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Elektrochemische Rastermikroskopie

E ine entscheidende Rolle in der Elektrochemie, aber auch in biolo-

Angewandte

Aus dem Inhalt

gischen Systemen oder beim Transport durch Membranen, spielen

lokale Prozesse an Fest-fliissig-Grenzflichen oder Fliissig-fliissig-

Grenzflichen, die z. B. an Defektstellen, an Poren oder an einzelnen
Zellen ablaufen und sich durch integrale Untersuchungsverfahren nur
schwer erfassen lassen. Mit der elektrochemischen Rastermikroskopie

steht eine Untersuchungsmethode fiir lokale Grenzflichenreaktionen

zur Verfiigung, die nach zwei Jahrzehnten Entwicklung eine solide
theoretische Basis und eine grofie Zahl von Anwendungen aufweist.

Sie bietet die Moglichkeit, Geschwindigkeiten heterogener Reaktionen

direkt abzubilden und Oberflichen durch elektrochemisch erzeugte
Reaktanten lokal zu modifizieren. Die Vielfalt der Anwendungen
reicht von klassischen elektrochemischen Fragestellungen bei der
Untersuchung lokaler Korrosionsphdinomene und elektrokatalytischer
Reaktionen in Brennstoffzellen, von Sensoroberflichen, Biochips und

mikrostrukturierten Analysesystemen bis hin zum Massentransport

durch synthetische Membranen, Haut und Gewebe sowie interzellu-

ldren Kommunikationsprozessen. Auflerdem konnen Prozesse an

Fliissigkeitsoberflidchen oder an Fliissig-fliissig-Grenzflichen unter-

sucht werden.

1. Einleitung

Was konnten das Screening einer kombinatorischen Bi-
bliothek von Sauerstoffreduktionskatalysatoren fiir Brenn-
stoffzellen und die Untersuchung von in vitro befruchteten
Rinderembryonen® gemeinsam haben? Beide Untersu-
chungen bedienten sich der elektrochemischen Rastermi-
kroskopie (SECM, scanning electrochemical microscopy).
Bard etal. versorgten die Reduktionskatalysatoren durch
Wasserelektrolyse an einer beweglichen Mikroelektrode mit
gelostem Sauerstoff.'! Durch Auftragung des Reduktions-
stroms am Katalysator-Array gegen die Position der Mikro-
elektrode konnten die effektivsten Katalysatorzusammen-
setzungen identifiziert werden. Shiku et al. nutzten eine po-
sitionierbare Mikroelektrode zur Messung des Sauerstoff-
verbrauchs der Rinderembryonen, der eine Beurteilung ihrer
Stoffwechselaktivitit zulieB.”! Diese und weitere sehr unter-
schiedliche Anwendungen der SECM fuflen auf zwei funda-
mentalen Neuentwicklungen der letzten zwei Jahrzehnte: der
breiten Verwendung von mikroskopischen Elektroden und
der vielféltigen Nutzung des Rastersondenprinzips.

Seit den achtziger Jahren sind die besonderen Eigen-
schaften kleiner Elektroden Gegenstand intensiver Untersu-
chungen.®¥ Einer ihrer Vorziige ist die Ausbildung eines
hemisphirischen Diffusionsfeldes, das einen effektiveren
Massentransport als an makroskopischen Elektroden er-
moglicht. Die besonderen Diffusionseigenschaften fithren zur
schnellen Einstellung eines stationdren Diffusionsgrenzstro-
mes iy, der sich fiir eine scheibenférmige Elektrode mit
einer seitlichen Isolierung aus Gleichung (1) ergibt,” in der n

it =gnFDc*rp (1)
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die Reaktionsladungszahl, F die Faraday-Konstante, D den
Diffusionskoeffizienten des Reaktanten, c¢* die Volumen-
konzentration des Reaktanten und r; den Radius der schei-
benformigen aktiven Elektrodenflache angibt. Der Geome-
triefaktor g nimmt fiir eine scheibenférmige Elektrode in
einer unbegrenzt ausgedehnten Isolatorschicht den Wert 4
an.B!

Fiir typische Experimente werden die Eigenschaften sol-
cher Elektroden sichtbar, wenn der Durchmesser der Elek-
trode kleiner als 30 pm ist. Elektroden mit diesen Eigen-
schaften werden als Ultramikroelektroden (UMEs) bezeich-
net.¥ Im folgenden Beitrag soll dariiber hinaus impliziert
werden, dass scheibenformige Elektroden mit einer seitlichen
isolierenden Einfassung gemeint sind, wenn die Abkiirzung
UME ohne ergidnzende Zusidtze steht. Der stationdre Diffu-
sionsgrenzstrom ergibt eine Stromdichte, die grofer ist als an
konventionellen Elektroden unter hydrodynamischen Be-
dingungen (etwa an einer rotierenden Scheibenelektrode).
Daher bewirkt eine Relativbewegung zwischen UME und
Losung eine vernachldssigbare Verstarkung des Reaktions-
stroms. Engstrom et al. nutzten 1986 UMEs als Messfiihler
zur Erfassung von Konzentrationsprofilen iiber makroskopi-
schen Elektroden!® — riickblickend das erste Experiment der
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elektrochemischen Rastermikroskopie. Eine parallele Ent-
wicklung ergab sich aus der Anwendung des Rastertunnel-
mikroskops in elektrochemischer Umgebung (ECSTM,
electrochemical scanning tunneling microscope), das vom
grundsétzlichen Aufbau her einige Gemeinsamkeiten mit
dem SECM aufweist. Bard et al. beobachteten 1986 unge-
wohnlich groBe Strome in ECSTM-Experimenten, bei denen
sich die Spitze auBerhalb der Tunneldistanz befand.”’ Im
Jahre 1989 hatten Bard et al. eine quantitative Beschreibung
des Diffusionsgrenzstromes an einer UME als Funktion des
Abstandes d zu einer grofBflichigen ebenen Probe ausgear-
beitet.®] Damit war klar, dass den Experimenten trotz der
instrumentellen Analogien zur ECSTM ein anderes Wech-
selwirkungsprinzip zugrunde lag, aus dem sich vollig neuar-
tige Anwendungen ergaben. Der englische Begriff ,,scanning
electrochemical microscopy* wurde geprégt. Hierfiir bevor-
zugen wir die Ubersetzung ,.elektrochemische Rastermikro-
skopie“. Als Abkiirzung erhilt aus Griinden der Klarheit
aber die englische Abkiirzung SECM den Vorzug. Fiir eine
Reihe weiterer spezieller technischer Termini lehnt sich
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dieser Aufsatz ebenfalls bewusst an den englischen Sprach-
gebrauch an. Entsprechend der internationalen Praxis
kommen die Akronyme wie SECM und ECSTM sowohl fiir
die Methode als auch fiir das entsprechende Mikroskop zum
Einsatz. Die SECM-Untersuchungen sind in tiber 1000 Ori-
ginalbeitrigen dargelegt™ und in teilweise fokussierten
Ubersichtsartikeln zusammengefasst, von denen hier nur eine
Auswahl zitiert werden kann.[*'’)

Ein SECM besteht aus einem Positioniersystem, das die
als lokale Sonde verwendete UME und die Probe gegenein-
ander bewegt (Abbildung1). Je nach GroBe der UME
konnen unterschiedliche Positioniertechniken zum Einsatz
kommen, wobei die Anforderungen zunehmen, je kleiner die

Abbildung 1. Wichtige Baugruppen eines SECM. 1) Scheibenférmige
amperometrische Ultramikroelektrode, 2) Probe, 3) Mono- oder Bi-
potentiostat, 4) Referenz- und Gegenelektrode, 5) Positioniersystem,
6) Steuerrechner.
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verwendeten UMEs sind. Die UME wird als amperometri-
sche Mikroelektrode an einen Potentiostaten angeschlossen.
Der Stromkreis wird durch eine Referenzelektrode und eine
Gegenelektrode in der Messzelle geschlossen. Die zu unter-
suchende Probe kann, muss jedoch nicht als zweite Elektrode
an einen Bipotentiostaten angeschlossen werden. Damit
dhnelt die Messanordnung des SECM aus UME und Probe
(Abbildung 2a) einer elektrochemischen Diinnschichtzelle
(Abbildung 2b).”"! Wesentlich ist hierbei, dass redoxaktive

a) b) c)

Abbildung 2. Vergleich der Funktionsprinzipien von a) SECM, b) einer
elektrochemischen Diinnschichtzelle, c) ECSTM. R steht fiir die redu-
zierte Form, O fiir die oxidierte Form eines Redoxpaares.

Substanzen in der Diinnschichtzelle an den beiden Elektro-
den abwechselnd oxidiert und reduziert werden kénnen. Das
ECSTM (Abbildung 2¢) hat mit dem SECM die Positionier-
barkeit der Sonde gemein.

Entsprechend dieser Analogie bezeichnet man in der
SECM die lokale Sonde héufig auch als ,,tip“, obwohl es sich
meist um eine scheibenféormige UME handelt. Der Sonde
zugeordnete GroBen wie Radius (rr),[*! Stromstirke (ir) und
Elektrodenpotential (Ey) werden deshalb mit ,,T“ und ent-
sprechende GroBen fiir die Probe mit ,,S“ (sample, specimen,
substrate) indiziert. Der Stromfluss entsteht bei der ECSTM
jedoch durch einen quantenmechanischen Tunneleffekt,?!!
also ohne eine elektrochemische Stoffumsetzung, wéihrend
bei der SECM der Stromfluss zwischen Probe und UME nur
durch geloste Substanzen vermittelt wird, die in (elek-
tro)chemische Reaktionen an der UME und der Probe ein-
treten. Die UME kann sich daher auch in einem Abstand von
der Probe bewegen, der deutlich gréer als der Tunnelab-
stand ist. Die laterale Auflosung der ECSTM ist wegen der
kurzen Reichweite des quantenmechanischen Tunneleffekts
prinzipiell besser als beim SECM. Entsprechend der unter-
schiedlichen Wirkmechanismen von ECSTM und SECM ist
auch der Informationsgehalt entsprechender Abbildungen
komplementir. Wahrend die Unterscheidung beider Metho-
den konzeptionell klar erscheint, gibt die Deutung einiger
Experimente immer wieder Anlass zu intensiven und span-
nenden Debatten,?>?” da sich die instrumentellen Merkmale
des SECM mit Erhohung der lateralen Auflosung weitgehend
den ECSTM-Ausriistungen annédhern und eine Zuordnung
der Experimente allein auf der Grundlage des verwendeten
Gerits immer weniger iiberzeugend erscheint.

2. Zweidimensionale Kartierung von Reaktions-
geschwindigkeiten

SECM-Abbildungsexperimente konnen im Generator-
Kollektor-Modus (GC-Modus) oder im Feedback-Modus
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(FB-Modus; Riickkopplungsmodus) ausgefiihrt werden. Fiir
beide Modi liegen umfangreiche theoretische Behandlungen
vor, die auf der numerischen Losung der Diffusionsglei-
chungen beruhen. Gerade die detaillierte quantitative Be-
handlung vieler SECM-Experimente stellt einen groflen
Vorzug dieser Technik dar. In diesem Aufsatz werden die
Grundprinzipien beider Modi vergleichend diskutiert und die
Ergebnisse der theoretischen Arbeiten zusammengefasst. Fiir
deren detaillierte Diskussion muss auf die umfangreiche
Originalliteratur und spezialisiertere Ubersichtsarbeiten ver-
wiesen werden,[10:11:13:15]

2.1. Feedback-Modus
2.1.1. Prinzip

Fiir Messungen im FB-Modus wird der Leitelektrolytlo-
sung eine Redoxform eines quasi-reversiblen Redoxpaares —
ein Mediator — zugesetzt. Im Folgenden soll angenommen
werden, dass die reduzierte Form R zugesetzt wird, allerdings
gelten die Erlduterungen unter Umkehrung der Reaktions-
richtungen auch fiir Experimente, in denen die oxidierte
Mediatorform O vorgelegt wird. An die UME wird ein Po-
tential £ angelegt, bei dem es zu einer diffusionskontrol-
lierten Umsetzung des Mediators nach Gleichung (2) kommt

R—-0O+ne” (2)

und dadurch ein stationdrer Reaktionsstrom iy, nach Glei-
chung (1) entsteht. Der Index ,,c0“ deutet den quasi unend-
lichen Abstand d der UME zur Oberfldche der Probe an
(Abbildung 3a). Ndhert man die UME nun einer isolieren-
den, inerten Oberfliche an, behindert die Oberfliche die
Diffusion von R zur UME (Abbildung 3b), und der Reakti-
onsstrom iy nimmt ab. Fiir dieses Verhalten hat sich die Be-
zeichnung , negativer Feedback® eingebiirgert.['’]

Bringt man die UME dagegen tiiber eine Oberfliche, an
der der Mediator R durch eine (elektro)chemische Umset-
zung regeneriert werden kann, steht eine zusétzliche Quelle
fiir den Reaktanten in Reaktion (2) zur Verfiigung, und i(d)

a)

NS

R
R R

b) c)
R R R R
R rR R R
RM’R OW‘R R"/\}R\/O'L‘\J\R

| . I

Abbildung 3. Prinzip des Feedback-Modus. a) Stationirer Diffusions-
grenzstrom in der Volumenphase, b) gehinderte Diffusion bei Annihe-
rung der UME an die zu untersuchende Probe (negativer Feedback),
c) Mediatorregeneration durch eine heterogene Reaktion an der Probe
(positiver Feedback).
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erhoht sich gegeniiber i(d) an einer inerten Probe (Abbil-
dung 3c¢). Der Begriff ,,positiver Feedback“ hat sich fiir dieses
Prinzip durchgesetzt."”! Fiir die Mediatorregeneration
kommen drei Reaktionstypen infrage: eine elektrochemische
Umsetzung des Mediators an der Probe als Umkehrung der
Reaktion (2), eine (enzym)katalysierte Reaktion unter Ver-
brauch von O und Riickbildung von R oder die lokale Oxi-
dation des Probenmaterials durch O.

2.1.2. Bedeutung des UME-Radius

Die Abbildung 4 zeigt die Verdnderung von ip mit d.
Diese Kurven lassen sich durch eine langsame Anndherung

2.0+
5
1.5
6 7 g
101 1 2
I=/T/1va
0.5
4
3
OO T T T T 1
0 2 6 8 10

4
L:d/rT_.

Abbildung 4. Berechnete Strom-Abstands-Kurven fiir die gehinderte
Diffusion (Kurven 1-4) und die diffusionskontrollierte Regeneration
des Mediators an der Probe (Kurven 5-8) bei RG-Werten von 1.5
(Kurven 1, 5), 5.1 (2, 6), 10.2 (3, 7) und 1002 (4, 8). Die Kurven
wurden mit Nihrungsformeln berechnet,* die sich aus digitalen
Simulationen ergeben.

der UME an die Probe mit groer Genauigkeit aufzeichnen
(, Anndherungskurven). Sie zeigen den normierten Strom
Ir=iylir,, als Funktion des normierten Abstandes L =d/ry.
Durch die Normierung sind die Strom-Abstands-Kurven
[GL. (3) und (4); Abschnitt 2.1.4] unabhéngig von der Kon-
zentration des Mediators, dem Diffusionskoeffizienten und ry.
Zu beachten ist jedoch, dass die erreichbare laterale Auflo-
sung, aber auch der zum Erreichen eines gegebenen nor-
mierten Stromes (entspricht dem Kontrast) notige Absolut-
abstand d, direkt proportional zu r; sind. Eine Verbesserung
der lateralen Auflosung im FB-Modus hidngt daher direkt
vom Einsatz kleinerer UME ab. Dies fiihrt bei <1 um zu
erheblichen experimentellen Problemen bei der vertikalen
Positionierung der UME, die zusammen mit Realisierungs-
moglichkeiten fiir Arbeiten bei konstantem d im Abschnitt 6
besprochen werden.

2.1.3. Bedeutung der seitlichen Isolierung

Der Strom nach Abbildung 3b bildet ein Hintergrund-
signal, das durch die Umsetzung von R entsteht, welches aus
der Volumenphase zur UME diffundiert. Um eine an der
Probe ablaufende Reaktion zu detektieren, muss eine Reak-
tion an der Oberfliche der Probe in Abbildung 3¢ einen
messbaren zusitzlichen Nachschub an R fiir die UME liefern.

www.angewandte.de
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Die Detektion ist umso einfacher, je kleiner der normierte
Strom Iy =iy/iy,, ohne Reaktion an der Probe ist. Da sowohl
irals auch iy, proportional zur Volumenkonzentration von R
sind, hiangt /1 nur von L und der Dicke der seitlichen Isolie-
rung ab, die mit der Oberfldche der Probe eine seitlich offene
Diinnschichtzelle bildet. Die geometrischen Verhiltnisse an
Mikroscheibenelektroden lassen sich durch den RG-Wert
charakterisieren, der das Verhiltnis zwischen dem Radius
Tghass der isolierenden Ummantelung und dem Radius 7y der
aktiven Elektrodenoberflache beschreibt. Zur Berechnung
von ir,, muss in Gleichung (1) der geometrieabhéngige Vor-
faktor g modifiziert werden (z.B. g=4.07 fir RG=10, g=
4.44 fiir RG =2, g=4.95 fiir RG=1.2).%"

Wie die Kurven 14 in Abbildung 4 illustrieren, @ndert
sich neben iy, auch die gesamte Strom-Abstands-Kurve fiir
die gehinderte Diffusion: Je groBer der RG-Wert, desto
kleiner ist I} bei gegebenen L. Die normierten Strome fiir den
positiven FB zeigen nur eine geringe Abhéngigkeit von RG.

Bei Annahme idealisierter Geometrien, wie sie vielen
SECM-Simulationen zugrundeliegen, ist eine Erhohung der
Empfindlichkeit mit steigendem RG zu erwarten, da bei ge-
gebenen d der Signalunterschied zwischen positivem FB und
gehinderter Diffusion grofer wird. Tatsdchlich ist aber die
Herstellung von UMESs mit definierter Grofle und Form der
aktiven Flache und der isolierenden Einfassung anspruchs-
voll. Héufig ist die aktive Elektrodenflidche exzentrisch an-
geordnet oder nach dem Polieren zuriickgesetzt (recessed),
oder die Stirnfliche der UME weist eine Verkippung gegen
die Probenoberfliche auf, wodurch es insbesondere bei
groBen RG zu einer Beriihrung der seitlichen Ummantelung
der UME mit der Probe kommen kann, obwohl die aktive
Flache der UME noch einen recht gro3en Abstand zur Probe
aufweist. Diese Probleme sind insbesondere bei UMEs mit
groem RG und bei UMEs mit Abmessungen im Nanome-
termafstab schwer zu beherrschen.

In der Literatur finden sich daher mehrere Herange-
hensweisen, die jede fiir sich ihre Berechtigung haben:
1) Relativ groBe UMEs lassen sich mit dem entsprechenden
Aufwand in perfekter Form herstellen und iiber ideal glatten
Proben einsetzen. Die Simulationen sind dann direkt an-
wendbar. UMEs mit einem RG von 5-20 scheinen fiir die
Mehrzahl der publizierten FB-Anwendungen einen sinnvol-
len Kompromiss zwischen Handhabbarkeit, Empfindlichkeit
und Positionierbarkeit darzustellen. 2) Fiir kleine Abwei-
chungen von der idealen Form und Proben mit geringer
Rauigkeit sind die idealisierten Simulationen immer noch
gute Nédhrungen, da die Abweichungen im Vergleich zu an-
deren experimentellen Unsicherheiten klein bleiben. 3) Bei
sehr kleinen UMEs verzichtet man schlieBlich zugunsten
einer hoheren lateralen Auflosung und einer qualitativen
Aussage hiufig auf eine exakte quantitative Beschreibung
oder unternimmt Simulationen fiir individuelle Elektroden
mit komplexen Geometrien.*"

2.1.4. Einfluss der Probentopographie und -grifie
Bei Vorgabe von ry, der Sondengeometrie (durch RG fiir
scheibenformige UMEs) und d wurde i fiir die Grenzfille

der unbegrenzt ausgedehnten, inerten und isolierenden Probe
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und der diffusionskontrollierten Mediatorregeneration an der
Probe durch Losung des Diffusionsproblems mit unter-
schiedlichen numerischen Methoden erhalten.®*> Die Si-
mulationen fiir unterschiedliche d lassen sich fiir die beiden
Grenzfille durch analytische Ndherungen beschreiben. Von
den verschiedenen, etwa gleichwertigen Formeln™ sei hier
nur je eine angegeben. Die Annédherung an eine inerte, iso-
lierende Probe mit einer UME mit RG =10 wird durch
Gleichung (3) gut erfasst.*!

Iins(L) _ i _ 1
g Iree  0.40472 4+ 195 1 0.58819 exp(=222%)

L

3)

Die Kurven 1-4 in Abbildung 4 fiir andere RG-Werte
erhdlt man durch Substitution der numerischen Konstanten
gegen geeignete Werte.* Den Sondenstrom bei diffusions-
kontrollierter Regeneration des Mediators und damit das
maximal mogliche Signal bei einem gegebenen d beschreibt
Gleichung (4) fiir eine UME mit RG =10.

(L) = le_T =0.72627 + 0‘76L651 1026015 exp<ﬂ> 4)

Auch hier stehen weitere Sétze von numerischen Kon-
stanten zur Verfiigung, um Kurven fiir andere RG-Werte zu
erhalten.® In Abbildung 4 sind simulierte Strom-Abstands-
Kurven fiir die beiden Grenzfille und UMEs mit unter-
schiedlichen RG-Werten dargestellt. Bei Kenntnis des RG-
Wertes und der Reaktivitdt der Probe ermoglichen diese
Kurven eine vertikale Positionierung der UME. Die starke
Abhingigkeit der Strom-Abstands-Kurven von der Reakti-
vitdt der Probe (siche Abschnitt 2.1.5) verbietet es aber, iy als
Eingangssignal fiir einen Riickkopplungskreis zur Konstant-
haltung von d zu verwenden, wie er bei der STM und der
Rasterkraftmikroskopie (SFM, scanning force microscopy)
routineméBig zum Einsatz kommt. Bisher wurden die meisten
SECM-Experimente durch Bewegen der UME in einer
Ebene ausgefiihrt (constant height mode). Die Interpretation
der Signale von rauen Proben ist daher ohne zusétzliche In-
formationen kaum moglich.™"! Eine detaillierte Darstellung
von stromunabhéngigen Abstandskontrollmechanismen und
der Entwicklung kleinerer Messsonden folgt in Abschnitt 6.

Die Kurven in Abbildung 4 wurden fiir ebene, unendlich
ausgedehnte Proben einheitlicher Reaktivitdat abgeleitet.
Praktisch findet man eine gute Ubereinstimmung mit dem
Experiment, wenn der Radius der untersuchten Probenregion
rs>rr + 1.5d betrigt.**#! Sind die Bereiche einheitlicher
Reaktivitdt auf der Probe kleiner, liegt ir zwischen den in
Abbildung 4 gezeigten Grenzfillen.

2.1.5. Einfluss der heterogenen Kinetik an der Probe

Bei konstantem d ist der UME-Strom iy ein direktes Maf3
fiir die Kinetik der Mediatorregeneration an der Probe. Die
Kurven in Abbildung 4 geben dabei lediglich die Grenzfille
wieder, bei denen gar keine Mediatorregeneration (Kurven
1-4) oder diffusionskontrollierte Mediatorregeneration
(Kurven 5-8) auftritt. Fiir jede endliche Reaktionsgeschwin-
digkeit ergibt sich eine eigene Annédherungskurve, die zwi-
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schen diesen Kurven liegt. Fiir eine Reaktion an der Probe,
die einem Zeitgesetz erster Ordnung beziiglich O folgt, sind
die normierten Anndherungskurven unabhidngig von der
Gesamtkonzentration des Mediators. Diese Kurven sind
sowohl theoretisch berechnet*’ als auch experimentell veri-
fiziert worden.™ Hiufig verwendet wird eine analytische
Niherung [Gl. (5) und (6)], die fiir RG =10 und normierte
Abstinde 0.1 < L < 1.5 gilt.™]

In(L) = - = (L) 4 157(L) (1

ITso

I¥(L) )

- I;ond([/) (5)

0.78377
L(1+2)

0.68 + 0.3315 exp(—2) ©)
1+ (11/kL)+7.3
110—-40 L

1§i"(L,keff) =

Fiir I und 19 sind die Ausdriicke nach Gleichung (3)
und (4) einzusetzen. Der Parameter k =k r/D ist eine di-
mensionslose Geschwindigkeitskonstante. Aus ihr kann bei
Kenntnis des Radius ry der UME und des Diffusionskoeffi-
zienten D des Mediators eine heterogene Geschwindigkeits-
konstante erster Ordnung k. [cms™'] ermittelt werden. Die
Abbildung 5 zeigt eine Auswahl von Kurven fiir unter-

3_
2
I 2-5 N
I= iT/iTm K
c =
/(3r
1
O T T T 1

0 2 4 6 8

L=d/r,—>

Abbildung 5. Berechnete Strom-Abstands-Kurven mit einer UME
(RG=10) fur gehinderte Diffusion (Gl. (3), Kurve 1), diffusionskontrol-
lierte Mediatorregenerierung (Gl. (4), Kurve 2) und kinetisch limitierte
Mediatorregenerierung (Gl. (5) und (6)) mit Kk =kr;/D=0.3 (3), 1.0
(4), 1.8 (5), 3.6 (6).

schiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten an der Probe. Dieses
Diagramm hat eine zentrale Bedeutung fiir viele SECM-
Anwendungen. Bei konstantem Arbeitsabstand liefert eine
zweidimensionale Abbildung eine direkte Kartierung der
lokalen Reaktionsgeschwindigkeit an der Probe. Anderer-
seits kann man die UME an ausgewihlten Regionen der
Probe positionieren, eine Anndherungskurve aufzeichnen
und durch Anpassung an die oben diskutierten Modelle eine
lokale Reaktionsgeschwindigkeitskonstante extrahieren, die
vielfach auf anderen Wegen nicht zugénglich ist. Beispiele
werden in Abschnitt 3 diskutiert.

Komplizierter ist die Situation, wenn die Umsetzung an
der Probe eine enzymatische Reaktion ist, die sich haufig
durch den Michaelis-Menten-Formalismus beschreiben
lasst.[*! In diesen Fillen nihert sich die Reaktionsgeschwin-
digkeit bei hohen Mediator- und Substratkonzentrationen
einer Reaktion nullter Ordnung beziiglich der Reaktanten an,
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wihrend das Hintergrundsignal (Kurven 1-4 in Abbildung 4)
proportional zur Volumenkonzentration des Mediators ist
(Abschnitt 5.1.1).

2.2. Generator-Kollektor-Modus
2.2.1. Prinzip

Im Generator-Kollektor-Modus (GC-Modus) arbeitet
man in einer Losung, die zundchst keine Verbindung enthiilt,
die an der UME beim Potential £ umgesetzt werden kann.
Wird nun an der Probe lokal eine oxidierbare oder redu-
zierbare Substanz gebildet, kann diese an der UME detektiert
werden, wenn sich die UME in der Nihe der aktiven Region
befindet (Abbildung 6a). Diese Arbeitsweise wird auch als

a) b)

R R

R R
JELEE L

R, o ~R

0
Me™
Me™

pe g

R O
R"/J SM\KR

W

Abbildung 6. Prinzip des Generator-Kollektor-Modus. a) SG/TC-Modus
mit amperometrischer UME, b) SG/TC-Modus mit potentiometrischer
Mikroelektrode (z.B. ionenselektiver Elektrode), c) TG/SC-Modus.

Sample-Generation/Tip-Collection-Modus (SG/TC) bezeich-
net. GC-Experimente lassen sich auch mit potentiometri-
schen Mikroelektroden durchfiihren (Abbildung 6b).1+4-]
Diese haben als passive Sensoren den Vorteil, die Diffusi-
onsschichten der Probe weniger zu beeinflussen.”** Dage-
gen ist ihre Positionierung experimentell aufwendig, da die
gehinderte Diffusion nach Gleichung (3) nicht nutzbar ist.
Daher wurden sowohl bifunktionale Elektroden als auch
kombinierte Rastertechniken eingesetzt (Abschnitt 6).15%6%

Schon frith wurde die Moglichkeit aufgezeigt, die UME
als lokalen Generator und die Probe als Kollektor zu nutzen
(TG/SC, tip-generation/sample-collection, Abbildung 6¢).[%]
In ersten Experimenten wurden Reaktanten lokal iiber einer
strukturierten makroskopischen Elektrode durch Ausstro-
men einer Substanz aus einer positionierbaren Kapillare!®”
oder durch eine enzymatische Reaktion ,,injiziert“, wobei sich
die Enzyme in einer Gel-gefiillten beweglichen Kapillare
befanden.® In jiingster Zeit gesellten sich mit elektroche-
mischen ,Flugzeitexperimenten“ (Abschnitt 3), der UME-
induzierten Mikrostrukturierung (Abschnitt4) oder dem
Screening von  Sauerstoffreduktionskatalysatoren (Ab-
schnitt 5.4) wichtige Anwendungen hinzu.
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2.2.2. Quantifizierung im GC-Modus

Der konzeptionellen Einfachheit des GC-Modus mit
amperometrischen UMEs stehen einige Probleme bei der
quantitativen Interpretation gegeniiber:"”

e Wenn die aktiven Regionen der Probe grof} sind, stellt sich
kein stationdrer Zustand ein, und die lokalen Konzentra-
tionen der nachzuweisenden Substanz hidngen nicht nur
von der Position der UME, sondern auch von der Zeit seit
dem Einsetzen der Reaktion an der Probe ab.

o Die bewegte Sonde stort die (makroskopische) Diffusi-
onsschicht der Probe durch Konvektion, durch Behinde-
rung der Diffusion der Reaktanten zu der Probenregion
unter der UME und durch die gegenseitige Durchdringung
der Diffusionsschichten von Probe und UME.

e Eine Stromverstirkung nach dem Prinzip des positiven
Feedbacks (Abschnitt 1.2) erreicht signifikante Werte,
wenn d < 3ry ist.

Diese Umstidnde haben eine strikte theoretische Be-
handlung, die iiber friilhe Niherungslosungen® hinausgeht,
verzogert. Um die Probleme bei der quantitativen Beschrei-
bung zu minimieren, ist es sinnvoll, mit moglichst kleinen
UME:s (kleines rrund kleines RG) zu arbeiten. In diesem Fall
wird das Diffusionsfeld der Probe wenig gestort, und FB-Ef-
fekte sind auch bei kleinem d vernachldssigbar. Ein an-
schauliches Beispiel ist die dreidimensionale Vermessung des
Diffusionsfeldes einer UME mit 40 pm Durchmesser als
Probe mit einer anderen UME als Sonde, die lediglich einen
Durchmesser von 80 nm aufwies und daher die beschriebenen
Quantifizierungsprobleme umging bzw. minimierte.”” Die
laterale Auflosung ist im GC-Modus immer schlechter als in
vergleichbaren Feedback-Experimenten. Auflerdem ist es
sehr schwierig, kleine aktive Regionen in der Nihe grofer
aktiver Bereiche abzubilden."!

Der GC-Modus hat eine wesentlich hohere Empfind-
lichkeit als der FB-Modus, da der Reaktantfluss von der
Probe im Wesentlichen ohne Hintergrundsignal gemessen
wird.” Dies macht ihn fiir die Untersuchung von immobili-
sierten Enzymen und Zellen besonders geeignet. Dariiber
hinaus ist er in Situationen angemessen, in denen FB-Expe-
rimente prinzipiell nicht moglich sind.>7! Beispiele finden
sich in den Abschnitten 5.3-5.6.

3. Kinetische Untersuchungen ohne laterale
Bewegung der Ultramikroelektrode

Ein erheblicher Teil der SECM-Literatur beschreibt le-
diglich die Nutzung von Anndherungskurven unter Verzicht
auf eine zweidimensionale Abbildung. Im engeren Sinne
stellen solche Experimente daher keine Mikroskopie dar.
Trotzdem haben diese Experimente fiir die Methodenent-
wicklung und fiir viele Anwendungsgebiete eine fundamen-
tale Bedeutung, weil das Verstdndnis von Rastersondenex-
perimenten immer die Kenntnis der zugrundeliegenden
Signal-Abstands-Beziehung voraussetzt. Quantitative Daten
lassen sich einfacher aus Anndherungskurven extrahieren als
aus 2D-Abbildungen. SchlieBlich kann das experimentelle
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Problem der vertikalen Positionierung fiir eine Abbildung
umgangen werden, da letztlich an allen infrage kommenden
Abstdnden gemessen wird. Aus der Anwendungsperspektive
sind solche Messungen wichtig, da sie neue Experimente zu
Grenzflachenprozessen ermoglichen, die anders nicht ausge-
fithrt werden konnen. Aus diesem Grund sollen hier einige
wichtige Prinzipien unter weitgehendem Verzicht auf Details
vorgestellt werden.

3.1. Stationdire Messungen im Feedback-Modus

Am intensivsten wurde die Geschwindigkeit heterogener
Reaktionen im Feedback-Modus unter Nutzung von Glei-
chungen (3)—(6) untersucht. Dabei kann die Reaktion an der
Probe, die erster Ordnung beziiglich des Mediators ist, auch
durch kompliziertere Ansitze ersetzt werden. In diesen
Fillen erfordert eine Untersuchung Annédherungskurven, die
bei unterschiedlichen Mediatorkonzentrationen aufgenom-
men wurden. Zur Untersuchung elektrochemischer Reak-
tionen an der Probe arbeitet man im Allgemeinen auch bei
unterschiedlichen Elektrodenpotentialen Es.

3.1.1. Generelle Vorteile der Arbeitsweise

Gegeniiber konventionellen elektrochemischen Metho-
den weist diese Arbeitsweise eine Reihe von Vorteilen auf.
Bei kleinem d lassen sich sehr hohe diffusive Stofffliisse unter
stationdren Bedingungen realisieren, die die Grenzen der
Diffusionskontrolle bei schnellen elektrochemischen Reak-
tionen verschieben. Gegeniiber Experimenten an rotierenden
Elektroden entféllt die Fertigung einer mechanisch hoch-
préazisen Elektrode, die sich bei Rotation elektrisch kontak-
tieren ldsst. Instrumentell anspruchsvolle, extrem schnelle
Potentialdnderungen wie etwa bei der Chronoamperometrie
oder der schnellen Cyclovoltammetrie sind nicht notwendig,
wodurch sich die Korrektur des Doppelschichtladungsstroms
eriibrigt. Da die flieBenden Strome an der UME im Nano-
ampere-Bereich liegen, ist die Verfélschung des Elektroden-
potentials durch einen nicht kompensierten Spannungsabfall
in der Losung, Uy, =irRso (Ryy: nicht kompensierter Lo-
sungswiderstand), normalerweise kleiner als 1mV. Die
giinstigen Massentransportbedingungen und die Abwesen-
heit experimenteller Artefakte erméglichten die Bestimmung
einer unteren Grenze fiir die Standardgeschwindigkeitskon-
stante heterogener Reaktionen sehr schneller Redoxpaare.™!

Im Unterschied zur Cyclovoltammetrie eriibrigen sich
grof3e Potentialexkursionen. Das ist z. B. bei der kinetischen
Untersuchung an Elektroden wichtig, die von einer selbstor-
ganisierten Monolage (SAM, self-assembled monolayer) oder
potentialabhédngigen Passivschichten bedeckt sind. Je nach
SAM-System kann es hier bei Potentialdnderungen zu Pha-
seniibergéingen oder sogar Desorptionsvorgidngen kommen,
die die Redoxkinetik beeinflussen.

3.1.2. Experimente ohne externe Kontaktierung der Probe

Der entscheidende Vorteil der Methode besteht aber
darin, Masse- und Ladungstransferreaktionen an Grenzfli-
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chen untersuchen zu kdénnen, die sich nicht einfach mit einer

externen Potentialquelle verbinden lassen (Abbildung 7).
Das einfachste Beispiel sind Prototypen von Chipstruk-

turen mit Mikroelektroden und nicht abgedeckten Zuleitun-

a) b)
= 0, -

R ——
R
— e y

A Y

d)

C) R
*~R R

%@@@@@@% | ANAOres |

f)

; -
02 —~ \ g

) ) ) RTR O™™r R
N o<
0, Hz?(\,oz o R

B e

Abbildung 7. Untersuchung von Grenzflichen, die sich schwer extern
kontaktieren lassen. a) Mikrostruktur auf einem Chip mit nicht abge-
deckter Zuleitungsbahn; b) Polymer- oder Lipidfilm an der Gas-fliissig-
Grenzflache; c¢) monolagengeschiitzte Metallnanopartikel an der Gas-
fliissig-Grenzfliche; d) monolagengeschiitzte Metallnanopartikel auf
einem isolierenden Tréger; e) Gas-fliissig-Grenzfliche mit Massen-
transport aus der Gasphase; f) Anordnung zur Untersuchung von
Transferprozessen an Flussig-fliissig-Grenzflichen, gegebenenfalls mit
einem diinnen Film an der Phasengrenze.

gen. Ein Cyclovoltammogramm wiirde im Wesentlichen die
Reaktion an der flichenmiBig groBen Zuleitung zeigen
(Abbildung 7a). Weitere Beispiele umfassen diinne Schich-
ten, die an der Gas-fliissig-Grenzfliche (Abbildung 7b,c.e),
an isolierenden Grenzflichen (Abbildung 7d) oder Flissig-
flussig-Grenzflachen (Abbildung 7f) prépariert wurden. In
diesen Fillen ist eine externe Polarisation mit einem Poten-
tiostaten unmoglich oder sehr kompliziert.

Ein Potential kann jedoch durch die verwendete Media-
torlosung eingestellt werden: Die Losung enthilt in der Vo-
lumenphase im Wesentlichen nur eine Redoxform (hier R).
Dabher stellt sich nach der Nernstschen Gleichung an einem
eingetauchten Korper mit elektronischer Leitfdhigkeit ein
elektrochemisches Potential ein, das negativ zum Formalpo-
tential E° des Mediators liegt. Im Raum zwischen der UME
und der Probe wird aber durch die Elektrolyse an der UME
das Konzentrationsverhiltnis [O]/[R] zugunsten von O ver-
schoben. Dadurch entsteht eine Konzentrationszelle (Abbil-
dung 8), die die Triebkraft fiir einen lateralen Landungs-
transport und die Grenzflachenreaktionen an der Probe lie-
fert. An der Probe wird dagegen in der Nihe der UME O zu
R reduziert. Im gleichen Umfang wird weit von der UME
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Abbildung 8. a) Konventionelle elektrochemische Konzentrationszelle;
b) Entstehung einer Konzentrationszelle in FB-Experimenten.

entfernt R zu O umgesetzt. Da der Gesamtumsatz wihrend
des Experiments vernachlédssigbar gegeniiber dem Gesamt-
gehalt an R in der Messlosung ist, ldsst sich dieser Mecha-
nismus ausreichend lange aufrechterhalten. Voraussetzung ist
lediglich, dass die untersuchte Probenoberfliche deutlich
groBer als die UME ist (rs > rr + 1.5d).1* Ist dieser Um-
stand nicht gegeben und die Probe nicht extern kontaktiert,
verhilt sich auch ein leitfahiges Material im FB-Experiment
wie eine inerte und isolierende Probe nach Gleichung (3).

3.1.3. Gas-fliissig-Grenzfldchen

Prozesse an Gas-fliissig-Grenzflachen lassen sich unter-
suchen, wenn man die UME mit der aktiven Elektroden-
oberfldche nach oben in einer Fliissigkeit positioniert und von
unten an die Gas-fliissig-Grenzfliche annihert (U-Boot-
Elektrode).>" Die Grenzfliche behindert die Diffusion des
Mediators genau wie eine Fest-fliissig-Grenzflache in der
konventionellen Anordnung. Unterliegt jedoch die an der
UME umgesetzte Substanz (z.B. O,) einem Verteilungs-
gleichgewicht zwischen der Gas- und Fliissigphase, wird aus
der Gasphase das verarmte Losungsvolumen zwischen der
UME und der Grenzfliche aufgefiillt, und i ist groler als
nach Gleichung (3), woraus sich die Kinetik des Phasen-
transfers von O, bestimmen lédsst. Fithrt man die Untersu-
chungen in einem Langmuir-Trog aus, kann der Einfluss einer
organisierten Monolage an der Grenzflidche auf den Phasen-
durchtritt studiert werden."””! AuBerdem eroffnen solche
Systeme die einzigartige Moglichkeit, laterale Transportpro-
zesse, z.B. von Protonen, entlang von Monolagen aus Am-
phiphilen zu untersuchen.[*8!

Mit einem Langmuir-Trog wurden auch extrem diinne
Schichten leitfihiger Polymere®™ ™ und monolagenbe-
schichteter Metallnanopartikel (MPCs, monolayer-protected
cluster) an der Gas-fliissig-Grenzfliche®"! oder auf isolie-
renden Substraten pripariert.’!] Das Ausmaf der Mediator-
regeneration an der Diinnschicht wird wesentlich durch die
Kinetik des Ladungstransfers zwischen Mediator und Poly-
mer/Cluster und durch die Landungstransferprozesse inner-
halb der Schicht bestimmt und kann durch einen Vergleich
von experimentellen Daten mit digitalen Simulationen ab-
geschétzt werden.

3.1.4. Grenzflidchen zwischen nicht mischbaren Elektrolyten
Grenzflichen zwischen nicht mischbaren Elektrolytlo-

sungen (ITIES, interfaces between two immiscible electrolyte

solutions) finden schon seit einiger Zeit grole Aufmerksam-

keit in der elektrochemischen Grundlagenforschung. Ihre
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fundamentale Bedeutung liegt in der Moglichkeit, Ladungs-
transferreaktionen zwischen Molekiilen sehr unterschiedli-
cher Polaritit zu beobachten. Praktische Bedeutung haben
die pharmakokinetische Charakterisierung von geladenen
Substanzen und Grundlagenuntersuchungen zu hydrome-
tallurgischen Extraktionsverfahren.’? Die Grenzflichen er-
moglichen sehr unterschiedliche Ladungstransferprozes-
se.’™] Neben dem Transfer von Ionen™ ! konnen auch
Elektronen zwischen verschiedenen Molekiilen in der pola-
ren und unpolaren Phase iibertragen werden, wobei die
Triebkraft fiir die Reaktion sowohl durch die Differenz der
Formalpotentiale als auch durch externe Polarisation be-
stimmt wird.”*1%)

Da meist mehrere Transferprozesse simultan ablaufen
(z.B. e” und X~ in Abbildung 9a), ist die Interpretation von
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Abbildung 9. Anordnungen zur Untersuchung von Flussig-fliissig-
Grenzflichen. a) Elektronentransfer zwischen zwei unterschiedlichen
Redoxsystemen; b) ein Ligand in der organischen Phase iibernimmt
die Funktion des Mediators fiir den Transfer eines Kations.

makroskopischen Experimenten mit ITIES héufig kompli-
ziert. Das SECM eroffnete hier wichtige neue Entwick-
lungsmoglichkeiten (Abbildung 9).11>3 7019110 Dy durch die
UME oder die Pipette nur ein kleiner Ausschnitt der
Grenzflachen gestort wird, konnen andere ladungsausglei-
chende Transferprozesse an der makroskopischen Grenzfli-
che ablaufen, ohne fiir den Gesamtvorgang limitierend zu
werden. Weitere Variationsmoglichkeiten ergeben sich durch
die Verdnderung der Konzentration und des Formalpotentials
der beteiligten Redoxsysteme und der Einfithrung von
diinnen Schichten an der Fliissig-fliissig-Grenzfliche 10 111-114]
Diese Moglichkeiten lassen sich noch erweitern, wenn ITIES
an der Offnung von Pipetten pripariert und stabilisiert
Werden.[93.99.115]

3.2. Elektrochemische Flugzeitexperimente

Mit dem TG/SC-Modus lassen sich elektrochemische
Flugzeitexperimente realisieren (Abbildung 10)."'°! An der
UME wird ein reaktives Teilchen (O) erzeugt, das zur Probe
diffundiert und dort erneut umgesetzt wird. Wenn die Probe
deutlich groBer als die UME ist, erreichen im einfachsten Fall
alle O die Probe, und der Probenstrom i ist gleich i (Kol-
lektoreffizienz 0 = ig/i; = 1).
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Abbildung 10. Aufbau elektrochemischer Flugzeitexperimente zur Un-
tersuchung eines Elektronentransfers mit nachfolgender homogener
Reaktion.

Reagiert O aber wihrend des diffusiven Transports zur
Probe in einer homogenen Reaktion ab, verringert sich die
Menge an O, die die Probe erreicht, und 6 fillt ab. Das
Zeitfenster fiir die Reaktion lésst sich iiber d in einem Ex-
periment variieren. Aus den gemessenen 6 = f(L) konnen
unter Verwendung von digitalen Simulationen die Ge-
schwindigkeitskonstanten fiir die mechanistisch unterschied-
lichen homogenen Folgereaktionen ermittelt werden.''’-1)
Die Messungen dhneln dem Messprinzip an einer rotierenden
Ring-Scheibe-Elektrode, gelten aber wegen der hoheren
Kollektoreffizienz in Abwesenheit einer homogenen Reak-
tion als zuverlissiger.!"®

Untersucht wurden die Reduktion metallorganischer
Verbindungen mit nachfolgender homogener Zerfallsreakti-
on,['? die Intermediate der elektrochemischen BH, -Oxida-
tion”"! und die reduktive Dimerisierung von Dimethylfu-
marat und Fumaronitril."™ Ferner wurden verschiedene
elektrochemisch erzeugte Radikale untersucht (Acrylnitril-
Radikalanion,'? NAD"®1 O, 28] RNO,~[14)),

3.3. Instationdre Feedback-Messungen

Obwohl der stationédre Charakter der bisher geschilderten
FB-Experimente einen besonderen Vorteil der Methode
darstellt, hat sich in der jiingsten Zeit gezeigt, dass chrono-
amperometrische Messungen [ip = f(d,t)] zusitzliche Infor-
mationen liefern konnen. Das ist insbesondere der Fall, wenn
sich die Probe wéihrend des Experimentes veréndert, weil z. B.
eine begrenzte Menge von Redoxdquivalenten an der Ober-
flache der Probe verbraucht wird. Eine Herangehensweise ist
ein Doppelpotentialsprungexperiment (Abbildung 11).7% In
einem Potentialsprung wird an der UME durch Elektrolyse
eine kleine und definierte Reaktantmenge, z. B. Metallionen,
erzeugt (Abbildung 11a), die sich durch Diffusion ausbreitet.
In einem Riicksprungexperiment wird dieser Reaktant
wieder eingesammelt (Abbildung 11c¢).

Die eingesammelte Reaktantmenge héngt zum einen von
der Geometrie ab (Kalibrierung durch ein Kontrollexperi-
ment iiber einer inerten Oberfliche, Abbildung 11e, Kurve
1). Zum anderen wird die eingesammelte Reaktantmenge
durch den Verbrauch des Reaktanten in einer heterogenen
Reaktion an der Probe oder durch Phasendurchtritte verrin-
gert (Abbildung 11b). Die Verringerung der Kollektoreffizi-
enz wird von der Kinetik der Grenzflichenreaktion und/oder
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Abbildung 11. Prinzip eines Doppelpotentialsprungexperiments in einer
SECM-Anordnung. a) Erzeugung von Reaktanten im Vorwirtssprung
tiber einer inerten Probe (Ausbreitung durch Diffusion); b) Erzeugung
von Reaktanten iber einer reaktiven Probe (Diffusion und Reaktion mit
der Probe/Phasendurchtritt/Adsorption); c) Ricksprung zum Einsam-
meln nicht verbrauchter Reaktanten (iber einer inerten Probe (Kollek-
toreffizienz durch Geometrie bestimmt); d) Riicksprung tiber einer re-
aktiven Probe (Kollektoreffizienz durch Geometrie und Umsatz an der
Grenzfliche bestimmt); e) vereinfachte und tibertriebene Darstellung
des Potentialsprungs und der Antwortsignale liber einer inerten Probe
(1) und tber einer reaktiven Probe (2).

der Kapazitiat der Grenzfliche (z.B. Zahl der Bindungsstel-
len) kontrolliert (Abbildung 11 d). Die Reaktion an der Probe
kann z.B. ein Phasendurchtritt an Fliissig-fliissig-Grenzfla-
chen™ an Gas-flissig-Grenzflichen mit aufgebrachten
Langmuir-Schichten,’"?!  eine Adsorptionsreaktion an
Langmuir-Schichten'®! oder an Mineraloberflichen sein.['*]

3.4. Lokale Stérung eines heterogenen Gleichgewichts

Die lokale Storung eines Gleichgewichts wurde vor-
nehmlich zur Induktion von Desorptions- und Auflésungsre-
aktionen sowie der kinetischen Untersuchung dieser Prozesse
eingesetzt. Die UME wird z.B. iiber einen Ionenkristall po-
sitioniert, der sich im Gleichgewicht mit einer gesittigten
Losung seiner Bestandteile befindet. Eine elektrochemische
Umsetzung eines gelosten Gleichgewichtspartners an der
UME bewirkt eine lokale Untersittigung der Losung. Die
Probe reagiert mit einer lokalen Auflosung, deren Kinetik
sich elektrochemisch verfolgen lésst (siche Abbildung 12¢ in
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Abschnitt 4.1).1777%1 Die Methode lisst sich elegant auch mit
leitfdhigen SFM-Kraftsensoren (cantilever) ausfiithren, die
eine nachfolgende Untersuchung des Materialabtrages er-
moglichen.** %! Konzeptionell dhnlich lassen sich Adsorp-
tionsgleichgewichte an Fest-fliissig-Grenzflachen untersu-
chen.*!

4. SECM als Mikrostrukturierungswerkzeug

Die Idee, die UME des SECM zur lokalen Oberfldachen-
modifikation einzusetzen, ist in der Literatur seit Beginn der
SECM-Entwicklung dokumentiert.'**! Der Entwicklungs-
stand wurde mehrfach in Ubersichtsartikeln darge-
legt.['814+1471 Die SECM-Methode erlaubt chemisch vielfilti-
ge und definierte Modifikationen von Oberflichen, die mit
anderen Verfahren oft nicht zugédnglich sind. Die Vorteile
kommen insbesondere dann zum Tragen, wenn das SECM
sowohl zur Erzeugung der Strukturen als auch zu ihrer
funktionellen Charakterisierung eingesetzt wird. Die quanti-
tative Behandlung der SECM-Experimente erleichtert das
mechanistische Verstidndnis der Verfahren und darauf auf-
bauend die Ubertragung der Wirkprinzipien auf andere
technologische Verfahrensvarianten. Die Oberflachenmodi-
fizierung mit dem SECM hat als sequenzielles Strukturie-
rungsverfahren eine grundsitzlich limitierte Geschwindig-
keit. Durch den Einsatz kompliziert geformter Mikroelek-
troden lésst sich diese zwar erhohen, jedoch weisen parallele
Strukturierungsverfahren fiir Produktionsprozesse prinzipi-
elle Vorteile auf. Trotz dieser eingangs zu erwdahnenden Be-
grenzung sind SECM-Strukturierungsverfahren in der For-
schung und Prototypentwicklung sehr wertvoll.

4.1. Lokale Erzeugung von Reaktanten

Um eine lokale Oberflichenmodifizierung mit dem
SECM zu erreichen, kann eine von vier Grundkonfiguratio-
nen eingesetzt werden (Abbildung 12).

Konzeptionell analog zum FB-Modus kann man an der
Mikroelektrode ein Atzmittel erzeugen, das zu einer lokalen
oxidativen Auflosung des Substrates (Abbildung 12a) oder
chemischen Oxidation der Oberfliche fiihrt. Dabei wird
vielfach der Reaktant fiir die Mikroelektrode zuriickgebildet,
sodass sich ein elektrochemischer Feedback ausbildet und
iiber i der Fortgang der Oberflachenmodifizierung verfolgt
werden kann. Auf diese Weise wurden Cu,'*¥! GaAs!"#:14]
und Si"**1* geiitzt und eine Ladungsinjektion verbunden mit
einer Farbinderung an Wolframbronzen ausgefiihrt.">!! Lokal
erzeugte Oxidationsmittel konnen auch genutzt werden, um
diinne organische Filme an Oberfldchen umzusetzen. Matsue
et al. desaktivierten Enzymfilme mit lokal erzeugtem Br,
oder HBrO.'"* Durch Reduktion von Fe** in einer H,O,-
haltigen Losung bildeten Shiku et al. Hyrdoxylradikale und
nutzten sie zur Modifizierung von Alkylsilanschichten auf
Glas.'"™ Durch nachfolgende Adsorption oder kovalente
Anbindung liefen sich gemusterte Proteinschichten erzeu-
gen. Zur lokalen Steuerung von Proteinadsorption und Zell-
adhédsion konnen verschiedene Substrate eingesetzt werden.

www.angewandte.de

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

G. Wittstock et al.

a) b)
R,JRJ\OM R \W%/
~ AN/

: R O
M LT
R ©

| N~ |
X ¥YX YX Y¥x vy
\ 2 \2 A

c)
A C v
A+B A A\

| = | \ |
AB

L
| |

A

X

Abbildung 12. Méglichkeiten zur lokalen Oberflichenmodifikation.

a) Lokale Erzeugung eines Atzmittels fiir Aufldsungsprozesse, b) lokale
Erzeugung eines Reaktanten zur Umwandlung eines diinnen Oberfla-
chenfilms, c) lokale Stérung eines eingestellten heterogenen Gleichge-
wichts und d) Nutzung der UME als mikroskopische Gegenelektrode.

Kaji et al. entdeckten, dass ein Bromid-Oxidationspuls an
einer UME in physiologischen Pufferlésungen die zellab-
weisenden Eigenschaften einer physisorbierten Albumin-
schicht aufheben kann.'>*** Dieses Phinomen wurde zum
»Schreiben von Zellanordnungen und zur Einfithrung mul-
tipler Zellpopulationen genutzt. Weiterentwicklungen des
Prinzips nutzten eine Templatstruktur aus einem zellabwei-
senden Polymer und Fibronectin.™®”! Die Fibronectinschich-
ten wurden mikroelektrochemisch fiir die Zelladhésion akti-
viert, wobei das Templat die Strukturgrenzen definierte. Zhao
et al. zeigten spater, dass ein Bromid-Oxidationspuls auch die
zellabweisenden Wirkungen von Oligoethylenglycol-termi-
nierten SAMs aufheben kann, die als zellabweisende Mono-
lagen in Verbindung mit SAM-gestiitzten Strukturierungs-
verfahren sehr verbreitet sind.®

Mikroelektrochemisch erzeugte organische Radikalanio-
nen (z.B. Phthalonitril) kénnen die Oberfliche von Fluor-
polymeren graphitisieren (reduzieren).'**'®! Die entstehen-
den Oberfldachen zeigen lokal ein anderes Benetzungsver-
halten"® und kénnen nachfolgend metallisiert!"*” oder nach
Oxidation mit einem anderen Oligomer modifiziert
werden. ']

Lokale Materialabscheidungen gelangen, indem eine
Vorstufe in Form eines diinnen Films auf der Substratober-
flache abgeschieden und mithilfe eines mikroelektrochemisch
erzeugten Oxidations- oder Reduktionsmittels zur ge-
wiinschten Mikrostruktur umgesetzt wurde (Abbildung 12b).
So wurden protonierte Polyvinylpyridin-Filme mit [PdCl,]*~
und [AuCl,]” beladen und durch lokal erzeugtes [Ru(NH,), >
zu Pd- und Au-Mikrostrukturen umgewandelt."* Analog
kann elektrochemisch erzeugtes Hydrochinon genutzt
werden, um einen aufgedampften AgCl-Film lokal zu ele-
mentarem Ag zu reduzieren.'™ Nach Auflosung des AgCl
verbleibt eine Silberlinie auf der Oberfliche, wobei das
Substrat auch isolierend sein kann.!"” SchlieBlich lassen sich
Polymerstrukturen bilden, wenn ein in der Arbeitslosung
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unloslicher Monomerfilm mit einem Oxidationsmittel poly-
merisiert wird, das von der Mikroelektrode erzeugt
wurde." 1"l Abgeschieden wurden Poly-(2,5-bis(1-ethylpyr-
rol-2-yl)thiophen) und Poly(4,4’-dimethoxy-2,2-bithiophen).
Auch der umgekehrte Ansatz wurde beschrieben: FEine
UME-induzierte pH-Verschiebung aktivierte das immobili-
sierte, unlosliche Oxidationsmittel (MnO,), was eine Poly-
merisation des gelosten Monomers (Thiophen) ausloste.!'®!
Polyanilin wurde direkt auf Substraten abgeschieden, indem
die UME den pH-Wert im Zwischenelektrodenraum so ver-
schob, dass die Elektropolymerisation auf dem Substrat in der
Nihe der UME einsetzte, wihrend sie auBerhalb dieses Be-
reiches nicht auftrat.!'*”!

Shohat und Mandler nutzten eine lokale pH-Erhohung
zur irresversiblen Abscheidung von Ni(OH),.'™ Im Unter-
schied zu den oben diskutierten Methoden lduft die proto-
nenverbrauchende Reaktion an der Substratoberfldche und
nicht an der UME ab. An einer Hg-UME wird Methylviolo-
gen zum Methylviologen-Radikalanion reduziert, das am Pt-
Substrat katalytisch durch Protonen oxidiert wird, wodurch
die lokale pH-Erhohung verursacht wird.

Die SECM-Sonde kann auf verschiedene Weisen genutzt
werden, um lokal Metallionen in die Losung abzugeben, die
nach Diffusion zum Substrat dort reduziert werden. Gold-
UME:s konnen in Gegenwart von Komplexbildnern aufgeldst
werden. Auf leitfahigen und halbleitenden Substraten lassen
sich aus den Aureaten Au-Nanopartikel — angeordnet in Mi-
krostrukturen — erzeugen.'"'7? Der dabei freigesetzte
Komplexbildner schlieft den elektrochemischen Feedback
und wirkt reaktionslimitierend. Einzelne Nanocluster aus
Cobalt erzeugten Schindler et al., indem sie an der Au-Spitze
eines ECSTM zunichst Co galvanisch abschieden.7>7
Durch einen kurzen anodischen Puls wird das abgeschiedene
Co wieder freigesetzt. Dies fiihrt zu einer lokalen Konzen-
trationserhohung und einer nachfolgenden galvanischen
Abscheidung einzelner Co-Cluster auf einem leitfdhigen
Substrat. Entscheidend fiir das Experiment ist eine genaue
Einstellung des Substratpotentials. Es wird so gewihlt, dass
das Nernst-Potential in der Co?*-Lsung nicht unterschritten
wird, eine kleine Co’"-Konzentrationserhhung aber sofort
eine galvanische Metallabscheidung auslost. GroBere Co-
Strukturen sind durch Auflosung von Co-UMEs zuging-
lich.['""

Mikropipetten, an deren Ende eine Fliissig-fliissig-
Grenzflache prapariert wurde, konnen fiir einen potential-
gesteuerten Durchtritt von Metallionen genutzt werden, der
sich zur Erzeugung diskontinuierlicher Metallstrukturen
nutzen lisst.'”*1”] Sauter und Wittstock schieden katalytisch
aktive Metallhexacyanoferrate durch Auflésung von Co- und
Ni-UMEs und Fillung mit [Fe(CN)¢]*~ ab, das am Substrat
gebildet wurde.['"*181

4.2. Kopplung heterogener und homogener Reaktionen

Die Ausdehnung von Diffusionsschichten begrenzt das
laterale Auflosungsvermogen der SECM-Technik sowohl bei
der lokalen Oberflaichenmodifizierung als auch bei der Ab-

bildung von Oberfldachen. In einer Reihe von Versuchsan-
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ordnungen kann die Ausdehnung von Diffusionsschichten
durch Kopplung mit homogenen Reaktionen im Interelek-
trodenraum eingeschrinkt werden, die die Lebensdauer (und
somit die Ausbreitung) der an den Grenzflichen gebildeten
Teilchen begrenzt. Voraussetzungen sind die Nutzung
schneller homogener Reaktionen und die geschickte Auswahl
eines Reaktionssystems, bei dem die Reaktanten der homo-
genen Reaktion selbst keine elektrochemische Reaktion an
der UME eingehen. Bereits 1992 nutzten Engstrom et al. die
spezielle Redoxchemie des Neurotransmitters Epinephrin
(E)."* Nach Oxidation an der Probe setzt sich das zunichst
gebildete Chinon (EQ) in einer Reaktion zu Adrenochrom
(A) um, das bei negativeren Potentialen als EQ reduziert
werden kann. Die UME wird nun so betrieben, dass sie EQ,
aber nicht A, im GC-Modus reduzieren kann. Wittstock und
Schuhmann nutzten die katalytische Disproportionierung von
H,0, durch das Enzym Catalase, um die Lebensdauer von
H,O, zu begrenzen, das an der Probe durch immobilisierte
Glucoseoxidase lokal gebildet wurde.”! Neben der Bedeu-
tung fiir die Verbesserung der Abbildungsqualitdt konnen
solche Experimente zur Identifizierung von Produkten kom-
plexer Grenzflichenreaktionen (z.B. bei Korrosionsvorgén-
gen) dienen.

Fir FB-Experimente entwickelten Heinze etal. das
Konzept der ,,chemischen Linse“.'* Eine Fingerverbindung
(scavenger), die der Losung zugesetzt wird, reagiert mit der
an der UME erzeugten Verbindung und fokussiert die Dif-
fusionsschicht unter der UME. Dabei wird der am Substrat
modifizierte Bereich unabhingig von der Reaktionskinetik
am Substrat. Geeignete Reaktionssysteme wurden fiir lokale
Metallabscheidungen,'>183181 Polymerabscheidungen!'*!
und lokales Atzen!"! entwickelt. Als exemplarisch kann hier
die lokale Ag-Abscheidung auf Metallen gelten (Abbil-
dung 13).

Die Losung enthilt den Komplex [Ag(NH;),]" und NO, .
Das Substrat wird auf einem Potential gehalten, bei dem

a)

NO; +H,0 > NOs +2H " +2 e

[Ag(NHs)e]"

[Ag(NH3),]" + 2 H* — Ag™ + 2 NH,"
Jur = -2J([Ag(NHg).l"

Ag* + 2 NH,*

LAg" +e” —Ag

[[AQ(NHs)zr # Ag + 2 NH;

Abbildung 13. Chemische Linse in FB-Experimenten. a) Reaktionssche-
ma; b) Abscheidung einer 1 um breiten Silberlinie auf Gold. Wiederga-
be von (b) mit Genehmigung aus Lit. [184]. Copyright 2005, The Royal
Society of Chemistry.
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[Ag(NH;),]" nicht, wohl aber [Ag(H,0),]" reduziert werden
kann. Durch elektrochemische Oxidation von Nitrit nach
Gleichung (7) wird lokal der pH abgesenkt und nach Glei-
chung (8) der Aquasilber-Komplex freigesetzt. Dieser wird
dann zur galvanischen Abscheidung am Substrat genutzt
(Abbildung 13).

NO,” + H,0 — NO;~ + 2H* 4+ 2¢- 7
[Ag(NH;),]" +2H" + 6 H,O — [Ag(H,0)q]" +2NH," 8)

Bei einem Uberschuss von NH; in der Losung wird die
pH-Verschiebung aber nur in unmittelbarer Umgebung der
Elektrode beobachtet, da NH; aus der Losung mit dem ge-
bildeten H* reagiert. Wenn eine schnelle homogene Reaktion
vorliegt, bildet sich eine scharfe Reaktionszone an der Posi-
tion aus, bei welcher der von der UME ausgehende diffusive
Fluss von H* betragsmiBig gleich dem Fluss von NH; aus der
Volumenphase in den Interelektrodenraum ist. Innerhalb der
Zone liegt [Ag(H,0)s]" vor, auBerhalb [Ag(NH,),]". Eine
Abscheidung erfolgt nur, wenn die Substratoberflache die
Reaktionszone schneidet. Der modifizierte Bereich kann
dabei kleiner sein als die verwendete UME.

4.3. Direktmodus

Im Direktmodus wirkt eine leitfdhige Substratoberfliche
als Gegenelektrode fiir die UME. Ein Stromfluss an der
UME verursacht einen betragsmiBig gleichen, entgegenge-
setzt gerichteten Strom ig an der Substratelektrode. Gelingt
es, ig auf einen engen Bereich um die UME zu fokussieren,
kann ig fiir Modfizierungen durch lokale Auflosung oder
Abscheidungen genutzt werden (sieche Abbildung 12¢, Ab-
schnitt 4.1). Anders als im FB-Modus miissen die Reaktionen
an der UME und dem Substrat nicht Oxidationen und Re-
duktionen des gleichen Redoxpaares sein.

Die Fokussierung der Reaktionen kann durch unter-
schiedliche Methoden gelingen. In frithen Experimenten
wurde eine Ag-Elektrode als Substrat genutzt, die mit einem
diinnen Ag*-beladenen Nafion-Film bedeckt war.l*1%] Bej
der Penetration mit einer Metallspitze definierte die Kon-
taktflache von Spitze und Film die wirksame Elektrodenfla-
che. Der geringe Abstand der Spitze zum Substrat bewirkte
eine inhomogene Feldverteilung, die fiir die Fokussierung
sorgte. An der Spitze wurden Ag'-Ionen galvanisch zu Silber
reduziert. Bei der horizontalen Bewegung der Spitze wurde
eine Silberlinie, eingebettet in Nafion, erzeugt. Als Gegen-
reaktion wurde die Silberauflosung an der Substrat-Nafion-
Grenzfliche genutzt. In einer etwas modifizierten Anordnung
kam dieser Mechanismus auch fiir einen hochauflosenden
Atzprozess'"™ und zur Abscheidung von Polyanilin in Nafion
zum Einsatz."" Wegen der erheblichen Einschrinkungen bei
der Wahl der Reaktionssysteme haben diese Experimente
keine Fortsetzung gefunden.

Die Fokussierung kann jedoch auch durch Pulsexperi-
mente in Kombination mit Elektropolymerisationsexperi-
menten erfolgen."™ Die Abscheidung elektrisch leitfihiger
Polymere erfordert neben der Oxidation des Monomers
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chemische Folgereaktionen, bis sich unlosliche Oligomere
abscheiden. Bei einer potentiostatischen Oxidation der Mo-
nomere verarmt der Interelektrodenraum an Monomeren,
und es kommt nicht zur Abscheidung. Schuhmann et al.
fiihrten geeignete Pulsprogramme ein, bei denen nach einem
Oxidationspuls die Monomere den Interelektrodenraum
auffiillen konnen und auf diese Weise periodisch ausrei-
chende Monomerkonzentrationen fiir Abscheidungen von
Polypyrrol erreicht werden.['® %] Die Abscheidungen lassen
sich ausgehend von Metallen auch iiber Isolatoren ausfiih-
ren."™ Durch Zuriickziechen der UME wurden dreidimen-
sionale Polymermikrostrukturen erzeugt." Der Einsatz
funktionalisierter Monomere eroffnet Perspektiven fiir den
Einsatz in Biosensoren und Biochips (Abschnitt 5.7.1).1%

El-Giar et al. erzeugten im Direktmodus Cu-Nadeln von
2000 um Linge und 25 pm Durchmesser durch eine galvani-
sche Cu-Abscheidung auf einer Cu-Unterlage mit einer suk-
zessiv zuriickgezogenen UME als Gegenelektrode (Abbil-
dung 14).1%%

Ein anderer Fokussierungsmechanismus wurde zur loka-
len Desorption von SAMs entwickelt.”*'%! Die UME wird
im Abstand von d & ry liber einer SAM-bedeckten Au-Sub-
stratelektrode positioniert. Substrat und UME werden mit
einer Wechselspannung (2-10 kHz, +1 V) verbunden. Bei
negativen Potentialen desorbieren die Alkanthiolate, bei
positiven Potentialen werden sie oxidativ zersetzt.®” Die
Desorption setzt wegen der inhomogenen Feldverteilung
unmittelbar unter der UME ein, wobei sich die elektroche-
mische Doppelschichtkapazitit des Substrats lokal erhoht.

Cu

e — e

Abbildung 14. m Direktmodus erzeugte Kupfernadeln. a) Ubersicht;
b) Antenne auf einem Kraftsensor. Wiedergabe von (b) mit Genehmi-
gung aus Lit. [193]. Copyright 2000, The Electrochemical Society.
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Da die UME nur einen begrenzten Strom liefern kann, bricht
die Polarisierung der Substratelektrode zusammen, wenn die
desorbierten Regionen in etwa die Grée der UME erreicht
haben. Die desorbierten Regionen lassen sich ohne grofie
Beeinflussung in engem Abstand platzieren."”® Diese Tech-
nik kam zur Modifizierung von Monolagen zum FEinsatz,
wobei insbesondere die Moglichkeit genutzt wurde, die frei-
gelegte Goldoberfldche erneut mit einem anderen, w-funk-
tionalisierten Thiol oder Disulfid zu modifizieren und einen
Ankerpunkt fiir die Ankupplung biochemischer Funktions-
trager zu schaffen.® Ist das zweite Thiol/Disulfid in der
Desorptionslosung vorhanden, lassen sich Desorption und
Wiederauffiillen der Au-Flidche in einem Schritt ausfiih-
ren.[1%)

Oxidschichten lassen sich ebenfalls im Direktmodus er-
zeugen, indem eine Probe in Gegenwart einer mikroskopi-
schen Gegenelektrode oxidiert wird.'””! Auf dhnlichen Prin-
zipen beruht eine Variante der Nanolithographie mit leitfa-
higen SFM-Spitzen.”*! Allerdings miissen hierbei neben der
lokalen Elektrochemie auch lokale mechanische Wechsel-
wirkungen in Betracht gezogen werden.

Sicher beruhen weitere Oberflichenmodifizierungen, die
in STM-Experimenten oder SFM-Experimenten beobachtet
oder bewusst erzeugt werden, auf dem Direktmodus. Da esim
Einzelfall schwer sein kann, die verschiedenen méglichen
Nahfeldwechselwirkungen (feldinduziert, lokale mechani-
sche Wirkung, lokale Elektrochemie) auseinanderzuhalten,
soll hier von einer detaillierten Diskussion Abstand genom-
men werden.

5. Anwendungsgebiete und spezifische Anforde-
rungen

Dieser Abschnitt soll einige angewandte Forschungsrich-
tungen beleuchten, in denen sich der Einsatz der SECM auch
auflerhalb spezialisierter elektrochemischer Laboratorien
abzeichnet. Mit der Kommerzialisierung der SECM-Technik
durch mehrere Anbieter bzw. durch Kooperationen mit den
etablierten Forschungsgruppen bildet die Instrumentierung
heute kein entscheidendes Hindernis fiir stirker anwen-
dungsorientierte Untersuchungen.

5.1. Anwendungen in der Korrosionsforschung

Die SECM-Technik kann als ideale Methode zur Auf-
klarung lokaler Korrosionsphdnomene gelten. Sie kann pas-
sivierte und aktive Bereiche der Oberfliche abbilden und
dariiber hinaus durch die lokale Erzeugung von aggressiven
Ionen wie CI” und Br~ Lochfrakorrosion initiieren. Die
Konzentrationen relevanter Spezies wie Fe*", Fe*", O, und H,
konnen iiber aktiven Regionen gemessen werden. Wegen der
hoheren lateralen Auflosung und der groBeren Vielfalt
moglicher experimenteller Ansidtze wird die SECM andere
elektochemische Methoden mit rdumlicher Auflosung, z.B.
die SRET-Technik (scanning reference electrode technique,
Technik der rasternden Referenzelektrode),”"*! fiir Kor-
rosionsuntersuchungen erginzen oder ersetzen.
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5.1.1. Identifizierung von Vorstufenregionen fiir Lochfrafi-
korrosion

Auf den meisten metallischen Materialien verhindert eine
diinne oxidische Passivschicht die fortlaufende oxidative
Auflosung des Metalls. Die lokale Schidigung dieser Passiv-
schicht fithrt zu mikroskopischen aktiven Regionen, an denen
eine schnelle Auflosung des Metalls (LochfraB) unter Auf-
rechterhaltung extremer Reaktantkonzentrationen und pH-
Werte erfolgt. Die Initiierung des lokalen Zusammenbruchs
der Passivschicht ist noch nicht ausreichend gut verstanden.
SECM-Untersuchungen von Vorstufenregionen zur Loch-
fraBkorrosion wurden an Stahl,[203-2071 Ty [208-212] Ty [213.214] \jj[215]
und AIP'27 ausgefiihrt. Dabei wird eine Metallprobe im
Passivbereich so polarisiert, dass eine Umsetzung einer ge-
1osten Verbindung (Br~, I", [Ru(NHj;)s]*", Nitrobenzol etc.)
an einzelnen Regionen der Passivschicht erfolgt. Die entste-
henden Reaktionsprodukte konnen im SG/TC-Modus am-
perometrisch an der UME detektiert werden. Am Beispiel
von Ti/TiO, erwiesen sich Regionen, an denen solche Um-
setzungen im passiven Zustand abliefen, nach der Anderung
der Polarisierung in den Bereich aktiver Korrosion als be-
vorzugte Orte fiir den Beginn der LochfraBkorrosion.?%-2%!

Ein Vorteil der SECM-Methode liegt im zerstorungsfrei-
en Charakter der Untersuchung, die diese Vorstufenregionen
bereits im passiven Zustand identifizieren kann. Aus der
Theorie fiir den Stofftransport durch Einzelporen lie3 sich
abschétzen, dass 69 % des Stromes an einer makroskopischen
Ti/TiO,-Elektrode von 0.79 cm? Fliche durch elf Vorstufen-
regionen floss, die nur 0.1 % der gesamten Ti/TiO,-Fliche
ausmachten.!! Diese Vorstufenregionen konnen durch
Einschliisse von Fremdelementen definiert sein.*" Fiir ein-
schlussfreie Proben liegen detaillierte Informationen zur
Struktur dieser Vorstufenregionen bisher nicht vor. Zwischen
verschiedenen Metallen sind dabei interessante Unterschiede
zu beobachten. So zeigen die Vorstufenregionen auf Ti/TiO,
keine chemische Selektivitit fiir die Umsetzung von
[Fe(CN)]*™ und Br~, wihrend Vorstufenregionen auf Ta/
Ta,Os eine deutlich unterschiedliche Reaktivitét fiir I™ und
[Ru(NH;)¢]** aufweisen (Abbildung 15).™

Vorstufenregionen auf Edelstahl sind vermutlich mit
schwefelreichen Einschliissen (MnS) assoziiert. Williams
et al. entwickelten eine Methode, um die Entwicklung von
Lochfral} in der Umgebung solcher Einschliisse durch eine
Kombination komplementidrer mikroskopischer Techniken
einschlieBlich SECM zu verfolgen.”"®! Mit einem #hnlichem
Ansatz wurden sulfidische Einschliisse auf Ni(200) unter-
sucht.®® Schwefelverbindungen (HS™, S,0,27), die von sol-
chen Einschliissen abgegeben werden, konnen durch Reak-
tion mit I;~ chemisch selektiv nachgewiesen werden. Durch
elektrochemische Bildung von I;~ an der UME erfolgt dieser
Nachweis mit lokaler Auflosung.?">"! Lister und Pinhero
erweiterten dieses Detektionsverfahren um eine Technik zur
Messung lokaler elektrischer Feldstirken.”! Spiter nutzten
sie zur Verbesserung der zeitlichen Auflosung eine Anord-
nung von mehreren Mikroelektroden (microelectrode array
microscope), die den zeitaufwendigen Rastervorgang ver-
mied und so eine grofere Zeitauflosung ermoglichte als eine
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Abbildung 15. Vorstufenregionen fiir Lochfraflkorrosion auf einer

200x 200 um? groRRen Ta/Ta,Os-Probe, abgebildet im SG/TC-Modus in
einer Lésung, die sowohl 2.5 mm [Ru(NH;)¢*" als auch 10 mm |~ ent-
hilt. a) Oxidation von I~ erfolgt nur an den Regionen 1 und 2
(Es=1.0V, E;=0.0 V); b) Reduktion von [Ru(NH;)¢*" erfolgt an den
Regionen 1-4 (Es=—0.8 V, E;=+0.4 V). c) Das Cyclovoltammogramm
der makroskopischen Ta/Ta,Os-Probe zeigt die Summe der Reaktionen
an allen Vorstufenregionen, ohne die chemische Selektivitit der indivi-
duellen Regionen erkennen zu lassen (v=20 mVs™'). Wiedergabe mit
Genehmigung aus Lit. [213]. Copyright 1999 American Chemical Socie-

ty.

konventionelle SECM-Aufnahme, allerdings bei einer viel
geringeren lateralen Auflosung.*>”

5.1.2. Lokale Initiierung von Lochfraflkorrosion

LochfraBkorrosion kann durch hohe Cl -Konzentratio-
nen ausgelost werden. SECM ermoglicht es, lokal und in
definierter Weise hohe Cl™-Konzentrationen zu erzeugen und
dadurch das Entstehen einzelner aktiver Locher zu initiie-
ren.”"?? Die Cl -Ionen wurden durch die elektrochemische
Reduktion von CCI;COOH an einer amalgamierten Au-
UME erzeugt. Der Strom an der Stahlprobe zeigt als Antwort
auf die lokal hohe CI -Konzentration das typische Verhalten
fir die Bildung, das Wachstum und die Repassivierung eines
isolierten Korrosionsloches.

5.1.3. Verfolgen der aktiven Korrosion und der Passivierung

Mit der UME kann auch die aktive Korrosion auf einer
Reihe von Materialien verfolgt werden. Durch Cyclovolt-
ammogramme an der UME oder durch Verwendung ionen-
sensitiver potentiometrischer Mikroelektroden lassen sich die
beim Korrosionsprozess lokal freigesetzten Teilchen identi-
fizieren. Untersuchte  Materialien umfassen neben
Stahl(®+2%:224 auch Zahnfiillungen aus Amalgamen und me-
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tallischen Implantaten,??2! Titan,??"! Legierungen, 222
organische Beschichtungen auf metallischen Substra-
ten,*2¥ potentiometrische Sensoren aus Agl in Cyanid-
16sungen,™” Silicium in Atzbddern,™ ungeschiitzte und
kohlenstoffbeschichtete ZnSe-Wellenleiter™! und ampero-
metrische Biosensoren fiir NADH-abhingige Dehydrogena-
sen aus einem Komposit, das als Reservoir fiir die kontrol-
lierte Abgabe eines Redoxmediators wirkte.”*! SECM kann
auch vorteilhaft eingesetzt werden, um simulierte Korrosi-
onsprozesse bei der Fertigung von integrierten Schaltkreisen
zu verfolgen.?*!

Die Bildung lokal unterschiedlicher Passivschichten
wurde auf polykristallinen Ti/TiO,-Elektroden®” im FB-
Modus untersucht, wobei die Regionen unterschiedlicher
Kinetik der [Fe(CN]¢]*"-Reduktion mit einzelnen Kristalli-
ten, die durch optische Mikroskopie zugénglich sind, tiber-
einstimmen.*”!

Weitere Untersuchungsmoglichkeiten zur Aufkliarung lo-
kaler Korrosionsphdnomene zeichnen sich durch Impedanz-
messungen an der UME ab.??2342525] Damit konnten De-
fekte in organischen Beschichtungen®* und in Passivschich-
ten®”! visualisiert werden, obwohl die Kontrastentstehung
nicht in jedem Fall klar ist und vielen Einflussfaktoren un-
terliegt.**¥

5.2. Analytik in der Oberflichentechnik

SECM bietet sich als komplementédre mikroskopische
Technik fiir die Charakterisierung technologischer Oberfl4-
chen an, wenn sich die lokale Funktionalitét daraus ergibt, ob
eine chemische Reaktion ablduft oder inhibiert wird. Rein
topographische Abbildungen, die prinzipiell ebenfalls mog-
lich sind, lassen sich z.B. mit der Rasterkraftmikroskopie
einfacher und meist in besserer rdumlicher Auflosung erhal-
ten.

5.2.1. Untersuchung von Elektrodenmaterialien

Unterschiedlich strukturierte Elektroden bilden selbst
einen folgerichtigen Untersuchungsschwerpunkt. Charakte-
risiert wurde die Redoxkinetik an Elektrodenmaterialien, die
als Spray oder Paste auftragbar sind und wegen dieser tech-
nologischen Vorteile auf ihre Eignung fiir verschiedene Ein-
satzgebiete getestet wurden.*'>* Wegen der Zusammenset-
zung des Materials aus leitenden Partikeln und isolierenden
Binde- und Fiillmitteln ist eine lokale Charakterisierung des
elektrochemischen Verhaltens notwendig. Sehr einfach erhélt
man mit dem SECM z.B. auch die Verteilung von leitenden
und isolierenden Regionen auf mikrostrukturierten Trans-
ducern fiir die elektrochemische Analytik.?*>*7>% Dies gilt
auch dann, wenn die elektrochemisch aktiven Regionen in
Poren verborgen und daher fiir andere Techniken wie SFM
nicht zuginglich sind. Ebenfalls moglich ist eine lokale Cha-
rakterisierung der Elektronentransferkinetik nach unter-
schiedlichen Prozessschritten, die z. B. durch Adsorption von
Prozesschemikalien zu einer Inhibition des Elektronentrans-
fers oder durch thermische Behandlungen zu einer Aktivie-
rung filhren konnen.*!! Die zwei Phasen des halbleitenden
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Kupfer-Tetracyanochinodimethans wurden im FB-Modus
untersucht.”* Ebenso konnte mit dem SECM eine halblei-
tende Phase lokal erzeugt werden.” Shen et al. konnten die
Kinetik der Farbstoffregeneration in Farbstoff-sensibilisier-
ten ZnO-Elektroden untersuchen, die fiir elektrochemische
Solarzellen entwickelt werden.")

5.2.2. Untersuchung selbstorganisierter Monolagen

Die lokale Inhibition des Elektronentransfers durch ad-
sorbierte Monolagen liegt auch der Abbildung von gemus-
terten SAMs auf Gold mit dem SECM zugrunde, 31941932581
Eine defektfreie Monolage passiviert das Au-Substrat so
stark, dass sie sich in SECM-Experimenten wie ein Isolator
verhilt. Das SECM-Signal reagiert sehr empfindlich auf nicht
perfekte Monolagen, da an den Defekten die passivierende
Wirkung aufgehoben ist und zu hohen i-Werten fiihrt. Ein
guter Kontrast von SAM-bedeckter und freier Goldoberfla-
che belegt dagegen eine geringe Defektdichte. Im Unter-
schied zu der fiir diesen Zweck hiufig angewandten Cyclo-
voltammetrie kann man das Anlegen extremer Potentiale
(bei denen die SAM selber modifiziert wird) bei SECM-Un-
tersuchungen von SAMs vermeiden.™! Durch sequenzielles
Anlegen konstanter Potentiale an die SAM-modifizierte
Probe konnen zudem potentialabhéngige Eigenschaften be-
stimmt werden. Die Bildung der SAM mit der Zeit wurde
durch Aufnahme von Annidherungskurven verfolgt. Der
Auswertung wurde ein Modell einer teilweise bedeckten
Elektrode zugrundegelegt, wobei die unbedeckten Regionen
kleiner als die UME sind.**! Durch Untersuchungen bei ver-
schiedenen Reaktionsbedingungen gelang es Liu et al., die
unterschiedlichen Beitrdge zum Elektronentransfer iiber
SAMs zu bestimmen.”*! Die SECM erwies sich weiterhin als
geeignet, die durch Kettenldnge, Protonierungs- oder Kom-
plexbildungsgleichgewichte verdnderten Eigenschaften von
terminal funktionalisierten SAMs zu differenzieren.”¢!:>%?l
Ebenfalls untersucht wurde die Anderung des Passivie-
rungsverhaltens von DNA-haltigen SAMs bei der Bindung
von zweiwertigen Kationen.’™ Zu erwihnen ist auch der
Ansatz von Abbou et al. zur Charakterisierung von Poly-
merketten, die an einem Ende an einer Oberfldche verankert
und am anderen Ende mit einer Ferroceneinheit markiert
sind.”™ Durch einen elektrisch leitfihigen Kraftsensor
konnen die Schichten in Losung kontaktiert werden. Es
lassen sich an den wenige Nanometer dicken Monolagen
SECM-Anniherungskurven aufnehmen, die die Beweglich-
keit der Polymerketten widerspiegeln.

Besondere Vorteile ergeben sich aus der Moglichkeit, das
SECM zur Strukturierung von SAMs in Losung einzusetzen
(Abschnitte 4.1 und 4.3) und die erhaltenen Strukturen im
gleichen Versuch zu charakterisieren.

5.2.3. Untersuchung von Polymerbeschichtungen

Bei der Untersuchung von Polymerbeschichtungen auf
leitfdhigen Unterlagen ergidnzt die SECM andere schon
langer etablierte Verfahren. Dies ist erforderlich, da der La-
dungstransport durch Polymerschichten auf sehr unter-
schiedlichen Mechanismen beruhen kann, deren detaillierte
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Analyse wegen der Uberlappung der einzelnen Mechanismen
immer wieder experimentelle Probleme aufwirft. Wichtige
Mechanismen des Ladungstransports sind in Abbildung 16
schematisch dargestellt.
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Abbildung 16. Ladungstransport durch Polymerschichten und ihre Un-
tersuchung mit dem SECM. a) Behinderung der Mediatordiffusion
durch einen inerten, isolierenden und nicht permeablen Film analog
zu Abbildung 4, Kurven 1-4; b) geléste redoxaktive Teilchen erreichen
durch Defekte in der Schicht (,pinholes“) die Unterlage; c) die redox-
aktiven Teilchen I6sen sich im Polymer und kénnen darin zur Unterla-
ge diffundieren; d) geldste redoxaktive Teilchen reagieren mit einem
im Polymerfilm befindlichen Redoxmediator; e) geléste Teilchen tau-
schen Elektronen mit einem elektronenleitenden Polymer an der Film-
Elektrolyt-Grenzflache aus.

Ein inerter, isolierender und nicht permeabler Film be-
hindert die Diffusion des Mediators, wie in Abbildung 4,
Kurven 1-4. Locher in Beschichtungen (,,pinholes®, Abbil-
dung 16b) auf leitenden Unterlagen lassen sich mit dem
SECM sehr gut analysieren. Dabei treten im GC-Modus und
im FB-Modus nur die Poren in Erscheinung, die den gesam-
ten Film durchziehen und die leitfihige Unterlage erreichen —
ein grofler Vorteil gegeniiber z. B. SFM-Aufnahmen, die jede
Pore unabhingig von ihrer Tiefe abbilden wiirden, wenn die
Spitzengeometrie es verhindert, dass der Boden der Pore er-
reicht wird. Anwendung fand diese Arbeitsweise z.B. bei der
Untersuchung leitfdhiger Polymere, die in neuen Verfahren
zur Bohrlochmetallisierung zum Einsatz kommen kénnen. )
Haben die Poren einen groen Abstand voneinander, konnen
auch noch Poren detektiert werden, die ein Zehntel der
Spitzenabmessungen aufweisen (FB-Modus). Im GC-Modus
konnen die Poren noch kleiner sein.

Die Permeation unterschiedlich groBer geloster Teilchen
durch isolierende Polymerfilme (Abbildung 16¢) quantifi-
zierten Williams et al.**®2%! Shiku et al. untersuchten den
Einfluss einer Plasmabehandlung auf die O,-Permeabilitét
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von Polydimetylsiloxan.’®! Bedeutsam ist auch eine Unter-
suchung von Gyurcsényi et al. zum Ionentransport durch io-
nenselektive Membranen.™ Damit gelang ein direkter ex-
perimenteller Nachweis einer Diffusionsschicht an ionen-
selektiven Elektroden (ISEs), die lange Zeit als vollig dqui-
librierte Systeme angesehen wurden. Die Beriicksichtigung
der Massentransportphidnomene an diesen Elektroden unter
der Bedingung geringer Analytkonzentrationen erméglicht
eine drastische Verbesserung der Nachweisgrenzen
von ISEs.*"!

Der Elektronentransfer durch im Polymerfilm
geloste Redoxsysteme wurde im Einstich-Modus un-
tersucht (Abbildung 16d), bei dem eine konische
UME von der Losungsseite in den Film ein-
dringt.">?" Dabei konnen die Redoxsysteme im Film
entweder gelost?’ oder als redoxaktive Gruppen an
die Polymerketten gebunden sein, sodass ein La- R

a)

G. Wittstock et al.

Die UME bewegt sich im Akzeptorkompartiment und misst
in einer SG/TC-Anordnung die lokalen Konzentrationen der
austretenden Teilchen. Durch Verwendung selektiver UMEs
(entweder durch ISE oder durch das Arbeiten bei definiertem
Ey) erhilt man TransportgroBen fiir einzelne Teilchensorten.
Der Transport selbst kann durch einen Konzentrations-,
Druck- oder Potentialgradienten durch die Membran ange-
trieben werden (Abbildung 17).

b)

dungstransport nur durch einen Elektronentransfer
zwischen benachbarten redoxaktiven Gruppen erfol-
gen kann.?”!

Der Ladungstransport durch elektronisch leitfa-

hige Polymere (Abbildung 16¢) kann vorteilhaft im
FB-Modus untersucht werden.[*#??% Der Strom an
der UME héngt ab von der Diffusion des Mediators

Galvanostat

+ o

= of— 010"

zwischen der UME und der Polymeroberfliche, dem
Elektronentransfer an der Polymer-Losungs-Grenz-
fliche, dem Ladungstransport innerhalb des Poly-
merfilms und dem Elektronentransfer zwischen der
metallischen Unterlage und dem Polymerfilm. Durch
Veriandern der Filmdicke, des Elektrodenpotentials
und des Abstands zwischen UME und Polymerfilm
kann die Geschwindigkeit von drei der betrachteten
Prozesse in grolen Bereichen variiert werden. Dies
ermoglicht eine detaillierte Analyse des Ladungstransfers.
Daneben lassen sich auch elektronisch leitfdhige Regionen
innerhalb von Polymermischungen””! sowie Alterungspro-
zesse an solchen Filmen identifizieren.”? Elektronisch leit-
fahige Polymere konnen elektrochemisch zwischen leitféhi-
gem und isolierendem Zustand geschaltet werden, wobei zur
Erhaltung der Ladungsneutralitit Gegenionen vom Film
aufgenommen oder abgegeben werden miissen. Dieser Ge-
genionenaustausch kann von der Losungsseite mit einer Mi-
kroelektrode amperometrisch oder potentiometrisch verfolgt
werden.2532%61 Ahnlich kann auch die Substanzabgabe aus
technologisch wichtigen Photoresistpolymeren analysiert
werden. 7

SchlieBlich profitieren Untersuchungen von Polymermi-
krostrukturen von dem Umstand, dass das SECM zur Er-
zeugung derartiger Strukturen eingesetzt werden kann (Ab-
schnitt 4).

5.3. Transport durch Membranen und biologische Gewebe

Das SECM bietet sich zur Untersuchung von lokalen
Massentransportprozessen durch Membranen und Gewebe
geradezu an. In einem typischen Aufbau wird die zu unter-
suchende Membran als Trennwand zwischen einem Donor-
kompartiment und einem Akzeptorkompartiment eingebaut.
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Abbildung 17. Typische Versuchsanordnungen zur Untersuchung von Massen-
transportprozessen in biologischen Membranen. Die Triebkraft des Transports
ist a) ein Konzentrationsgradient zwischen Donor- und Akzeptorkompartiment,
b) ein Druckgradient zwischen den Kompartimenten oder c) ein Potentialgradi-
ent zwischen den beiden Kompartimenten.

Ist der Massentransport gleichformig tiber die Membran
verteilt, wie z.B. bei Lipiddoppelschichten, kann man die
UME einsetzen, um Konzentrationsprofile im Akzeptor-
kompartment unter verschiedenen hydrodynamischen Be-
dingungen z.B. zur Verfeinerung von Transportmodellen zu
messen.> %

Bei den meisten technischen Membranen oder bei biolo-
gischen Geweben, wie z.B. Haut, Zahnbein oder Knorpel,
erfolgt der Transport aber zumindest teilweise durch mikro-
skopische Porensysteme. Die relativen Beitrédge verschiede-
ner Transportwege sind vielfach nicht genau bekannt. Thnen
kommt gerade im medizinischen Bereich bei der Entwicklung
steuerbarer transdermaler Arzneimittelapplikationsformen
und der nichtinvasiven Gewinnung von Korperfliissigkeiten
fiir diagnostische Zwecke eine steigende Bedeutung zu.
Entsprechend intensiv. wurden SECM-Anwendungen in
diesem Bereich mit Beteiligung der Industrie vorangetrieben.
FEine umfassende Darstellung der Theorie und der bisher
veroffentlichten Anwendungen ist verfiigbar.’® Aus Platz-
grilnden kann hier nur eine sehr knappe Darstellung der
Grundlagen und eine Auflistung experimenteller Untersu-
chungen erfolgen.

Tritt eine Substanz aus einer Pore aus, erfolgt der Trans-
port im Akzeptorkompartiment durch Diffusion unabhingig
vom in der Pore wirkenden Transportmechanismus. Es stellen
sich stationdre Konzentrationsverhéltnisse iiber der Poren-
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offnung im Akzeptorkompartment ein, wenn der Porenradius
T'vore Kleiner als ca. 50 pm ist. Der diffusive Fluss J der Teilchen
aus der Porendffnung ergibt sich, analog zu Gleichung (1),
nach Gleichung (9),”! wobei c(z=0, r=0) die lokale Konzen-
tration an der Porenoffnung, z und r die vertikale bzw. radiale
Entfernung vom Zentrum der Porenoffnung im zylindrischen
Koordinatensystem sind.

J=4Dc(z=0,r =0) Ipore 9)

Wegen der Stationaritdt von J und der Kontinuitétsbe-
ziehung muss der Fluss am Porenausgang gleich dem Fluss
innerhalb einer individuellen Pore sein. Die lokale Konzen-
tration ergibt sich aus gemessenen Konzentrationsverteilun-
gen iiber einer Porendffnung [Gl. (10)].>2%)

Angewandte

auch an technischen Membranen wie Nafion intensiv unter-
sucht.?!

Auf etwas andere Weise geht man bei der Untersuchung
von Knorpelgewebe vor.F”=%] Hierbei wird eine Knorpel-
probe am Boden einer konventionellen Messzelle eingebaut.
Mit einem hochgeladenen Redoxsystem, das nicht in das
Knorpelgewebe permeiert, ldsst sich die Topographie der
Probe abschitzen. Bei einer Sauerstoffreduktion an der UME
wird dagegen das Losungsvolumen iiber der Knorpelprobe
lokal verarmt und Sauerstoff aus dem Knorpelgewebe nach-
geliefert. Aus der Differenz der Messkurven zum Erwar-
tungswert fiir die gehinderte Diffusion nach der zugehorigen
Kurve in Abbildung 4 kann die Permeabilitit des Gewebes
fiir Sauerstoff ermittelt werden. Eine weitere Erhohung der
Auflosung und der chemischen Selektivitit solcher Messun-

gen erreichten Kueng et al. durch die Inte-

Z=9r= ration amperometrischer Enzymelektro-

czr) = 2e@=0r=0) 1 V2o gratis P . [306-308] ymes
’ T 5 B > (10) den in SFM-Messspitzen. Mit diesem
\/(rz 2 ) + \/(r P A2 System wurde die Abgabe von Glucose und

Uber jeder Pore bildet sich eine lokal erhohte Konzen-
tration aus, die mit dem SECM gemessen werden kann. Auf
diese Weise werden zunichst individuelle Poren lokalisiert.
Haben die Poren einen ausreichenden Abstand voneinander,
ldsst sich die UME iiber dem Zentrum einer einzelnen Pore
(r=0, Strommaximum) positionieren, um dort die lokale
Konzentration als Funktion des vertikalen Abstandes z zu
messen [Gl. (11)].7"

2¢(r=0,z=0)
7

C(r =0, z) = tan™! rpﬂ (11)

Eine Kurvenanpassung der Gleichung (11) an (c(z),z)-
Wertepaare liefert die unbekannten Parameter c¢(r=0,z=0)
und r,., die, eingesetzt in Gleichung (9), den Fluss in einer
individuellen Pore liefern. Diese Beziehungen gelten streng
nur dann, wenn zur Ermittlung der lokalen Konzentrationen
eine passive Sonde, z.B. eine ISE, genutzt wird, die bei der
Messung die Konzentration der detektierten Teilchen nicht
andert. Bei den publizierten Anwendungen erfolgten die
Messungen aber vorwiegend mit amperometrischen UMEs.
Bei diesen Elektroden kommt es zu einer Uberlagerung der
Diffusionsschichten der Porenoffnung und der UME, die als
lokale Senke fiir die zu detektierenden Teilchen wirkt. Durch
umfangreiche Untersuchungen an Modellmembranen mit
bekannter Porengeometrie konnte nachgewiesen werden,®"!
dass diese Beeinflussungen vernachldssigbar werden, wenn
man mit moglichst kleinen UMEs arbeitet und bei der Aus-
wertung von Gleichung (11) nur Werte fiir z>2r,,. ver-
wendet. Theoretische Behandlungen fiir Grenzfille, bei
denen diese Bedingungen nicht eingehalten werden konnen,
liegen ebenfalls vor.”>?*! Mit der beschriebenen Methode
wurde der lokale Stofftransport durch Hautproben in unter-
schiedlichen Differenzierungsstadien® ***” und durch
Zahnbein®?33% yntersucht, wobei zusitzlich neben der
Diffusion noch andere Transportmechanismen (Iontophore-
se, hydrodynamischer Fluss) genutzt wurden. In allen Fillen
ist der Fluss nicht homogen iiber das Gewebe verteilt. Die
Beitrdge unterschiedlicher Transportmechanismen wurden
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ATP von Modellmembranen unter physio-
logischen Bedingungen untersucht. Weitere aktuelle Ent-
wicklungen an Modellsystemen gelten der Kombination to-
pographischer und funktioneller Informationen®! und dem
Test neuer Messmodi,?'”! die sich z.T. auch an das Prinzip der
Rasterionenleitfihigkeitsmikroskopie anlehnen.F!312 Der
zeitliche Verlauf der Blockierung nanoskopischer Poren
durch Nanopartikel konnte ebenfalls verfolgt werden.['”!

5.4. Katalytische Elektroden und Brennstoffzellen

Die mikroskopische Charakterisierung elektrokatalyti-
scher Elektroden hat u.a. in der chemischen Sensorik, bei
Elektrosynthesen und bei der Entwicklung der Brennstoff-
zellentechnologie eine besondere Bedeutung. Die Signal-
abhingigkeit von kinetischen Prozessen macht die SECM zu
einer sinnvollen Erginzung bestehender Untersuchungs-
methoden. Als Beispiel fiir die kovalente Modifizierung von
Elektrodenoberflichen zur Erzielung besonderer Reaktivi-
titseffekte kann die Modifizierung von Glaskohlenstoff mit 4-
Aminobenzoesdure gelten. Die Kinetik der resultierenden
Elektroden wurde durch Annidherungskurven im FB-Modus
[GL (5) und (6)] und Vergleich mit Modellrechnungen cha-
rakterisiert.’'¥ Eine elektrosynthetische Anwendung #hnli-
cher Elektroden zur Herstellung von Hydroxylamin aus Sal-
petersiure untersuchten Halaoui et al.’'” Dabei kam das
SECM bei fixierten Positionen zur Detektion von Reakti-
onsintermediaten und Produkten zum Einsatz.

Weitere Arbeiten galten der Untersuchung von Reaktio-
nen, die in der Brennstoffzellentechnik bedeutsam sind. Die
Verwendung des Mediatorsystems H*/H, wurde im FB-
Modus untersucht.”*l' Anders als bei vielen bisher be-
sprochenen Redoxmediatoren hiangt die Kinetik des Systems
H*/H, sehr stark von den elektrokatalytischen Eigenschaften
des Elektrodenmaterials ab. Die Gleichungen (5) und (6)
wurden zur Ermittlung der potentialabhéngigen Geschwin-
digkeitskonstante fiir katalytisch aktive Elektroden genutzt,
wobeli die in Abschnitt 3.1.1 erlduterten Vorteile zum Tragen
kommen.’?! Exemplarisch wurde auch die Untersuchung
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komplizierterer Reaktionen wie der Methanoloxidation®'”
oder der katalytischen Aktivitit polykristalliner Pt-Elektro-
den in Gegenwart von Kohlenmonoxid®!! demonstriert. Die
Messverfahren kamen auch zur Untersuchung von kombi-
natorischen Arrays aus PtRu- und PtRuMo-Elektrokataly-
satoren zum Einsatz.®?>3% Weiterhin wurden Pt-TiO,-Nano-
kompositelektroden mit dem H*/H,-System untersucht.**

Die Reaktivitit von Metallnanoclustern, die insbesondere
in der Brennstoffzellentechnik bedeutsam sind, wurde auf
verschiedenen Substraten im GC-Modus charakterisiert. Der
Aufbau entsprach ECSTM-Instrumenten mit der Moglich-
keit, die Messspitze kontrolliert auBerhalb der Tunneldistanz
zuriickzuziehen. Neben der Reaktivitit von Pt-Kolloiden auf
hochorientiertem Graphit (HOPG)P*! wurden besondere
Reaktivititseffekte an einzelnen Pd-Nanoclustern auf Gold
untersucht.®?) Im zweiten Fall wurde zuniichst durch einen
spitzeninduzierten Effekt ein isolierter Nanocluster erzeugt
und beziiglich seiner Topographie mit dem ECSTM charak-
terisiert.’””! Nach VergroBerung des Abstandes wurden die
elektrokatalytischen Eigenschaften dieser Cluster im SG/TC-
Modus vermessen, und eine sehr starke Abhéngigkeit der
Aktivitit von der Schichtdicke der Cluster wurde gefun-
den.[*

Die Sauerstoffreduktionsreaktion (ORR, oxygen reduc-
tion reaction) ist eine technisch und biologisch aduBerst
wichtige, mechanistisch jedoch komplizierte Reaktion. In
einem noch stark vereinfachten Schema miissen in saurer
Losung zumindest drei Reaktionsschritte berticksichtigt
werden [GL. (12)—(14)].

0,+4e +4H' - 2H,0 (12)
0,+2e +2H' = H,0, (13)
H,0, +2e” +2H" —2H,0 (14)

Die Reaktionsgeschwindigkeit ist stark abhédngig vom
Elektrodenmaterial. Die kinetische Limitierung durch die
ORR begrenzt signifikant die Effizienz von Brennstoffzellen
und elektrosynthetischen Verfahren. Da es sich um eine ir-
reversible Reaktion handelt, kann zu ihrer Untersuchung
nicht auf den FB-Modus zuriickgegriffen werden. FEinige
Untersuchungen erfolgten im TG/SC-Modus (Abbil-
dung 6¢).333 Die UME wird in sauerstofffreier Losung
im Abstand von 0.5-3r; iiber der Probe positioniert und bei
konstanter Stromstidrke zur Erzeugung von molekularem
Sauerstoff genutzt. Der lokal erzeugte Sauerstoff diffundiert
zur Probe und wird dort reduziert. Durch Auftragung des
Probenstroms ig gegen die laterale Position der UME erhilt
man eine Kartierung der lokalen Geschwindigkeit der ORR.
Solche Messungen dienen z.B. zum Screening von Katalysa-
torprédparationen (Abbildung 18).

Dieses Prinzip wurde auch genutzt, um sauerstoffredu-
zierende Enzyme fiir Biobrennstoffzellen®'! und Bibliothe-
ken metallischer Reduktionskatalysatoren zu untersu-
chen."*? Im letzteren Fall wurde ein Array von Legie-
rungspunkten bestehend aus Pd, Au und Co, in dem die Zu-
sammensetzung systematisch variiert wurde, innerhalb einer
Messung untersucht. Die Materialkombinationen, die die
beste Aktivitét fiir ORR haben, zeigten die hochsten ig-Werte
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Abbildung 18. TG/SC-Abbildung der ORR-Aktivitit eines Arrays von Pt-
Spots auf Glaskohlenstoff. An der UME erzeugter O, (i=22 nA) wird
an der Probe katalytisch umgesetzt (Es=0.1V). Elektrolyt: 0.5m
H,SO,. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [329]. Copyright 2003,
American Chemical Society.

beim Passieren der UME. Die ORR kann bei pH 12 auch im
FB-Modus gemessen werden, da hier Hydroxidionen als
Mediator wirken.”* Sie werden an der UME zu O, oxidiert
und bei der Reduktion an der Pt-Probe regeneriert. Der
Einsatzbereich dieser Variante ist nicht nur durch den kleinen
pH-Bereich, sondern auch durch die verwendbaren Proben-
materialien sehr begrenzt, da an vielen Metallen bei der ORR
im erheblichen MaBe H,0, entsteht, das dem Mediator-
kreislauf entzogen wiirde.

5.5. Untersuchung von biotechnologischen Oberflichen
5.5.1. Abbildung enzymatischer Reaktionen

Die SECM hat sich zu einer wichtigen Methode zur
Charakterisierung der Kinetik und der Verteilung von im-
mobilisierten Enzymen an Oberfldchen entwickelt, die zur
Optimierung von biochemischen Sensoren, Biochips oder
Triagermaterialien fiir Enzyme (Membranen, Schiume, Gele)
einsetzbar ist. Die Aktivitdt immobilisierter Enzyme kann im
FB- oder GC-Modus abgebildet werden. Wihrend im FB-
Modus nur Oxidasen untersucht werden konnen (Tabelle 1),
lassen sich mit dem GC-Modus auch eine Reihe weiterer
Enzyme charakterisieren (Tabelle 2). So lieBen sich z.B. fiir
die biotechnologisch und molekularbiologisch bedeutsamen
Enzyme alkalische Phosphatase (ALP) und Galactosidase
(Gal) geeignete Substrate finden, die beim Potential der
UME nicht oxidiert werden, wohl aber das Produkt der en-
zymatischen Reaktion, p-Aminophenol.[’+3343%]

Tabelle 1 und Tabelle 2 lassen sich entsprechend der
unten angegebenen Prinzipien erweitern und sind keinesfalls
als abgeschlossen anzusehen. Eine der attraktiven Moglich-
keiten des SECM besteht in der Charakterisierung von En-
zymen auf Transduceroberflichen unabhingig vom Transdu-
cer selbst. Bei der Immobilisierung von Enyzmen auf Elek-
trodenoberflichen kommt es nicht selten zu einer Inhibition
von Elektronentransferreaktionen. Mit dem SECM kann
dieses Szenario von einer Desaktivierung des Enzyms selbst
unterschieden werden. Dariiber hinaus erfordert der Trend
zur Miniaturisierung von Sensoren und Chipsystemen ent-
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Tabelle 1: FB-Abbildung von immobilisierten Oxidoreduktasen.

Angewandte

abgebildetes Enzym Substrat Mediator/Reaktion an der UME Lit.
Glucoseoxidase, EC1.1.3.4 50-100 mm Glucose 0.05-2 mm Ferrocenmonocarbonsiure, [46,192,336]
Dimethylaminomethylferrocen, Oxidation
0.05-2 mm K,[Fe(CN)¢], Oxidation [46]
0.02-2 mm Hydrochinon, Oxidation [46,337)
0.5 mm [Os(fpy) (bpy),Cl|CLP! Oxidation [192]
PQQ-abhingige 50 mm Glucose 0.05-2 mm Ferrocenmonocarbonsiure, [338]
Glucosedehydrogenase, 0.05-2 mm Ferrocenmethanol,
EC1.1.99.17 0.05-2 mwm p-Aminophenol, Oxidation
NADH-Cytochrom-c-Reduktase, 50 mm NADH 0.5 mm N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-phenylendiamin, Oxidation [337]
EC1.6.99.3, innerhalb von
Mitochondrien
Diaphorase (NADH-Akzeptor- 5.0 mm NADH 0.5 mm Hydroxymethylferrocen, Oxidation [339]
Oxidoreduktase, EC 1.6.99.-)
Meerrettichperoxidase, EC1.11.1.7 0.5 mm H,0, 1 mm Hydroxymethylferrocenium, Reduktion [340]
Nitratreduktase, EC1.7.99.4 23-65 mm NO;~ 0.25 mm Methylviologen, Reduktion [341,342]
[a] fpy = Formylpyridin, bpy = Bipyridin.
Tabelle 2: GC-Abbildung von lokalen Enzymaktivititen.
abgebildetes Enzym an der UME UME® Lit.
detektierte Spezies
Glucoseoxidase EC1.1.3.4 H,0, amperom. Pt-UME [73,343]
amperom. Enzymelektrode [344]
PQQ-abhingige Glucosedehydrogenase, [Fe(CN)* amperom. Pt-UME [338]
EC1.1.99.17
Urease EC3.5.1.5 H* potentiom. Sb-UME [49]
NH,* Flissigmembran-ISE [53]
Meerrettichperoxidase EC1.11.1.7 Ferrocenderivate amperom. Pt-UME [196,340,345]
alkalische Phosphatase EC3.1.3.1 4-Aminophenol amperom. Pt-UME [74,336,346]

Galactosidase EC3.2.1.23 4-Aminophenol
Alkoholdehydrogenase EC1.1.1.1 H*

NADPH-abhingige Oxidase
in Osteoclasten

O,

amperom. Pt-UME [334,335,347,348]
potentiom. Sb-UME [61]

Cytochrom-c-modifizierte Au-UME (amperom.) [349]

[a] amperom.: amperometrisch; potentiom.: potentiometrisch.

sprechende Methoden, mit denen die relative Lage von
Elektrodenoberflachen und immobilisierten Enzymschichten
untersucht werden kann.**" Wie aus Tabelle 1 und Tabelle 2
ersichtlich ist, lassen sich einige Enzyme sowohl im GC-
Modus als auch im FB-Modus untersuchen. Bei der Auswahl
eines Abbildungsmodus und der Interpretation der Ergeb-
nisse erwiesen sich die folgenden methodischen Uberlegun-
gen als hilfreich.

1) Wenn Enzyme auf leitfdhigen Oberflichen (Elektro-
den) immobilisiert sind, kann meist nur der GC-Modus ver-
wendet werden.”) Wenn Oxidoreduktasen auf leitfihigen
Oberflachen im FB-Modus untersucht werden, kommt es zu
einer Uberlagerung der Mediatorregeneration durch die en-
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zymatische Reaktion und durch einen heterogenen Elektro-
nentransfer mit der leitfihigen Oberfldche (Abbildung 19b).

Obwohl es im Prinzip moglich ist, die Beitrage durch ge-
eignete Kontrollexperimente aufzutrennen,’ ist diese Ar-
beitsweise im Allgemeinen nicht sinnvoll, da der heterogene
Elektronentransfer mit einer grofferen Geschwindigkeit er-
folgt und wegen der Nichtlinearitit der Strom-Abstands-Be-
ziehung beziiglich x (Abbildung 5) ein kleiner zusitzlicher
Beitrag durch die enzymatische Reaktion sehr schwer zu
identifizieren ist.

2) Wenn der FB-Modus prinzipiell moglich ist, erlaubt er
eine wesentlich bessere laterale Auflosung, hat aber eine
begrenzte Empfindlichkeit und kann nur fiir sehr aktive
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Abbildung 19. Abbildung immobilisierter Enzyme auf Oberflichen.

a) Oxidoreduktasen auf einer isolierenden Oberflache (FB-Abbildung

und Quantifizierung méglich); b) Oxidoreduktasen auf einer leitfihi-

gen Oberfliche; Mediatorregenerierung im FB-Modus kann durch die
enzymatische Reaktion und/oder einen Elektronentransfer zum Sub-

strat erfolgen; c) GC-Experimente hingen nicht von der Art des Sub-

strats ab.

Enzyme oder Enzyme in hohen Grenzflichenkonzentratio-
nen [, eingesetzt werden. Pierce et al. gaben das Nach-
weisvermdgen quantitativ durch Gleichung (15) an. !

kcal Fcnz Z 1073 D C/rT (15)

Die linke Seite der Beziehung (15) fasst die enzym-
abhingigen GroBen der Wechselzahl k., und I, (gegebe-
nenfalls zu ersetzen durch Volumenkonzentration x Schicht-
dicke) zusammen. Die rechte Seite enthilt die experimen-
tellen Bedingungen: Diffusionskoeffizient D des Mediators,
Mediatorkonzentration ¢ und UME-Radius ry. Je kleiner ry
und je groBer c, desto schwieriger ist die Detektionsbedin-
gung zu erfiillen.

Analog zu Beziehung (15) schlugen Horrocks und Witt-
stock eine Detektionsbedingung fiir den GC-Modus vor
[Gl.(16)].%

kca& renz > DC//rS (16)

Bei Annahme realistischer Werte fiir den Radius rg der
aktiven Probenregion mit 50 um, einer elektrochemischen
Detektionsgrenze fiir die umgesetzte Verbindung an der
UME von ¢’ =1 pM, D =5x107% cm*s™' und einer Monolage
des Enzyms (I.,,=1x10"?molcm?) kénnen Enzyme mit
einer Aktivitit k_, >1s™' erfasst werden.[

3) Um die GC-Messungen mithilfe der Gleichungen (10)
und (11) quantitativ auszuwerten, muss die enzymmodifi-
zierte Region selbst eine Mikrostruktur sein, iiber der sich
stationédre Diffusionsschichten bilden. Diese Einschréankung
existiert fiir FB-Experimente nicht.
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4) Der FB-Modus erfordert ein moglichst kleines d. Der
GC-Modus hingt weniger kritisch von d ab, und daher
konnen groBere d gewidhlt werden, sodass hervorstehende
Probenteile oder eine Verkippung zwischen Probenoberfla-
che und Rasterebene eher toleriert werden.

5) Die Konzentration des Enzymsubstrats muss sorgfiltig
ausgewdhlt werden. Sie sollte deutlich iiber der zugehérigen
Michaelis-Menten-Konstante liegen. Die Gegenwart der
UME mit ihrer Glasummantelung behindert auch die Diffu-
sion des Enzymsubstrats zur Probenregion direkt unter der
UME . Dies kann zu einer Unterschitzung der Enzymak-
tivitdt in entsprechenden Experimenten fithren oder verzerrte
Abbildungen hervorrufen.*! Die Verwendung von Elektro-
den mit moglichst kleinem RG ist in GC-Experimenten
immer vorteilhaft.

6) Untersuchungen an immobilisierten Enzymen sollten
immer von entsprechenden Kontrollexperimenten begleitet
werden. Wegen der héufig sehr kleinen Strome konnten an-
dernfalls andere Faktoren (Probenrauigkeit, lokal unter-
schiedliche Permeabilitdt von Beschichtungen) die Ursache
von Signalvariationen sein, die félschlich der Enzymreaktion
zugeschrieben wiirden.

5.5.2. Neue Sensorarchitekturen

Die Moglichkeiten zur Abbildung spezifischer Enzym-
aktivititen und zur Oberflichenmodifikation in wissrigen
Losungen (Abschnitt 3) machen das SECM zu einem idealen
Werkzeug, um das Potenzial von mikrostrukturierten Ober-
flichen fiir Sensoranwendungen zu erkunden #2331 gq
immobilisierten Kuhr et al. Enzyme lediglich auf einem Teil
einer Elektrode und nutzten die nicht modifizierten Regionen
fiir eine elektrochemische Detektion mit besonders kurzen
Ansprechzeiten, womit sich die gegensétzlichen Anforde-
rungen fiir beide Funktionen ohne Leistungseinbuf3e erfiillen
lieBen.” Mit dem SECM konnte die unterschiedliche Re-
aktionskinetik an beiden Bereichen dargestellt werden.?™ In
diesem Zusammenhang kam das SECM neben anderen
Techniken auch zur Mikroderivatisierung von Elektroden-
oberflichen zum Einsatz.[*"

Wilhelm und Wittstock erzeugten eine Oberfliche mit
definierten Anordnungen von Glucoseoxidase (GOx) und
Meerrettichperoxidase (HRP) durch eine Kombination von
Mikrokontaktdrucken und einer SECM-basierten Modifi-
zierung.!"”® Die Oberfliche konnte sowohl nach dem Mikro-
kontaktdrucken als auch nach der lokalen elektrochemischen
Modifizierung beziiglich ihrer Reaktivitdt untersucht
werden, 19635

Im Ergebnis entstand eine Struktur, bei der eine mikro-
skopische Region mit GOx modifiziert wurde, die von einem
periodischen Gittermuster von HRP umgeben ist (Abbil-
dung 20a). GOx setzt Glucose und O, zu Gluconolacton und
H,O, um. Letzteres dient als Substrat fiir die HRP-kataly-
sierte Oxidation von Ferrocenmethanol (Abbildung 20b).
Eine GC-Abbildung des entstehenden Ferrociniumderivats
macht die kombinierte Wirkung beider Enzyme sichtbar
(Abbildung 20c¢). Die Darstellung zeigt, dass nur in unmit-
telbarer Umgebung der GOx-modifizierten Region ein we-
sentlicher Umsatz am HRP-Gitter erfolgt. Eine weitere
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Verfiigbarkeit von H,O, zuriickgefiihrt
werden und eindeutig von einer lokalen
Variation der immobilisierten HRP-En-
zymaktivitdt unterschieden werden.

5.5.3. Screeningverfahren fiir kombinatori-
sche Tests

Das SECM kam ebenfalls zur Cha-
rakterisierung einer Reihe neuartiger,
nichtmanueller = Immobilisierungsver-
fahren fiir mikrostrukturierte Transdu-
cer zum Einsatz. Die Beispiele umfassen
enzymbeladene Hydrogele,™ die Ab-
scheidung von Polyelektrolyten durch
eine lokale, elektrochemisch ausgeloste
pH-Verschiebung™®” oder die Nutzung
von Mikrodispensern.®®! Ein groBes
Potenzial besteht fiir kombinatorische
Tests von Gradientenmaterialien, mit
denen man zum Zwecke der Optimie-
rung viele unterschiedliche Sensorober-
flichen auf einem Substrat simu-
liert.”**3%! Dje Region mit dem hochs-
ten ir entspricht dann einer optimalen
Sensorarchitektur auf der Probe, die
Ausgangspunkt fiir weitere Sensorent-
wicklungen sein kann. Auf diese Weise

f) @U ) 'Zj
Fe I 82

Fc‘n,l%h'r\’ w

lieBe sich das aufwendige Testen von
Préparationen mit einer Vielzahl vari-
ierbarer Parameter abkiirzen.

5.6. Untersuchungen zum Metabolismus

SAM H,0, Fc i/ pA 78
OH T
i\. ,'_'\[ ?\W)'A/ 7 A_i 74 von Geweben und Zellen
Al 72
= 100 200 300 400 500 .
GOx  HRP x/um Elektrochemische Methoden, vor

Abbildung 20. Untersuchung einer gemusterten bienzymatischen Oberfliche mit HRP und
GOx. a) Anordnung der Enzyme nach der lokalen Derivatisierung mit GOx; b) GC-Experiment;
c) experimentelle GC-Abbildung in Gegenwart von O,, Glucose und Ferrocenmethanol

(500% 500 pm?); d) GC-Experiment zur Abbildung der GOx-Aktivitit; e) experimenteller
GC-Linienscan zur Detektion von H,0, entlang der in (c) angegebenen Linie. Die Lésung ent-
hilt zundchst nur Glucose und O,. f) GC-Experiment zur Detektion der HRP-Aktivitat; g) expe-
rimenteller GC-Linienscan entlang der Linie in (c); Die UME detektiert Ferrociniummethanol,
die Lésung enthilt zunéchst nur H,O, and Ferrocenmethanol. Wiedergabe aus Lit. [198].

Ausbreitung der H,O,-Diffusionschicht iiber die Probe wird
verhindert. Die individuellen Aktivitdten der beteiligten
Enzyme konnen nach Losungswechsel und Umschalten von
E; studiert werden. Die GOx-Aktivitit kann man in einer
Losung, die Glucose und O, (kein Ferrocenmethanol) ent-
hilt, durch direkte H,0,-Oxidation an der UME erhalten
(Abbildung 20d,e). Die HRP-Aktivitit ldsst sich in einer
Losung verfolgen, in der man H,O, und Ferrocenmethanol
vorlegt und das Ferrociniummethanol detektiert (keine Glu-
cose, Abbildung 20 f,g). Die groBeren Reduktionsstrome in
periodischen Abstdnden zeigen die Lage der HRP-modifi-
zierten Bereiche an. Die unterschiedlichen Signale in Abbil-
dung 20c konnen auf diese Weise auf eine unterschiedliche
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allem Amperometrie und Voltammetrie,
finden bereits seit geraumer Zeit An-
wendung bei der Untersuchung zelluli-
rer Prozesse, insbesondere bei der
Abgabe von Neurotransmittern, 3%
Die Moglichkeit, mit dem SECM ge-
nauere Einsichten in biologische Struk-
tur-Funktions-Beziehungen zu gewin-
nen, wurde schon seit Beginn der
SECM-Entwicklung aufgezeigt und seither weiter ausge-
baut.'”’ Die Anwendungen beruhen auf dem FB- oder dem
GC-Modus. Bei der Untersuchung zelluldrer Systeme treten
einige zusitzliche Schwierigkeiten auf. In der konventionel-
len SECM-Arbeitsweise bewegt sich die UME in einer Ebene
iiber der Probe. Dies sichert einen konstanten Arbeitsabstand
d, wenn die Verkippung zwischen Probenoberfldche und
Rasterebene vermieden wird und auBerdem die Rauigkeit
der Probe klein gegeniiber ry (5-20 um) ist. Adhédrente Zellen
sind dagegen hervorstehende Objekte mit Hohenunterschie-
den im Mikrometerbereich, d.h. sie sind vergleichbar mit ry.
Zum Einhalten eines konstanten d muss daher ein Mecha-
nismus verwendet werden, der die UME der Topographie der
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Probe nachfiihrt. Wie in Abschnitt 2.1.4 diskutiert, kann iy
selbst nicht direkt zur Abstandsregulation verwendet werden.
Die iiberzeugendsten Resultate wurden mit einer Scher-
kraftabstandsregulation erzielt (Abschnitt 6). AuBerdem
wurde die Positionierung mithilfe eines optischen Mikroskops
ausgefiihrt,**33% oder Zellen wurden in speziellen Kavi-
tdaten kultiviert, mit deren oberen Rand sie nach dem An-
wachsen eine ebene Fliche bildeten.P*7%! Alternativ
kommen auch Doppelmikroelektroden zum Einsatz, bei
denen eine UME einen Mediator umsetzt, der nicht mit der
Probe wechselwirkt und eine Abstandsbestimmung nach
Gleichung (3) ermoglicht.P) Die zweite UME detektiert
dann das biologisch interessante Molekiil. Die gleichzeitige
Messung eines Gleichstromsignals zur Detektion von Neu-
rotransmittern und eines hochfrequenten Wechselstromsi-
gnals zur Erfassung und Konstanthaltung von d wurde
ebenfalls beschrieben.™!

5.6.1. Untersuchungen zur photosynthetischen Sauerstoff-
produktion, zur lokalen Sauerstoffzehrung und
In-vitro-Toxizitdtstests

Das SECM wurde zur Untersuchung der lokalen Sauer-
stoffproduktion an Blittern von Tradescantia fluminensis
eingesetzt, die noch mit der intakten Pflanze verbunden
waren.’ Im Dunkeln konnte mit O, als Mediator die To-
pographie der Blattunterseite mit erkennbaren Spaltzellen
abgebildet werden. T. fluminensis besitzt weile Blattteile, in
denen Chloroplasten nur in den Spaltzellen auftreten.
Tsionsky etal. konnten die O,-Produktion in einzelnen
Spaltzellen erfassen und das Einsetzen der Sauerstoffpro-
duktion nach Einschalten der Lichtquelle verfolgen.*®
Dieses Herangehen illustriert recht deutlich die Vorteile der
SECM-Methode: Lokalisierung einzelner interessierender
Zellen aufgrund der Topographie oder der biochemischen
Aktivitit, Positionierung des Sensors direkt iiber diesen Ob-
jekten und Ausfithrung einer detaillierteren, oft zeitabhén-
gigen Untersuchung an einer fixierten Position. Ein &hnliches
Herangehen ist auch méglich, um den Einfluss von toxischen
Substanzen, z.B. von Cd*', auf die photosynthetische O,-
Produktion zu messen.””!! Yasukawa et al. untersuchten die
O,-Produktion durch einzelne Protoplasten von Bryopsis
plumosa und ihre Verdnderung nach dem Zudosieren ver-
schiedener Chemikalien.%-*7

Der Sauerstoffverbrauch individueller Zellen oder von
Geweben kann in dhnlicher Weise verfolgt werden: Die UME
detektiert iiber atmungsaktiven Zellen weniger O, als iiber
dem Rest der Probe. Besondere Aufmerksamkeit muss bei
dieser Arbeitsweise der Differenzierung zwischen groferer
Sauerstoffzehrung und der Abschirmung des Massentrans-
ports durch hervorstehende Zellen geschenkt werden. Die
beschriebenen Beispiele umfassen HelLa-Zellen®! und
Zellen der Linie SW-480.°7! Die Sauerstoffzehrung wurde als
Funktion der Zeit nach dem Zudosieren von Zellgiften ver-
folgt, um entweder die Toxizitdt von Chemikalien zu beur-
teilen oder fiir therapeutische Zwecke geeignete Cytostatika
auszuwéhlen.®”*""1 Andere Ansitze fiir In-vitro-Toxizitéts-
tests nutzten eine Mutante von S. typhimurium, die nach
Zudosieren eines Mutagens das UmuC-LacZ-Fusionsprotein
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mit Galactosidaseaktivitdt exprimiert. Dessen Aktivitdt kann
mit dem SECM sehr empfindlich verfolgt werden.**! In einer
Reihe von Arbeiten legten Shiku et al. eine Methode zur
Beurteilung von in vitro befruchteten Rinderembryonen
dar.>¥*31 Die UME wurde fiir eine differenzielle Messung
des Sauerstoffgehalts in der Ndhe des Embryos und im Vo-
lumen des Kulturmediums genutzt. Die daraus abgeleitete
Atmungsaktivitit korrelierte mit der Uberlebensrate und
dem Geschlecht der Embryonen.)

5.6.2. Abgabe von Botenstoffen

Die Abgabe von Neurotransmittern bei der Reizleitung
von Zelle zu Zelle konnte schon vor einiger Zeit an isolierten
Zellen mithilfe von Kohlefaser-UMEs verfolgt werden.!
Hengstenberg et al. nutzten Kohlefaser-UMEs in Kombina-
tion mit einer Scherkraftabstandsregulation, um ein grobes
topographisches Abbild einer adhidrent wachsenden PCI12-
Zelle aufzuzeichnen und anschlieend die UME ohne me-
chanisches Beriihren der Zelle iiber einem ausgewéhlten Teil
der Zelle zu positionieren.”s!! Nach Stimulation durch zuge-
setzte K™-Ionen konnte die Abgabe von Catecholaminen mit
hoher Zeitauflosung an der ortsfesten UME beobachtet
werden. In dhnlicher Weise wurde die Abgabe von Adrenalin
und Noradrenalin aus individuellen sekretorischen Vesikeln
von Chromaffin-Zellen untersucht.*?

Die Abgabe von Stickstoffmonoxid aus Endothelzellen
konnte ebenfalls untersucht werden. NO hat eine grofe Be-
deutung als Botenstoff z.B. im GefidBsystem. Zur Detektion
kam ein elektrokatalytischer Sensor basierend auf substitu-
ierten Nickelporphyrinen mit einem Durchmesser von 50 um
zum Einsatz.”* Der Sensor wurde mit einer konventionellen
Pt-UME (& 10 pm) zu einer Doppelmikroelektrode kombi-
niert. Mithilfe der Pt-UME wurde die Sonde unter Verwen-
dung der O,-Reduktion sowie von Gleichung (3) tiber den
Zellen positioniert. Die katalytische Elektrode detektierte
dann die NO-Abgabe der Zellen.

5.6.3. Funktion und Regulation von knochenabbauenden Zellen

Durch den Einsatz des SECM konnten vertiefte Einsich-
ten in die physiologischen Prozesse bei der Resorption von
Knochen durch Osteoclasten erhalten werden >384
Osteoclasten sorgen fiir die Resorption des Knochenmateri-
als unter Freisetzung von Ca®" und anderen Verbindungen.
Im Knochen besteht ein Gleichgewicht zwischen Knochen-
aufbau und -abbau, ein Ungleichgewicht zwischen beiden
Prozessen liegt bei einer Reihe von Krankheiten, wie z.B.
Osteoporose, vor. Konventionell wird die knochenabbauende
Aktivitdit von Osteoclasten in vitro durch eine 18- bis
20stiindige Inkubation auf Knochenscheiben gefolgt von
einer elektronenmikroskopischen Untersuchung der Re-
sorptionsgruben getestet. Schneller und genauer ist eine
Untersuchung der Resorptionsaktivitdt mit dem SECM, bei
der iiber die Ca*"-Abgabe bereits nach 10 min die Aktivitt
einzelner Zellen bestimmt werden kann. Die Verzogerung
der Resorption nach Fluoridbehandlung konnte ebenfalls im
Detail untersucht werden.
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Die Zellen reagieren mit einem Ausstof3 von Superoxid-
radikalen auf das Parathyroid-Hormon (PTH). Das Super-
oxidanion konnte mit einer Cytochrom-c-modifzierten Au-
UME amperometrisch detektiert werden.**! Die kurze
Zeitspanne zwischen PTH-Zugabe und Superoxiddetektion
und die inhibitorische Wirkung von Choleratoxin legt eine
direkte Wirkung von PTH auf die Osteoclasten iiber einen
G-Protein-gekoppelten Rezeptor nahe.

5.6.4. Redoxkapazitit einzelner Zellen

Liu etal. zeigten, dass die Redoxregenerierung eines
SECM-Mediators direkt in den internen Metabolismus le-
bender Zellen einkoppeln kann.’*! Dabei wurden verschie-
dene Abbildungsmodi eingesetzt: 1) Hydrophile Mediatoren
konnen die Zellmembran nicht tiberwinden. Eine Abbildung
mit diesen Mediatoren liefert eine topographische Informa-
tion nach Gleichung (3). 2) Wenn eine redoxaktive Verbin-
dung einer Verteilung zwischen dem Inneren der Zelle und
dem Medium unterliegt, kann ihre Konzentration durch
Elektrolyse an der UME iiber der Zelle lokal verringert
werden. Die Zelle kann darauf mit einer Abgabe der Sub-
stanz reagieren. Der zeitliche Verlauf von i; erméglicht
Riickschliisse auf die Transportkinetik der Verbindung durch
die Zellmembran. 3) Der Mediator kann durch Redoxenzy-
me in der Zellmembran regeneriert werden, die auf diese
Weise die Ladung in das Zellinnere transportieren. 4) Neu-
trale Redoxmediatoren wie Menadion und Naphthochinon
konnen durch die Lipidschicht diffundieren und direkt die
Redoxiquivalente in der Zelle umsetzen.”* Feng et al. be-
obachteten Unterschiede zwischen normalen und metastati-
schen Tumorzellen, welche sie zu den Proteinexpressions-
profilen der Zellen in Beziehung setzten.’®”) Das generelle
Herangehen wurde auch auf Bakterienzellen angewendet.*!
Die SECM-Experimente wurden im Rahmen einer Theorie
interpretiert, die fiir die Untersuchung von Ladungstransfer-
prozessen an Fliissig-fliissig-Grenzflichen entwickelt wurde,
wobei sich zeigen muss, ob diese Modelle auch tiefere Ein-
sichten in die komplexen internen Regulationsprozesse von
biologischen Zellen zulassen.

Nagamine et al. beobachteten die metabolische Regula-
tion von Bakterien, die in Collagen-Mikrokissen gebunden
waren und osmotischem Stress ausgesetzt wurden.P* !
Durch Wechsel der osmotischen Bedingungen dnderte sich
die Permeabilitit der Zellmembran fiir den hydrophilen
Mediator [Fe(CN)]*~. AuBerdem hing das Verhalten davon
ab, ob die Zellen auf einem Medium mit D-Glucose als ein-
ziger Kohlenstoffquelle wuchsen. Dies legte nahe, dass die
Elektronentransferkette, in die der SECM-Mediator ein-
greift, stromaufwirts der Atmungskette liegt.*’

5.7. SECM als Detektionsmethode fiir biochemische Assays und
fiir Elektropherogramme

Fiir die SECM-Detektion in bioanalytischen Tests wurden
bisher drei grundsétzlich verschiedene Verfahren herange-
zogen. Es wurden miniaturisierte Immunassays und DNA-
Tests unter Verwendung von Enzymmarkierungen entwi-
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ckelt. Weiter gibt es neue Entwicklungen zur Nutzung sehr
empfindlicher Metallmarkierungen und markierungsfreie
Detektionsverfahren.

5.7.1. Enzymmarkierungen

Die Nutzung von Enzymmarkierungen beruht auf der
SECM-Abbildung der lokalen Enzymaktivitit, die mit der
Menge des gebundenen Analyten korreliert.’*3" Die Aus-
wahl der Arbeitsweise wird von den unter Abschnitt 5.5
dargelegten Prinzipien bestimmt. Einen systematischen Ver-
gleich der infrage kommenden Detektionsmethoden stellten
Zhao und Wittstock am Beispiel der PQQ-abhéngigen Glu-
cosedehydrogenase vor (PQQ = Pyrrolochinolinchinon).*!
Zusammenfassend hat sich der GC-Modus fiir diese Unter-
suchungen eindeutig durchgesetzt.[’+36.340:345.346.391 Dag Pro-
dukt der enzymatischen Reaktion wird in unmittelbarer
rdaumlicher Nédhe zur Enzymmarkierung erfasst. Dadurch
wird die Verdiinnung der Substanz in einem grofleren Lo-
sungsvolumen vermieden, und die aus diesem Grunde in
konventionellen ELISA-Tests notigen Inkubationszeiten sind
nicht erforderlich. Eine Reihe von Immunassays mit SECM-
Detektion wurde realisiert.}**34>31-%] Dije Abbildung 21 zeigt
exemplarisch einen Zweifachimmunassay fiir humanes Pla-
zentalactogen (HPL) und humanes Chorionogonadotropin
(HCG).P¥! Der Analyt ist durch die Position auf dem Chip
bestimmt, wihrend das UME-Signal an der jeweiligen Position
eine Quantifizierung ermdoglicht. Die Detektion wurde im GC-
Modus vorgenommen. Das Enzym Meerrettichperoxidase
(HRP) setzt H,0, und Ferrocenmethanol um, und das ent-
stehende Ferrocinium-Ion wird an der UME reduziert.

Magnetische Mikropartikel konnen als neue Materialien
fiir Immunassays genutzt werden. In einem nicht optimierten
Modellassay mit alkalischer Phosphatase (ALP) als Markie-
rungsenzym erreichten Wijayawardhana et al. akzeptable
Detektionsgrenzen von 6.4x10" molL™" oder 1.4x
107" mol fiir murines Immunglobulin G.?**¥*! Weiteres Op-
timierungspotenzial besteht im Einsatz des Enzyms Galac-
tosidase (Vermeidung des luftempfindlichen Substrats para-
Aminophenylphosphat fiir ALP) und in der Nutzung einer
katalytischen Nachverstdrkung des Signals durch Ankopp-
lung einer zweiten enzymatischen Reaktion (Abbil-
dung 22).P**" In diesem Fall wirkt das an der UME aus p-
Aminophenol (PAP) gebildete p-Chinonimin als Cofaktor fiir
Glucosedehydrogenase. Dabei wird erneut PAP gebildet und
kann an der UME detektiert werden. Enzymmarkierungen
konnen auch genutzt werden, um Jahresringe in Holz zu
markieren und mit dem SECM abzubilden.”!

Fortin et al.®® berichteten {iber einen neuen Ansatz, bei
dem zunichst ein DNA-Mikroarray auf der Basis einer lo-
kalen Polypyrrolabscheidung nach Kranz et al.l'®! erfolgte.
Durch Einbau von Einzelstrang-DNA-substituierten Mono-
meren in das Polymer entstand eine sensitive Oberfliche.”
Nach Hybridisierung mit einer biotinylierten komplementa-
ren DNA wurde Meerrettichperoxidase iiber eine Strepavi-
din-Biotin-Bindung angebunden und zur Umsetzung von 4-
Chlor-1-naphthol genutzt. Das entstehende unlosliche isolie-
rende Reaktionsprodukt schirmte die Metalloberflidche des
Tréagerchips ab. Im FB-Modus zeigte sich daher eine erfolgte
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Abbildung 21. a) Aufbau zur SECM-Detektion eines Sandwich-Immun-
assays nach Shiku et al.?**! b) SECM-Abbildungen und Profile des
mikrostrukturierten Glastragers mit (anti-HCG)-Ab und (anti-HPL)-Ab,
die auf zwei Regionen immobilisiert waren. Die Aufnahmen erfolgten
nach Kontakt mit folgenden Lésungen A) 56 ngmL™" HPL;

B) 2.0 IUmL™' HCG; C) Mischung mit 31 ngmL™' HPL +

0.63 IUmL™' HCG. Nach dem Spiilen wurden alle Proben in

20 ugmL™" (anti-HCG)-Ab-HRP + 7 pgmL™" (anti-HPL)-Ab-HPL inku-
biert. Lésung fiir den Detektionsschritt: 1.0 mm Ferrocenmethanol +
0.5 mm H,0, + 0.1m KCl + 0.1 m Phosphatpuffer, pH 7.0;

vr=9.8 ums~'; Er=+0.05 V (Ag/AgCl). Wiedergabe aus J. Electroanal.
Chem., 438, H. Shiku, Y. Hara, T. Matsue, |. Uchida, T. Yamauchi,

S. 187-190,*! Copyright 1997, mit Genehmigung von Elsevier.

Hybridisierung durch verringerte Strome an.** Komatsu
et al. und Takenaka berichteten iiber eine Stromverstirkung
tiber hybridisierter, immobilisierter DNA, wenn diese Re-
gionen mit einer ferrocensubstituierten interkalierenden
Substanz als Mediator im FB-Modus abgebildet
werden.[0140%]

Der Hauptnachteil der SECM-Detektion gegeniiber der
iiblichen Fluoreszenzdetektion sind die langen Messzeiten
und damit verbundenen Schwierigkeiten, einen Hochdurch-
satz zu realisieren. Dem stehen als Vorteile bei vergleichbarer
Empfindlichkeit eine wesentlich preiswertere Instrumentie-
rung und geringere Probleme mit Hintergrundsignalen ge-
geniiber. Daher kann man erwarten, dass die SECM-Detek-
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tion auf dem Gebiet der Proteinarrays Bedeutung erlangen
wird, wo eine begrenzte Zahl von Arrayelementen detektiert
wird und Lesezeiten daher nicht so kritisch sind wie in
hochkomprimierten DNA-Arrays. Durch seine Flexibilitit ist
das SECM das ideale Werkzeug zur Optimierung solcher
Detektionsverfahren. Matsue etal. and Nishizawa et al.
iibertrugen erfolgreich SECM-Wirkprinzipien in miniaturi-
sierte elektrochemische Zellen, in denen dann Assays ohne
das mechanisch anspruchsvolle und zeitaufwendige Abras-
tern der Probe ausgelesen™** oder Oberflichen modifiziert
wurden. %!

5.7.2. Metallmarkierungen

Metallmarkierungen finden schon ldnger Anwendung
zum Auslesen von DNA- und Proteinchips oder zum Anfér-
ben von Elektrophoresegelen. Die SECM kann zum Auslesen
dieser Markierungen eingesetzt und deutlich empfindlicher
als die entsprechende optische Detektion gestaltet werden.
Wang et al. markierten Einzelstrang-DNA (ssDNA) mit Au-
Nanopartikeln.[* Nach Bindung an den komplementiren
Strang, der an der Chipoberfldche gebunden war, dienten die
Au-Partikel als Katalysator fiir eine stromlose Silber-
abscheidung. Die gebildete Metallschicht wurde dann im FB-
Modus mit [Ru(NH;)s]*" als Mediator abgebildet. In diesem
Beispiel wirkt das Silber als inerte Metallelektrode, die einen
positiven Feedback durch einen heterogenen Elektronen-
transfer vom reduzierten Mediator ermoglicht. Etwas anders
ist das von Carano et al. angewendete Prinzip zur Detektion
von Proteinen auf Poly(vinylidendifluorid)-Membranen
(PVDF).* Diese Membranen dienen als Folien zum Elek-
troblotten von Proteinen aus Polyacrylamidgelen nach
elektrophoretischer Trennung. In ersten Versuchen wurden
die Proteine mit zuvor préparierten Ag-Nanopartikeln mar-
kiert. Das an der UME entstehende [Os(bpy),]*" 16st die Ag-
Nanopartikel auf. Inzwischen wurde ein dhnliches Vorgehen
tiir eine Cu-Anfarbung und Detektion mit Ferrocenmethanol
als Mediator gezeigt."*

5.7.3. Markierungsfreie Detektion von DNA-Chips

Wang und Zhou bestimmten hybridisierte DNA auf
Chipoberfldchen, indem sie an der UME das starke Oxida-
tionsmittel [Ru(bpy),;]*" erzeugten, das danach Guanin in-
nerhalb der DNA-Stringe oxidierte.*” Turcu et al. immobi-
lisierten ssDNA in Form von Mikrospots auf Au-Oberfla-
chen.%#!l Die negativ geladenen DNA-Stinge inhibierten
im FB-Modus die Redoxregeneration mit dem negativ gela-
denen Mediator [Fe(CN)¢]>"", #hnlich der Untersuchung
von SAMs (Abschnitt 5.2.2). Nach einer Hybridisierung
wurde der Strom iiber den Spots weiter gesenkt, da sich die
negative Ladungsdichte an der Chipoberfldche erhohte.

6. Neue methodische und instrumentelle Entwick-
lungen

Trotz der Vielfalt der Anwendungen und der Verfiigbar-
keit kommerzieller Geréte war die Entwicklung bis etwa 2002
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Abbildung 22. a) Messprinzip im konventionellen GC-Modus mit Galactosidase; b) Signalver-
stirkung durch Glucosedehydrogenase in Gegenwart von Glucose. PAPG: p-Aminophenyl-3-p-
galactopyranosid, PAP: p-Aminophenol, PQI: p-Chinonimin; c) SECM-Linienscan uiber das Zen-
trum eines Mikrospots im konventionellen GC-Modus (nach (a), Kurve 1, ohne Glucose) und
mit Signalverstirkung (nach (b), Kurve 2, mit Glucose). Die Darstellungen sind nicht mafstib-
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vermeidlich ist (Zudosierung von Lo-
sungen) und die mechanischen Eigen-
schaften der UMEs variieren, ist die
Messung dieser Scherkrifte im Routi-
nebetrieb nach wie vor aufwendig. Es
existieren zwei Varianten: In der erst-
mals von Ludwig etal. vorgestellten
Variante regt ein piezoelektrischer Ak-
tuator die UME mit einer Frequenz an,
die auf die mechanischen Eigenschaften
der UME abgestimmt ist.*?! Die Aus-
lenkung wurde mit etwa 50 nm abge-
schitzt (<rp). Die Amplitude und
Phasenverschiebung der lateralen Be-
wegung wird entweder durch Projekti-
on eines Beugungsmusters auf eine ge-
teilte Photodiode!*™” oder durch ein
zweites piezoelektrisches Element auf-
genommen'[58,245‘254,415,419,420] Dle Opti'
sche Detektion erfordert einen Min-
destdurchmesser der Sonde, wogegen
die piezoelektrische Detektionsvarian-
te sich auch fiir Elektroden mit sehr
kleinen Gesamtdurchmessern eignet. In
Abbildung 23 a ist die Anbringung eines
piezoelektrischen Aktuators und Emp-
fangers an einer UME schematisch
dargestellt. Weiterhin sind simultan er-
stellte Aufnahmen des elektrochemi-
schen Signals und der Topographie
eines Pt-Bandarrays gezeigt (Abbil-

lich. Wiedergabe aus Lit. [347].

von methodischen Arbeiten dominiert, wofiir es eine Reihe
von sehr unterschiedlichen Ursachen gibt. Ein erfolgreiches
Arbeiten, insbesondere an nichtidealen Proben, erfordert ein
grundlegendes Verstdndnis der zugrundeliegenden elektro-
chemischen Prinzipien sowie auch praktische Erfahrung, um
geeignete Experimente zu entwerfen und zu realisieren. Da iy
nicht nur vom Arbeitsabstand d, sondern auch von der Re-
aktivitdt der Probe abhingt (Abbildung 5), war bereits friith
klar, dass stromunabhingige Positionierverfahren dringend
erforderlich sind, um in Routineanwendungen eine eindeu-
tige Zuordnung der Messdaten zu Reaktivitdtsunterschieden
zu erhalten oder die Verkippung der Probe auszugleichen.
Aus jetziger Perspektive sind die Nutzung von UMEs mit
Nanometerabmessungen in Verbindung mit Scherkraftsyste-
men und die Kombination mit anderen experimentellen
Techniken als Trends klar erkennbar.

6.1.1. Positionierung iiber Scherkraftmessungen

Es gelingt immer mehr Forschungsgruppen, UMEs mit
Durchmessern <1 pm mit definierter Geometrie herzustel-
len, zu charakterisieren und unter Nutzung von Scherkraft-
messungen an lateral vibrierenden UMEs fiir Abbildungs-
experimente einzusetzen.""#>#181 Da die Scherkrifte in einer
viskosen Fliissigkeit gemessen werden miissen, in praktischen
Experimenten oft auch eine unterschiedliche Fiillhohe un-
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dung 23b,c), die die Korrektur der

Verkippung und die Kontrastverstir-
kung der FB-Abbildung durch kleine Arbeitsabstidnde
zeigen ']

Alternativ kann eine UME an ein Bein eines stimmgabel-
formigen Quarzresonators angebracht werden [*8:3%7-413:414.416.417]
Das Resonanzverhalten des Systems wird in diesem Fall vor
allem durch den Quarzresonator bestimmt, wodurch die Elek-
tronik fiir einen engeren Frequenzbereich ausgelegt werden
kann als bei der oben besprochenen Variante. Da die Masse der
UME wegen der seitlichen Isolierung wesentlich grof3er ist als
die des Quarzresonators, bestehen auch hier Empfindlich-
keitsprobleme. In jedem Fall nimmt durch die Nutzung des
Scherkraftmodus die Komplexitdt der Experimente zu, da
neben den elektrochemischen auch die mechanischen Eigen-
schaften der UME an die Aufgabenstellung angepasst werden
miissen.

6.1.2. Kopplungen mit SFM und ECSTM

Die SFM und die elektrochemische Rastertunnelmikro-
skopie (ECSTM) ermoglichen eine routineméBige Untersu-
chung der Topographie mit einer lateralen und vertikalen
Auflosung, die der des SECM deutlich iiberlegen ist. Aller-
dings liefern beide Methoden zunéchst keine chemisch spe-
zifischen Informationen. SECM kann mit anderen Methoden
gekoppelt werden, indem man die UME in die Messfiihler fiir
andere Sondentechniken (SFM, ECSTM, SNOM) integriert.
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Abbildung 23. Nutzung von Scherkraftmessungen zur Abstandskon-
trolle in der SECM. a) Piezoelektrisches Detektionssystem fiir Scher-
krifte; b) amperometrische FB- und c) topographische Abbildungen
eines Arrays von Pt-Bandelektroden (500x 250 um?). Beide Abbildun-
gen wurden simultan bei konstantem Abstand aufgezeichnet. Wieder-
gabe mit Genehmigung aus Lit. [415]. Copyright 2003, Wiley-VCH.

Fiir solche gekoppelten Systemen bieten sich zwei Aufga-
benstellungen an: 1) Mit mikroelektrochemischen Methoden
soll die Losungszusammensetzung lokal (und daher schnell)
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modifiziert werden, um dann mit SFM oder ECSTM die re-
sultierenden topographischen Veridnderungen an der Ober-
flaiche zu registrieren. Dafiir eignen sich metallisch be-
schichtete und extern kontaktierte SFM-Kraftsensoren!'** 13!
oder spezielle ECSTM-Zellkonstruktionen.*”) Untersucht
wurden Auflésungsprozesse an Kristallen und Protonenaus-
tauschprozesse an Polyanilin.'** 136421l Die durch die elektro-
chemische Reaktion beeinflusste Region an der Probe ist
dabei wesentlich grofler als die durch SFM oder ECSTM er-
fasste Region. 2) In einem anderen Ansatz versuchte man,
rdumlich korrelierte SECM- und SFM/ECSTM-Bilddaten
aufzuzeichnen. Da SECM und ECSTM einige instrumentelle
Gemeinsamkeiten aufweisen, lag es nahe, beide Systeme zu
koppeln, um mit dem ECSTM eine topographische Infor-
mation zu erhalten, der direkt lokale Reaktivitdtsdaten aus
SECM-Messungen zugeordnet werden konnen.B218:325.422]
Das erste verwendete System arbeitete noch mit relativ
groBen Elektroden.?® Spiter stellten Kucernak et al. ein
System vor, bei dem zunéchst die Topographie der Probe mit
ECSTM abgebildet wurde, die Sonde dann um eine definierte
Strecke zuriickgezogen wurde und anschliefend in einer
konstanten Ebene (und damit bei unterschiedlichen d) eine
SECM-Aufnahme aufgezeichnet wurde.*”! Andere Experi-
mente nutzten die in einem ECSTM-Linienscan erhaltene
topographische Information, um die Sonde bei konstantem d
iiber die Oberfliche zu fithren (,,lift-off«).5*%2

Mit ECSTM gekoppelte Systeme sind aber in ihrem
Einsatzgebiet prinzipiell beschrénkt, da sie nicht auf isolie-
rende Proben angewendet werden konnen. Daher ist den mit
SFM gekoppelten Systemen eine wesentlich groBBere Bedeu-
tung beizumessen. Die Entwicklung wurde entscheidend von
Macpherson et al.[33%43427 ynd Kranz et al.**! ange-
stoen und wird inzwischen auch von weiteren Gruppen be-
trieben, #2342 wobei sich die verfolgten Konzepte im
Detail unterscheiden. Fiir unterschiedliche praktische An-
wendungen bewéhrten sich die Sonden, die Kranz et al. durch
Beschichtung von SFM-Kraftsensoren mit Metallen und einer
Isolatorschicht und nachfolgender Bearbeitung mit einen fo-
kussierten Ionenstrahl (FIB, focused ion beam) erhiel-
ten.[*”* ! Dabei wird aus der Messspitze ein zentraler Dorn
geschnitzt, der von einer zuriickgesetzten rahmenformigen
Elektrode umgeben ist (Abbildung 24 a).

Der Dorn hilt d konstant, und SFM- und SECM-Auf-
nahmen konnen gleichzeitig aufgezeichnet werden, wodurch
das doppelte Abscannen der Probe entfallen kann. Die
Sonden verfiigen iiber sehr gute Abbildungseigenschaften im
SFM und eignen sich auch fiir den Tapping-Modus,**'! der bei
der Untersuchung weicher Proben von Vorteil ist. Die Ent-
wicklung ist bereits so weit ausgereift, dass praktisch rele-
vante Untersuchungen von enzymbeladenen Mikrostruktu-
renP® #8491 pearbeitet werden konnten. Abbildung 25 zeigt
Aufnahmen der Topographie und der enzymatischen Aktivi-
tdt von Meerrettichperoxidase, die auf einer SAM auf Gold
immobilisiert wurde. Es wurde eine Messung ohne H,0, als
Kontrollexperiment (Abbildung 25b, oben) durchgefiihrt.
Die Messung mit H,O, zeigte die enzymatische Aktivitét
durch hohe Sondenstrome (Abbildung 25b, rechts unten,
hell) und korrelierte sehr gut mit der Topographie der Probe,
die im Kontaktmodus aufgenommen wurde.
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Abbildung 24. Integrierte SFM-SECM-Messsonden. a) Zuriickgesetzte Rahmenelektrode nach Kranz et al.; b) beschichteter Pt-Draht nach Mac-
pherson et al., c) umgebogene Pt-Elektrode in Glas oder Quarzisolierung nach Dobson et al., d) Multispitzenanordnung mit integrierten Elektro-
den nach Fasching et al. Wiedergabe von (a) mit freundlicher Genehmigung von C. Kranz. Wiedergabe von (b) mit Genehmigung aus Lit. [135]
und [423]. Copyright 2000, 2001, American Chemical Society. Wiedergabe von (c) mit Genehmigung aus Lit. [443]. Copyright 2005, American
Chemical Society. Wiedergabe von (d) aus Sens. Actuators B, 108, R. ). Fasching, Y. Tao, F. B. Prinz, S. 964-972,**l Copyright 2005, mit Genehmi-

gung von Elsevier.

Die Methode ist so robust, dass die erhaltenen Elektroden
weiter zu Enzymelektroden modifiziert werden konnten, wo-
durch sich die chemische Selektivitdt der Messungen erhoh-
te. > Ein limitierender Faktor besteht einstweilen darin,
dass die Messsonden individuell angefertigt werden miissen.

Macpherson et al. formten aus Pt-Drihten kleine Blatt-
federn, die nach Tauchlackisolierung als kombinierte elek-
trochemische Kraftsensoren verwendet wurden (Abbil-
dung 24b).! Der FEinsatz erfolgte in einem Lift-off-
Modus*? zur Charakterisierung von elektrokatalytischen
Elektroden, Porendiffusion®*’ und anderen Modell-
proben.® Neuere Entwicklungen zielen auf die Herstellung
kombinierter Sonden in parallelen Fertigungsprozessen
(Abbildung 24¢)*#"#2431 ynd die Integration von Mikro-
scheibenelektroden.**

Fasching et al. stellten erste Sondenarrays mit integrierten
Elektroden vor (Abbildung 24d).*3! In nichster Zeit wird
daher sicher eine Reihe neuer Anwendungen moglich
werden, bei denen der erhohte Informationsgehalt und die
verbesserte laterale Auflosung z. B. bei der Untersuchung von
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elektrochemischen Prozessen an Korngrenzen, bei (bio)geo-
chemischen Problemen der Phasenbildung oder bei zellbio-
logischen Studien genutzt werden.

6.1.3. Weitere gekoppelte Methoden

Sowohl elektrochemische als auch optische Verfahren
liefern wichtige funktionelle Informationen von Oberfldchen.
Eine Kopplung von optischer Nahfeldmikroskopie (SNOM,
scanning near-field optical microscopy) und SECM erscheint
daher sinnvoll.*+*"1 Eine optische Faser oder eine Kapillare
dient als Wellenleiter, eine aufgebrachte Metallschicht bildet
das Elektrodenmaterial. Kritisch fiir die Funktion ist auch
hier die Isolierung der Seitenflichen der Kapillare von der
Elektrolytlosung, sodass nur ein Ring auf der Stirnfldche der
Faser als elektrochemisch aktive Fliche verbleibt.[*##74]
Auch die Umkehrung, durch elektrogenerierte Chemolumi-
neszenz lokal in Losung Licht zu erzeugen und dies fiir eine
optische Abbildung zu nutzen, wurde an einer Modellprobe
demonstriert.**
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Abbildung 25. Abbildung von Enzymspots mit integrierter SFM-SECM-Mess-
sonde (zuriickgezogene Rahmenelektrode). a) Auf einer gemusterten SAM
immobilisierte Meerrettichperoxidase katalysiert die Oxidation von Ferrocen-
methanol (Fc) zu Ferrociniummethanol (Fc') durch H,0,. Der Abstand zwi-
schen Probe und Rahmenelektrode ist durch die Linge der Messspitze

(410 nm) vorgegeben. b) Gleichzeitig erfasste Topographie (links) und SECM-
FB-Signale (rechts) mit (unten) und ohne (oben) das Enzymsubstrat H,O,.
Wiedergabe von (b) aus Ultramicroscopy, 100, C. Kranz, A. Kueng, A. Lugstein,
E. Bertagnolli, B. Mizaikoff, S. 127-134,*8 Copyright 2004, mit Genehmigung
von Elsevier.
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Sehr interessant ist auch die Kombination von SECM und
konfokaler Mikroskopie, weil die konfokale Mikroskopie
eine dreidimensionale Vermessung von Diffusionschichten
ermoglicht,*!! die mit der lateralen Auflésung des SECM
ohne weitere Modifikationen kompatibel ist.**"*? Dariiber
hinaus konnen photochemische Anregungsprozesse elektro-
chemisch verfolgt oder lokale Variationen der Losungs-
zusammensetzung als Triebkraft fiir Grenzflichenreaktionen
genutzt und dann optisch charakterisiert werden.*"? So er-
zeugten Boldt et al. an UMEs eine lokale pH-Variation, die
das Enzym ATP-Synthase an der Probenoberfliche an-
trieb.? Die Bewegung der ATP-Synthase konnte durch
Messungen des resonanten Fluoreszenzenergietransfers
(FRET) simultan verfolgt werden.

SchlieBlich seien auch noch Kopplungen des SECM mit
der Quarzmikrowaage,">*" optischer Spektroskopie!*¥
oder  Oberflichenplasmonresonanz-Spektroskopiel®*:#8:4]
erwahnt, bei denen entweder die UME zur Auslosung lokaler
Reaktionen genutzt wird®*! oder nach Polarisation der Probe
gleichzeitig Eigenschaftsdnderungen, z.B. Masse oder opti-
sche Signale, erfasst werden, wihrend die UME die Sub-
stanzabgabe oder -aufnahme von der Losungsseite her ver-
folgt.1 4%
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6.1.4. Grenzen der lateralen Auflésung

Im GC-Modus bestimmt die Ausdehnung der Diffusi-
onsschichten iiber der Probe die laterale Auflosung. Unter-
schreitet rp diese Abmessungen, fiihrt eine weitere Minia-
turisierung der UME nicht mehr zu besserer Auflosung.
Trotzdem sind gerade fiir quantitative Arbeiten im GC-
Modus moglichst kleine UMEs in jedem Fall sinnvoll (Ab-
schnitt 2.2.2). Der Einsatz konischer Elektroden ist ohne
wesentliche Leistungseinbuflen moglich.

Im FB-Modus ist die Auflésung dagegen zunichst durch
rr bestimmt. AuBerdem ist die Auflosung umso besser, je
kleiner d ist. Da hier der normierte Abstand d/rrentscheidend
ist, erfordern kleinere UMEs einen proportional verringerten
d. Dieser kann zum einen durch stromunabhingige Ab-
standskontrollmechanismen  (Abschnitt 6.1.1)  erreicht
werden, erfordert aber auch UMEs, deren aktive Fliche am
Apex der meist zu einem flachen Konus geformten Stirnfla-
che des Elektrodenkorpers liegt.”* Dies ist bei Elektroden
mit rr~100nm sehr schwer realisierbar. SchlieBlich sind
Auflosung und Empfindlichkeit miteinander verkniipft. Aus
den Kurven in Abbildung 5 ldsst sich ersehen, dass eine aktive
Region wahrscheinlich detektiert werden kann, wenn sie
mindestens ein Signal entsprechend Kurve 3 mit x =0.3 lie-
fert. Da k =k ;ri/D eine normierte Geschwindigkeitskon-
stante ist, muss das minimale k.; mit kleiner werdendem ry
anwachsen. Tabelle 3 illustriert den Sachverhalt: Bei rp=

Tabelle 3: Erforderliche heterogene Geschwindigkeitskonstante ko, um
die Annidherungskurve 3 in Abbildung 5 zu erhalten (x=0.3).
D=5x10"°cm’s™".

ry [um] 125 5 1 05 01 005 0025 0.005
kglcms] 00012 0003 0015 003 015 03 06 3

5 nm miisste k.; >3 cms™! sein, um durch SECM erkannt zu
werden. In konventionellen elektrochemischen Experimen-
ten entspricht eine solche Geschwindigkeitskonstante jedoch
anndhernd einer diffusionskontrollierten Reaktion. Das
SECM wird also ,,blind“ fiir alle langsameren Reaktionen.
Obwohl iiber die Herstellung von UMESs mit diesen Abmes-
sungen und definierter Geometrie bereits berichtet wurde, "
ist ein erfolgreicher Finsatz fiir FB-Abbildungen selbst bei
Beherrschung der vertikalen Positionierung aus kinetischen
Griinden nicht wahrscheinlich. Es ist daher kein iiberra-
schender Trend, dass viele Forschungsgruppen sehr kleine
Elektroden verwenden, diese aber im empfindlicheren GC-
Modus betreiben, obwohl dieser eine schlechtere laterale
Auflosung als der FB-Modus aufweist.[7233.254:426.438]

7. Zusammenfassung und Ausblick

Die elektrochemische Rastermikroskopie kann zur Un-
tersuchung vielzéhliger Reaktionen an Fest-fliissig-Grenz-
flichen eingesetzt werden. Die Methode liefert eine direkte
Abbildung der Reaktivitdt, auch wenn sich die Topographie
der Grenzflache bei der Reaktion nicht dndert. Beispiele mit
starkem Anwendungsbezug umfassen die Untersuchung von
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Korrosionsmechanismen von passivierten Metallen, Trans-
portprozesse durch Beschichtungen und Membranen, hete-
rogene Katalyse an Materialien fiir Brennstoffzellen, En-
zymkatalyse an Sensoroberflichen und die metabolische
Aktivitat intakter Zellen und Organe. Dariiber hinaus
konnen die Ergebnisse in vielen Fillen durch einfache Kon-
tinuumsmodelle fiir den diffusiven Massentransport und die
Grenzflachenkinetik quantitativ beschrieben werden. Diese
Moglichkeit wird in der elektrochemischen Grundlagenfor-
schung vielfiltig genutzt. In diesem Bereich weist die Technik
durch ihre stationdre Arbeitsweise an mikroskopischen Fla-
chen grofle Vorteile gegeniiber klassischen Verfahren auf, die
vielfach durch Ladestrome, begrenzte Flankensteilheit der
realisierbaren Anregungssignale und Ohmsche Spannungs-
abfille innerhalb der Messzelle limitiert sind. Die SECM
kann heterogene Elektronentransferreaktionen untersuchen,
selbst dann, wenn die Grenzfliche nicht mit einer externen
Spannungsquelle verbunden wird. Dies ermoglicht es, das
Messprinzip auch auf sehr ungewohnliche Grenzflachen wie
organisierte Nanopartikel an Gas-fliissig-Grenzfldchen an-
zuwenden. Aus diesen Griinden ist die SECM aus der elek-
trochemischen Grundlagenforschung nicht mehr wegzuden-
ken.

SchlieBlich eroffnet sich die Moglichkeit, Oberfldchen
durch eine Vielzahl eindeutig definierter chemischer/elek-
trochemischer Reaktionen lokal zu modifizieren und neue
Ansitze fiir das ,,Prototyping” von mikro- und nanostruktu-
rieren Funktionsfldchen, z. B. in Biosensoren und Biochips, zu
erproben. Die Option, die Funktion der erhaltenen Struktu-
ren im selben experimentellen Aufbau zu testen, macht das
SECM zu einem idealen Werkzeug fiir derartige Aufgaben-
stellungen.

Der Einsatzbereich der Methode wird sich in Zukunft
stark erweitern, falls die routinemiflige Herstellung von in-
tegrierten SECM-SFM-Messsonden in Batchverfahren ge-
lingt. Mit diesem bereits absehbaren Durchbruch wird eine
deutliche Erhohung der lateralen Auflosung in Routinemes-
sungen verbunden sein, die den Einsatz der Technik in all den
Bereichen ermoglichen wird, in denen heute Rasterkraftmi-
kroskopie in Flissigkeiten betrieben wird. Dazu zéhlen ins-
besondere weitere materialwissenschaftliche Einsatzberei-
che, z.B. zur Untersuchung von Korrosionsprozessen an
Korngrenzen oder auf einzelnen Gefiigephasen, deren Me-
chanismen bisher unzureichend verstanden sind.

Laufende Arbeiten zur elektrochemischen Rastermikroskopie
werden von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Wi 1617/
6 (Forschungsgruppe Biogeochemie des Watts), Wi 1617/7, Wi
1617/8) und der Niedersdchsisch-Israelischen Stiftung gefor-
dert. Die Autoren danken Prof. J. Heinze fiir hilfreiche Kom-
mentare zum Manuskript sowie allen Kollegen, die uns Ori-
ginalabbildungen zur Verfiigung stellten. Den Vortitel gestal-
tete Markus Trduble, Carl von Ossietzky-Universitit Olden-
burg. Dr. Yan Shen dankt fiir ein Forschungsstipendium der
Alexander von Humboldt-Stiftung.
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