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Elektrochemische Untersuchungen von Redoxenzymen
haben sich zu einem wichtigen Forschungsgebiet entwickelt,
da ihre Redoxeigenschaften sie als geeignete Kandidaten f�r
Biosensoren und bioelektrische Nanobauteile auszeichnen.[1]

Fragen zur Oberfl�chenbedeckung, zur Orientierung der
Enzyme auf der Oberfl�che, insbesondere der Position des
aktiven Zentrums, und zur Aktivit�t einzelner Enzyme sind
nach wie vor nicht vollst�ndig gekl�rt, da diese Gr�ßen nicht
mithilfe von integralen elektrochemischen Messmethoden
wie der Cyclovoltammetrie (CV) bestimmt werden k�nnen.
Rastersondenverfahren, vor allem die Rastertunnelmikro-
skopie unter elektrochemischen Bedingungen (EC-STM),[2,3]

sind aber ausreichend leistungsf�hig, die Struktur und die
Reaktivit�t einzelner Enzyme zu messen.[4–6] Allerdings be-
stehen experimentelle Einschr�nkungen; um eine Sch�digung
der Enzymstruktur zu vermeiden, d�rfen beispielsweise nur
kleine Tunnelstr�me angelegt werden. Demnach ist eine
Messmethode wie die scanning electrochemical potential
microscopy (SECPM), die das Potential der Probe unter
stromlosen Bedingungen (I = 0) misst, f�r solche Untersu-
chungen potenziell von Vorteil. Der Aufbau bei SECPM
�hnelt demjenigen bei EC-STM, allerdings wird die Spitze als
Potentialsensor genutzt. Dabei wird der Potentialunterschied
zwischen Spitze und Arbeitselektrode �ber einen hochohmi-
gen Potentialverst�rker gemessen und dient als R�ckkopp-
lungssignal im x-y-Rastermodus. Zudem bietet SECPM die
M�glichkeit, die Potentialverteilung der Grenzfl�che in x-z-
Richtung, also senkrecht zur Elektrodenoberfl�che, aufzu-
nehmen. Nach der Gouy-Chapman-Stern-Theorie hat jede
Elektrode an der Elektroden-Elektrolyt-Grenzfl�che eine
elektrochemische Doppelschicht (EDL), deren Potential mit
dem Abstand senkrecht zur Elektrode abnimmt und somit
mit SECPM detektiert werden kann.[7]

2004 gelang es Woo et al.,[8] das lokale Potentialprofil
einer Au(111)-Elektrode in 1 mm NaBF4 zu messen, indem sie
die Spitze eines Eigenbau-EC-STM-Instruments senkrecht
zur Oberfl�che, d.h. in x-z-Richtung, bewegten. Hurth et al.[9]

f�hrten �hnliche Messungen durch, um den Einfluss des
Oberfl�chenpotentials und der Elektrolytkonzentration auf
das Doppelschichtprofil einer Platinfolie in KCl zu untersu-
chen. Corbella et al.[10] nutzten diese Methode erstmals in
einem Modus mit konstantem Potential (constant potential
mode) zur Bestimmung der Verteilung von Wolfram in
Schichten von diamant�hnlichem Kohlenstoff, indem sie die
Probenoberfl�che in x-z-Richtung abbildeten. Die hier auf-
gef�hrten Beispiele sind unseres Wissens bisher die einzigen
Publikationen zu dieser Technik.

SECPM zeigt ein großes Potenzial vor allem f�r die
elektrochemische Untersuchung von Elektrodenoberfl�chen
mit organischen und biologischen Adsorbaten. Die hier vor-
gestellte Arbeit macht deutlich, dass Constant-Potential-
Mode-SECPM zur Abbildung einzelner adsorbierter Enzyme
genutzt werden kann. Dabei zeigen In-situ-Untersuchungen
von Enzymen verschiedener Gr�ße, unterschiedlicher che-
mischer Zusammensetzung und mit verschiedenen elektro-
chemischen Eigenschaften, dass SECPM Biomolek�le in
einer noch nie dagewesenen Aufl�sung darstellen kann. Der
direkte Vergleich von SECPM- und EC-STM-Aufnahmen
macht deutlich, dass eine potentiometrische Technik wie
SECPM durchaus von Vorteil sein kann, um Enzyme an der
Fest-fl�ssig-Grenzfl�che abzubilden, und somit eine Unter-
suchung ihres dynamischen Verhaltens an der Oberfl�che
erm�glichen k�nnte.

Wie in allen Rastersondenverfahren muss die Spitzen-
pr�paration den speziellen Anforderungen der Messtechnik
angepasst werden. Da die �nderung der Potentialverteilung
senkrecht und parallel zur Oberfl�che unterschiedlich ist,
sollte die Geometrie der SECPM-Spitze auf den verwendeten
Rastermodus abgestimmt sein, weil sie maßgeblich f�r die
Aufl�sung ist. F�r die x-z-Richtung ist eine Spitze mit gerin-
ger Ausdehnung entlang der z-Achse (Dz) vorteilhaft, f�r das
Abbilden in x-y-Richtung hingegen eine scharfe Spitze
(kleines Dx, Dy) wie bei STM.

Weiterhin stellt die metallische SECPM-Spitze ebenfalls
eine Elektrode mit elektrochemischer Doppelschicht an der
Fest-fl�ssig-Grenzfl�che dar. N�hert sich nun die Spitze der
Arbeitselektrode, �berlappen die beiden Doppelschichten.
Auch hier muss wieder zwischen x-z- und x-y-Modus unter-
schieden werden: Bewegt man die Spitze in x-z-Richtung auf
die Oberfl�che zu, wird das Potential der Spitze zunehmend
von den �berlappenden EDLs bestimmt. Mithilfe eines Mo-
dells zweier �berlappender Doppelschichten von identischen
Metallen, die beide der Gouy-Chapman-Theorie folgen, ist es
m�glich, die Potentiale zu trennen und die EDL der Elek-
trodenoberfl�che zu berechnen.[11]

Im x-y-Modus k�nnen die Einfl�sse zweier �berlappender
EDLs w�hrend der Abbildung als nahezu konstant angesehen
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werden. Auch hier ist eine Trennung m�glich. Zus�tzliche
Informationen zum Einfluss der Spitze befinden sich in den
Hintergrundinformationen.

Das Eisenspeicherprotein Ferritin und die eisenfreie
Form Apoferritin haben eine geordnete 3D-Struktur aus 24
Untergruppen, die eine kugelf�rmige Proteinh�lle mit 12 nm
Durchmesser bilden. W�hrend jedes Ferritin rund 4500 FeIII-
Ionen in Form von 8FeO(OH)·FeO(H2PO3)-Kristalliten in
einem bis zu 8 nm großen Kern speichern kann,[12] besteht
Apoferritin lediglich aus der leeren Proteinh�lle.[13] Abbil-
dung 1 zeigt zwei Ferritin-Molek�le adsorbiert an Liniende-

fekten einer anoxidierten HOPG-Oberfl�che (HOPG: hoch
orientierter pyrolytischer Graphit), aufgenommen in 10 mm

Phosphatpufferl�sung (PBS) mit Constant-Current-Mode-
EC-STM (Abbildung 1A1; UBias = 0.1 V, IT = 0.5 nA) und mit
Constant-Potential-Mode-SECPM (Abbildung 1B1; DU =

5 mV). Beide Abbildungen zeigen eine �hnliche Form der
Molek�le mit einem Durchmesser von 7.5 nm (linkes Enzym)
und 6.9 nm (rechtes Enzym) und einer H�he von 0.5 nm be-
z�glich der HOPG-Oberfl�che (Linienprofile in Abbil-
dung 1A2 bwz. B2). Bei STM-Messungen, insbesondere beim
Abbilden von Molek�lagglomeraten, beobachtet man oft-
mals Artefakte, die wahrscheinlich durch Wechselwirkungen
zwischen Spitze und Elektrode zustandekommen. Derselbe
Elektrodenbereich kann im SECPM-Modus jedoch st�-
rungsfrei abgebildet werden.

Auch Apoferritin wurde mit SECPM und STM unter-
sucht. SECPM konnte einzelne Molek�le (Abbildung 2A)
mit einem Durchmesser von etwa 12 nm (Abbildung 2B)
aufl�sen, wohingegen eine Untersuchung mit STM fehl-
schlug.

Ausgehend von diesen Ergebnissen machen wir folgende
Annahmen:
1) Mit SECPM ist es m�glich, die Struktur des Proteins

Apoferritin mit einem Durchmesser von 12 nm darzu-
stellen. Der schwache Bildkontrast k�nnte an der eher
gleichm�ßigen Potentialverteilung im Protein liegen;

2) Mit STM ist es nicht m�glich, Apoferritin abzubilden,
wahrscheinlich wegen einer zu geringen Leitf�higkeit der
Polypeptide des Proteins;

3) Mit STM und SECPM ist es m�glich, Ferritin-Molek�le
mit �hnlicher Aufl�sung abzubilden, jedoch ist der ge-
messene Durchmesser viel kleiner als der von Apoferritin.
Wir nehmen an, dass die Leitf�higkeit (STM) und die
Potentialverteilung (SECPM) der Eisenatome innerhalb
der Proteinh�lle des Ferritinmolek�ls den Abbildungs-
prozess bestimmen und daher die Eigenschaften der
Proteinh�lle selbst �berlagern.

Im Unterschied zu Ferritin enth�lt das Redoxenzym
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) nur
ein Eisenatom, das sich im aktiven Zentrum, der H�mgrup-
pe,[14] befindet. Einzelne HRP-Molek�le wurden in 10 mm

PBS mit SECPM aufgenommen (Abbildung 3 A; DU =

5 mV). Alle f�nf sichtbaren Molek�le haben die Struktur

eines offenen Rings mit durchschnittlichen Abmessungen von
54 � 52 � 3.2 �3. Der gleiche Bereich wurde auch mit STM
untersucht (Abbildung 3B; UBias = 0.1 V, IT = 0.5 nA). Die
vier hellen Punkte stellen einzelne Molek�le mit den Di-
mensionen 43 � 34 � 2.4 �3 dar.

Vergleicht man die STM- und SECPM-Bilder, so konnten
die Molek�le mit SECPM deutlich detaillierter aufgel�st
werden. Des Weiteren kann im SECPM-Modus im oberen
Bildabschnitt ein zus�tzliches HRP-Molek�l beobachtet
werden (Abbildung 3A, schwarzer Kreis), das im STM-Bild
nicht sichtbar ist. Ein schlechter elektrischer Kontakt zwi-
schen Enzym und Elektrode unterdr�ckt bei STM eventuell
den Elektronen�bergang zur Spitze und verhindert so das
Abbilden der Molek�le. Da SECPM nur die Ladungsvertei-
lung darstellt, ist hier kein Elektronen�bergang n�tig.

Abbildung 1. A1) EC-STM-Aufnahme und B1) SECPM-Aufnahme von
Ferritin auf einer HOPG-Elektrode (40 nm � 40 nm) mit dazugeh�rigen
Linienprofilen (A2) und (B2).

Abbildung 2. A) SECPM-Aufnahme von Apoferritin auf einer HOPG-
Elektrode (90 nm � 90 nm) und B) zugeh�riges Linienprofil.

Abbildung 3. A) SECPM-Aufnahme und B) EC-STM-Aufnahme von
HRP auf einer HOPG-Elektrode.
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Zus�tzlich ist die STM-Aufl�sung relativ gering, vor allem
sind die Abmessungen der Molek�le kleiner als von Zhang
et al.[4] berichtet, deren Angaben auf Ex-situ- und In-situ-
STM-Untersuchungen auf HOPG mit IT = 0.5–1.2 nA beru-
hen (62 � 43 � 12 �3 bzw. 68 � 44 � 40 �3). Eine m�gliche Er-
kl�rung dieser Beobachtung k�nnte wiederum ein schlechter
Kontakt des Enzyms zur Substratoberfl�che sein, was m�gli-
cherweise die Qualit�t der STM-Aufnahme verschlechtert.
Weiterhin m�ssen Beeintr�chtigungen durch das Eindringen
der Spitze in Teile des Molek�ls ber�cksichtigt werden. Es ist
zu beachten, dass bei STM mit einem Tunnelstrom von 0.5 nA
ca. 109 Elektronen pro Sekunde durch das Molek�l fließen –
also ein Elektron pro Nanosekunde. Dies k�nnte sich nicht
nur negativ auf die Bildqualit�t, sondern auch auf die Prote-
instruktur auswirken.

Die 3D-Darstellung der SECPM-Aufnahme von zwei
Molek�len (Abbildung 4A) macht die offene Ringstruktur
deutlich sichtbar. In Abbildung 4B ist das zugeh�rige H�-

henprofil dargestellt. Jede Linie steht f�r eine konstante
H�he, die Linienabst�nde beschreiben einen H�henunter-
schied von 0.27 �. Ausgehend von kristallographischen
R�ntgenuntersuchungen kann gefolgert werden, dass sich die
H�mgruppe in der Tasche zwischen Nah- und Fernbereich des
Molek�ls befindet (Abbildung 4C).[14] Vergleicht man die
3D-Darstellung und die R�ntgenstruktur, so k�nnte man
annehmen, dass die durch SECPM dargestellte Ringstruktur
zu der Aussparung in der Proteinh�lle passt, in der das aktive

Zentrum des Enzyms sitzt. Um die SECPM-Aufnahmen mit
der Ladungsverteilung zu vergleichen, wurde das elektrosta-
tische Oberfl�chenpotential eines in 10 mm PBS (pH 7, T=

298 K) inkubierten HRP-Molek�ls mit YASARA simuliert
(Abbildung 4D).[15] Das Potentialdiagramm erm�glicht einen
qualitativen Vergleich mit den SECPM-Daten. Die Position
des aktiven Zentrums in der Proteintasche kann ebenfalls im
Potentialprofil (Abbildung 4D, schwarzer Kreis) identifiziert
werden, genau wie in der SECPM-Aufnahme (Abbildung 4A
und 4B).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass SECPM eine vielver-
sprechende Technik zur Darstellung der Ladungsverteilung
von adsorbierten Molek�len ist. Einzelne HRP-Molek�le
k�nnen mit hoher Aufl�sung abgebildet werden. Da das
lokale Potential in der Doppelschichtregion gemessen wird
und zwischen Spitze und Probe faktisch kein Strom fließt,
glauben wir, dass SECPM �ber ein großes Potenzial verf�gt,
um einzelne Molek�le in ihrer nat�rlichen Umgebung und
unter Reaktionsbedingungen zu untersuchen. Die M�glich-
keit, lokale Reaktivit�tsmessungen in Abh�ngigkeit vom
Oberfl�chenpotential durchzuf�hren, k�nnte nicht nur neue
Perspektiven in der Elektrokatalyse von Redoxenzymen er-
�ffnen, sondern auch L�sungsans�tze f�r viele Probleme von
elektrochemischen Studien an Oberfl�chen unter In-situ-
Bedingungen anbieten.
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Abbildung 4. A) 3D-SECPM-Aufnahme von adsorbiertem HRP auf
HOPG (Vergr�ßerung von Abbildung 3A). B) H�henprofil f�r (A),
45 nm � 45 nm, 10 H�henlinien mit 0.27 �nm�1. C) 3D-Darstellung der
R�ntgenstruktur von HRP. Die H�mgruppe ist in T�rkis, die Calcium-
atome in Blau, die a-Helices in Rot und die b-Faltblatt-Bereiche sind in
Gelb dargestellt (PyMOL[16]-Bild, PDB-Zugangscode 1w4w.[17]). D) Ober-
fl�chenpotential eines HRP-Molek�ls in 10 mm PBS (pH 7), simuliert
mit YASARA.[15]
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