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Lichtgesteuerter bioelektrochemischer Sensor
basierend auf CdSe/ZnS-Quantum Dots

Johannes Tanne, Daniel Schéfer, Waquas Khalid, Wolfgang |. Parak, Fred Lisdat

Zusammenfassung

Diese Studie beschéftigt sich mit der Untersuchung der
Sauerstoffsensitivitait von QD-Elektroden auf Basis von
CdSe/ZnS-Nanopartikeln. Das Verhalten des sauerstoffab-
hangigen Photostroms wurde dabei in Abhdngigkeit des
pH-Wertes und des Potentials untersucht. Auf Grundlage
dieser Sauerstoffabhdngigkeit wurde die Enzymaktivitat
von GOD uber Photostrommessungen evaluiert. Fiir die
Konstruktion eines photobioelektrochemischen Sensors,
der durch Beleuchtung der entsprechenden Elektroden-
flache ausgelesen werden kann, wurden Multischichten
auf die CdSe/ZnS-modifizierten Elektroden aufgetragen.
Die Layer-by-Layer Deposition von GOD mit Hilfe des Po-
lyelektrolyten PAH zeigte, dass eine Sensorkonstruktion
moglich ist. Die Sensoreigenschaften dieser Elektroden
werden drastisch durch die Menge an immobilisiertem
Enzym auf der Quantum Dot-Schicht beeinflusst. Durch
die Praparation von vier Bilayern [GOD/PAH], an CdSe/
ZnS Elektroden kann ein schnell ansprechbarer Sensor fiir
Konzentrationen zwischen 0.1 — 5 mM Glukose herge-
stellt werden. Dies erdffnet neue Moglichkeiten fir die
Multianalytdetektion mit nichtstrukturierten Sensorelek-
troden, lokalisierten Enzymen und raumlich aufgeldster
Auslesung durch Licht.

1 Einleitung

Wihrend der letzten Jahre sind Nanostrukturen mehr
und mehr in den Mittelpunkt des Interesses fiir bio-
analytische Systeme geriickt (Umar et al. 2009: 278;
Lahiff et al. 2010: 1575). Unter den verschiedenen Ar-
ten von Nanostrukturen sind insbesondere Nanoparti-
kel interessant, da sie durch ihr Oberflichen/Volumen
Verhiltnis verdnderte chemische und physikalische
Eigenschaften im Vergleich zum Vollmaterial besitzen.
Bei Verwendung von Metallnanopartikeln und Kohlen-
stoffnanordhren sind besonders die hohen elektrokata-
lytischen Aktivitdten von Vorteil (Shipway et al. 2000:
18; Lohmiiller et al. 2011: 1934). Sie werden hdufig im
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This study reports on the oxygen sensitivity of quan-
tum dot electrodes modified with CdSe/ZnS nano-
crystals. The photocurrent behaviour is analysed in
dependence on pH and applied potential by poten-
tiostatic and potentiodynamic measurements. On the
basis of the influence of the oxygen content in soluti-
on on the photocurrent generation the enzymatic ac-
tivity of GOD is evaluated in solution. In order to con-
struct a photobioelectrochemical sensor which can be
read out by illuminating the respective electrode area
multilayers were build up on the CdSe/ZnS-modified
electrodes. The layer-by-layer deposition of GOD by
means of the polyelectrolyte PAH show that a sensor
construction is possible. The sensing properties of
such kind of electrodes are drastically influenced by
the amount and density of the enzyme on top of the
quantum dot layer. By depositing 4 bilayers [GOD/
PAH], on the CdSe/ZnS electrode a fast responding
sensor for the concentration range 0.1mM-5mM glu-
cose can be prepared. This opens the door to a multi-
analyte detection with a non-structured sensing elect-
rode, localized enzymes and spatial read-out by light.

direkten Kontakt mit Enzymen als Erkennungselement
in Biosensoren eingesetzt (Xiao et al. 2008: 648). Da-
durch kann das Signal fiir eine sensitive und selektive
Substratdetektion verstarkt werden (Zayats et al. 2002:
2120).

Aufgrund ihrer einzigartigen photophysikalischen
Eigenschaften wurden Quantum Dots (QDs) dariiber
hinaus intensiv wahrend der letzten Jahre untersucht.
Besonders II-VI-Halbleiter (z. B. CdSe, CdS, HgS, ZnS,
ZnSe) sind interessant (Esteves et al. 2002: 347). Die QDs
werden hdufig mit einem zweiten Halbleitermaterial
(z. B. ZnS (Dabbousi et al. 1997: 9463)) beschichtet, um
den Kern vor Oxidation oder Bleaching (Ausbleichen

der Fluoreszenz) zu schiitzen. Die Bandliickenenergie
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in der Schale ist grofer, um die Generation des Excitons
(Elektron-Loch-Paar) und die Relaxation des Elektrons
auf den Kern zu beschrinken und somit die Quanten-
ausbeute zu erhohen (Hines et al. 1996: 468).

Bei der Beleuchtung von Quantum Dots mit aus-
reichender Energie wird ein Elektronen-Loch-Paar er-
zeugt, bei dem das Elektron in das Leitungsband tiber-
geht und im Valenzband ein positives Defektelektron
zuriickldsst. Die Relaxation der Ladungstrdger kann
strahlend verlaufen, wobei die ausgestrahlte Energie der
Bandliickenenergie entspricht. Aufgrund der Quanten-
beschrinkung steigt die Bandliickenenergie mit sinken-
dem Durchmesser der QDs (Alvisatos et al. 1996: 933).
Aus diesem Grund kann die Wellenldnge des emittier-
ten Lichts durch die Partikelgrof3e gesteuert werden. Der
Grofleneffekt, das breite Absorptionsspektrum und der
hohe Widerstand gegen chemische und Photodegrada-
tion machen sie im Vergleich zu organischen Farbstof-
fen effizienter fiir biologisches Labeling (Medinitz et al.
2005:435). Des Weiteren konnen die Oberflachenligan-
den nach der QD-Synthese durch andere Molekiile aus-
getauscht werden, um funktionelle Gruppen zu inte-
grieren (Pellegrino et al. 2005: 48). Das ermdoglicht eine
definierte Einfithrung von hydrophilen Eigenschaften,
die vorteilhaft fiir das Markieren von Biomolekiilen mit
QDs ist (Bruchez et al. 1998: 2013). Es konnten Anwen-
dungen fiir das Immunosensing (Seydack et al. 2005:
2454), Markieren von Nukleinsduren (Ma et al. 2008:
181), Proteinen (Chan et al. 1998: 2016) und Peptiden
(Pinaud et al. 2004: 6115) gezeigt werden. Es war sogar
moglich, die Photolumineszenz von QDs in Zellen (Wu
et al. 2003: 41), Gewebe und lebenden Organismen
ohne Interferenz durch die Autofluoreszenz des Gewe-
bes nachzuweisen (Akerman et al. 2002: 12617).

Neben der Fluoreszenzdetektion konnen QDs auch
fiir Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) Systeme
eingesetzt werden, um die Detektion von biomoleku-
laren Interaktionen und Bindungseffekten zu ermog-
lichen (Ha et al. 2001: 78). Dies konnte sowohl fiir
Proteine (Medinitz et al. 2003: 630) als auch fiir DNA
(Boeneman et al. 2010: 7253) gezeigt werden.

Wegen der Generation von Ladungstrdgern konnen
QDs auch fiir elektrochemische Sensoren eingesetzt
werden. Abhdngig vom Potential wird ein anodischer
oder kathodischer Photostrom generiert. Ersterer wird
durch den Elektronentransfer vom Leitungsband der
QDs auf die Elektrode erzeugt. Letzterer wird durch den
Elektronentransfer von der Elektrode auf das Defektele-
kron im Valenzband der QDs ausgelost (Stoll et al. 2006:
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741). Es ist auch eine Verstarkung des Photostroms mit
redoxaktiven Spezies in Losung moglich. Zum Beispiel
konnten die Reaktionsprodukte der enzymatischen
Reaktion von Acetylcholinesterase (Pardo-Yissar et al.
2003: 622) und Mediatoren wie Eisenhexacyanoferrat
(Stoll et al. 2006: 741) nachgewiesen werden. Der Pho-
tostrom ist des Weiteren durch die Zugabe von Cyto-
chrom c schaltbar (Katz et al. 2006: 1395). Aufierdem
sind unterschiedliche Enzyme mit QD-modifizierten
Elektroden kombiniert worden (Stoll et al. 2008: 260).
Nicht fiir alle Systeme ist ein direkter Elektronentrans-
fer zwischen Protein und QDs notwendig, oft beruhen
Systeme auch auf dem Nachweis der Reaktionsproduk-
te. Ein Beispiel ist NADH, das die Detektion von Dehy-
drogenase-katalysierten Reaktionen ermoglicht (Schu-
bert et al. 2010: 1395).

Die verschiedenen, genannten Systeme zeigen be-
reits in reiner Pufferlosung die Generierung eines Pho-
tostroms. Zusammen mit dem Sauerstoffeinfluss auf die
Photolumineszenz (Van Sark et al. 2001: 8281) kann
geschlussfolgert werden, dass O, als Elektronenaktzep-
tor wahrend der Beleuchtung agieren konnte. Es wurde
bereits gezeigt, dass Enzymaktivierung durch reaktive
Sauerstoffspezies moglich ist, wenn CdSe/ZnS-Nanopar
tikel mit Licht angeregt werden (Ipe et al. 2006: 519).

In dieser Arbeit werden deshalb CdSe/ZnS-Elektroden
im Hinblick auf den O,-Einfluss analysiert. Basierend
auf den Ergebnissen werden O,-konsumierende En-
zymreaktionen mit QD-Elektroden kombiniert und das
System fiir den sensitiven Substratnachweis eingesetzt.
Verschiedene Immobilisierungsstrategien von Gluko-
seoxidase (GOD) werden untersucht, um eine effizi-
ente O,-Umsetzung in den Enzymschichten wéahrend
der katalytischen Reaktion zu realisieren. Das erlaubt
die Konstruktion eines photobioelektrochemischen
Sensors, der das Auslesen durch rdumlich begrenzte Be-
leuchtung spezifischer Sensoroberflaichen ermoglicht.

2 Experimenteller Teil

Materialien

Argon kommt von Air Liquid (Disseldorf, Germany).
1,4-Benzendithiol (97 %; BDT) wurde bei Alfa Aesar
(Karlsruhe, Germany) bezogen. Di-Natriumhydrogen-
phosphat (wasserfrei), (N-[2-Hydroxyyethyl]piperazin-
N’-[2-ethanschwefelsdure]) (99.5 %; HEPES), Citrat-
saure-Monohydrate, Toluol, Peroxidase aus Meerrettich
(EC 1.11.1.7, HRP), Glukoseoxidase aus Asp. niger (EC



1.1.3.4, GOD) und Poly(allylaminhydrochlorid) wur-
den von Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) geliefert.
Methanol (99.9 %, < 50ppm H,0), a-D(+)-Glukose-
Monohydrate, Schwefelsdure (96 %); Wasserstoffper-
oxid (50 %) kamen von Roth (Karlsruhe, Germany).
Alle Puffer wurden mit Reinstwasser (Ultra Clear Direct,
Siemens Water Technologies) hergestellt.

CdSe/ZnS Nanopartikel wurden nach einem etablier-
ten Protokoll hergestellt (Dabbousi et al. 1997: 9463;
Reiss et al. 2002: 781). Die QDs wurden mit Trioctyl-
phosphinoxide (TOPO) ummantelt und in wasserfrei-
em Toluol gelost. Die QDs wurden mit einer Konzentra-
tion von ungefahr 16 pM hergestellt und besafien einen
mittleren Durchmesser von ca. 2.5 nm.

3 Ergebnisse und Diskussion

Untersuchung der O, -Abhéngigkeit des Photostroms
Wie bereits erwdhnt, ist die Photolumineszenz von
CdSe/ZnS-Nanopartikeln abhédngig von der Sauerstoft-
konzentration (Sun et al. 2009: 347). Das gibt Anlass
fiir die ndhere Untersuchung des Sauerstoffeinflus-
ses auf den Photostrom von CdSe/ZnS-modifizierten
Elektroden. Die QDs sind mit Benzendithiol funktio-
nalisiert und auf Goldelektroden immobilisiert. Der
kathodische Photostrom der QD-Elektroden wird in
luftgesdttigtem und Argon gespiiltem Puffer gemessen.
Abbildung 1A zeigt ein Linearsweep-Voltammogramm
der Elektroden unter Argon und Luft. Wahrend der Be-
leuchtung wird ein Photostrom generiert, der abhangig
vom angelegten Potential ist. In beiden Pufferlésungen
ist die Generierung eines Photostroms moglich, wo-
bei der Photostrom in sauerstofffreier Losung deutlich
geringer ausfdllt. Das weist darauf hin, dass Sauerstoff
durch die erzeugten freien Elektronen wihrend der Be-
leuchtung der Nanokristalle reduziert werden kann.
Der sauerstoffabhdngige Teil des Photostroms wird aus
der Differenz der Photostrome beider Losungen berech-
net und ist in Abbildung 1C gezeigt. Es ist ersichtlich,
dass nicht nur der absolute kathodische Photostrom,
sondern auch der sauerstoffabhdngige Teil mit sinken-
dem Potential steigt. Abbildung 1B illustriert schema-
tisch die Schritte des Elektronentransfers wiahrend der
Beleuchtung der QD-Elektroden. Elektronen vom Lei-
tungsband der QDs konnen den in Puffer geldsten Sau-
erstoff reduzieren. Das »Loch« im Valenzband der QDs
kann durch einen Elektronentransfer von der Elektrode
auf die QDs neutralisiert werden.
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Abb. 1A: LS-Voltammogramm einer Au-[QD-BDT] in Argon gespiiltem
Puffer (b) und luftgesattigtem Puffer (a) (100 mM HEPES; pH 8; T mV/s;
zwischen =500 und +100 mV vs. Ag/AgCl, TM KCI)
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Abb. 1B: Illlustration der Schritte des Elektrodentransfers nach der Be-
leuchtung der QD-Elektroden
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Abb. 1C: Normalisierte Differenz des Photostroms in An- und Abwesen-
heit von Sauerstoff (Al
resultieren von 4 unabhéngig gemessenen Sensorelektroden, normali-

) in Abhangigkeit vom Potential (Fehlerbalken

Photo

siert auf die Stromanderung bei +30 mV vs. Ag/AgCl)

In den weiteren Studien wird als Arbeitspotential
-350 mV vs. Ag/AgCl,1M KCI gewdhlt. Nach der Prapa-
ration und der ersten Messung der Elektroden der QD-
Elektroden zeigt sich ein Anstieg um bis zu 10 % inner-
halb der ersten sechs bis acht Lichtpulse bevor sie stabil

werden.
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Um den Einfluss der Losung auf den Photostrom zu
untersuchen, wird der Photostrom bei unterschied-
lichen pH-Werten gemessen. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 2 dargestellt. Messungen in basischem und
neutralem Puffer resultieren in den héchsten Werten
fiir den sauerstoffabhdngigen Photostrom. Im Sauren
zeigt sich jedoch ein geringerer Photostrom. Das gilt
nicht nur fiir den O,-abhdngigen, sondern auch fiir
den absoluten Photostrom (Abbildung 2B). Offensicht-
lich ist die Rekombination von Ladungstrdgern unter
diesen Bedingungen verstarkt, vermutlich auf der Par-
tikeloberflache. Die amperometrischen Messungen
konnen durch LSV-Messungen bei unterschiedlichen
pH-Werten bestitigt werden.

pH 8 pH 7 pH 6 pH5  (A)
i A Tm nA
<1

10s

Abb. 2A: Photostrommessungen einer Au-[QD-BDT] Elektrode bei
konstantem Potential in Argon-gespultem Puffer (i) und luftgesattigtem
Puffer (i) in Abhdngigkeit des pH-Wertes (100 mM HEPES; t=10's;
E=-350 mV vs. Ag/AgCl, TM KCl)
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Abb. 2B: Relative Signaldnderung nach Entfernung des Sauerstoffs aus
luftgesattigter Losung bei verschiedenen pH-Werten (Fehlerbalken resul-
tieren von 4 unabhangig gemessenen Sensorelektroden); Inset: Abhén-
gigkeit der Photostroméanderung von der Sauerstoffkonzentration (rela-
tiv zur Luftsattigung) bei physiologischen pH (100 mM HEPES; pH 7).
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In weiteren Studien wird die Abhdngigkeit des Pho-
tostroms von unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrati-
onen bei neutralem pH-Wert getestet. Der kathodische
Photostrom von CdSe/ZnS-modifizierten Elektroden
wird bei -350 mV (vs. Ag/AgCl) in Argon gespiiltem und
luftgesattigtem Puffer gemessen. Nach der Detektion ei-
nes stabilen Signals wird ein Teil des Puffers entnommen,
durch luftgesattigten Puffer ersetzt und erneut gemes-
sen. Mit Zunahme der Sauerstoftkonzentration im Puffer
steigt ebenfalls der Photostrom an. Die Studien beweisen
eine lineare Sauerstoffsensitivitit des Photostroms bei
pH 7 und 8. Der Inset der Abbildung 2B illustriert diese
Konzentrationsabhdngigkeit des Photostroms.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass QDs als
eine Kkatalytische Schicht fiir die Reduktion von Sau-
erstoff unter Lichtbestrahlung eingesetzt werden kon-
nen. Diese Sauerstoffsensitivitat von QD-modifizierten
Elektroden ermdglicht die Kombination mit enzymati-
schen Reaktionen.

Evaluierung der GOD-Aktivitét in Losung

Der Biokatalysator Glukoseoxidase (GOD) kann sein
Substrat durch Reduktion von O, oxidieren. Durch die
Umsetzung von O, konnte eine Unterdriickung des
Photostroms QD-modifizierter Elektroden ermoglicht
werden. Um das Konzept zu priifen und die Enzym-
reaktion zu evaluieren, werden verschiedene Enzym-
aktivitdten getestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3
dargestellt. Photostrommessungen vor und nach der
Zugabe von Glukose bei -350 mV (vs Ag/AgCl, 1M
KCl) fithren zu keiner Signalinderung. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass Glukose nicht an den
QD-Elektroden umgewandelt werden kann. Nach der
Zugabe des Enzyms wird der Photostrom jedoch unter-
driickt. In Abbildung 3A kann die Enzymkinetik tiber
den zeitlichen Verlauf des Photostroms beobachtet wer-
den. Abbildung 3B fasst die Ergebnisse aus Messungen
mit unterschiedlicher Enzymaktivitdt zusammen. Es
kann gezeigt werden, dass selbst bei niedriger Aktivitat
des Enzyms (0.025 U/ml) eine Unterdriickung des Pho-
tostroms nachweisbar ist.

Die Ergebnisse demonstrieren, dass die Kombinati-
on von QD-Elektroden mit der GOD-Reaktion moglich
ist. Der Photostrom wird unterdriickt und kann fiir
den Substrat-Nachweis eingesetzt werden. Basierend
auf diesen Ergebnissen werden verschiedene Immobi-
lisierungsversuche des Enzyms an den QD-Elektroden
durchgefiihrt, um einen photoelektrochemischen Bio-
sensor zu entwickeln.
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Abb. 3A: Photostrommessungen einer Au-[QD-BDT] Elektrode in 30 mM

Glukose und nach Zugabe von GOD (100 mM HEPES; pH 6.8; t=10's;

E=-350 mV vs. Ag/AgCl, TM KCl)
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Abb. 3B: Geschwindigkeit der Photostromanderung fiir verschiedene
GOD-Aktivitaten.

Herstellung eines [GOD/PAH] -Multilayer Assemblat
Um eine schonende und definierte Immobilisierung
von GOD zu ermoglichen, wird eine alternierende
Deposition von GOD und einem positiv geladenen
Polyelektrolyten Poly(allylaminhydrochlorid) (PAH)
durchgefiihrt. Diese Layer-by-Layer Assemblierung
ermdoglicht nicht nur die Praparation von definierten
Strukturen, sondern auch eine bessere Kontrolle der
abgelagerten Enzymmenge. Um die Bedingungen fiir
eine effektive Assemblierung von unterschiedlich ge-
ladenen Molekiilen zu untersuchen, werden zunéchst
QCM-Messungen durchgefiihrt. Diese Technik ist gut
geeignet um den Aufbau von Polyelektrolyt/Protein-
Multischichten zu untersuchen (Lisdat et al. 2009: 274;
Sarauli et al. 2009: 2288; Tanne et al. 2010: 1427).
Hierfiir werden Quarzkristalle mit BDT modifiziert
und in eine Flie3zelle eingebaut. Alternierendes Vorbei-
flielen von GOD und PAH in 2mM Natriumphosphat
Puffer pH 7 ermoglichen eine erfolgreiche Assemblie-
rung. Dies wurde bis zu 4 Bilayern untersucht. Abbil-

dung 4A illustriert deutlich die Abnahme der Frequenz
mit Zunahme der Depositionsschritte. Die negative La-
dungsdichte des Proteins bei neutralem pH-Wert ist of-
fensichtlich ausreichend fiir eine erfolgreiche Adsorpti-
on des positiv geladenen Polyelektrolyten. Das beweist,
dass die Ablagerung von multiplen GOD-Schichten
uber elektrostatische Wechselwirkung mit PAH moglich
ist. Aus den Messungen kann man auf3erdem erkennen,
dass die Menge an abgelagerten GOD relativ konstant
uber die verschiedenen Adsorptionsschritte ist.
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Abb. 4A: Massensensitive Analyse einer [GOD/PAH] -Multischicht-
assemblierung auf BDT-modifizierten Quarzchips in 2 mM Natrium-
phosphatpuffer (Flussgeschwindigkeit 40 pl/min); Inset: Schematische
lllustration der Multischichtassemblierung von [GOD/PAH]_ auf einer
BDT-modifizierten Goldelektrode;
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Abb. 4B: Relative Anderung des Photostroms einer Au-[QD-BDT] Elek-
trode mit immobilisierten [GOD/PAH] -Schichten mit ansteigender
Glukosekonzentration, (a) [GOD/PAH],, (b) [GOD/PAH],, (c) [GOD/PAH],
(100 mM HEPES pH 6.8; t;= 10 s; E=-350 mV vs. Ag/AgCl, 1M KCI);
Inset: Verhalten des Photostroms von Elektroden mit 4 Bilayern [GOD/
PAH], in luftgesattigtem Puffer ohne Glukose (Lichtpuls 1) und nach

der Zugabe von 4 mM Glukose (Lichtpulse 2 — 4, der Pfeil markiert die
Zugabe von Glukose).
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In den weiteren Studien sind QD-Elektroden mit
[GOD/PAH] -Multischichten modifiziert und das Ver-
halten des sauerstoffabhdngigen Photostroms unter-
sucht worden. Abbildung 4B zeigt die Ergebnisse von
Sensoren mit unterschiedlicher Anzahl an immobili-
sierten [GOD/PAH] -Schichten. Die Abbildung illust-
riert die relative Anderung des Photostroms in Abhin-
gigkeit der Glukosekonzentration. Man kann eindeutig
den Signalanstieg mit steigender Zahl der GOD-Schich-
ten erkennen. Die Ergebnisse demonstrieren auch, dass
die GOD-Molekiile zugidnglich sind und Glukose durch
die Schichten diffundieren kann. Das bedeutet, dass
Glukose nicht nur durch die dufdere Schicht umgesetzt
wird, sondern ebenso die inneren Schichten (bis zu 4
Schichten GOD) zur Signalunterdriickung beitragen.
Die Dichte der GOD-Molekiile in der Multischicht-
architektur ist hoch genug, um einen effizienten Sau-
erstoffabbau zu ermoglichen, obwohl O, eine hohere
Diffusionsgeschwindigkeit im Vergleich zu Glukose be-
sitzt. Diese Betrachtungsweise wird unterstiitzt, wenn
man Sensoren vergleicht, die mit derselben Schichtzahl
[GOD/PAH], aber unterschiedlicher GOD-Konzentrati-
on (400 pM statt 2 mM) prapariert werden. Bei mittlerer
GOD-Konzentration kann der Photostrom nur auf 60%
(20 mM Glukose) unterdriickt werden; bei 2 mM GOD
isteine Unterdriickung bis zu 50% moglich. Daher wird
fiir die weiteren Untersuchungen eine hohe Enzymkon-
zentration eingesetzt.

Fiir Elektroden, die unter diesen Bedingungen herge-
stellt werden, zeigt sich eine Steigerung der Unterdrii-
ckung des sauerstoffabhidngigen Photostroms bis zu 4
GOD-Schichten. Die Ablagerung weiterer Schichten
ermoglicht keine Sensitivitdtssteigerung im Bereich
100 pM bis 5 mM Glukose. Die maximale Anderung des
Photostroms liegt bei 50 % (10 mM Glukose). Diese Er-
gebnisse und die Messungen in Argon-gespiiltem Puf-
fer beweisen, dass 50 % des Photostroms (bei pH 7) von
Sauerstoff abhdngig sind. Die GOD-Multischichten
koénnen den gesamten O,-abhidngigen Photostrom un-
terdriicken, wenn eine hohe Enzymaktivitédt bei hoher
Substratkonzentration genutzt wird. Die Messungen
zeigen mit einem dynamischen Messbereich zwischen
100 pM und 5 mM das Potential des Systems fiir den
Glukosenachweis. Durch das Fixieren der Enzymreakti-
on kann eine rdumlich begrenzte Auslesung des Signals
durch spezifische Beleuchtung des entsprechenden
Elektrodenareals stattfinden. Die Auflosung ist dabei
sowohl von der Immobilisierungstechnik als auch von
der Art des optischen Systems fiir die Photoanregung
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abhéngig. Das Signalverhalten der gesamten Elektrode
wird durch die Anderung der Glukosekonzentration
charakterisiert. Schon nach 10 s stellt sich ein stabiles
Signal ein. Das ist im Inset der Abbildung 5B illustriert,
wobei nach dem ersten Lichtpuls die Glukosekonzent-
ration gedndert und anschlieflend 3 mal Photostrome
aufgezeichnet wurden.

4 Zusammenfassung

CdSe/ZnS-modifizierte Elektroden sind prapariert und
der kathodische Photostrom wiahrend der Beleuchtung
in An- und Abwesenheit von O, aufgezeichnet worden.
Nach wenigen Lichtpulsen kann ein stabiler Photo-
strom detektiert werden. Diese Basisexperimente veri-
fizieren die lichtunterstiitzte Sauerstoffreduktion bei
negativem Elektrodenpotential. Die Ergebnisse zeigen
desweiteren eine Abhéngigkeit des O,-abhédngigen Pho-
tostroms vom pH-Wert mit einer bevorzugten Reaktion
im basischen und neutralen pH-Bereich.

Die O,-sensitive Elektrode wird fiir die Untersuchung
der GOD-Reaktion in Losung eingesetzt. Wegen des en-
zymatischen Verbrauchs des Sauerstoffs wird das Signal
unterdriickt. Dadurch kénnen verschiedene Enzymak-
tivitdten in Losung nachgewiesen werden.

Die alternierende Assemblierung von negativ ge-
ladenen GOD- und positiv geladenen Polyelektro-
lyt-Schichten
Multischichtsystems durch elektrostatische Wechsel-

ermoglicht die Etablierung eines
wirkungen. QCM-Messungen zeigen die Ablagerung
einer konstanten Menge von GOD fiir die einzelnen
Schichten. Photostrommessungen mit variierender
Glukosekonzentration beweisen die Zuginglichkeit
von GOD innerhalb der Schichten und zeigen einen
Signalanstieg mit steigender Schichtzahl. Eine [GOD/
PAH],-Multilayer Elektrode nutzt den gesamten Bereich
des O,-abhdngigen Photostroms. Mit einer kurzen An-
sprechzeit sowie einem dynamischen Messbereich
zwischen 100 pM und 5 mM Glukose ist dieses System
ein geeigneter Biosensor fiir den Glukosenachweis. Die
Untersuchungen demonstrieren die Nitzlichkeit des
Konzeptes fiir eine lichtunterstiitzte Auslesung einer
Sensoroberfliche, basierend auf QD-Schichten und ei-
ner gekoppelten Enzymarchitektur.
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