nur eine schwa-

che Abhängigkeit der Photostrom änderung vom ange-

legten Potential festgestellt werden (siehe Abbildung 

4). Bei negativeren Potentialen wird ein Ansteigen des 

kathodischen Photostroms beobachtet. Aufgrund der 

Konkurrenz des Elektronentransfers zwischen Elek-

trode bzw. NADH und der beleuchteten Nanokristall-

schicht wird die kinetische Situation komplizierter und 

deshalb anhand der vorliegenden Daten nicht weiter 

diskutiert.

Abb. 4: Abhängigkeit der Photostromänderung vom angelegten Poten-

tial nach Zugabe von NADH (200μM); 100 mM HEPES pH 8 (Mittelwert 

von 6 Elektroden, Au-[QD-BDT]) 

Für positivere Potentiale wird ebenfalls ein steigen-

der Photostrom beobachtet. Da es jedoch Ziel bei der 

NADH-Oxidation ist, das Elektrodenpotential so nied-

rig wie möglich zu wählen und den elektrochemischen 

Stress für die Quantenpunkte zu minimieren, wurde die 

NADH-Detektion bei höheren Potentialen nicht weiter 

untersucht. 

Im Potentialbereich von –100 mV bis +200 mV (vs 

Ag/AgCl, 1 M KCl) verursacht die NADH-Oxidation 

eine Photostromänderung, die in der gleichen Größen-

ordnung liegt wie der Photostrom, der in Abwesenheit 

von NADH entsteht. Die nur schwache Abhängigkeit 

der Photostromänderung vom angelegten Potential 

an der Elektrode zeigt, dass die NADH-Oxidation nicht 

einfach über dieses Potential verbessert werden kann. 

Die NADH-Oxidation wird offensichtlich vorwiegend 

durch die katalytischen Eigenschaften der Nanoparti-

kel verursacht. 

Es muss ebenfalls erwähnt werden, dass die Nano-

partikel-modifi zierte Elektrode nicht für die Detektion 

von H2O2 – einem anderen potentiellen Produkt von 

Oxidoreduktase-Reaktionen – verwendet werden kann. 

Die Nanopartikel bieten keine geeignete Oberfl äche für 

die Oxidation dieses enzymatischen Nebenproduktes. 

Da die Änderung des Photostroms auf die elektro-

chemische Reaktion von NADH an der Quantenpunkt-

modifi zierten Elektrode zurückzuführen ist, kann ein 

solches Nanopartikel-basiertes System effektiv für die 

Detektion von NADH eingesetzt werden und bietet 

damit das Fundament für die Konstruktion eines Sen-

sorsystems. Im Folgenden wurden alle Messungen bei 

+50mV (vs Ag/AgCl, 1 M KCl) durchgeführt, um große 

Hintergrundsignale in Abwesenheit des Analyten zu 

vermeiden. 

Sensitivität für NADH kann in einem Bereich von 

20 μM bis 2 mM erreicht werden, wie in Abbildung 5 (II) 

zu sehen. Die Konzentrationsabhängigkeit zeigt dabei 

ein Sättigungsverhalten. Damit verhält es sich ähnlich 

wie die Photostromänderungen an Mercaptopropion-

säure-modifi zierten CdSe/ZnS-Quantenpunkt-Elektro-

den in Anwesenheit von Cytochrom c. (Stoll et al. 2008) 

Kontrollexperimente bestätigen, dass der Nanoparti-

kelligand Benzendithiol nicht als Mediator am Elektro-

nentransferprozess von NADH zu den CdSe/ZnS-Quan-

tenpunkten beteiligt zu sein scheint. Goldelektroden, 

die nur mit Benzendithiol beschichtet wurden, zeigen 

nur einen sehr schwachen Photostrom (weniger als 

–1 nA bei +50 mV vs Ag/AgCl, 1 M KCl) und keine nen-

nenswerte Änderung in Anwesenheit von 1 mM NADH. 

Um den Einfl uss der Nanopartikeloberfl ächen-Modi-

fi zierung zu untersuchen, sind etwas andere Elektroden 

präpariert worden, wie in Abbildung 5 (I) gezeigt. Gold-

elektroden werden zuerst mit Benzendithiol modifi ziert 

und im zweiten Schritt mit CdSe/ZnS-Nanokristallen 

beschichtet (Au-BDT-[QD/TOPO]). Das heißt, der ur-

sprüngliche Ligand der Quantenpunkte – Trioctylphos-

phinoxid (TOPO) – ist immer noch auf der Oberfl äche 

der Nanopartikel und in Kontakt mit der Lösung. Solch 

ein Elektrodensystem zeigt ein ähnliches Verhalten der 
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Photostromänderung in Anwesenheit von NADH im 

Vergleich zu Elektroden mit Nanopartikeln, deren Li-

ganden zuerst gegen Benzendithiol ausgetauscht wur-

den (AU-[QD-BDT]), wie in Abbildung 5 (II) zu sehen. 

Das deutet auf einen direkten Elektronentransfer von 

NADH auf die CdSe/ZnS-Nanopartikel hin. Es kann je-

doch nicht gänzlich ausgeschlossen werden, dass die 

Elektronentransferreaktion durch BDT wegen seiner 

aromatischen Struktur unterstützt wird (vor allem un-

ter Beleuchtung). 

Es wurde ebenfalls untersucht, ob die NADH-Detekti-

on durch einen bekannten Mediator für die NADH-Elek-

trochemie – Pyrroloquinolinquinon (PQQ) – verbessert 

werden kann. (Katz et al. 1994) Dazu wurden die Quan-

tenpunkte zusätzlich nach der Immobilisierung auf der 

Goldelektrode mit PQQ modifi ziert. Jedoch kann keine 

nennenswerte Verstärkung der Photostromänderung 

im Vergleich zu PQQ-freien Au-CdSe/ZnS-Elektroden 

festgestellt werden. Somit führt die Verwendung dieses 

oberfl ächengebundenen Mediators zu keinem Fort-

schritt und ist nicht notwendig für die elektrokatalyti-

sche Detektion von NADH. 

Kombination mit einer Dehydrogenasereaktion

NADH ist als Kofaktor in viele Dehydrogenase-katalysier-

te Reaktionen involviert. Die Konzentration von NADH 

kann wie zuvor beschrieben durch Photostrommessun-

gen bestimmt werden. Somit kann das Quantenpunkt-

Elektrodensystem zur Verfolgung solcher katalytischen 

Reaktionen verwendet werden. Die Menge an NADH, 

die in einer enzymatischen Katalyse produziert wird, 

hängt direkt von der Konzentration des Substrates ab. 

Abb. 5: (I) Schema von zwei verschiedenen Elektrodensystemen (a) Au-BDT-[QD/TOPO], (b) Au-[QD-BDT]; (II) Photostromänderung für zwei verschiedene 

Elektrodensysteme nach Zugabe von NADH; ( ) für (a), ( ) für (b), in 100 mM HEPES pH8 bei +50 mV vs Ag/AgCl, 1 M KCl (Mittelwert von 3 Elektroden) 

(I) (II)

Abb. 6: Schema der Glukose-Detektion an einer Quantenpunkt-modifi zierten Goldelektrode über die katalytische Produktion von NADH durch das 

Enzym Glukosedehydrogenase (GDH) in Lösung 



20

TH Wildau [FH], Wissenschaftliche Beiträge 2009|2010

Um die Realisierbarkeit dieses Konzepts zu demonstrie-

ren, wurde Glukosedehydrogenase als Biokatalysator 

gewählt. Diese Dehydrogenase katalysiert die Reaktion 

von β-D-Glukose zu D-Gluconolacton, während der Ko-

faktor NAD+ zu NADH reduziert wird. Dieses Prinzip ist 

in Abbildung 6 dargestellt. 

Photostrommessungen mit Quantenpunkt-modifi -

zierten Elektroden vor und nach Zugabe von Glukose 

ohne Enzym zeigen keine Änderung des Signals im ge-

testeten Potentialbereich von –100 mV bis +200 mV (vs 

Ag/AgCl, 1 M KCI), exemplarisch in Abbildung 7 dar-

gestellt.

Abb. 7: Photostromantwort einer Quantenpunkt-modifi zierten Elektrode 

ohne das Enzym GDH; (....) ohne und (—) in Anwesenheit von 500 μM 

Glukose in 100 mM HEPES pH8 bei +50 mV (vs Ag/AgCl, 1 M KCl) 

Das zeigt, dass Glukose nicht direkt an Quanten-

punkt-modifi zierten Goldelektroden oxidiert wird. 

Jedoch kann in Anwesenheit des Enzyms Glukose-

dehydrogenase und seines Kofaktors NAD+ eine kon-

zentrationsabhängige Änderung des Photostroms mit 

dem hier entwickelten Nanopartikel -basierten System 

detektiert werden, wie in Abbildung 8 gezeigt. Das Glu-

kosesignal wird über den Elektronentransfer über das 

Enzym zu NADH konvertiert, und NADH wird schließ-

lich durch den Elektronentransfer zu den beleuchteten 

Quantenpunkten detektiert. Der Konzentrationsbe-

reich für die Glukose-Detektion ist ähnlich dem der 

NADH-Detektion. Die Sensitivität für Glukose wird bis 

etwa 1 mM beobachtet. Zusammenfassend kann gesagt 

werden, dass durch die Kombination eines spezifi schen 

Biokatalysators und einer Quantenpunkt-modifi zierten 

Elektrode eine bioanalytische Signalkette konstruiert 

werden kann, die durch Beleuchtung der Sensorober-

fl äche ein-und ausschaltbar ist. 

Fazit

Es wurde eine nanostrukturierte Elektrode auf der Ba-

sis von CdSe/ZnS-Quantenpunkten für die sensitive 

Messung des Enzym-Kofaktors NADH entwickelt. Zum 

ersten Mal kann die lichtgesteuerte Auslese von NADH-

Konzentrationen in Lösung mit diesem System gezeigt 

werden. 

Die Immobilisierung der halbleitenden Nanoparti-

kel über ein Dithiol auf Goldelektroden kann durch die 

Aufnahme von Photoströmen nachgewiesen werden. 

Durch Photoanregung werden Elektron-Loch-Paare in 

den halbleitenden Nanokristallen gebildet, was bei Pola-

risierung der Elektrode zu einem Ladungstransfer führt. 

In Abhängigkeit des angelegten Potentials können 

anodische oder kathodische Photoströme detektiert 

werden. Die Nanokristallabscheidung kann ebenfalls 

durch QCM-Messungen (quartz crystal mircobalance) 

verifi ziert werden. Die Frequenzänderung deutet auf 

eine Bedeckung der Elektrodenoberfl äche mit etwa ei-

ner Monolage der CdSe/ZnS-Nanopartikel hin. 

In Anwesenheit von NADH wird eine Änderung des 

Photostroms beobachtet, abhängig von der NADH-

Konzentration. Die Detektion ist in einem Bereich von 

20 μM bis 2 mM möglich. Es muss ebenfalls hervorge-

hoben werden, dass für die NADH-Oxidation nur ein 

relativ geringes Elektrodenpotential mit diesem Nano-

partikel-basierten System angelegt werden muss. 

Es wurde ebenfalls gezeigt, dass CdSe/ZnS-Nanokris-

tall-modifi zierte Goldelektroden für die lichtgesteuer-

te Analyse von Substraten verwendet werden können, 

die in NADH-produzierenden Enzymreaktionen ver-

braucht werden. Dies konnte für die Detektion von 

Glukose mit Hilfe von Glukosedehydrogenase als Bei-

spiel demonstriert werden. 

Abb. 8: Änderung des Photostroms einer Quantenpunkt-modifi zierten 

Elektrode (Au-[QD BDT]) nach Zugabe von Glukose in Anwesenheit von 

50 U Glukosedehydrogenase und 1 mM NAD+ in 100m M HEPES pH8 bei 

+50 mV (vs Ag/AgCl, 1 M KCl), Mittelwert von 4 Elektroden 
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