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Elektronentransferdynamik von adsorbiertem
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Monoschichten ± eine Untersuchung mit
zeitaufgelöster oberflächenverstärkter
Resonanz-Raman-Spektroskopie**
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Selbstorganisierte Monoschichten (self assembled mono-
layer, SAM) aus Alkanthiolderivaten eröffnen vielfältige
Möglichkeiten zur Immobilisierung von Redoxproteinen auf

Abbildung 3. Geometrieoptimierte Struktur von 7 und graphische Dar-
stellung der Spindichteverteilung. Ausgewählte Bindungslängen [�] und
Winkel [8]: P1-P2 2.18, P1-C8 1.89, P2-C3 1.88, P2-C7 1.89; P2-P1-C8 96.1,
C3-P2-P1 115.3, C7-P2-P1 105.9, C3-P2-C7 116.3.

Bindungslänge liegt zwischen der einer Einfach- und der einer
Doppelbindung (Bindungsordnung 1.5), und das dreifach
koordinierte Stickstoffzentrum liegt in einer planaren Koor-
dinationssphäre. Im Unterschied dazu ist die P-P-Bindung
in 7 fast so lang (2.18 �) wie eine P-P-Einfachbindung
(ca. 2.22 �), und das Phosphorzentrum P2 ist pyramidal
umgeben. Bemerkenswerterweise entspricht die Summe S

der Bindungswinkel an P2 (S(P2)� 337.58) recht genau der
Mitte zwischen derjenigen, die für ein planares Phosphorzen-
trum wie das in 4 (S(P2)� 3608) und für ein ¹normalª
pyramidalisiertes Phosphorzentrum in ähnlicher Umgebung
wie das in 13 (S(P)� 315.98) bestimmt wurde. Die Winkel-
summe S(P2) stimmt gut mit der Winkelsumme in den
Niecke-Singulett-Diradikalen 1,3-Diphosphacylobutan-2,4-
diyl [RPCR1]2 (S(P)� 337 ± 3418)[19] überein, und wie in
diesen, kann ein gewisses Ausmaû an p-Donation vom
Phosphorzentrum, hier P2, zum elektronenarmen Zentrum,
hier P1, angenommen werden. Die Struktureigenschaften von
7 bedingen eine ausgeprägte Spinlokalisierung auf P1, wäh-
rend im Stickstoffanalogon DPPH das ungepaarte Elektron
nahezu gleichmäûig über beide Stickstoffzentren delokalisiert
ist. Wie erwartet ist die ESR-Anisotropie von 7 wesentlich
stärker ausgeprägt als die der Hydrazyle. Für 7 sind die
Übergänge bei niedrigem und hohen Feld 42 mT voneinander
getrennt, wenn das Magnetfeld H0 in Richtung des magne-
tischen 3pz-Orbitals von P1 orientiert ist, und nur 13 mT,
wenn H0 senkrecht dazu steht. Die damit verbundene
Anisotropie (820 MHz) ± man vergleiche hiermit die viel
kleineren Anisotropien von DPPH (230 MHz) oder von
Nitroxiden (150 MHz) ± zeigt, dass Diphosphanylradikale
sehr gut für das Studium schneller Molekularbewegungen
geeignet wären.

Freie Diphosphanylradikale sind viel stabiler als bisher
angenommen wurde und können isoliert werden. Die Auf-
klärung ihrer prinzipiellen strukturellen und physikalischen
Eigenschaften und ihrer Zersetzungswege wird helfen, andere
Substitutionsmuster zu entwerfen, mit dem Ziel, noch stabi-
lere Radikale des Typs [RR1PÿPR2] . zu erhalten.
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Metallelektroden.[1] In den letzten Jahren ist das Interesse an
solchen Anordnungen in der (Nano-)Biotechnologie stark
angestiegen. Insbesondere die aktuelle und potentielle Be-
deutung immobilisierter Enzyme als Biosensoren,[2] in bio-
elektronischen Systemen[3] oder biokatalytischen Zellen[4] hat
zahlreiche experimentelle Arbeiten in diesem Bereich ini-
tiiert. Dabei stellt die Entwicklung spezifischer katalytischer
Funktionen und die Optimierung der Effizienz dieser Sys-
teme eine Herausforderung dar, deren Bewältigung eine
detaillierte Charakterisierung der struktuellen, dynamischen
und funktionellen Eigenschaften der redoxaktiven Adsorbate
erfordert. Diese Aufgabe erfordert eine hohe Empfindlichkeit
und Selektivität der methodischen Ansätze. In den meisten
Fällen werden mikroskopische und elektrochemische Tech-
niken wie die Kraftfeldmikroskopie und die Cyclovoltamme-
trie (CV) eingesetzt. Diese Methoden liefern allerdings keine
Informationen über die molekulare Struktur der am Redox-
prozess beteiligten Spezies. In dieser Hinsicht ist die zeitauf-
gelöste oberflächenverstärkte Resonanz-Raman- (surface
enhanced resonance Raman, SERR) Spekroskopie eine viel
versprechende Alternative, da sie selektiv das Schwingungs-
spektrum der Redoxzentren ausschlieûlich der immobilisier-
ten Spezies abfragt und damit zur Analyse der molekularen
Struktur und Dynamik der adsorbierten Enzyme geeignet
ist.[5]

Die zeitaufgelöste SERR-Spektroskopie an Redoxprotei-
nen war bislang auf unbeschichtete Ag-Elektroden be-
schränkt, die allerdings angesichts der möglichen Denaturie-
rung der direkt adsorbierten Proteine nur von begrenzter
Anwendbarkeit für die Untersuchung biologischer Systeme
sind. In dieser Arbeit haben wir die zeitaufgelöste SERR-
Spektroskopie erstmals zur Analyse des heterogenen Elek-
tronentransfers (ET) eines Proteins eingesetzt, das auf einer
SAM-beschichteten Ag-Elektrode adsorbiert wurde. Dazu
wurde mit Cytochrom c (Cyt-c) ein Redoxprotein gewählt,
das bereits mit verschiedenen elektrochemischen Techniken
wie CV, elektrochemischen Impedanzmessungen und Elek-
troreflektionsspektroskopie untersucht wurde.[6±8]

Nach dem elektrochemischen Aufrauhen der Ag-Elektro-
de[5] wurden SAMs aus 11-Mercaptounadecansäure (11-
MUDA; Aldrich) gemäû publizierten Vorschriften präpa-
riert.[9] Zur Adsorption des Cyt-c wurde die beschichtete
Elektrode ca. 30 Minuten in eine Lösung getaucht, die 2 mm
des gereinigten Proteins (Pferdeherz, Sigma) sowie 12.5 mm
KCl und 12.5 mm Phosphatpuffer enthielt. Anschlieûend
wurde die Elektrode zur Entfernung ungebundenen Proteins
mit einer Lösung dieses Puffers gespült und in die Messzelle
eingesetzt, die eine Cyt-c-freie Lösung der gleichen Elek-
trolytzusammensetzung enthielt. Für die Messung der SERR-
Spektren (Anregung bei 413 nm) wurde eine selbstgebaute
rotierende Zylinderelektrode eingesetzt, um eine laserindu-
zierte Desorption und Denaturierung des Proteins zu ver-
meiden.[5b] In den zeitaufgelösten Experimenten wurden die
SERR-Spektren im Zeitintervall Dt (in der Regel 500 ms)
nach einer Verzögerungszeit d relativ zu einem schnellen
Potentialsprung vom Anfangspotential Ei zum Endpotential
Ef abgefragt. Eine detaillierte Beschreibung der Methode und
des experimentellen Aufbaus findet sich bei Wackerbarth
et al.[5b, 10]

Die Intensität der stationären SERR-Spektren des an
beschichteten Elektroden gebundenen Cyt-c war lediglich
um den Faktor 2 kleiner als bei unbeschichteten Elektroden.
Dieser Befund, der sich mit früheren Resultaten deckt,[11, 12]

bedeutet, dass trotz der abstandsabhängigen Abschwächung
des Verstärkungseffektes die Messung qualitativ hochwerti-
ger SERR-Spektren noch bei einem Abstand von ca. 19 �
zwischen Cyt-c und der Elektrode möglich ist. Im Laufe der
Experimente nahm die SERR-Intensität um weniger als 10 %
ab, was darauf hinweist, dass Cyt-c über seine lysinreiche
Domäne, in deren Zentrum sich der exponierte Teil des Häm-
Proteins befindet, eine effiziente elektrostatische Bindung mit
den Carboxylatgruppen der SAM eingeht.[13] Die Analyse der
SERR-Spektren konzentrierte sich auf den Bereich zwischen
1300 und 1700 cmÿ1, der die Schwingungsbanden des Häms
beinhaltet, deren Frequenzen charakteristisch für die ver-
schiedene Oxidations-, Spin- und Koordinationszustände von
Cyt-c sind. Damit ist dieser Bereich des Spektrums von
besonderer Bedeutung für die Identifizierung von solchen
Cyt-c-Spezies, deren aktive Zentren sich strukturell unter-
scheiden. Abgesehen von einer geringen Bandenverbreite-
rung sind die bei �0.05 und ÿ0.4 V[14] gemessenen SERR-
Spektren praktisch identisch mit den Resonanz-Raman(RR)-
Spektren von oxidiertem bzw. reduziertem Cyt-c in Lösung.
Das bedeutet, dass bei Bindung an die mit 11-MUDA-
beschichtete Elektrode keine Strukturänderungen der Häm-
Tasche auftreten. Dieser Befund unterscheidet sich von den
Ergebnissen an unbeschichteten Ag-Elektroden, wo elektro-
statische Wechselwirkungen mit dem adsorbierten Cyt-c zu
einem potentialabhängigen Konformationsgleichgewicht zwi-
schen dem nativen Zustand B1 und einem neuen Zustand B2
führen, der sich durch den Verlust des axialen Met-80-
Liganden und ein stark negativ verschobenes Redoxpotential
auszeichnet.[5b, 13, 15] Daher ist die Analyse des Redoxprozes-
ses von Cyt-c an der beschichteten Ag-Elektrode erheblich
vereinfacht, indem nur zwei spektroskopisch unterschiedliche
Spezies berücksichtigt werden müssen, d.h. die reduzierte und
die oxidierte Form von nativem Cyt-c (B1). Somit liefert die
Überlagerung der Komponentenspektren[5] dieser beiden
Spezies eine eindeutige und sehr gute Anpassung aller im
Potentialbereich von �0.05 bis ÿ0.4 V gemessenen SERR-
Spektren, sodass die Potentialabhängigkeit des Redoxgleich-
gewichtes des adsorbierten Cyt-c mit hoher Genauigkeit
bestimmt werden kann. Die Nernst-Auftragung zeigt eine
sehr gute lineare Korrelation mit einer Steigung von n� 0.96.
Für das Redoxpotential wurde ein Wert von ÿ0.031 V
bestimmt, der um ca. 40 mV negativer ist als das Redoxpo-
tential von Cyt-c in Lösung.[16] Dieser Unterschied kann auf
den Potentialabfall über die Monoschicht und der daraus
resultierenden Potentialerniedrigung am Ort des Redoxzent-
rums zurückgeführt werden.[5c, 17]

Die zeitaufgelösten SERR-Spektren wurden nach Poten-
tialsprüngen zum Endpotential von ÿ0.031 V, d. h. zum
Redoxpotential, bei Verzögerungszeiten von 500 ms bis
40 ms gemessen. Als ein Beispiel zeigt Abbildung 1 das nach
einem Potentialsprung von Ei�ÿ0.074 V mit d� 8.5 ms
gemessene zeitaufgelöste SERR-Spektrum zusammen mit
den stationären SERR-Spektren bei Ei und Ef. Auch in den
zeitaufgelösten Experimenten weisen die SERR-Spektren
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nur Beiträge der reduzier-
ten und oxidierten Formen
von nativem Cyt-c auf, so-
dass die Komponentenspek-
tren dieser beiden Spezies
eine konsistente Anpassung
an die zeitaufgelösten
SERR-Spektren im gesam-
ten Zeitbereich ermögli-
chen. Die zeitabhängigen
Konzentrationänderungen
können daher auf der
Grundlage eines einstufigen
Relaxationsprozesses aus-
gewertet werden, der sich
auf den heterogenen ET
zwischen dem adsorbierten
Cyt-c und der Elektrode
bezieht. In der Tat ergibt
eine halblogarithmische
Auftragung der Abweichun-
gen von den Gleichge-
wichtskonzentrationen als
Funktion von d eine Gerade
mit einer sehr guten Korre-
lation und einem Achsenab-
schnitt, der nahe am theo-
retischen Wert von null
liegt (Abbildung 2 a). Die
Bestimmung der formalen

heterogenen Geschwindigkeitskonstante (bei Ef�E0) aus der
Steigung der Geraden führt zu einem Wert von 43 sÿ1, der
etwas kleiner als die Konstanten ist, die aus elektrochemi-
schen Experimenten an SAM-beschichteten Au-Elektroden
bestimmt wurden (60 ± 72 sÿ1).[6d, 8]

Werden gröûere Potentialsprünge mit negativeren An-
fangspotentialen Ei auf Ef�E0 durchgeführt, wird die Dyna-

Abbildung 2. Halblogarithmische Darstellung der aus den SERR-Spek-
tren bestimmten Konzentrationsänderungen des reduzierten Cyt-c als
Funktion der Verzögerungszeit d. DC(d) und DC(t0) bezeichnen die
Abweichungen von den Gleichgewichtswerten für Ef�ÿ0.031 V bei t� d

bzw. bei t� 0. Das obere Diagramm (a) bezieht sich auf die Daten für den
Potentialsprung von Ei�ÿ0.074 V auf Ef�E0, das untere (b) für den
Sprung von Ei�ÿ0.156 V auf Ef�E0.

mik des ET komplexer wie in Abbildung 2 b für Ei�
ÿ 0.156 V gezeigt ist. Während bei Verzögerungszeiten von
weniger als 7 ms die halblogarithmische Auftragung der
Konzentrationsänderungen durch eine Gerade mit derselben
Steigung wie für Ei�ÿ0.074 V beschrieben werden kann
(Abbildung 2 a), tritt bei längeren Verzögerungszeiten eine
deutliche Abweichung vom linearen Verlauf auf.[18] Diese
Abweichung weist darauf hin, dass sich bei gröûeren Poten-
tialsprüngen ein zweiter und relativ langsamer Nicht-Faraday-
Prozess mit dem ET des adsorbierten Cyt-c überlagert. Da
aufgrund der Analyse der SERR-Spektren und des idealen
Nernst-Verhaltens Konformationsübergänge, die mit einer
Strukturänderung des Redoxzentrums und damit einer Ver-
schiebung des Redoxpotentials verknüpft sind, ausgeschlos-
sen werden können, wird gefolgert, dass im adsorbierten Cyt-
c ein potentialabhängiges Gleichgewicht zwischen zwei Spe-
zies induziert wird, die sich ausschlieûlich in ihrer ET-Kinetik
unterscheiden. Dieser Unterschied kann in unterschiedlichen
Orientierungen des Häms relativ zur SAM begründet sein, die
ihrerseits aus der Adsorption des Cyt-c über verschiedene
Lysinreste in der Bindungsdomäne resultieren können. Da
dieser Bereich des Proteins ca. 10 Lysinreste enthält,[19] sind
Orientierungsänderungen auch ohne Variation des Abstandes
des Redoxzentrums von der Elektrode leicht möglich.[20]

Dieser Interpretation zufolge könnte Cyt-c bei Potentialen
nahe E0 überwiegend in einer für einen schnellen ET
geeigneten Orientierung gebunden sein, während bei nega-
tiveren Potentialen eine Orientierung thermodynamisch fa-
vorisiert wird, die mit einem langsameren ET verknüpft ist.
Die letztgenannten Spezies sollten folglich bei negativen
Anfangspotentialen Ei überwiegen. Dementsprechend spie-
gelt die langsame Phase der Relaxationskinetik (Abbil-
dung 2 b) entweder direkt den ET dieser Spezies oder deren
Reorientierung, gefolgt von einem schneller ET, wider. Bei
kleinen Potentialsprüngen ist die Gleichgewichtsverteilung
zwischen beiden Populationen bei Ei und Ef wahrscheinlich
sehr ähnlich, sodass der Relaxationsprozess gut durch eine
einzige Exponentialfunktion beschrieben werden kann (Ab-
bildung 2 a).[21, 22]

Gemäû dieser Interpretation ist zu erwarten, dass bei
Potentialen oberhalb von E0 alle adsorbierten Cyt-c-Moleküle
in der für den ET günstigen Orientierung vorliegen. Diese
Schlussfolgerung wird durch Messungen mit groûen Poten-
tialsprüngen von Ei��0.1 V zu E0 bestätigt. In diesem Fall
sind die ET-Kinetiken monophasisch mit einer Geschwindig-
keitskonstanten von 39 sÿ1, die sehr gut mit der überein-
stimmt, die für kleine Potentialsprünge von negativen An-
fangspotentialen ermittelt wurde.

Im Unterschied zur zeitaufgelösten SERR-Spektroskopie
können elektroaktive und -inaktive Spezies mit Hilfe der CV
nicht identifiziert und unterschieden werden, sodass die
Anwendbarkeit dieser Methode für die Analyse der ET-
Kinetik von Adsorbaten fraglich oder zumindest begrenzt
ist.[23] Allerdings kann sich die Kopplung von Faraday- und
Nicht-Faraday-Prozessen indirekt in den elektrochemischen
Experimenten widerspiegeln. So wurde die Peakverbreite-
rung in den Cyclovoltammogrammen, die für auf SAM-
beschichteten Au-Elektroden adsorbiertem Cyt-c beobachtet
wurde, auf eine Verteilung kinetischer oder thermodynami-

Abbildung 1. SERR-Spektren von
Cyt-c, adsorbiert auf einer mit 11-
MUDA beschichteten Ag-Elektro-
de und gemessen bei einem Poten-
tialsprung von Ei�ÿ0.074 V nach
Ef� -0.031 V. A) und C) sind die
stationären SERR-Spektren, ge-
messen bei Ei bzw. Ef. B) zeigt das
zeitaufgelöste SERR-Spektrum
nach einer Verzögerungszeit von
8.5 ms nach dem Potentialsprung.
Die gestrichelten und gepunkteten
Linien geben die Komponenten-
spektren der reduzierten bzw. oxi-
dierten Form von Cyt-c wieder.
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scher Parameter des Redoxprozesses zurückgeführt.[6a±c] Auf
der Grundlage der hier diskutierten zeitaufgelösten SERR-
Experimente ist die Folgerung nahe liegend, dass es sich dabei
in erster Linie um den elektronischen Kopplungsparameter
handelt, da dieser empfindlich von der Orientierung des
adsorbierten Cyt-c abhängen sollte, auch wenn die verschie-
den möglichen Orientierungen wahrscheinlich nicht in der
ET-Entfernung variieren.[20] Eine Verteilung der Reorganisa-
tionsenergien oder Redoxpotentiale, wie sie von Bowden
et al. vorgeschlagen wurde,[6b] kann hingegen ausgeschlossen
werden, da Unterschiede in diesen Parametern sich in der
Struktur der Redoxzentren bemerkbar machen müssen. Die
SERR-Spektren zeigen jedoch keine Anzeichen für solche
strukturellen Heterogenitäten des gebundenen Cyt-c (siehe
oben).

Die Ergebnisse dieser Arbeit illustrieren die prinzipiellen
Vorteile der zeitaufgelösten SERR-Spektroskopie, die geeig-
net ist, zeitabhängige Prozesse adsorbierter Redoxproteine
direkt und selektiv zu verfolgen und dabei gleichzeitig
Informationen über die Struktur der aktiven Zentren der
beteiligten Spezies zu liefern. Insofern stellt die zeitaufgelöste
SERR-Spektroskopie einen hervorragenden Ansatz zur Ana-
lyse der Dynamik und Mechanismen komplexer Grenz-
schichtprozesse immobilisierter Enzyme dar und verspricht
eine wichtige analytische Methode für die Untersuchung
molekularer Strukturen und die Funktionsüberprüfung nano-
strukturierter Systeme in der Biotechnologie zu werden.

Eingegangen am 29. Juni
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