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Biosensoren mit Nanoréhren und Graphen

Biosensoren finden immer mehr Anwendungsgebiete, von der Dia-
gnostik lebensbedrohender Erkankungen bis zur Detektion von bio-
logischen Kampfmitteln und zur Abwendung terroristischer Angriffe.
Bei vielen neueren Biosensoren besteht das Sensorelement aus Koh-
lenstoffnanoréohren, und der Einsatz von Graphen — das im Grund
genommen nichts anderes ist als eine nicht aufgerollte Nanorohre — fiir
diesen Zweck wird ebenfalls zunehmend erforscht. Angesichts der
breiten Verwendung von Kohlenstoffnanomaterialien in Biosensoren
ist es an der Zeit, den bisherigen Nutzen dieser Techniken zusam-
menzufassen. Aktuelle Entwicklungen bei elektrochemischen, elek-
trischen und optischen Biosensoren auf der Basis von Kohlenstoff-
nanorohren und Graphen werden vorgestellt, und die Leistungsfdi-
higkeit dieser beiden Kohlenstoffallotrope wird verglichen. Wir wer-
den zeigen, dass Kohlenstoffnanomaterialien, trotz noch bestehender
Probleme bei ihrer Herstellung und Handhabung, als Materialien fiir
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Biosensoren eine grofie Zukunft bevorsteht.

1. Einleitung

Der Einsatz von Nanomaterialien in Biosensoren hat
stark zugenommen, und Kohlenstoffnanoréhren (carbon na-
notubes, CNTs) stehen dabei im Mittelpunkt des Interes-
ses.'! Die Hauptbereiche dieser Forschung sind die Ver-
besserung makroskaliger Biosensoren durch den Einbau von
CNTs sowie die Entwicklung neuer, nanoskaliger Biosenso-
ren. Vielleicht noch interessanter fiir Biosensoren als die
CNTs konnte aber ein anderes Kohlenstoffallotrop, Graphen,
sein. Dies fiihrt zu den folgenden Fragen: Welche Vorteile fiir
Biosensoren bieten diese beiden Kohlenstoffnanomaterialien
im Vergleich zu makroskopischen Materialien? Hat Graphen
gegeniiber CNTs signifikante Vorteile? Welche Schliisse
wiren aus der Entwicklung von Biosensoren mit Nanorohren
zu ziehen, um auch die Entwicklung graphenbasierter Bio-
sensoren zu beschleunigen? Die Beantwortung dieser drei
Fragen ist das zentrale Anliegen dieses Aufsatzes.

Gemiéfl TUPAC-Definition ist ein elektrochemischer
Biosensor eine abgeschlossene integrierte Einheit, bei der
sich ein biologisches Erkennungselement (biochemischer
Rezeptor) im direkten riumlichen Kontakt mit einem
Transduktionselement befindet, sodass diese Einheit spezifi-
sche quantitative oder halbquantitative Informationen liefern
kann. Von einem bioanalytischen System unterscheidet sich
der Biosensor dadurch, dass er keine zusitzlichen Arbeits-
schritte, z.B. die Zugabe eines Reagens, erfordert. Diese
Definition nimmt auf die GroBe eines Biosensors keinen
Bezug. Er kann also, wie kommerzielle Biosensoren fiir
Glucose, makroskopisch sein. Andererseits konnen mikro-
skalige oder nanoskalige Sensorelemente in einer makro-
skopischen Einheit verpackt sein, wie es bei Feldeffekttran-
sistor(FET)-Einheiten der Fall ist,>® oder die Sensoren
konnen komplett nanoskalig sein, was z.B. auf einige Nano-
partikelsysteme zutrifft.":*l

Weil sie eine Losung allgemeiner technischer Probleme
versprechen, sind Nanomaterialien, insbesondere Kohlen-
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stoffnanomaterialien, fiir Biosensoren aller Groenbereiche
interessant. Das betrifft den Entwurf eines Biosensors, mit
dessen Oberfliche der Analyt selektiv wechselwirkt,”!”! die
effiziente Transduktion eines Erkennungsereignisses,'"1? die
Steigerung von Empfindlichkeit und Selektivitidt eines Bio-
sensors!'*¥l sowie die Verbesserung der Ansprechzeiten in
sehr empfindlichen Systemen.!"”! Speziellere Anforderungen
sind: ein mit biologischen Matrizen kompatibler Biosensoren
fiir den Einsatz in komplexen biologischen Proben oder fiir
den In-vivo-Einsatz;'®'7! die Herstellung brauchbarer Bio-
sensoren fiir den Betrieb in eingegrenzten Umgebungen, z. B.
innerhalb von Zellen:"”! und Biosensoren, die die Detektion
mehrere Analyte mit einer einzigen Baueineit ermdglichen
(-Multiplex“-Detektion).">?") Fiir diese Aufgaben stehen
verschiedene null-, ein-, zwei- und dreidimensionale Nano-
materialien zur Verfiigung, darunter Halbleiter-Quanten-
punkte,”!) metallische Nanopartikel,”? metallische oder
Halbleiternanodrihte,'*%! CNTs,**?! nanostrukturierte leit-
fihige Polymere oder Nanokomposite aus diesen,” meso-
porose Materialien”” sowie verschiedene andere Nanoma-
terialien.*! Hier werden wir uns ausschlieBlich mit An-
wendungen von CNTs und Graphen in Biosensoren be-
schéftigen.

CNTs zeichnen sich durch groBe Aspektverhéltnisse,
hohe mechanische Festigkeit, groe spezifische Oberfldchen,
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hervorragende chemische und thermische Stabilitdt sowie
durch vielfiltige elektronische und optische Eigenschaften
aus.’ Diese physikalischen Eigenschaften machen CNTs zu
wichtigen Materialien fiir Signalgeber von Biosensoren.
Wegen der hohen Leitfdhigkeit in Léingsrichtung sind sie
ausgezeichnete Materialien fiir nanoskalige Elektroden®!
(Abbildung 1), ihr Halbleiterverhalten macht sie ideal fiir
nanoskalige FETs* und ihre optischen Eigenschaften
eignen sich fiir nanoskalige Baueinheiten.®>¢!
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Abbildung 1. Ein elektrochemischer Sensor mit einwandigen Nanorsh-
ren (SWNTs): Der Aufbau (a—c) und das elektrochemische Ansprechen
(d) einer Elektrode aus metallischen einwandigen Nanordhren in der
wissrigen Lésung eines Ferrocen-Derivats. (Wiedergabe nach Lit. [31]
mit Genehmigung der American Chemical Society, Copyright 2006).

Mithilfe dieser Merkmale sollten sich Losungen fiir alle
aufgezédhlten Probleme bei Biosensoren finden lassen. Die
Kombination aus ausgezeichneter Leitfahigkeit, guten elek-
trochemischen Eigenschaften und nanoskaligen Abmessun-
gen nutzt man zum Beispiel, um CNTs in einzelne Redox-
enzyme direkt ,einzustopseln“ und auf diese Weise die
Transduktion in elektrochemischen Enzymbiosensoren zu
verbessern.”” ! Durch die Bildung ausgerichteter CNT-An-
ordnungen werden Elektroden moglich, die an ausgewdihlte
Biomolekiile kuppeln, aber einer nichtspezifischen Adsorp-
tion von Proteinen widerstehen.[”*! FET-Biosensoren auf
CNT-Basis***! versprechen eine Detektion einzelner Ereig-
nisse auf molekularer Ebene.”! Die Empfindlichkeit der
optischen Eigenschaften der CNTs fiir Bindungsereignisse
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nutzt man fiir nanoskalige, hochempfindliche optische
»Multiplex“-Biosensoren, die innerhalb von Zellen oder in
einem System dispergiert werden kénnen, um sehr kleine
Analytmengen in einer Probe nachzuweisen.!*”

Die mit CNTs erreichten Verbesserungen von Biosenso-
ren sind wohl auch ein Grund fiir das Interesse an Graphen
als einem Material, mit dem vielleicht noch weitere Fort-
schritte moglich sind. CNTs werden gewohnlich als aufge-
rollte Graphenschichten aufgefasst, und da beide Formen aus
einem Netz von sp>hybridisierten Kohlenstoffatomen beste-
hen, stellt sich die Frage, ob Graphen irgendwelche Vorteile
gegeniiber CNTs hat. Jedenfalls wiirde man aufgrund der
identischen Zusammensetzung von Nanorohren und Gra-
phen auch dhnliche Eigenschaften vermuten. Wir werden
aber sehen, dass dies nicht immer stimmt und dass die un-
terschiedlichen Strukturen und Eigenschaften neue Mog-
lichkeiten fiir die Entwicklung von Biosensoren erdffnen.

In diesem Aufsatz wollen wir aktuelle Entwicklungen bei
Biosensoren auf der Basis von CNTs und Graphen diskutie-
ren. Zu Anfang werden wir die fiir Biosensoren relevanten
Eigenschaften der beiden Materialien vorstellen. Anschlie-
Bend untersuchen wir die Anwendung von CNTs in Biosen-
soren im Zusammenhang mit wichtigen konzeptionellen
Entwicklungen. Eine umfassende Behandlung der gesamten
Forschung auf diesem schnelllebigen Gebiet ist hier nicht
beabsichtigt. Am Beginn dieses Abschnitts stehen elektro-
chemische Biosensoren, die gewohnlich mit Nanomaterialien
hergestellte makroskalige Biosensoren sind, dann folgen
Baueinheiten auf FET-Basis, deren Umformglied oft nano-
skalig ist. Den Abschluss bildet ein kiirzeres Kapitel iiber
CNTs in nanoskaligen optischen Biosensoren. Der Abschnitt
zum Graphen soll einen umfassenden Uberblick geben, da
erst seit kurzem Studien auf diesem Gebiet unternommen
wurden. Die Methoden der Graphenherstellung werden kurz
vorgestellt, und anschlieBend werden Sensoreinheiten eror-
tert, deren Umformglied aus Graphen besteht. AbschlieSend
werden wir versuchen, die drei eingangs gestellten Fragen zu
beantworten, und wir werden Perspektiven bei der weiteren
Entwicklung von Biosensoren auf CNT- oder Graphen-Basis
diskutieren.

2. Ungewdhnlicher Kohlenstoff: CNTs und Graphen

Ein Biosensor auf CNT- oder Graphen-Basis sollte im
Idealfall von den einzigartigen Eigenschaften des verwende-
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ten Nanomaterials profitieren. Deshalb werden wir eine
kurze Einfilhrung in die charakteristischen Strukturen und
Eigenschaften dieser beiden Kohlenstoffallotrope geben
(Abbildung 2).

a)

Abbildung 2. dealstrukturen a) einer einwandigen Nanorshre und

b) einer Graphenschicht. Die eingezeichneten Vektoren charakterisie-
ren das Aufrollen des Graphenfragments zu einer (5,6)-Nanorshre
(siehe Abschnitt 2.1).

2.1. Grundstruktur und Eigenschaften von CNTs

CNTs sind zylinderformige, hohle graphitische Nanoma-
terialien, die ausschlieBlich sp>-hybridisierte Kohlenstoffato-
me enthalten. Klassifiziert werden die CNTs als einwandig
(single-walled nanotubes, SWNTSs), wenn eine einzelne Gra-
phenschicht zu einer Rohre ,,gerollt ist, oder als mehrwandig
(multi-walled nanotubes, MWNTSs), wenn mehrere konzen-
trische Rohren mit gemeinsamer Lingsachse vorliegen.”*#
CNTs sind eindimensionale Kohlenstoffallotrope mit Lingen
zwischen einigen hundert Nanometern und mehreren Milli-
metern. [hr Durchmesser betriagt 0.4-2 nm bei SWNTs und 2—
100 nm bei MWNTs. Je nach Herstellungsweise treten
MWNTs in unterschiedlichen Morphologien auf (z.B. ,,hohle
Rohre“, ,,Bambus“ und ,,Fischgrite®).[*? Die elektroni-
schen Eigenschaften der SWNTs werden von ihrer Chiralitét
bestimmt. Entscheidend hierfiir ist der Winkel, in dem sich
die Graphenlschichten aufrollen; aus diesem Winkel ergibt
sich auch die Ausrichtung der mi-Orbitale.”*>* Diesen Sach-
verhalt beschreibt man mithilfe des Aufrollvektors (n, m),
wobei die (ganzzahligen) Werte von n und m der Zahl an
Waben entsprechen, um die entlang der beiden Einheitsvek-
toren a; und a, des Graphengitters verschoben wird. Beim
Aufrollen des Graphens zu der gewiinschten Nanorohre
wiirden sich die Spitze und das Ende des Vektors gegenseitig
beriihren (Abbildung 2b). Dieser Vektor steht in einer di-
rekten Beziehung mit den elektronischen Eigenschaften:
Eine SWNT ist metallisch, sofern (n—m) ein Vielfaches von 3
ist, ansonsten liegt ein Halbleiter vor.*”)

Die lokale Anisotropie der CNTs, der Unterschied zwi-
schen Positionen in der R6hrenmitte und an den Enden, be-
stimmt die Eigenschaften dieser Strukturen. Die Seitenwinde
sind eine relativ inerte Schicht aus sp*hybridisierten Koh-
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lenstoffatomen, die den Basisschichten von pyrolytischem
Graphit dhnelt. An den offenen Enden oder ,,Spitzen“ der
Nanorohren liegen dagegen an Sauerstoff gebundene Koh-
lenstoffatome vor, wodurch die Spitzen viel reaktiver sind
und insofern den Kantenfldchen von pyrolytischem Graphit
dhneln (Abbildung 3).5°! Diese Uneinheitlichkeit der CNTs

a) b)
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Abbildung 3. a) Aufbau von hochgeordnetem pyrolytischem Graphit
(HOPG) mit einem Abstand von 3.35 A zwischen den Schichten.

b) Das unterschiedliche voltammetrische Ansprechen von Basis- und
Kantenflachen in einer HOPG-Elektrode auf die Reduktion von Hexa-
cyanoferrat-lonen in wissriger Lésung im Vergleich zu einer CNT-ba-
sierten Elektrode. Beachtenswert ist das identische Verhalten von CNT-
modifizierter Elektrode und HOPG-Kantenflichen. c) Eine einzelne
MWNT auf einer Elektrodenoberfliche. Die Plitze auf Kantenflachen
an den Enden der Réhre und auf der Basisfliche entlang der Réhren-
achse sind gekennzeichnet. Nach Lit. [56].

erschwert das Verstdndnis ihrer elektrochemischen Eigen-
schaften. Beim Einbau in Elektroden hiangt die Geschwin-
digkeit des Elektronentransfers entscheidend von der Struk-
tur der Elektrodenoberfliche auf der Nanometerebene ab,
inbesondere von der Orientierung und Ausrichtung der Na-
norohren, und diese Faktoren sind oft nicht quantifizierbar.[571
Weiterhin ist nicht gekldrt, ob das elektrochemische Verhal-
ten der CNTs durch ihre inhdrenten Eigenschaften bestimmt
wird, oder nicht doch von der verdnderlichen Zahl sauer-
stoffhaltiger Gruppen, von Kantendefekten an den Spitzen
oder von katalytischen Partikeln, die auch nach einer Reini-
gung noch in den Rohren verbleiben.”* !l Es gibt Belege
dafiir, dass die vorteilhaften elektrochemischen Eigenschaf-
ten SWNT-modifizierter Elektroden durch oxygenierte
Kohlenstoffspezies, insbesondere Carboxylreste, hervorgeru-
fen werden, die bei der Sdurereinigung an den Spitzen der
Nanorohren erzeugt werden.**>"%? Eine andere Arbeit zeigte
jedoch, dass hohere Konzentrationen sauerstoffhaltiger
Gruppen bei doppel- und mehrwandigen CNTs!*** sowie bei
Graphit® die Geschwindigkeit des heterogenen Elektro-
nentransfers sogar herabsetzen. Im Fall elektrochemisch ak-
tivierter MWNTs schreiben Pumera et al.* den sauerstoff-
haltigen Gruppen eine untergeordnete Rolle beim heteroge-
nen Elektronentransfer zu. Sie begriinden die hohere Ge-
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schwindigkeit dieses Elektronentransfers stattdessen mit
einer grofleren Dichte von kantendhnlichen Pliatzen auf den
Seitenwinden der Rohren. Dai und Mitarbeiter® berichte-

ten jlingst iiber ein elegantes Experiment mit 5 mm langen,
vertikal ausgerichteten CNTs, das Klarheit schaffen sollte
(Abbildung 4). Selektives Maskieren der Seitenwinde oder

Verbinden
mit
Kupferdraht
Schritt 1

B Schneiden
l ' Schritt 3

CNT-T

1
I CNT-S

Abbildung 4. a) Digitales Foto, b) SEM-Bild und c) TEM-Bild von aus-
gerichteten sehr langen CNTs nach der Synthese. d) Herstellung von
CNT-Elektroden, in denen dem Elektrolyt nur die Spitze (CNT-T) oder
die Seitenwand (CNT-S) einer Nanordhre zuginglich ist. Der Einschub
in (d) zeigt ein digitales Foto einer solchen Nanoréhrenelektrode, bei
der ein Biindel ausgerichteter sehr langer CNTs mit einem Kupferdraht
verbunden ist. Nach Lit. [67].

Spitzen mit einer nichtleitenden Polymerschicht und eine
kontrollierte Oxidation ermdéglichten es, die relativen Bei-
trdge von Seitenwidnden und Spitzen sowie der Oxidations-
stufe zum elektrochemischen Verhalten von CNTs zu unter-
suchen. Dabei stellte sich heraus, dass der relative Beitrag der
genannten Faktoren von der Art des untersuchten Redox-
fithlers und von der beteiligten Redoxreaktion abhing. Zum
Beispiel verlief die elektrochemische Umwandlung von Ka-
liumhexacyanoferrat (K;[Fe(CN)]) an den CNT-Spitzen er-
heblich besser, insbesondere in Gegenwart sauerstoffhaltiger
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Reste, wihrend der Elektronentransfer an den Seitenwéinden
langsamer und weniger deutlich ausgeprigt war. Die Oxida-
tion von Wasserstoffperoxid (H,0,) verlief demgegeniiber an
den Seitenwénden leichter als an den Spitzen, und sie war
auch relativ unempfindlich gegeniiber sauerstoffhaltigen
Gruppen. Die Redoxreaktionen von Nicotinamidadenind-
inucleotid-Deydrogenase (NADH) und Ascorbinsiure zeig-
ten wiederum andere Trends.

Weitere Diskrepanzen in den Berichten tiber das elek-
trochemische Verhalten der CNTs sind deren heterogener
Zusammensetzung geschuldet. Theoretisch bestehen CNTs
ausschlieBlich aus Kohlenstoff, tatsdchlich enthalten sie aber
fast immer Verunreinigungen. Dazu zdhlen 1) metallische
Verbindungen oder Nanopartikel der bei der Ziichtung der
Nanorohren eingesetzten Katalysatoren, die selbst nach aus-
giebigem Waschen mit Sdure noch zwischen den Graphen-
schichten eingeschlossen bleiben,**!l und 2) sauerstoffhalti-
ge Reste, die sich wiahrend des Waschvorgangs bilden. Diese
Verunreinigungen, insbesondere die metallischen Verbin-
dungen, verursachen wahrscheinlich die bei einigen mit Na-
norohren modifizierten Elektroden beobachtete , Elektro-
katalyse“.’® Entfernt man die metallischen Nanopartikel
indes sorgfiltig, dann zeigt sich, abweichend von den zahl-
reichen Berichten iiber iiberlegene elektrochemische Eigen-
schaften von FElektrodenoberflichen aus Kohlenstoffnano-
rohren, dass CNTs in dieser Hinsicht wohl nicht besser sind
als die Kantenflaichen von hochgeordnetem pyrolytischem
Graphit (HOPG).®**! Allerdings lisst sich HOPG natiirlich
nicht in so kleinen Abmessungen erzeugen wie CNTs. Neue
Herstellungmethoden fiir SWNTs, die ohne Katalysatoren
der Eisengruppe auskommen,”””!! bieten einen Weg zu me-
tallfreien CNTs. Durch Studien mit diesen CNTs wird man
lernen, welche elektrochemische Eigenschaften von Nano-
rohren intrinsisch sind und welche nicht.

Uber die elektronischen Eigenschaften von CNTs ist
weitaus mehr bekannt als iiber ihre elektrochemischen Ei-
genschaften. MWNTs sind metallische Leiter, wohingegen
SWNTs in Abhéngigkeit von ihrem Durchmesser und von
ihrer Chiralitdt entweder metallisch oder halbleitend sind.
Zwei Drittel der SWNTs mit kleinen Durchmessern sind
halbleitend, und das restliche Drittel ist metallisch.?*"? Bei
halbleitenden Nanorohren wird die Bandliicke auch vom
Rohrendurchmesser bestimmt. SWNTs mit einheitlichen
elektrischen (und optischen) Eigenschaften sind also hin-
sichtlich ihres Durchmessers und ihrer Chiralitit monodi-
spers. Allerdings konnen selbst SWNTs, deren Durchmesser
beinahe identisch sind, verschiedene Aufrollvektoren und
demzufolge unterschiedliche elektronische Eigenschaften
haben. SWNTs, die den gleichen Aufrollvektor haben,
konnen sich noch dazu in ihrer Handigkeit unterscheiden, die
die Wechselwirkung mit zirkular polarisiertem Licht be-
stimmt. Mit erheblichem Aufwand ist in den letzten Jahren an
der wirtschaftlichen Erzeugung groSer Mengen an monodi-
spersen SWNTs, deren elektronischer Typ, Durchmesser,
Linge und Hindigkeit kontrollierbar sind, geforscht
worden,*7 doch bisher wurde noch keine der vielen neu-
entwickelten Techniken allen Anforderungen gerecht.

Durchmesser und Aufrollvektor bestimmen neben den
elektronischen Eigenschaften der SWNTs auch die vorherr-
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schenden optischen Uberginge. Aus der Uneinheitlichkeit
der Bandstrukturen und Lingenausdehnungen sowie den in
Proben von Nanoréhren meist vorhandenen Defekten folgt,
dass spektroskopische Messungen meist nur iiber die Probe
gemittelte Eigenschaften wiedergeben konnen. Die optischen
Eigenschaften von SWNTSs zogen ein groBeres Interesse auf
sich, seit 2002 an halbleitenden SWNTs, die separiert in einer
Suspension mit einem Tensid vorlagen, im Nahinfrarot(NIR)-
Bereich eine Lumineszenz beobachtet worden war.™
Danach sind fiir viele halbleitende Strukturen durch Photo-
lumineszenz-Messungen die Ubergangsenergien prizise be-
stimmt worden.”! Inhomogenitiiten, wie sie in den optischen
Spektren von SWNTs-Bulkmaterial auftreten, wurden durch
Messungen an einzelnen Rohren ausgeschlossen.”” So zeig-
ten Photolumineszenzuntersuchungen, wenngleich sie auf
halbleitende SWNTs beschriankt waren, die wirkliche Lini-
enbreite in den Emissionsspektren und das Auftreten spek-
traler Variationen.””! Einzelne halbleitende und metallische
SWNTs wurden mit Raman-Streuung untersucht,” aber das
schwache Signal und die Notwendigkeit einer Laserquelle im
resonanznahen Bereich erschweren solche Experimente. Die
photothermische Heterodyn-Bildgebung ermdoglicht eine
hochempfindliche Abbildung und die absorptionsspektro-
skopische Untersuchung von einzelnen Rohren.™ Eine be-
sonders interessante Entwicklung ist die Beobachtung der
chemischen Reaktionen von einzelnen Molekiilen an SWNTs
mithilfe von NIR-Photolumineszenzmikroskopie. Innerhalb
bestimmter Submikrometersegmente der Dbetrachteten
Rohren verdndern die Reaktionen mit einzelnen Sdure-,
Base- oder Diazonium-Spezies die Emissionsintensitit in er-
kennbaren Schritten.® Diese Entwicklungen lieferten die
mechanistischen Grundlagen fiir den Einsatz von SWNTs als
stochastische Einzelmolekiil-Biosensoren. "]

2.2. Grundstruktur und Eigenschaften von Graphen

Die idealisierte Graphenstruktur ist streng zweidimen-
sional. Sie besteht aus einer einzelnen Schicht von sp*hy-
bridisierten Kohlenstoffatomen, die in einem ebenen hexa-
gonalen Gitter durch kovalente Bindungen miteinander ver-
kniipft sind.*) Die reale Struktur ist aber komplizierter, weil
es schwierig ist, die einzelnen Graphenschichten voneinander
zu trennen. Man spricht demzufolge oft von , Graphen®,
obwohl tatsichlich Stapel von Graphenschichten vorliegen,
die sich iiberdies hinsichtlich der Schichtenzahl unterscheiden
konnen. Es ist also wichtig, diese Schichtenzahl zu bestim-
men, z.B. mit Kraftfeldmikroskopie,® Raman-Spektrosko-
pie,® Kontrastspektroskopie®™' oder Niederenergie-Elek-
tronenmikroskopie (LEEM).® Damit wird erst die Zuord-
nung moglich, ob Graphen als Mono- oder Doppelschicht,
mit wenigen (3-9) Schichten™ oder als Mehrschichtgraphen
(,diinnes Graphit®) vorliegt.®®! Die Situation wird noch
komplizierter dadurch, dass Graphen aufgrund seiner Flexi-
bilitdt nie eine Struktur einnimmt, bei der sich alle Atome in
einer Ebene befinden. Die Schichten neigen dazu, sich auf-
zurollen, zu falten und zu wellen (Abbildung 5). Groe Bug-
und Quetschfalten entstehen héufig bei der Verarbei-
tung,®™*! wihrend die kleineren Riffelstrukturen meist der

Angew. Chem. 2010, 122, 21602185

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

OA 9A 13A

Abbildung 5. Links: Hellfeld-TEM-Aufnahme einer an einem Metallge-
rist hangenden Graphenmembran. Im mittleren Bereich befindet sich
eine Graphen-Monoschicht (mit Pfeilen gekennzeichneter homogener
Bereich). Sichtbar sind die aufgerollten Ober- und Unterkanten sowie
ein gefalteter Bereich auf der rechten Seite. Maf3stab 500 nm. (Wieder-
gabe nach Lit. [90] mit Erlaubnis durch Macmillan Publishers Ltd., Co-
pyright 2007.) Rechts: AFM-Bild von Graphenflocken auf einem oxi-
dierten Siliciumwafer. Wiederum ist das Vorhandensein von Falten of-
fensichtlich. Mafistab 1 um. Nach Lit. [89].

inhdrenten Struktur der isolierten Schichten geschuldet
sind.*

Daher iiberrascht es nicht, dass diese, im wesentlichen
zweidimensionale Form des Kohlenstoffs viele charakteristi-
sche Eigenschaften aufweist. Wir geben hier nur einen kurzen
Uberblick und konzentrieren uns auf die elektrochemischen,
elektronischen und optischen Eigenschaften des Graphens,
die fiir Biosensoranwendungen am wichtigsten sind. Weitere
Einzelheiten sind in aktuellen Ubersichten zu finden. -9+

Uber die elektrochemischen Eigenschaften von Graphen
weill man noch weniger als iiber jene von CNTs. Weiterhin
wurden die wenigen verfiigbaren Studien mit unterschiedli-
chen ,,Graphen“-Formen durchgefiihrt,*””'%! sodass die Ab-
leitung allgemeiner Schlussfolgerungen problematisch ist. Es
ist aber belegt, dass die erreichbare elektrochemische Leis-
tung des Graphens und seiner Abkdmmlinge gut ist im Ver-
gleich zu Glaskohlenstoff-,"! Graphit-""! oder selbst zu mit
CNTs belegten Elektroden.'™!%! Bisher sind mit Graphen
modifizierte Elektroden aber noch nicht mit den besten
Kontrollelektroden mit Basis- und Kantenflichen-HOPG
verglichen worden, und es gibt nur wenige griindliche Cha-
rakterisierungen von Graphenmaterial. Ahnlich problema-
tisch waren auch viele der frithen Studien tiber CNT-modifi-
zierte Elektroden. Allerdings hat man bei Mehrschichtgra-
phen, das als eine Elektrode bei cyclovoltammetrischen Stu-
dien an [Fe(CN),]*”*"-Losungen eingesetzt wurde, einen re-
versiblen und schnellen Einelektronentransfer beobachtet.”
Diese Elektrodenart verfiigte auch tiber vorteilhafte elek-
trochemische Eigenschaften, und fiir Mischungen von Bio-
molekiilen, die bei der Verwendung von Glaskohlenstoff-
Elektroden nur einen einzigen, breiten Peak bei hoheren
Potentialen ergeben, war die klare Auftrennung von Redox-
peaks moglich. Elektroden mit eingebautem Graphenoxid
oder reduziertem Graphenoxid zeigten auch bei Redoxreak-
tionen von Biomolekiilen™'®! oder Wirkstoffen!'" hervor-
ragende elektrochemische Eigenschaften. Der Ursprung
dieser verbliiffenden Eigenschaften ist noch ungeklirt, doch
sollten sich die elektrochemischen Reaktionen beim Graphen
hauptsichlich auf dessen Kanten abspielen, wihrend im (re-
duzierten) Graphenoxid zusétzlich noch funktionelle Grup-
pen und Defekte eine Rolle spielen.
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Die elektronischen Eigenschaften von Graphen wurden
als erste, und bisher am ausgiebigsten, untersucht.® Sie leiten
sich hauptséchlich aus den delokalisierten mt-Systemen ober-
und unterhalb der Basisfliiche aus sp>-hybridisierten Koh-
lenstoffatomen ab. Diese delokalisierten Elektronen sowie
die Qualitdt des Graphengitters sind die Ursachen fir die
hohen elektrischen Leitfahigkeiten und Beweglichkeiten: Bei
Raumtemperatur liegen die Beweglichkeiten in Graphen mit
einer Dicke bis zu drei Schichten bei 15000 cm*V~'s™" oder
dariiber,®1%! und makellose hingende Monoschichten er-
reichten bei Temperaturen in der Néhe des absoluten Null-
punkts Werte von 230000 cm®V~'s~.['"7) Graphen zeigt auch
einen ambipolaren elektrischen Feldeffekt, bei dem negative
Gate-Spannungen hohe Defektelektronenkonzentrationen
hervorrufen, wihrend positive Spannungen zu hohen Elek-
tronenkonzentrationen fiihren. In makellosem Graphen wird
dieses Verhalten bei einer Gate-Spannung von null als Spitze
des spezifischen Widerstands sichtbar.’*!%! Da dieser Para-
meter fiir betrdchtliche Variationen in der Bandstruktur und
Bandiiberlappung sorgt, sind noch weitere elektronische Ei-
genschaften auBerordentlich stark von der Schichtenzahl im
betreffenden Stapel abhéngig. Eine Monoschicht ist zum
Beispiel ein ,,Zero-gap“-Halbleiter. Gleiches trifft zwar auch
auf eine Doppelschicht zu, aber beim Anlegen einer Gate-
Spannung bildet die Doppelschicht eine Bandliicke.'”® Die
Dreifachschicht ist ein Halbmetall und zeigt eine Bandiiber-
lappung, die iiber die Gate-Spannung abstimmbar ist."® Die
Uberlappung von Leitungs- und Valenzband nimmt solange
mit der Schichtenzahl zu, bis bei 12-15 Schichten ein dhnli-
ches Verhalten wie fiir Graphit erreicht ist."'""!'!! Die La-
dungstrager im Graphen haben ebenfalls bemerkenswerte,
von der Schichtenzahl abhéngige Eigenschaften, mit geringen
Massen (tatsiachlich geht die Masse bei einer Monoschicht
gegen null) und Fermi-Geschwindigkeiten in einer Grofien-
ordnung von 10° ms~'.1% 112114 Weitere Einzelheiten konnen
aktuellen Ubersichten entnommen werden.®>%-%41

Den optischen Eigenschaften von Graphen ist einige
Aufmerksamkeit gewidmet worden, und insbesondere
Raman- und Infrarotspektroskopie liefern detaillierte Infor-
mationen {iber die Bandstrukturen.">"*!">1"I Mjt Raman-
Spektren lésst sich auch die Schichtenzahl im Graphenstapel
bestimmen, da die Banden mit der Schichtenzahl ihre Form
andern.'™ Graphen hat zwei charakteristische Raman-
Banden: Die G-Bande bei etwa 1580 cm ™' und die D’- oder
2D- oder D*-Bande (dquivalent zur G’-Bande in Graphit) bei
etwa 2700 cm™'.B+120-122] Eine weitere D-Bande bei etwa
1350 cm™" tritt an den Kanten der Schichten sowie in Graphen
mit Defekten auf™ ' In einer aktuellen Ubersicht von
Malard etal. werden die Raman-Spektren von Graphen
ausfiihrlich beschrieben.”™ Eine weitere interessante optische
Eigenschaft ist die praktisch konstante und additive Extink-
tion im sichtbaren Bereich fiir die ersten vier oder fiinf Gra-
phenschichten. Fiir jede Schicht entspricht die Extinktion
dem Produkt der Feinstrukturkonstante mit 7, was etwa 2.3 %
gleichkommt.!'?!

In Tabelle 1 sind die Haupteinflussfaktoren auf die elek-
trischen und optischen Eigenschaften von Graphen zusam-
mengefasst. Logischerweise muss man diese Parameter bei
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der Herstellung von Biosensoren auf Graphenbasis bertick-
sichtigen und, sofern moglich, steuern.

3. Aktuelle Entwicklungen bei der Anwendung von
CNTs in Biosensoren

Die Echtzeitiiberwachung biomolekularer Wechselwir-
kungen mit einer hohen Empfindlichkeit ist ein aktuelles
Thema. Das Ziel besteht letztlich darin, Prozesse einzelner
Molekiile in natiirlichen Proben zu detektieren.!'*"'*) Unter
den in der Praxis angewendeten Methoden zur Detektion von
Biomolekiilen wie Desoxyribonucleinsdure (DNA) und Pro-
teinen erreichen nur einige wenige dieses Ziel. Die aullerge-
wohnlichen Eigenschaften von CNTs, darunter ihre geringe
GrofBe und hohe Leitfahigkeit, ermoglichen neuartige elek-
trochemische, FET-basierte und optische Biosensoren. Wir
werden im Folgenden zeigen, dass damit die Detektion ein-
zelner Molekiile und Zellen in greifbare Néhe riickt.

Ein wichtiger Aspekt bleibt noch zu erwihnen, ndmlich
dass die meisten Forschungen an Biosensoren lediglich
Machbarkeitsstudien darstellen, bei denen man im Labor
hergestellte biologische Losungen oder Proben anstelle von
komplizierteren natiirlichen Proben wie Urin, Blut, Serum
und Riickenmarksfliissigkeit untersucht. Die seltenen Fille,
in denen mit klinischen oder anderen natiirlichen Proben
gearbeitet wurde, werden wir in der nachfolgenden Diskus-
sion besonders hervorheben.

3.1. Elektrochemische Biosensoren

Die elektrochemische Detektion hat gegeniiber her-
kommlichen Fluoreszenzmessungen einige Vorteile, z.B. die
Einfiihrung in tragbare Geréte, hohere Leistung bei gerin-
gerem Hintergrund, billigere Komponenten sowie die Mog-
lichkeit einer Messung in triiben Proben. In den letzten
Jahren erschienen viele Berichte {iiber elektrochemische
Biosensoren auf CNT-Basis fiir die Detektion von biologi-
schen Strukturen wie DNA, Viren, Antigenen, Krankheits-
markern und ganzen Zellen. Ein wichtiger Aspekt dabei ist
die Fahigkeit der CNTs, den Elektronentransfer in elektro-
chemischen Reaktionen zu begiinstigen 7140

FEine Hauptaufgabe beim Entwerfen elektrochemischer
Biosensoren auf CNT-Basis besteht darin, die Nanomateria-
lien so in Elektroden einzubauen, dass die groftmogliche
Wirkung erzielt wird, was wegen der Anisotropie der Nano-
rohren wichtig ist. Bevor wir uns mit aktuellen elektroche-
mischen Biosensoren beschiftigen, wollen wir zunéchst die
drei Hauptarten von Elektroden auf Nanorohrenbasis vor-
stellen. Beim ersten und geldufigsten Typ sind Nanorohren
auf einer Oberflache ,,zufillig verteilt”, was aber meist le-
diglich bedeutet, dass ihre Konfiguration unbekannt ist — die
tatséchliche Verteilung ist eher nicht zufillig. Diese Art
herrscht nicht unbedingt aufgrund einer iiberlegenen Leis-
tung vor, sondern in erster Linie wegen der einfachen Her-
stellung. Durch chemische Abscheidung von SWNTSs aus der
Gasphase wurden jiingst tatsdchlich Elektroden mit zufilli-
gen Netzwerken hergestellt, die auch wesentlich schneller
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Tabelle 1: Haupteinflussfaktoren auf die Eigenschaften von Graphen mit Beispielen.

Faktor

Wirkungen

Schichtenzahl

Substrat

Adsorbierte
Verunreinigungen

Planaritit

Defekte

Ausdehnung einer
Graphenschicht

Kantenarten und
Funktionalisierung

In erster Linie werden die Eigenschaften durch diesen Parameter bestimmt. Mehr Schichten bedeuten komplexere elektronische
Bandstrukturen und verénderte elektrische und optische Eigenschaften. Beispiele:

- Mit dem Ubergang von Mono- zu Dreifachschichten dndern sich die effektiven Massen und Beweglichkeiten der Ladungstriger,
anomale Quanten-Hall-Effekte und Bandlticken [0 1081091241

- Die Lage und Form der Signale in Raman-Spektren (d.h. Komponentenbanden) dndern sich mit der Schichtenzahl.['® ™

Der Kontakt des Substrats mit der Graphenschicht (oder mehreren Schichten) hat grofRen Einfluss:

- SiO,-Substrate reduzieren die Ladungstragerbeweglichkeit um mehr als eine Zehnerpotenz, hauptsachlich durch geladene
Verunreinigungen im Substrat und durch Streuung an SiO,-Phononen (,remote interfacial phonon scattering*).'”!

- Mit aufgehingtem Monoschichtgraphen werden Substrateffekte minimiert; unter Vakuum und bei 5 K liegen die Beweglich-
keiten dann zwischen 60000 und 230000 cm?V~'s'.0%1

- Durch Ladungstransfer vom SiC-Substrat unterliegt epitaktisches Graphen mit wenigen Schichten einer Verschiebung der
Bindungsenergie des 1s-Niveaus.!'

- In epitaktischem Graphen auf SiC induzieren Kompressionsspannungen infolge von Fehlpassung erhebliche Blauverschie-
bungen der Raman-Banden.'”"

Aus der Gasphase adsorbierte Spezies oder aus der Verarbeitung stammende Verunreinigungen sind kaum vermeidbar und
kénnen wegen der groflen Oberfliche des Graphens betrichtliche Auswirkungen haben:

- Graphen-FETs werden durch adsorbierten Wasserdampf dotiert, wodurch sich der Neutralpunkt (Peak des spezifischen Wi-
derstands) zu einer Gate-Spannung von etwa 40 V verschiebt.®l Die Gegenwart von Oxidschichten oder von Riickstanden aus
Lithographieschritten verschiebt diesen Punkt ebenfalls.'®!

- Die Desorption von Kohlenwasserstoff-Verunreinigungen von aufgehangten Monoschichtgraphen durch ,,Current Annealing*
bei ca. 600°C lasst die Beweglichkeiten der Ladungstriger um einen Faktor von 3 bis 10 ansteigen.'"]

Die Eigenschaften von Graphen werden von seiner Neigung zum Wellen beeinflusst:

- Riffelstrukturen verursachen Bereiche mit einem Uberschuss an Elektronen oder Defektelektronen (engl. ,puddles®),™ ins-
besondere wenn die induzierte Ladungstrigerkonzentration gering ist.®”!

- Verschiebungen von Raman-Peaks treten fiir Graphenbereiche auf, die sich liber einem Tréger befinden, das Substrat aber nicht
beriihren.

Defekte im Graphengitter, das eigentlich eine hohe Qualitit hat, beeinflussen elektronische und chemische Eigenschaften stark:
- Bei der Hochtemperaturoxidation entstehen in den Schichten Defekte (in Raman-Spektren als schwache D-Banden sichtbar),
die die Beweglichkeit der Ladungstriger wesentlich herabsetzen '

- Bei der Herstellung von Graphenoxid erhéht sich die Hydrophilie der Graphenschichten, aber die Leitfihigkeit wird um einige
Zehnerpotenzen vermindert.*% 31

- Stapelfehlordnung verindert die elektronischen Bandstrukturen.*?

Der spezifische elektrische Widerstand nimmt mit abnehmender Weite der Graphen-Nanoschleifen zu,"* und die Verkleinerung
ausgedehnterer Graphenschichten bewirkt mehr elektrisches Rauschen in Graphen-FETs.I"**

Art und Menge der Atome und funktionellen Gruppen auf den Kanten beeinflussen die Eigenschaften von Graphen, doch ist es
schwierig, diese GréRRen zu messen oder gar zu steuern:

- Wie in der Ubersicht von Enoki et al. geschildert,"*! haben Menge und Verteilung von Sessel- und Zickzack-Kanten einen
wesentlichen Einfluss auf die elektronischen und (vorhergesagten) magnetischen Eigenschaften von nanoskaligem Graphen
(z.B. Nanoschleifen und Quantenpunkte); ebenso werden sie von der Art der Funktionalisierung der Kanten beeinflusst.

- Die Zustinde der Kanten werden von deren Rauigkeit bestimmt.®?

- Die Verspannung (,warping") des Graphens andert sich mit der Zahl der Gruppen auf Kanten.!"*

sind als iibliche Ultramikroelektroden mit Metallscheiben.!*!]
Bei der zweiten Klasse von Elektroden wird die Leistung
mithilfe ausgerichteter Nanorohren optimiert. Diese Aus-
richtung kann das Ergebnis einer Selbstorganisation sein
(Abbildung 6),14*%] oder die ausgerichteten Nanordhren
wachsen direkt von einer Oberfliche aus.'*! Besonders in-
teressant ist in diesem Zusammenhang das Wachstum von
,Wildern“ aus ausgerichteten SWNTs."*%7l Elektroden mit
Nanorohren, die senkrecht auf der Elektrodenoberfldche
stehen, zeigen einen schnelleren heterogenen Elektronen-
transfer als zufillige Anordnungen.'**'* Das wird damit
begriindet, dass die Spitzen der Nanorohren normalerweise
einen schnelleren Elektronentransfer ermoglichen als die
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Seitenwinde. Somit miissen sich die Elektronen, um zur
Elektrode zu gelangen, nur entlang einer Rohre bewegen,
statt von Rohre zu Rohre zu springen.” Die dritte Elek-
trodenart beruht nicht auf einem Ensemble aus vielen
Rohren mit unterschiedlichen Eigenschaften, sondern auf
einer einzelnen CNT als Nanoelektrode. Ungeachtet der
Schwierigkeiten bei der Herstellung und Verarbeitung von
einzelnen CNTs ist dies wahrscheinlich der aussichtsreichste
Aufbau. Die Herstellung solcher Elektroden erfolgt entweder
mit einzelnen MWNTs!'"! oder mit einzelnen SWNTs, ™% was
jeweils eine andere elektrochemische Leistung ergibt.

Mit CNTs modifizierte Elektroden ermdglichen anschei-
nend wesentlich bessere amperometrische Biosensoren, ins-
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Abbildung 6. Anordnungen chemisch ausgerichteter, durch Oxidation
verkiirzter Nanorshren. Zwei mégliche Mechanismen des Elektronen-
transports: a) Aufbau mit vertikal auf einer Aminoalkanthiol-SAM aus-
gerichteten Nanoréhren, bei dem ein Elektron durch die Nanorshre
und durch die aliphatische Kette der Alkanthiol-Monoschicht tunnelt,
sowie b) Aufbau, bei dem die Nanoréhren die SAM durchsetzen und
eine direkte Verbindung zum Goldsubstrat besteht. Die Nanoréhren
werden durch hydrophobe Wechselwirkungen mit der SAM in ihren
Positionen fixiert. (Wiedergabe nach Lit. [143] mit Genehmigung der
American Chemical Society, Copyright 2009.)

besondere was die Empfindlichkeit fiir H,O, und NADH
betrifft. Die Probenreinigung sowie die Frage, ob die vor-
teilhaften elektrochemischen Eigenschaften direkt aus den
Nanorohren oder aus Verunreinigungen resultieren, sind bei
solchen Anwendungen, wie schon im Abschnitt 2.1 dargelegt,
groBe Herausforderungen. Wang und Mitarbeiter!™ ver-
wendeten Nafion, ein sulfoniertes Tetrafluorethylen-Polymer,
um MWNTs in Kompositelektroden fiir die Glucose-Detek-
tion mithilfe von Glucose-Oxidase einzubauen. Glucose wird
dabei durch das Enzym oxidiert, und anschliefend wird die
entstandene H,0,-Konzentration gemessen. Die Komposit-
elektroden sind sehr empfindlich fiir Glucose, insbesondere
bei niedrigen Potentialen (—0.05 V), und die Stérung durch
Biomolekiile wie Dopamin, Harnsdure und Ascorbinséure,
die die elektrochemische Detektion von Glucose normaler-
weise beeintrachtigen, war vernachldssigbar. Die gleichen
Autoren stellten auch fest, dass CNT-modifizierte Elektroden
den Elektronentransfer vom NADH-Molekiil beschleunigen
konnen, was das Uberpotential vermindert und Ablagerun-
gen auf der Oberfliche (,,fouling”) entgegenwirkt. Diese Ei-
genschaften sind besonders interessant, wenn es darum geht,
die mit der Oxidation von NADH auf herkommlichen Elek-
troden verbundenen Probleme zu 16sen.®? Ahnliche Ver-
besserungen wurden danach fiir Kompositelektroden beob-
achtet, die mit CNTs und ionischen Fliissigkeiten hergestellt
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worden waren. Diese Elektroden haben eine hohe Stabilitiit,
hohe elektrische Leitfahigkeit und einen extrem niedrigen
Dampfdruck.>1> Allerdings ist bei der Interpretation sol-
cher Ergebnisse Vorsicht geboten. Die Ursache der vorteil-
haften Eigenschaften von CNT-basierten Elektroden wird
weiterhin kontrovers diskutiert, weil die meisten CNT's durch
die Metallkatalysatoren verunreinigt sind, die zu ihrer Her-
stellung angewendet werden. Diese Verunreinigungen sind
wenigstens einer der Griinde fiir die beobachtete elektro-
chemische Aktivitit. Obwohl sie die Aufkldrung des elek-
trochemischen Verhaltens erschweren, haben diese verblie-
benen Metallnanopartikel doch einen Nutzen: Sie geben
einen klaren Hinweis darauf, dass man die elektrochemischen
Eigenschaften von Sensoren durch den gezielten Einbau ka-
talytischer Nanopartikel in CNTs verstarken kann.

CNTs bieten auch effizientere Kommunikationswege
zwischen Sensorelektroden und den redoxaktiven Zentren
von Biomolekiilen, die oft tief in die umgebenden Peptide
eingebettet sind. Thr groBes Aspektverhdltnis und kleiner
Durchmesser ermoglichen es den SWNTSs, zu diesen aktiven
Zentren im Inneren der Molekiile vorzudringen, und der
schnelle Elektronentransfer an der Spitze der oxidierten
Rohren kann ein weiterer Vorteil sein. Ein wichtiger Schritt
in diese Richtung war das Befestigen von Mikroperoxidase-11
(MP-11) - einer durch proteolytischen Verdau von Hampro-
teinen gebildeten Sequenz aus 11 Aminosduren mit einem
Himzentrum - an den Enden von SWNTs. Letztere richteten
sich durch Selbstorganisation senkrecht zur Elektrodenober-
fliache aus, sodass ein Feld von Nanoelektroden entstand.®
Die hohe Wirksamkeit der Nanorohren als molekulare
Drihte wurde anhand der berechneten Geschwindigkeits-
konstante von 3.9 s™" fiir den heterogenen Elektronentransfer
zwischen der Elektrode und den MP-11-Molekiilen demon-
striert. Durch kovalentes Befestigen von Enzymen an den
Enden ausgerichteter SWNTs konnten Yu et al.*) ebenfalls
Felder (oder ,,Wilder®) erzeugen. Diese Autoren berichteten
iiber quasireversible Fe'/Fe'-Uberginge fiir die Him-
Enzyme Myoglobin und Meerrettichperoxidase.

Eine andere elegante Anwendung von CNTs fiir Immun-
assays umfasste die Erzeugung von ,,Wéldern“ aus senkrecht
zur Basisfliche von pyrolytischem Graphit angeordneten
SWNTs sowie die Nutzung der grofen Oberfliche der
MWNTs, um detektierbare Molekiile zuzufiihren (Abbil-
dung 7). Die CNTs wurden in diesem elektrochemischen
Sandwich-Immunassay sowohl als ,Nanoelektroden“ ge-
nutzt, die den primiren Antikorper (Ab;) an eine Elektrode
aus pyrolytischem Graphit kuppelten, als auch in Suspension
als ,,Vektoren®, die mehrere sekundire Antikorper (Ab,) und
mehrere Kopien der elektrochemischen Markierung Meer-
rettichperoxidase (HRP) trugen. Die Verwendung von Ab,-
MWNT-HRP-Biokonjugaten mit groen HRP/Ab,-Verhilt-
nissen anstelle von Ab, mit nur einer einzigen HRP-Mar-
kierung ergab ein stidrkeres Fiihlersignal, und der Prozess lief
in drei Stufen ab. Zuerst wurde das im Serum vorhandene
Prostata-spezifische Antigen (PSA), ein Biomarker fiir Pro-
statakrebs, von Ab; erkannt und gebunden. Dann zielten die
Ab,-MWNT-HRP-Biokonjugate auf die nunmehr auf der
Oberfldche angepropften PSA und banden iiber Ab, an diese.
SchlieBlich war nach der Zugabe von H,0, eine indirekte
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PSA-Antigen
AbyH RF’}"

k *
HRP
Ab;

Ab,-HRP-Nanorohre

a
SWNT- /Spannung + Hy0, Signal
Wald"*

Immunsensor mit Antigen

Spannung + Hz0>

el Signal
AFM-Bild des SWNT-,Walds"

Abbildung 7. Sensoren aus primiren (Ab,) und sekundaren Antikor-
pern (Ab,), Meerrettichperoxidase (HRP) sowie einem SWNT-, Wald“
auf einer Elektrode aus pyrolytischem Graphit. Gemessen werden die
Menge an Markierung und die Stirke des induzierten elektrochemi-
schen Signals bei Verwendung von a) Ab,-HRP- und b) Ab,-MWNT-
HRP-Biokonjugaten. (Wiedergabe nach Lit. [155] mit Genehmigung der
American Chemical Society, Copyright 2006.)

Detektion von PSA moglich. Dazu mal3 man die elektro-
chemische Spannung, die aus der Reaktion des zugegebenen
H,0O, mit den HRP auf den Nanorohrenkomplexen resul-
tierte. Zwei Aspekte dieses Konzepts sind besonders her-
vorzuheben. Zum einen konnen die MWNTs mehrere HRP-
Molekiile binden, wahrend Ab, aufgrund seiner Grofle und
chemischen Eigenschaften als Markierung sowie beim
Binden nur beschriankte Fahigkeiten hat. Mit diesem Konzept
lieBe sich die Detektionsempfindlichkeit von PSA gegeniiber
den géngigen klinischen Immunassays um einen Faktor zwi-
schen 10 und 100 steigern. Die gleichen Forscher demon-
strierten das klinische Potenzial dieses Biosensors mit der
Messung der PSA-Konzentration in Humanserum von
Krebspatienten und ge-
sunden Probanden.

Um leistungsféhi-
gere elektrochemische
Sensoren zu erhalten,
kombiniert man CNTs
mit anderen funktio-
nellen Materialien wie
leitenden  Polymeren
oder Metallnanoparti-
keln.’? Einige Beispie-
le fiir die hohere Emp-
findlichkeit von CNTs,
die in Elektroden mit
Polymeren oder ioni-

Au/Pd-Nanowdrfel

/ auf SWCNTs

schen Fliissigkeiten
eingebaut sind, sind
schon genannt
worden. 5134 Gao
et al.l'*% berichteten
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auch iiber Glucose-Biosensoren mit ausgerichteten CNTs und
einem leitenden Polymer. Letzteres wurde als Umhiillung fiir
die einzelnen ausgerichteten CNTs verwendet, was die De-
tektion des von der Glucose-Oxidase freigesetzten H,O, bei
niedrigem Potential moglich machte. Spéter entwickelten Dai
und Mitarbeiter!™”1*¥ eine vielseitige und effektive Methode,
um CNTs mit Metallnanopartikeln zu versehen, was beim
Einbau in Arbeitselektroden eine grofiere elektrochemische
Aktivitdt ergab. Der elektrochemische Biosensor von Fisher
und Mitarbeitern™” ist ebenfalls ein Kompositsystem auf
SWNT-Basis. Hier wurden mit Au umbhiillte Pd-Nanowiirfel
(Au/Pd-Nanowiirfel) verwendet, um die elektrochemische
Aktivitat zu erhohen, selektive Andockstellen fiir die Bio-
funktionalisierung bereitzustellen und die Biokompatibilitit
zu verbessern (Abbildung 8). Die Au/Pd-Nanowiirfel waren
von einheitlicher Grofle und Form und wurden in ein elek-
trisch kontaktiertes Netzwerk von SWNTs integriert. Das Pd
stellt einen niederohmigen Kontakt an der Grenzfliche zwi-
schen SWNTs und Au her, wihrend das Au fiir die notwen-
dige Biokompatibilitdt bei der Funktionalisierung sorgt, und
zwar moglicherweise gegeniiber einer Vielzahl von Liganden
und anderen wichtigen Biomarkern. Mit diesem einzigartigen
Elektrodenaufbau gelang die amperometrische Detektion
von H,0,, was die Wirksamkeit des Nanowiirfel-SWNT-
Biosensors als Fiihler fiir Glucose zeigte. Eindeutige Vorteile
der elektrochemischen Dekorierung sind, dass die SWNTs
Kristallisationskeime fiir das Wachstum von Nanopartikeln
an Defekten in den Nanorohren bieten, sowie der inhdrente
elektrische Kontakt zu den Nanopartikeln, der bei der Di-
rektintegration in Bauteile niitzlich ist.

Neben dem Ertasten von Molekiilen ist die Wechselwir-
kung mit und das Ertasten von ganzen Zellen eine neue
Entwicklung. Beispielsweise wurde bereits iiber Adhésion,
Wachstum und Differenzierung neuronaler Zellen auf CNT-
Substraten berichtet.'"! Das groBe Interessse an der Kupp-
lung neuronaler Zellen an CNTs ist kein Zufall. Wegen ihrer
einzigartigen mechanischen, chemischen und elektrischen
Eigenschaften werden CNTs als ein vielversprechendes Ma-
terial fiir neurale Biosensoren angesehen.""!! Die ausgeprigte

Selektive Y
Biofunktionalisierung YY
durch Thiol-Ligation

XY

Abbildung 8. Mit Au/Pd-Nanowiirfeln (Au umhiillt mit Pd) versehene SWNT-Netzwerke sind elektrochemische
Biosensoren fiir die amperometrische Detektion von Wasserstoffperoxid mit ausgezeichneter Empfindlichkeit
(2.6 mMAmMm~' cm~?) und einer geschitzten Nachweisgrenze von nur 2.3 nm bei einem Signal-Rausch-Verhiltnis
von 3. (Wiedergabe nach Lit. [159] mit Genehmigung der American Chemical Society, Copyright 2009.)
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Steifheit der Nanordhren ist deshalb von Vorteil, weil die
Elektroden Gewebe durchdringen miissen. Au3erdem sollte
ihre Fahigkeit, als ballistischer Leiter zu wirken (ein Material,
das den Elektronenfluss nicht wesentlich verlangsamt), zu
einer Senkung der Impedanz und einem hoheren Ladungs-
transfer beitragen. Keefer und Mitarbeiter untersuchten
Elektroden, die mit Nanordhren umbhiillt waren, als Schnitt-
stellen zwischen Gehirn und Maschine.""” Sie berichteten,
dass das betreffende Material biokompatibel sei. Durch
schichtweisen Aufbau erzeugten Kotov und Mitarbeiter!'®!
Komposite aus SWNTs und Laminin, einem essenziellen
Bestandteil der extrazelluliren Matrix des Menschen. Es
wurde gefunden, dass diese diinnen Laminin-SWNT-Filme
die Differenzierung der neuralen Stammzellen unterstiitzen
und sich zu deren Anregung eignen. Man beobachtete die
Bildung funktionaler neuraler Netze, angezeigt durch das
Vorhandensein synaptischer Verbindungen. Angesichts
dieser Ergebnisse kommen Protein-SWNT-Komposite als
Materialien fiir neurale Elektroden in Frage, deren Struktu-
ren sich besser fiir eine Langzeitintegration in neurales
Gewebe eignen. Fine wichtige Entwicklung ist auch ein
Sensor von Lin und Mitarbeitern,!'* mit dem die kontinu-
ierliche und simultane Beobachtung von Glucose und Lactat
im Hirngewebe von Ratten gelang. Sie entwarfen ein kom-
plexes elektroanalytisches System, bei dem die SWNTs mit
Glucose-Dehydrogenase bzw. Lactat-Dehydrogenase bela-
den waren.

Bei alldem bleiben die moglichen negativen Immunre-
aktionen wihrend des Langzeiteinsatzes von CNTs noch zu
erforschen.'® Beispielsweise ist es moglich, dass CNTs die
Ausschiittung von Lymphozyten-induzierten zytotoxischen
Zytokinen auslosen, was der Gesundheit des Patienten ab-
triglich wire.'®! Teilweise lisst sich dieses bisher wenig er-
forschte Problem umgehen, indem man die CNTs durch
Funktionalisierung mit Biomolekiilen wie DNA biokompa-
tibler macht."! Es wurde gezeigt, dass DNA auf photoche-
mischem' und nasschemischem'®! Weg effektiv an den
Seitenwédnden und Spitzen von CNTs befestigt werden kann.
Neben der Verminderung moglicher Negativeffekte der Na-
norohren erhoht so eine Funktionalisierung oft auch die
Wirksamkeit des Biosensors. Auf diese Weise konnten mit
DNA immobilisierte, ausgerichtete CNTs komplementire
DNA mit einer hohen Empfindlichkeit und Selektivitédt de-
tektieren. 19170

Eine weitere interessante Entwicklung bei elektrochemi-
schen Biosensoren ist die Verwendung von Aptameren. Ap-
tamere sind Oligonucleotidsequenzen, die so gestaltet werden
konnen, dass sie iiber eine Affinitét fiir Wirkstoffe, Proteine
oder andere biologisch relevante Molekiile verfiigen, und sie
sind auch fiir den Einsatz in neuartigen Therapien vielver-
sprechend. Sie wurden als Rezeptoren fiir die selektive De-
tektion von vielen molekularen Targets, und auch von Bak-
terien, in Betracht gezogen.!'"" Eine Selbstorganisation durch
Bildung von m-Stapeln kann dafiir sorgen, dass sich die Ap-
tamere zwischen den Basisflichen mit Nucleinsdure und den
Winden der CNT-Nanorshren anordnen. Aus diesem Grund
wird der Einsatz von CNTs mit Aptameren in Biosensoren
intensiv erforscht."! Rius und Mitarbeiter!"’? berichteten erst
jlingst in einer eleganten Studie iiber einen neuartigen po-
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tentiometrischen = Biosensor mit aptamermodifizierten
SWNTs, der eine einzelne koloniebildende Einheit (colony-
forming unit, CFU), eigentlich ein einzelnes Bakterium, von
Salmonella Typhi spezifisch und in Echtzeit detektieren
konnte. Der Vergleich mit dem klassischen mikrobiologi-
schen Test, bei dem Kulturen geziichtet werden miissen,
sodass bis zur Diagnose von Salmonellose 24 bis 48 h verge-
hen konnen, unterstreicht das grof3e Potenzial dieser mikro-
biologischen Sensoren. Eine friihzeitige Diagnose kann
Leben retten, weil starker Flissigkeitsverlust infolge von
Diarrho besonders in tropischem Klima gefahrlich ist.

3.2. Feldeffekttransistoren auf SWNT-Basis

Biosensoren auf FET-Basis unterscheiden sich von elek-
trochemischen Biosensoren in zwei wesentlichen Punkten:
Erstens erfolgt die elektrische Detektion iiber die Anderung
des spezifischen Widerstands infolge der Adsorbtion be-
stimmter Molekiile auf der FET-Oberfliche, und zweitens
liegen mikroskalige oder sogar nanoskalige Baueinheiten vor.
Im Vergleich zu grofieren elektrochemischen Baueinheiten
ergeben sich dadurch Vorteile, die die Gruppe um Lieber mit
einer Arbeit iiber FETs aus Si-Nanodrdhten sehr schon il-
lustriert hat.!'”® In einem Fall wurde gezeigt, dass eine mar-
kierungsfreie parallele Detektion von Krebsmarkern in
Echtzeit moglich ist, bei der bemerkenswerterweise kein sig-
nifikanter Beitrag durch nichtspezifische Bindung anderer
Proteine festgestellt wurde.'’ Die gleichen Autoren de-
monstrierten auch die Detektion einzelner Viren mit FETs
aus Siliciumnanodraht.'™ Die ausgezeichnete Leistung sol-
cher Sensoren ist vor allem auf die geringe GroBe der Silici-
umnanodrdhte und die damit verbundene hohe Empfind-
lichkeit zuriickzufiihren, ebenso auf ihre Eignung fiir eine
Biofunktionalisierung und die so erreichbare Selektivitit.
Angesichts der Popularitdt von Siliciumnanodrihten fiir
elektrische Biosensoren iiberrascht das wachsende Interesse
an SWNTs in Biosensoren des FET-Typs nicht. Neben ihrer
nanoskaligen Grofe und hervorragenden elektrischen FEi-
genschaften zeichnen sich die SWNTs auch dadurch aus, dass
sie aus nur einer Molekiilschicht bestehen. Wie beim Gra-
phen ist jedes Kohlenstoffatom also auch ein Oberfldchen-
atom, und die Adsorption eines Molekiils auf der Oberfldche
der SWNT é&ndert demzufolge die elektrischen Eigenschaften
der gesamten Nanorohre. Dies macht Sensoren auf CNT-
Basis enorm empfindlich fiir viele Analyte in der Gasphase
oder in Losung.['*1" Dekker und Mitarbeiter, von denen der
erste FET-Biosensor mit einer einzelnen SWNT stammte, ]
haben gezeigt, dass ein solcher Biosensor die enzymatische
Aktivitdat mithilfe einzelner Nanorohren messen kann. Ein
weiterer Vorteil war, dass die chemisch robusten Kohlen-
stoffnanorohren zuverléssige, langlebige Sensoren ergeben
konnen. Da die Nanorohren so winzig sind, erfordert der
Sensorbetrieb nur wenig Energie, und mehrere dieser nano-
skaligen Sensoren lassen sich auf einem kleinen Chip unter-

bringen.
Angesichts dieser Vorteile erforschten die Gruppen um
Dai,*  Dekker,™  Gruner,'™ Tao["™ Star™™ und

andere™1¥ die Anwendung von CNT-Baueinheiten fiir die
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elektrische Detektion von Biomolekiilen wie Enzymen, Pro-
teinen, Oligopeptiden und Oligonucleotiden. Einige Autoren
verwendeten einzelne Nanorohren als FETs. So nutzte die
Gruppe um Dekker einzelne halbleitende SWNTs als elek-
trische Biosensoren fiir Glucose, indem sie das Redoxenzym
Glucose-Oxidase gezielt an der Seitenwand verankerte.*
Star et al.'””® berichteten iiber einen Transistor mit einer
einzelnen SWNT, bei der die nichtspezifische Bindung durch
eine Polymerhiille unterdriickt wurde und die spezifische
Molekiilerkennung durch das Befestigen von Biotin an diese
Hiille ermoglicht wurde. Die Gruppe um Tao berichtete tiber
die In-situ-Detektion der Adsorption von Cytochrom c auf
einzelnen SWNT-Transistoren, die auf einer Anderung der
Transporteigenschaften des Transistors fiir Elektronen be-
ruhte.'” Andere Arbeitsgruppen erzeugten FETs aus zufil-
ligen Nanorohren-Netzwerken. Star et al.’™® sowie Li und
Mitarbeiter!® nutzten Netzwerke aus CNTs mit nichtkova-
lent angebundenen DNA-Striangen zur Detektion der DNA-
Hybridisierung. Jeder der beiden FET-Strukturtypen, ein-
zelne Rohren und Netzwerke, hat gewisse Vorteile. In einer
Baueinheit mit einer einzelnen Nanorohre kommt der ei-
gentliche Sensormechanismus besser zur Wirkung,®! da sich
ihr elektrisches Signal nicht aus Komponenten von vielen
Nanorohren mit unterschiedlichen Groflen und Eigenschaf-
ten zusammensetzt. Andererseits lasst sich ein zufilliges
Netzwerk viel einfacher herstellen als ein FET aus einer
einzelnen Rohre,'™ und solche FETs wiren auch robuster
und wiirden den Ausfall einzelner CNTs verkraften.

Man hat den Fithlmechanismus der CNT-FET-Biosenso-
ren nicht von Beginn an vollstindig verstanden und zog
Mechanismen in Betracht, die einen Ladungstransfer von
adsorbierten Spezies, Modifikationen der Austrittsarbeit des
Kontakts, Substratwechselwirkungen und/oder die Streuung
von Ladungstrdgern durch adsorbierte Spezies beinhalte-
ten.'® Neuen Erkenntnissen zufolge sind Modifikationen der
Schottky-Barriere und/oder ein Ladungstransfer die wich-
tigsten Mechanismen fiir das Ansprechen der Baueinheit.**!
Aktuelle Arbeiten iiber elektrische CNT-Biosensoren be-
schiftigen sich mit der Erhohung der Spezifizitdt des Erken-
nungsprozesses. So verwendeten Tseng und Mitarbeiter!!s!
ein neues Konzept fiir die spezifische Adsorption von DNA
auf einem CNT-Transistor, um eine DNA-Hybridisierung zu
detektieren. Diese Methode beinhaltete eine nichtkovalente
Anbindung eines Ethylenglycol- und N-Succinimidyl-Grup-
pen enthaltenen Methacrylat-Copolymers an die Nanorsh-
ren. Damit sollte die nichtspezifische Adsorption von DNA
auf den CNTs eingeschriankt und durch robuste Amidbriicken
gleichzeitig eine stabile Bindung fiir DNA-Fiihler aufgebaut
werden.

Die Analyse einzelner Zellen ist ein interessantes Ver-
fahren zur Untersuchung von Zellbestandteilen. Anders als
bei Methoden, die grofle Zellpopulationen erfassen, wird
diese Technik nicht durch den Informationsverlust infolge
einer Durchschnittsbildung beeintrédchtigt. Neue Studien be-
schreiben Methoden fiir die Quantifizierung spezifischer
Proteine innerhalb einzelner Zellen, und zwar mit integrierter
Fluoreszenz (durch konfokale Mikroskopie, Flusszytometrie
und die Beobachtung fluoreszierender Enzymprodukte)
sowie in einem anderen Fall auch durch die Einzelmolekiil-
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Bildgebung.®"'*! Angesichts der notwendigen Auflosung der
Fluoreszenz von den verschiedenen Fiihlern ist jede Analyse
mithilfe dieser Techniken auf eine oder hochstens ein paar
Spezies beschriankt. AuBlerdem hat sich diese Methode als
schwierig erwiesen, insbesondere wenn die Zellumgebung die
Fluoreszenzeigenschaften des Reportermolekiils verdndert
(z.B. durch Loschen oder resonanten Energietransfer) oder
wenn die Messungen durch endogene Fluoreszenz beeinflusst
werden.

Jenseits dieser optischen Methoden zeigten Sudibya
etal.,"™ dass eine Einheit mit einer biokompatiblen gly-
cosylierten Nanorohre mit einzelnen lebenden Zellen wech-
selwirken und die Ausschiittung von Biomolekiilen mit hoher
Zeitauflosung und Empfindlichkeit elektronisch detektiert
werden kann. (Abbildung 9). Diese In-vitro-Anordnung er-

Vesikel v GlcNAc-Rezeptor
It Ca-lonenkanal ? GlcNAc

a) >=_ SWNT-Netz

20s
° ) 4 < Dopamin Norepinephrin
8| VLJ\\-.A
& K'-Schub - —_
= ' i H5 K*-Schub
o ‘ « , Acetylcholin p
= HE i T, e,

01s gL

2s
Abbildung 9. a) Detektion einer Exozytose durch ein SWNT-Netzwerk.
b) Das Ansprechen der Nanorshren auf die Exozytose von PC12-
Zellen, die durch eine hohe K*-Konzentration ausgeldst wird. Das
SWNT-Netzwerk ist mit V4 =0.4 V vorgespannt. c) Stimulierung einer
einzelnen PC12-Zelle durch die Perfusion einer Lésung mit hoher K*-
Konzentration aus einer Mikropipette. d) Die transiente Perfusion von
1 mm Dopamin und Norepinephrin auf ein glycosyliertes SWNT-Netz-
werk erzeugt Spitzen in der Stromstirke, wihrend eine Perfusion von
Acetylcholin, einer saurer Lésung (pH 5.0) oder einer hohen K*-Kon-
zentrationen keine analogen Reaktionen verursacht. Die Pfeile in (c)
und (d) kennzeichnen ungefihr den Zeitpunkt der Stimulierung. Nach
Lit. [187].

moglichte die Aufzeichnung der vesikelvermittelten Exozy-
tose von Catecholaminen (d.h. die Auschiittung von Stress-
hormonen) in den extrazelluliren Raum, also in den Nah-
bereich der glycosylierten SWNTSs, sodass durch die Hor-
monausschiittung verursachte Stromstirkednderungen auf-
gezeichnet werden konnten. Diese wesentliche Entwicklung

www.angewandte.de

Chemie

2171


http://www.angewandte.de

Aufsitze

2172

auf dem Gebiet der Zellbiologie kann fiir unsere Kenntnis der
dynamischen Ausscheidung von Biomolekiilen aus einzelnen
Zellen ebenso niitzlich sein wie elektrochemische Strategien
fiir die Untersuchung einzelner Zellen.'”! Dieses Wissen wird
hilfreich sein, um das Potenzial dieser funktionalisierten Na-
nomaterialien fiir die ,,Bottom-up“-Herstellung funktioneller
Zellbiosensoren und damit verbundener mafgeschneiderter
Nanotechniken zu erschlieBen. Villamizar und Mitarbeiter!**!
berichteten iiber einen schnellen, empfindlichen und mar-
kierungsfreien Biosensor fiir die selektive Bestimmung von
Salmonella Infantis auf der Grundlage eines FET, bei dem ein
Netzwerk aus SWNTs als Leitungskanal fungiert. Anti-Sal-
monella-Antikorper wurden auf den SWNTs adsorbiert und
danach mit dem Tensid Tween 20 geschiitzt, um die nicht-
spezifische Bindung von anderen Bakterien oder Proteinen
einzuschrédnken.

Im Anwendungsbereich von CNT-FET-Biosensoren gibt
es noch andere Typen der Biofunktionalitit. Auf der
Grundlage von SWNT-FETs, die mit einem Aptamer funk-
tionalisiert waren, stellten So et al.l'*! einen Biosensor fiir die
Detektion und Bestimmung der Zahl (CFU) an Escherichia
coli her. Auf eine Bindung des Bakteriums E. coli sprachen
diese Sensoren mit dem Abfall ihrer Leitfdhigkeit um mehr
als 50% an. Die schnelle Diagnose von Lebensmittelvergif-
tungen durch E. coli mithilfe dieses Biosensors konnte le-
bensrettend sein. Mit der SWNT-FET-Technik wurde auch
die Ausschiittung des von der Nebenschilddriise produzierten
Proteins Chromogranin A aus lebenden Neuronen detektiert,
das hiufig als Marker fiir neuroendokrine Tumore und neu-
rodegenerative Krankheiten dient."™ Die Gruppe um
McEuen™! verwendete Hybride aus trigerfixierten Lipid-
doppelschichten und CNTs fiir die molekulare Erkennung
biologischer Prozesse an Zellmembranen. Die Biotin-Strept-
avidin-Bindung beeinflusste hier das Leitvermodgen der
SWNT-FETs negativ. Mit einer solchen Baueinheit konnten
Toxine wie das Choleratoxin an Membranen detektiert
werden.

3.3. Optische Biosensoren auf CNT-Basis

Anders als es bei den elektrochemischen und elektrischen
Eigenschaften der Fall ist, wurden die optischen Eigenschaf-
ten von CNTs erst in wenigen Arbeiten fiir Biosensoren ge-
nutzt. Solche Systeme stellen aber womoglich den einzigen
Weg zu komplett nanoskaligen Biosensoren fiir beengte
Umgebungen, wie das Innere einer Zelle, dar. Die Systeme
beruhen gewohnlich entweder auf Nanorohren in einem
klassischen optischen Sandwich-Assay®” oder auf der Fi-
higkeit von CNTs zum Loschen von Fluoreszenz ! oder auf
der  NIR-Photolumineszenz  halbleitender =~ Nanorsh-
ren.’*1%1%] Dije NIR-Lumineszenz halbleitender SWNTs ist
fiir Biosensoren besonders interessant. Da biologisches
Gewebe die NIR-Strahlung nicht absorbiert, kann diese zum
Abtasten biologischer Proben oder Organismen genutzt
werden.

Einige Forscher haben die Féahigkeit von CNTs zum Lo-
schen von Fluoreszenz untersucht. Bemerkenswert sind Ar-
beiten von Yang et al.'®! sowie von Doorn und Mitarbei-
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tern.'””) Yang et al.l"®l nutzten die Tatsache, dass sich einzelne
Oligonucleotid-Strange, im Unterschied zu den entspre-
chenden Duplexen, um die SWNTs herumwickeln. Sie gaben
SWNTs mit der Probe, in der die komplementdre DNA ent-
halten sein konnte, in eine Losung zu Oligonucleotiden mit
dem Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxyfluorescein als Markie-
rung. In Abwesenheit komplementdrer DNA wird sich die
DNA mit der Fluoreszenzmarkierung um die SWNTs wi-
ckeln, und die Fluoreszenz wird geloscht. Ist der komple-
mentdre DNA-Strang in der Probe vorhanden, dann ergibt
die Hybridisierung mit der Proben-DNA, die die Fluores-
zenzmarkierung trigt, einen starren Duplex. Dieser nun wi-
ckelt sich nicht um die Nanorohren, und die Fluoreszenz wird
beobachtet. Doorn und Mitarbeiter!"”” verfolgten eine etwas
andere Strategie. Sie verwendeten ein Farbstoff-Ligand-
Konjugat, bei dem der mit den SWNTs komplexierte Farb-
stoff eine Fluoreszenz l6schte. Durch die Wechselwirkung des
an die Nanorchren gebundenen Rezeptorliganden mit dem
Analyt wurde das Farbstoff-Ligand-Konjugat von den Na-
norohren entfernt, und die Fluoreszenz kehrte zuriick. Mit
diesem Verfahren wurde eine nanomolare Empfindlichkeit
erzielt.

Die Lumineszenz im Infrarotbereich haben Strano und
Mitarbeiter fiir Biosensoren genutzt, indem halbleitende
SWNTs in Doppelstrang-DNA (dsDNA) eingewickelt
wurden. Die Konformationsédnderung der DNA von der B-
zur Z-Form verédndert die dielektrische Umgebung der
SWNTs bei gleichzeitiger Verschiebung der Wellenlidnge der
SWNT-Fluoreszenz. In dieser ersten Studie™! wurde dieser
Einfluss einer verdnderten dsDNA-Struktur auf die optischen
Eigenschaften fiir die Detektion von Metallionen genutzt, die
eine solche Anderung der DNA-Struktur verursachen.
Zweiwertige Quecksilber-, Cobalt-, Calcium- und Magnesi-
umionen sind dafiir bekannt, dass sie eine B-Z-Umwandlung
von dsDNA bewirken, und die in DNA eingewickelten
SWNT-Biosensoren konnten alle genannten Metalle detek-
tieren, wobei die Empfindlichkeit in der Reihe Hg*" > Co*" >
Ca®" > Mg”*" abnahm. Auf Strukturinderungen von dsDNA,
die um Nanorohren gewickelt ist, beruhte auch eine Detek-
tion von Hg”" mithilfe von Zirkulardichroismus. Man glaubt,
dass Hg*" die Wechselwirkung zwischen der DNA und den
SWNTs, und mittelbar das durch die Assoziation der Nano-
rohren mit der DNA induzierte Zirkulardichroismus-Signal,
abschwiicht.*®]

Man hat Nanorohren mit FEinzelstrang-DNA (single-
stranded DNA, ssDNA) umwickelt, um die DNA-Hybridi-
sierung*?" und Wechselwirkungen zwischen niedermole-
kularen Verbindungen und der DNA zu beobachten (Abbil-
dung 10).*” Das ist eine besonders interessante Erweiterung
der friiheren Studie von Strano und Mitarbeitern®! in Rich-
tung einer multimodalen optischen Detektion. Heller et al.*”!
konnten bis zu sechs genotoxische Analyte gleichzeitig de-
tektieren, unter anderem alkylierend wirkende Chemothe-
rapeutika und reaktive Sauerstoffspezies wie H,O,, Singu-
lettsauerstoff und Hydroxylradikale. Die Detektionsfiahigkeit
ein und derselben Probe von SWNTs, die mit ssDNA umwi-
ckelt sind, fiir mehrere unterschiedliche Analyte beruht auf
den verschiedenen optischen Reaktionen von (6,5)- und (7,5)-
SWNTs. Zum Beispiel verursacht das DNA alkylierende
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Abbildung 10. Immobilisierte DNA-SWNT-Komplexe fiir die Detektion
von H,0,. a) Bindung von DNA-SWNT an eine Glasoberfliche mit Rin-
derserumalbumin(BSA)-Biotin und Neutravidin. b) Photolumineszenz-
Mikrograph verschiedener DNA-SWNT-Komplexe. Maf3stab 10 um.

c) Die Anpassung an die Spuren in einem NIR-Film zeigt, dass bei der
Perfusion von H,0, die Emission der SWNT schrittweise geléscht
wird. d) Das Histogramm der normierten Schrittgrofie fiir funf Spuren
aus einem NIR-Film lisst auf eine Detektion von H,0, auf Einzelmole-
kiilebene schliefen. (Wiedergabe nach Lit. [47] mit Genehmigung von
Macmillan Publishers Ltd., Copyright 2009.)

Chemotherapeutikum Melphalan sowohl bei (6,5)- als auch
bei (7,5)-Nanorohren eine Rotverschiebung in der Photolu-
mineszenz. H,0, und Cu*' fiihren zu einer Rotverschiebung
in der (6,5)-Bande, sie dndern aber die (7,5)-Bande nicht.
H,0, und Fe*' schidigen die DNA und schwichen beide
Banden ab, insbesondere jedoch die (7,5)-Bande. Die unter-
schiedlichen Auswirkungen der einzelnen Analyte auf die
optische Signatur der SWNT-Mischung ermoéglichen die si-
multane Detektion mehrerer Analyte mithilfe einer chemo-
metrischen Analyse. In der gleichen Arbeit wurde tiber ein
sequenzspezifisches Verhalten berichtet, wobei Sequenzen
mit mehr Guaninbasen empfénglicher fiir Singulettsauerstoff
sind, wihrend DNA-Sequenzen mit besserer Metallbindung
starker auf Metallionen ansprachen. Schlieflich illustrierte
diese Studie auch die Fahigkeit von DNA-SWNTs zur De-
tektion von Wirkstoffen und reaktiven Sauerstoffspezies in
lebenden Zellen. Es wurde gezeigt, dass die DNA-SWNTs
durch Endocytose in 3T3-Fibroblasten eindringen konnen,
und zwar ohne genotoxisch zu wirken sowie unter Erhaltung
ihrer Photolumineszenz.® Es wurde beobachtet, dass in le-
benden Zellen perfundierende Wirkstoffe und reaktive Sau-
erstoffspezies Anderungen in den SWNT-Spektren induzie-
ren.’!

FEin wichtiger Aspekt der NIR-Lumineszenz von DNA-
SWNTs ist, dass das Einwickeln in DNAP® oder Collagen®!!
eine Detektion der Wechselwirkungen von einzelnen Mole-
kiilen ermoglicht, analog zu den Nanorohren-FETs.*! Dieses
System erscheint in vielerlei Hinsicht als ein idealer Biosen-
sor, da es nanoskalig ist, und es kann, mit ausgezeichneter
Empfindlichkeit, mehrere Analyte in biologischen Medien
detektieren.
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4. Biosensoren auf Graphen-Basis

Unter wissenschaftlichen und technischen Aspekten sind
CNTs viel besser erforscht als Graphen, das erst seit einer
grundlegenden Arbeit von Novoselov, Geim und Mitarbei-
tern aus dem Jahr 2004 fiir experimentelle Untersuchungen
zur Verfiigung steht.®™ Wir schlieBen deshalb eine kurze
Einfiihrung in die Herstellungsmethoden von Graphen an,
bevor wir uns Biosensoren mit diesem Material zuwenden.

4.1. Herstellung von Graphen

Eine diagnostische Anwendung von Graphen-basierten
Biosensoren setzt ein Verfahren voraus, mit dem sich quali-
tativ hochwertiges Graphen reproduzierbar und in groflen
Mengen herstellen ldsst, sodass es im industriellen MaBstab in
Sensoreinheiten integriert werden kann. Die Forschung zur
Herstellung und Verarbeitung von Graphen ist aulerordent-
lich rege, aber unser Uberblick iiber die wichtigsten Metho-
den wird zeigen, dass noch nicht alle Aufgaben geldst sind.

Grundsétzliche gibt es vier Methoden zur Erzeugung von
Graphen.? Im ersten Fall wird Graphen (mikro)mechanisch
von Graphit abgespalten oder abgeschilt. Fragmente eines
hochwertigen Graphits (z.B. HOPG) werden wiederholt mit
einem Klebeband abgezogen, bis man schlieflich einige
Graphenmonoschichten erhilt.® Mit dieser Methode
werden zurzeit die qualitativ besten, am wenigsten modifi-
zierten Formen von Graphen erhalten. Sie kann verfeinert
werden, indem eine Polymerhiille auf das Substrat aufgetra-
gen wird, um den Kontrast und die Adhision der Graphen-
lagen zu verbessern!'®! und groBere Graphenfragmente zu
erzeugen. (Mittlerweile sind millimetergrofie Stiicke mog-
lich.”) Die Monoschichten kénnen aber mit vielen anderen
Kohlenstofffragmenten, die aus zwei, drei, Dutzenden oder
sogar Hunderten Schichten bestehen, vermischt sein, und die
Schwierigkeit besteht darin, Graphenfragmente mit der ge-
wiinschten Schichtenzahl und GroBe zu identifizieren. Mit
viel Geduld kann man mit diesem Verfahren hochwertiges
Graphen fiir die wissenschaftliche Forschung erhalten, aller-
dings wird es wohl nie zu einem hohen Durchsatz und grof3en
Mengen reichen.

Die meisten der besser skalierbaren Methoden zur Gra-
phenerzeugung beinhalten nasschemische Schritte. Wie Park
und Ruoff in einer aktuellen Ubersicht darlegen, beruht ein
solches Verfahren hauptsdchlich auf dem Abschilen von
Graphit, das unter stark sauren Bedingungen in Graphenoxid
umgewandelt wird (Abbildung 11a, Methode I).”* Durch
den Oxidationsprozess entstehen auf den Graphenoberflé-
chen viele sauerstoffhaltige funktionelle Gruppen, z.B. Car-
boxy-, Epoxy- und Hydroxygruppen. Diese polaren Gruppen,
von denen einige ionisierbar sind, machen das Graphenoxid
extrem hydrophil, sodass die einzelnen Graphenschichten in
Wasser oder polaren organischen Losungsmitteln dispergiert
werden konnen. Zwar sind mit Graphenoxid viele Verarbei-
tungsmethoden wie Schleuderguss und Tauchbeschichtung
moglich, durch die funktionellen Gruppen gehen aber die
einzigartigen Figenschaften des Graphens verloren. Gra-
phenoxid ist ein elektrischer Isolator, dessen Schichtstruktur
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Abbildung 11. Verfahren fiir die Herstellung von Graphen: a) Oxidation, Abbblattern und Reduktion zur Erzeugung einzelner Schichten von reduziertem
Graphenoxid aus Graphit (Methode I). b) Chemische Abscheidung aus der Gasphase (CVD, Methode II, links) und Solvothermalsynthese (Methode I,

rechts).
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durch eine groBe Zahl von sp>-hybridisierten Kohlenstoff-
atomen verzerrt ist. Um die Struktur und Eigenschaften von
Graphen zuriickzugewinnen, reduziert man das Graphenoxid
deshalb mit einem Reagens wie Hydrazin oder durch das
Erhitzen in reduzierender Atmosphédre. Obwohl im redu-
zierten Graphenoxid die Leitfdhigkeit und Planaritdt von
Graphen groftenteils wiederhergestellt sind, enthilt es noch
immer eine signifikante Menge von Kohlenstoff-Sauerstoff-
Bindungen.3*131:205205l Dennoch haben sowohl Graphenoxid
als auch seine reduzierte Form niitzliche Eigenschaften.

Man hat auch versucht, ohne chemische Modifikation
auszukommen, z.B. beim Abschilen von Graphitpulver in
organischen Losungsmitteln mit dhnlichen Oberfldchenener-
gien®! oder Abschilen von Graphit und Dispergieren der
gewonnenen Graphenschichten in Tensidlosungen mithilfe
von Intercalation, thermischer Ausdehnung und Reinterca-
lation.”!

Thermische Methoden sind zwar teurer als nasschemische
Verfahren, sie erfordern aber keine chemische Modifikation
des Graphens. Ubersichten® 2% beschreiben das epitakti-
sche Aufwachsen von Graphenschichten auf den Basisflaichen
von einkristallinem Siliciumcarbid, das im Ultrahochvakuum
auf tiber 1200°C erhitzt wird. Beim Verdampfen des Siliciums
wachsen Graphenschichten, die allerdings Defekte wie sub-
stratinduzierte Wellen, gegeneinander verdrehte Schichten
sowie Versetzungsschleifen und Streuzentren enthalten.*'!
Daraus folgt, dass sich epitaktisches %2 und mechanisch
abgeschiltes Graphen hinsichtlich ihrer elektronischen
Bandstruktur und Eigenschaften so sehr unterscheiden, dass
sie eigentlich als zwei verschiedene Materialien zu betrachten
sind.”® Unter diesem Blickwinkel ist die chemische Ab-
scheidung aus der Gasphase (CVD) die bessere thermische
Methode, da sie ein Graphen mit , konventionelleren“ FEi-
genschaften ergibt.

Aktuelle Arbeiten beschéftigen sich mit der Ziichtung
zentimetergroler Graphenfilme, indem Kohlenwasserstoff-
dampf iiber ein etwa 1000°C heiBles Metallsubstrat (z.B. Ni
oder Cu) geleitet wird (Abbildung 11b, Methode IT).2%.213.214]
Neben der makroskaligen Ausdehnung des hergestellten
Materials besteht ein weiterer Vorteil der CVD-Methode in
der Ubertragbarkeit der Graphenfilme auf ein anderes Sub-
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strat nach dem Auflosen des Metalltragers (Abbildung 12).
Andererseits ist es mit dieser Methode sehr schwierig, mo-
nodisperse Filme zu erhalten und die Schichtenzahl zu steu-
ern. Eine Losung dieses Problems ist mit einer Arbeit von Li
und Mitarbeitern®®# aus dem Jahr 2009 niher geriickt ist, die
Cu-Substrate fiir ein selbstbeschrankendes Wachstum von
Graphenfilmen nutzten.

Die letzte Herstellungsmethode fiir Graphen ist die che-
mische Synthese, bei der man Vorstufenverbindungen durch
eine organische Reaktion miteinander kombiniert, sodass
molekulare Graphenfragmente entstehen. Die Perspektiven
dieses Verfahrens und Finzelheiten typischer Reaktionen
wurden in mehreren Ubersichten erértert.?'>2'1 Es sei hier
nur darauf hingewiesen, dass die Graphenfragmente mit zu-
nehmender Ausdehnung rasch unloslich werden, sodass die
als Endprodukte erhaltenen Graphenstiicke kleiner als 5 nm
sind.”""! Ausgedehntere Kohlenstofffilme konnen durch die
kontrollierte Abscheidung von Molekiilfeldern mit anschlie-
Bender Pyrolyse erzeugt werden,?'®! aber eine echte Gra-
phenschicht hat man auf diese Weise bisher nicht erhalten.
Eine andere chemische Methode verfolgten Choucair
et al.”"! bei einer Solvothermalreaktion zwischen Natrium
und Ethanol mit nachfolgender rascher Pyrolyse, mit der sie
Graphenplattchen in Gramm-Mengen herstellen konnten
(Abbildung 11 b, Methode III).

Offensichtlich haben alle vier Methoden bestimmte
Nachteile, und zurzeit erfiillt keine von ihnen die Vorausset-
zungen fiir eine kommerzielle Herstellung von Biosensoren
auf Graphenbasis. Auch wird deutlich, dass diese Verfahren
unterschiedliche graphendhnliche Materialien ergeben, was
die Vielfalt der beim Entwurf von Biosensoren zur Auswahl
stehenden FEigenschaften erhoht. Dies konnte aber auch
Verwirrung stiften, wenn das betreffende Material in der Li-
teratur nur unzureichend charakterisiert und/oder nicht an-
gemessen — oder ganz einfach falsch — beschrieben wird.

4.2. Graphen in Biosensoren

Es gibt erst relativ wenige Berichte iiber die Verwendung
von Graphen in Biosensoren. Bevor wir uns den Biosensoren
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Abbildung 12. a) Die Synthese strukturierter Graphenfilme auf einer diinnen Nickelschicht durch chemische Abscheidung aus der Gasphase.
b) Atzen mit FeCl; (oder Siuren) und Transfer des Graphenfilms mit einem Polydimethylsiloxan(PDMS)-Stempel auf ein anderes Substrat.
c) Atzen mit BOE (,,buffered oxid etchant“) oder HF-Lsung und Transfer der Graphenfilme. (Wiedergabe nach Lit. [208] mit Genehmigung von

Macmillan Publishers Ltd., Copyright 2009.)

zuwenden, wollen wir deshalb untersuchen, welche Kennt-
nisse aus der Anwendung von Graphen in anderen Sensoren
bereits vorliegen. Es handelt sich dabei hauptsédchlich um
Gassensoren (z. B. fiir H,0, NO,, CO und NH;); dies sind fast
immer elektrische Sensoren, welche auf einer Anderung des
spezifischen Widerstands innerhalb der Schichten des Gra-
phens oder eines Graphenderivats infolge der Adsorption
von Gasmolekiilen beruhen.[**?*?5] Angesichts der vielfil-
tigen, und unterschiedlich erfolgreichen, Herstellungsme-
thoden fiir Graphen (sieche Abschnitt 4.1) iiberrascht es nicht,
dass tiber die Hilfte dieser Gassensoren kein reines Mono-
schichtgraphen enthilt. Dessen ungeachtet haben mehrere
Studien gezeigt, dass Graphen und verwandte Materialien fiir
viele Gase und Dampfe auBerordentlich niedrige Nachweis-
grenzen aufweisen. Zum Beispiel konnte ein von Robinson
et al.”?'l hergestellter elektrischer Gassensor auf der Basis
von reduziertem Graphenoxid giftige Gase in ppb-Konzen-
trationen detektieren. Seine Leistung war der eines gleichar-
tigen SWNT-basierten Sensors im allgemeinen ebenbiirtig
oder sogar wesentlich besser. Vergleichsmessungen zeigten,
dass das Rauschniveau bei Filmen aus reduziertem Gra-
phenoxid um ein bis zwei Zehnerpotenzen niedriger lag als
bei SWNT-basierten Sensoren. Fiir andere Gassensoren mit
einem Detektor aus Graphenoxid wurden dhnliche, obschon
etwas geringere Leistungen ermittelt (ppm-Bereich).??22
Qazi et al.’? konnten in einer weiteren Studie NO,-Kon-

Angew. Chem. 2010, 122, 21602185

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

zentrationen von nur 60 ppb detektieren, indem sie Verén-
derungen der Austrittsarbeit an der Oberfliche oder der
elektrischen Leitfdhigkeit von diinnen Graphitflocken
mallen. Die Detektion von einzelnen Molekiilen gelang
Schedin et al.'*! schlieBlich mithilfe optimierter elektrischer
Sensoren mit einigen mechanisch abgeschilten Graphen-
schichten (Abbildung 13). Nachdem sie die Anderung des
spezifischen Widerstands ihrer Baueinheit in hochverdiinn-
tem NO, iiber mehrere Stunden gemessen hatten, werteten
sie die Daten zur Adsorption und Desorption von Gasmole-
kiilen statistisch aus. Sie konnten belegen, dass sich die er-
haltenen Adsorptions- und Desorptionspeaks vom Hinter-
grundrauschen abheben und mit der Ladungsénderung in-
folge des Verlusts bzw. Gewinns einzelner Elektronen zu er-
kldren sind.

Aus vielen Studien und aus theoretischen Arbeiten?*%*!
lasst sich ableiten, dass ein gewisser Funktionalisierungsgrad
die Voraussetzung fiir solche beeindruckenden Leistungen
von Graphen in Gassensoren bildet. Es ist in der Tat so, dass
sich die elektrischen Eigenschaften von thermisch gereinig-
tem Graphen in Gegenwart eines bestimmten Gases gar nicht
oder nur wenig verindern.”” Wie konnte Schedin et al.'>
dann mit ,,reinem*“ Graphen die Detektion einzelner Mole-
kiile gelingen? Tatsdchlich war die verwendete Baueinheit
unbeabsichtigt durch die zuriickgebliebene Polymerschicht
eines lithographischen Fotolacks ,,funktionalisiert”, und diese
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Abbildung 13. a) Die Konzentration (An) der chemisch induzierten
Ladungstriger in einem Monoschichtgraphen, das verschiedenen NO,-
Konzentrationen (C) ausgesetzt war. Oberer Einschub: SEM-Mikro-
graph der Baueinheit; der Hall-Stab ist 1 um breit. Unterer Einschub:
Die Anderungen von spezifischem Widerstand p und Hall-Widerstand
0, mit der Gate-Spannung V, der Baueinheit illustrieren den ambipola-
ren Feldeffekt. b) Die Anderung des spezifischen Widerstands von Gra-
phen in Gegenwart einiger Gase bei einer Konzentration von 1 ppm im
Tragergas (He oder N,) und ohne Magnetfeld. (Wiedergabe nach

Lit. [134] mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd., Copyright
2007.)

Schicht half, die Gasmolekiile zu konzentrieren, und erhGhte
moglicherweise den Ladungstransfer. Diese Interpretation
wird von aktuellen Experimenten gestiitzt, bei denen die
elektrischen Leistungen von Grapheneinheiten als Gassen-
soren jeweils vor und nach dem Entfernen des Fotolacks
miteinander verglichen wurden. Ohne die Polymerschicht
war die Empfindlichkeit um ein bis zwei Zehnerpotenzen
geringer (je nach dem eingesetzten Gas).””! Die Bedeutung
von Verunreinigungen und Leerstellen haben auch Ab-initio-
Studien zur Gasadsorption auf Graphen bestétigt, die eine
stirkere Adsorption auf Atomsubstitutions- und Defekt-
plitzen anzeigten.””??! Die Bedeutung der Funktionalisie-
rung wird auch durch den Erfolg von Gassensoren auf der
Basis von reduziertem Graphenoxid belegt. Diese Sensoren
sind durch sauerstoffhaltige Reste und Defekte ,,funktiona-
lisiert*, die bei der Oxidation des Ausgangsmaterials Graphit
entstehen, sowie durch die stickstoffhaltigen Gruppen und/
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oder Leerstellen, die sich bei der nachfolgenden Reduktion
des Graphenoxids bilden. Die Anderung des Reduktions-
grads bewirkt auch ein anderes Sensorverhalten, und die
Verunreinigungen und Defekte erscheinen als (hochenerge-
tische) Plitze mit starker Gasadsorption,??!! was die Model-
lierung auch bestétigt. Natiirlich sind noch detailliertere Ex-
perimente notig, um die relativen Beitrége zur Sensorleistung
zu ermitteln, die den Verunreinigungen und Defekten infolge
von Oxidation und Reduktion, den entsprechenden Ande-
rungen der elektrischen Leitfdhigkeit in der Graphenschicht
und den fiir die Adsorption verfiigbaren sp>-hybridisierten
Zentren mit niedriger Energie zuzurechnen sind. Insgesamt
zeigen diese Arbeiten, dass die Leistung einer Baueinheit
stark von der Reinheit und Struktur des verwendeten Gra-
phenmaterials abhingt, und deshalb ist ein genaues Ver-
stdndnis seiner chemischen Eigenschaften so wichtig.

Betrachtet man die graphenbasierten Biosensoren, so fllt
auf, dass bisher lediglich ein Sensor tatsdchlich reines Gra-
phen enthielt.?! In allen anderen Fillen lagen Graphenoxid
(oder seine Abkommlinge),!!%1%4230231 Mehrschichtgraphen
oder verwandte Strukturen vor,””**1% was die groBe Band-
breite der eingesetzten graphenartigen Materialien verdeut-
licht. Die Arbeit an ,modifizierten“ Graphenformen wird
auch in der Zukunft fortgefiihrt werden, weil Abweichungen
vom ,idealen“ Graphen offenbar ein Mafschneidern der
Eigenschaften von Biosensoren ermoglichen konnten. Mit
zwei oder mehr Graphenschichten ergeben sich z.B. mehr
Moglichkeiten zur Optimierung der elektronischen Eigen-
schaften. Demgegeniiber kann eine Oberflachenfunktionali-
sierung iiber kovalente oder physikalische Modifikation die
Empfindlichkeit und/oder Selektivitit erhohen und die
nichtspezifische Bindung minimieren.

Die meisten einschlidgigen Publikationen berichten iiber
die Detektion von Biomolekiilen in einer elektrochemischen
Reaktion mit unterschiedlichen Graphenarten. Zum Beispiel
erzeugten Lu et al.’'® graphitische Elektrodenmaterialien
fir eine empfindliche Messung der Glucosekonzentration.
Die FElektroden waren Nanokompositfilme aus thermisch
abgeschilten Graphit-,,Nanoplédttchen®, die in dem leitenden
Polymer Nafion dispergiert waren, dhnlich wie bei analogen
Elektroden mit Graphitpulver oder CNTs. In einer H,O,-
Losung wurden an den Nanoplidttchen-Nafion-Kompositen
signifikante Oxidations- und Reduktionsstrome festgestellt,
wihrend das elektrochemische Ansprechen einer mit Nafion
modifizierten Goldelektrode vernachldssigbar war. Die Gra-
phitnanopléttchen miissen also die Oxidation und Reduktion
von H,0, katalysieren und das Uberpotential herabsetzen,
sodass, anders als mit der Nafion-Gold-Elektrode, Peroxid
detektiert werden kann. Bei CNT-Elektroden wurden &hnli-
che Trends beobachtet.”? Durch die Zugabe von Glucose-
Oxidase zu den Nanokompositen erhielt man Elektroden, die
auf Glucose bis zu dreimal besser ansprachen als die meisten
Sensoren mit CNTs.””! Die gleiche Gruppe berichtete spiter
iiber die Abscheidung katalytischer Platin- und Palladium-
nanopartikel auf Graphitnanoplédttchen. Die Nanopartikel
blieben dabei extrem klein, und im Fall von Platin waren sie
gleichmiBig verteilt. Kompositelektroden, bestehend aus
diesen mit Nanopartikeln dekorierten Nanoplédttchen sowie
Nafion, hatten ein auBerordentlich hohes Oberfldche/Volu-
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men-Verhiltnis. Bei niedrigen Kosten war ihre Leistung
ausgezeichnet, und sie zeigten eine ausgepriagte Abnahme des
fiir die H,0,-Detektion erforderlichen Uberpotentials. Ahn-
liche Konzepte, bei denen Nanorohren gleichzeitig eine grof3e
Oberfliche fiir das Aufwachsen katalytischer Nanopartikel
bieten, wurden fiir CNTs ausgiebig angewendet.['7-2%

Einen anderen Ansatz zur Detektion von Glucose ver-
folgten Shan und Mitarbeiter."™ Thre Elektroden bestanden
aus reduziertem Graphenoxid, ,,geschiitzt“ durch Polyvinyl-
pyrrolidon, einer mit Polyethylenimin funktionalisierten io-
nischen Fliissigkeit sowie Glucose-Oxidase. Ein Hauptziel
dieser Untersuchung war es, die grole Oberfliche und
méBige elektrische Leitfahigkeit von reduziertem Graphen-
oxid zu nutzen, um einen direkten Elektronentransfer zwi-
schen der Glucose-Oxidase und der Elektrode zu erreichen.
Wie bei vielen dhnlichen Studien ist jedoch auch hier fraglich,
ob die in elektrochemischen Messungen beobachteten Re-
doxpeaks von FAD in nativer Konfiguration stammten, das
sich tief in der Glucose-Oxidase befindet, oder aber von einer
denaturierten Form des Enzyms. Es ist noch ungeklért, ob
und wie das reduzierte Graphenoxid die direkte elektroche-
mische Kommunikationen zwischen dem redoxaktiven
Enzym und der Elektrode vermittelt haben konnte.

Andere Gruppen untersuchten die elektrochemische
Detektion wichtiger Neurotransmitter wie Dopamin und Se-
rotonin durch die Kanten von Mehrschichtgraphen-Nano-
flocken®™! oder die Kanten und funktionellen Gruppen von
reduziertem Graphenoxid.'"”! Mit Mikrowellenplasma-un-
terstiitzter CVD ziichteten Shang et al.””! im Jahr 2008 ohne
Katalysatoren auf Si-Substraten Filme aus mehreren Nano-
flocken-Schichten. Die freiliegenden scharfen Kanten dieser
Flocken waren in Losung an Redoxreaktionen beteiligt, was
die Detektion redoxaktiver Biomolekiile ermoglichte. Be-
ziiglich dieser elektrochemischen Aktivitdt sind die freili-
genden Kanten mit Plitzen auf den Kantenflichen von
HOPG™ oder an den Spitzen von CNTs!*! vergleichbar.
Cyclovoltammetrische Messungen an einer Elektrode aus
Graphen-Nanoflocken ergaben eindeutige voltammetrische
Peaks fiir die direkte Oxidation von Dopamin in Losung. Bei
der Analyse anderer Losungen verursachten die potenziell
storenden Verbindungen Ascorbinsdure (Vitamin C) und
Harnséure ebenfalls eindeutige Peaks. Es ist bemerkenswert,
dass die Untersuchung einer gemischten Losung immer noch
gut aufgeloste Peaks der drei Verbindungen zeigte. Dopamin
lasst sich mit Elektroden auf der Basis von Nanoflocken also
eindeutig in Mischungen identifizieren (Abbildung 14). Wird
dagegen eine Glaskohlenstoff-Elektrode verwendet, so ver-
ursachen die Biomolekiile, ob einzeln oder als Mischung, je-
weils dhnlich breite Peaks bei hoheren Potentialen. Analoge
Effekte waren zuvor in Studien an Elektroden mit einge-
bauten CNTs gefunden worden.”*?*! Der wesentliche Leis-
tungsunterschied zwischen den beiden Elektrodenarten ist
dem schnelleren Elektronentransfer und der elektrokatalyti-
schen Wirkung geschuldet, die von den Defekten auf den
Kanten der Graphen-Nanoflocken hervorgerufen werden.

In einer aktuelleren Studie verglichen Alwarappan
et al."! die elektrochemischen Eigenschaften und die Emp-
findlichkeit von Schichten aus reduziertem Graphenoxid mit
den entsprechenden Eigenschaften von SWNTs. Mit der je-
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Abbildung 14. Cyclovoltammetrische Messungen an a) einer Nano-
flocken-Elektrode und b) an einer Glaskohlenstoff-Elektrode in Lésun-
gen mit 1 mm Ascorbinsdure (AA), 0.1 mm Dopamin (DA) und/oder
0.1 mm Harnsaure (UA). Nach Lit. [99].

weiligen Kohlenstoffstruktur bedeckte Elektroden wurden
cyclovoltammetrisch in Dopamin- und Serotoninldosungen
vermessen. Fiir beide Biomolekiilarten wurden mit redu-
ziertem Graphenoxid hohere Strome bei geringeren Poten-
tialen sowie eine hohere Elektrodenstabilitdt gefunden als
mit Nanorohren. Fiir eine Losung aus Dopamin, Serotonin
und Ascorbinsdure konnten mit Graphenoxid auch drei ge-
trennte Oxidationspeaks identifiziert werden, wohingegen die
SWNT-Elektrode nur einen einzigen breiten Peak ergab. Die
hohere Empfindlichkeit und Stabilitdt sowie das bessere
Signal-Rausch-Verhiltnis der  Graphenoxid-Elektroden
scheinen aus einer groflen Konzentration von Kanten- und
Oberflichendefekten zu folgen, die fiir elektrochemische
Reaktionen zur Verfiigung stehen, wihrend es in den SWNTs
nur wenige aktive Plétze gibt.

Die ersten elektrischen Biosensoren auf Graphenbasis
erzeugten Mohanty und Berry?®! aus Graphenoxid oder aus
Graphenaminen, die durch die Behandlung von Graphenoxid
mit stickstoffhaltigen Plasmen oder Ethylendiamin herge-
stellt worden waren. Aus einer Suspension wurden einige
Schichten des Graphenderivats auf einer Siliciumdioxid-
oberfliche mit entgegengesetzter Ladung adsorbiert. Die
Schichten werden dadurch elektrostatisch auf dem Silicium-
dioxid befestigt, wobei aber grofe Falten entstehen. Ober-
und unterhalb der Flocken befanden sich Goldelektroden fiir
die anschlieBenden elektrischen Messungen. Diese zeigten
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erwartungsgemaf, dass die chemisch modifizierten Graphene
p-Halbleiter mit einem hohen Widerstand (im Megaohm-
Bereich) und einer extrem geringen Ladungstragerbeweg-
lichkeit (0.002-5.9 cm®>V~'s™!) waren. Mohanty und Berry®"
nutzten die funktionellen Gruppen auf dem Graphenoxid
oder Graphenamin zur Herstellung von Biosensoren. Zum
Beispiel verankerten sie Oligonucleotidstriange auf den Gra-
phenderivaten und beobachteten die Fluoreszenz, wihrend
mit Rhodamin griin markierte komplementire Oligonucleo-
tide mit den verankerten Stringen hybridisierten. Elektrische
Messungen ergaben, dass die urspriingliche Verankerung der
DNA-Einzelstrange die Leitfdahigkeit des Graphenoxids
mehr als verdoppelte (Abbildung 15). Das wurde mit einem
negativen Gating durch die negativ geladenen Molekiile er-
klart, das die Defektelektronendichte erhoht. Die Hybridi-
sierung der DNA erhoht die Leitfahigkeit nochmals, was in
den Denaturierungs- und Rehybridisierungszyklen aber
vollstidndig reversibel war. Die gleichen Autoren zeigten ex-
perimentell, dass negativ geladene Bakterien auf positiv ge-
ladenem Graphenamin elektrostatisch adsorbiert werden, wo
sie bis zu 4 h lang lebensfihig bleiben. Die elektrostatische
Adsorption eines einzelnen Bakteriums auf der Graphen-
amineinheit erhohte die Leitfdhigkeit um 42 % und belegte
die Empfindlichkeit fiir einzelne Zellen. SchieBlich wurde
noch gezeigt, dass die Adsorption von Polyelektrolyt-Mole-
kiilen auf modifiziertem Graphen zu polaritdtsabhidngigen
Anderungen der elektrischen Leitfihigkeit fiihrt.

In einer neuen Studie realisierten Ohno et al.?*! die
elektrische Detektion von gelostem Rinderserumalbumin
(BSA) mithilfe eines Graphen-FET mit Elektrolyt-Gate. Der
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Abbildung 15. Das elektrische Ansprechen von a) Graphenamin, GA, auf ein einzelnes Bakterium
(Einschub 1 zeigt die Baueinheit) sowie von b) Graphenoxid, GO, beim Anpfropfen von ss-DNA
sowie bei der anschliefenden Hybridisierung der DNA mit den Komplementérstringen (ds-DNA).
(Wiedergabe nach Lit. [230] mit Genehmigung der American Chemical Society, Copyright 2008.)
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Sensor wurde aus mechanisch abgeschidltem Monoschicht-
graphen hergestellt, auf dem lithographisch Metallkontakte
angebracht wurden. Der Signalgeber bestand folglich prak-
tisch aus idealem Graphen, wenn man von moglichen Riick-
stdnden des Fotolack-Polymers aus der Lithographie absieht.
Der Sensor befand sich auf einem Siliciumwafer mit einer
Si0,-Schicht, und mit einer Elektrolytlosung und dariiber
liegender Bezugselektrode wurde der Sensor beim Anlegen
einer Spannung an das ,,Bottom-Gate“ (das dotierte Silicium)
oder das ,,Top-Gate* (die Bezugselektrode) elektrisch leit-
fahig. Auf diese Weise konnte die Verdnderung der Leitfa-
higkeit der Baueinheit bei unterschiedlichen , Top-Gate“-
oder ,,Bottom-Gate“-Spannungen sowie bei verschiedenen
pH-Werten beobachtet werden. Die Lage des Neutralpunkts
(des Minimums der Leitfihigkeit, das dem Dirac-Punkt ent-
spricht) verschob sich linear tiber den untersuchten pH-Be-
reich von 4.0 nach 8.2. Dieses Ansprechen der elektrischen
Eigenschaften des Graphens auf den pH-Wert der Losung ist
mit einer fritheren Studie an Baueinheiten mit epitaktischem
Graphen konsistent® und zeigt, dass Graphen zum Messen
des pH-Werts genutzt werden konnte. Ohno et al.?! unter-
suchten auch, wie ihr Sensor elektrisch auf die Adsorption des
BSA-Proteins aus Standardlosungen ansprach. Sie fanden
eine schrittweise Anderung der Leitfihigkeit bei fortgesetzter
Zugabe einer immer grofleren BSA-Menge und konnten auch
0.3 nm des Proteins detektieren. Fiir kiinftige Sensoren wird
die Funktionalisierung des Graphens notwendig sein, um die
Spezifitdt sicherzustellen und eine nichtspezifische Bindung
zu vermindern. Diese Studie bestétigt aber eindrucksvoll die
Fihigkeit von reinem Graphen zur Detektion von Biomole-
kiilen, &dhnlich wie die bahnbre-
chende Arbeit von Schedin et al.['*¥
die Fahigkeit des Graphens zur De-
tektion von Gasmolekiilen zeigte.
SchlieBlich  entwickelten Lu
et al.?! eine optische Methode fiir
die Detektion von DNA-Fragmen-
ten und Proteinen in Losung, die auf
einer Fluoreszenzloschung infolge
der Adsorption von Biomolekiilen
auf Graphenoxid beruht. Da die
Nucleobasen der DNA schwach an
Graphenoxid und reduziertes Gra-
phenoxid binden,”* spekulierten
sie, dass Oligonucleotide mit Fluo-
reszenzmarkierungen an die Gra-
phenoxid-Flocken binden wiirden,
wobei die Fluoreszenz geloscht
wiirde.®! Diese Vermutung best-
tigte sich auch, und 97 % des Fluo-
reszenzsignals der Einzelstrang-
DNA wurden in Gegenwart von
Graphenoxid geldscht. Wie erwar-
tet, resultierte die anschlieBende
Zugabe komplementdrer DNA-
Striange in einer Hybridisierung, bei
der die markierte DNA auf den
Graphenoxid-Oberflichen ersetzt
und etwa 77 % des urspriinglichen
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Fluoreszenzsignals wiederhergestellt wurden. Diese Methode
ist offensichtlich analog zu dem schon in Abschnitt 3.3 be-
schriebenen Loschen der Fluoreszenz mit CNTs.

5. Die Kohlenstoffallotrope im Vergleich

Am Beginn dieses Aufsatzes wurden drei wichtige Fragen
aufgeworfen, die wir nach der Erorterung des aktuellen
Entwicklungsstands bei Biosensoren aus CNTs und Graphen
nun beantworten konnen.

5.1. Welche Vorteile bieten Kohlenstoffnanomaterialien
gegeniiber makroskopischen Materialien fiir die Herstellung
von Biosensoren?

Die vorausgegangene Diskussion hat deutlich gemacht,
dass Kohlenstoffnanomaterialien wesentliche Vorteile fiir die
Konstruktion von Biosensoren bieten. Zwei wichtige Bei-
spiele seien in diesem Zusammenhang genannt. Zum einen
haben Kohlenstoffnanomaterialien einzigartige, wenn auch
vielleicht noch nicht vollstindig verstandene, elektrochemi-
sche Eigenschaften. Ein Beispiel ist die Fahigkeit zur Iden-
tifizierung und Quantifizierung von Biomolekiilen wie
Dopamin und Serotonin sowie von Verbindungen wie
Ascorbinsdure und Harnsdure in Mischungen, die mit Glas-
kohlenstoff-Elektroden nicht moglich ist (sieche Ab-
schnitt 4.2).10.24235] Dje zuletzt genannten Siuren sind
starke Antioxidantien, deren Konzentrationen bei vielen
Krankheiten spezifisch, aber oft unentdeckt, verandert sind.
Dadurch wird der hochempfindliche elektrochemische
Nachweis mithilfe der CNT- und Graphenelektroden dia-
gnostisch umso wertvoller. Weitere Vorteile von CNTs fiir
Biosensoren sind ihre Féhigkeit, als wirksame Ion-zu-Elek-
tron-Signalgeber in der potentiometrischen Analyse zu fun-
gieren,””?*®! und die Tatsache, dass die SWNTs wegen ihrer
geringen Grofe und hohen Leitfdhigkeit auch als Kleinst-
elektroden genutzt werden konnen, die etwa so grof3 sind wie
ein einzelnes Biomolekiil.™ Durch ihre geringen GroBen
und elektrochemisch aktiven Spitzen ist es auch moglich,
SWNTs in grolere Biomolekiile ,,einzustopseln® und einen
Zugang zu deren inneren Redoxzentren zu finden (siehe
Abschnitt 3.1).

Zweitens verfiigen Kohlenstoffnanomaterialien iiber au-
Berordentliche elektrische Eigenschaften. Bei richtiger Her-
stellung konnen SWNTs und Graphen einen ballistischen
Transport mit extrem hohen Elektronenbeweglichkeiten
zeigen, was Moglichkeiten fiir die Entwicklung von Hoch-
geschwindigkeitssensoren eroffnet (siche die Abschnitte 2.1
und 2.2). Dariiber hinaus sind in der Struktur dieser beiden
Materialien samtliche Atome auch Oberflachenatome, sodass
schon eine geringe Verdnderung in der Ladungsumgebung
infolge einer Adsorption von Biomolekiilen zu einer mess-
baren Anderung der elektrischen Eigenschaften fiihrt. Es
wurde bereits gezeigt, dass CNTs und Graphen (oder ver-
wandte Materialien) einzelne Biomolekiile™! und Gasmole-
kiile™¥ sowie einzelne Zellen'" > detektieren konnen
(siehe die Abschnitte 3.2 und 4.2).
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Ein Nachteil von Kohlenstoffnanomaterialien besteht
darin, dass sie schwer handhabbar und, wenigstens derzeit
noch, von eher uneinheitlichem Charakter sind. Thre An-
wendung in Biosensoren sollte sich deshalb auf Baueinheiten
beschrianken, in denen ihre Vorteile klar zur Geltung
kommen und diese moglichen Nachteile tiberwiegen.

5.2. Bietet Graphen fiir die Herstellung von Biosensoren echte
Vorteile gegeniiber CNTs?

Die Beantwortung dieser Frage ist schwerer, da Graphen
ein relativ junges Material ist und es nur wenige direkte
Vergleiche der Leistung von CNTs und Graphen in Biosen-
soren gibt, von denen sicher keiner an vollstdndig optimierten
Systemen durchgefiihrt wurde. Dessen ungeachtet existieren
hinsichtlich einiger Eigenschaften gewichtige Unterschiede,
die darauf schlieBen lassen, dass Graphen fiir bestimmte
Sensoren durchaus besser geeignet sein konnte als CNTs.
Dafiir existieren zwei Arten von Belegen: Zum einen lassen
sich mit Graphen einige Probleme 16sen, die die Anwendung
von CNTs in Biosensoren erschweren. Durch ihr groBes As-
pektverhéltnis und den in einigen Féllen sehr niitzlichen
eindimensionalen Charakter der CNTs ist eine kontrollierte
Anordnung von Nanorohren fiir komplexe Sensoren oder
andere Baueinheiten schwierig. Mit den Worten einer
Gruppe von Autoren: ,,Ungliicklicherweise erweist sich der
Einbau von Nanorohren in grof3skalige integrierte elektro-
nische Architekturen als so hochgradig kompliziert, dass er
vielleicht niemals realisiert werden kann.“?*! Dagegen eignet
sich Graphen, obwohl die Herstellungsmethoden noch der
Verbesserung bediirfen (siche Abschnitt 4.1), sehr gut fiir die
Mikrofabrikation. Seit der ersten experimentellen Untersu-
chung von Graphen®™! werden etablierte Mikrofabrikations-
methoden wie Maskierung, Elektronenstrahllithographie,
Trockendtzen im Sauerstoffplasma und Metallabscheidung
angewendet. Man erzeugt Baueinheiten z. B. aus mechanisch
abgespaltenem Graphen,® reduziertem Graphenoxid,*”!
epitaktischem Mehrschichtgraphen? und Graphen, das aus
der Gasphase abgeschieden wurde.™ Song et al. zeigten vor
kurzem sogar, dass das Abschédlen umgangen werden kann,
wenn die Lithographie direkt auf HOPG ausgefiihrt und das
strukturierte Graphen durch Transferdruck auf das ge-
wiinschte Substrat iibertragen wird.**! Ein anderes Problem,
das mit Graphen gelost werden kann, ist die fast unver-
meidliche Verunreinigung von CNTs durch Metalle® !
(siche Abschnitt 2.1), die die Leistung der Nanordhren in
Biosensoren zumindest beeintrdchtigt. Mechanisch abge-
schéltes Graphen und einige Graphenarten, die durch Ab-
scheidung aus der Gasphase erzeugt werden, sind génzlich
frei von solchen katalytischen Verunreinigungen, was das
elektrochemische Verhalten des Graphens einfacher ver-
standlich und das Ansprechen des Sensors potenziell besser
reproduzierbar macht.

Die zweite Art wahrscheinlicher Vorteile des Graphens
gegeniiber anderen Sensormaterialien betrifft bestimmte
Leistungsaspekte. In Bezug auf FET-Sensoren ist vor allem
die Qualitdt der Kristallstruktur und der Bandstrukturen zu
nennen, die ein sehr niedriges Rauschniveau ermoglicht.
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Durch die hohe Leitfihigkeit ist das Warmerauschen im
Graphen gering, und da die Struktur nur wenige Defekte
enthilt, ist auch das 1/f-Rauschen schwach.*¥ Das elektri-
sche Rauschen kann weiter vermindert werden, indem man
die Zahl an Graphenschichten so anpasst, dass die erhaltene
Bandstruktur Potentialverdnderungen durch duBlere Verun-
reinigungen besser abschirmt.??*!! Die Variation der
Schichtenzahl ergibt noch weitere Vorteile, unter anderem
kann die Bandliicke von Doppelschichtgraphen"®! elektrisch
maBgeschneidert werden. Das Minimieren von Substratef-
fekten und die Verbesserung der Qualitdt der elektrischen
Kontakte zum Graphen wiren weitere Wege, um durch ein
geringeres Rauschen die Empfindlichkeit zu erhohen.**”!
Besondere Eigenschaften von Graphen sind seine grof3e
Flexibilitit,”®! die mechanisch robuste Sensoren ermoglichen
sollte, und seine hohe Transparenz.” ¥ Die Raman- und
Infrarotaktivitidt von Graphen®®l und die Verinderlichkeit
dieser Eigenschaften durch Verunreinigungen, Defekte oder
Spannungen?”#! konnten die Grundlage fiir eine Vielzahl
optischer Biosensoren bilden. Jedoch zeigt Graphen weder so
vielféltige optische Reaktionen wie einige der chiralen
Formen von CNTs (wie durch Heller et al.l*"! illustriert, siche
Abschnitt 3.3), noch ist seine Struktur so stabil wie diejenige
der CNTs, sodass Nanorohren auf lange Sicht wohl die bes-
seren Kandidaten fiir optischen Sensoren im Inneren von
Zellen sind.

5.3. Welche Erkenntnisse aus der Forschung an CNT-basierten
Biosensoren sind fiir die Entwicklung graphenbasierter
Biosensoren relevant?

Eine wichtige Erkenntnis aus der Forschung an CNT-ba-
sierten Biosensoren ist, dass die Leistung eines Biosensors
von der genauen Struktur und den chemischen Eigenschaften
des verwendeten Kohlenstoffnanomaterials abhéngt. Die
stark voneinander abweichenden Ergebnisse mit CNTs in
Sensoranwendungen folgen daraus, dass man viele recht un-
terschiedliche Materialien als ,, Kohlenstoffnanorohren* be-
zeichnet. Von den offenkundigen Differenzen zwischen
SWNTs und MWNTs einmal abgesehen, unterscheiden sich
selbst scheinbar dhnliche Chargen von Nanordhren im Hin-
blick auf Liange und Struktur, elektronischen Typ, Verunrei-
nigungen, Modifikation und Agglomerationsgrad. Diese
Unterschiede sind der Grund fiir viele der Abweichungen,
und nicht zuletzt haben sie fiir Verwirrung in der CNT-Lite-
ratur gesorgt. In einem vorgegebenem elektrochemischen
System erhélt man dann mit dem scheinbar immer gleichen
Experiment ein ganzes Spektrum unterschiedlicher Ergeb-
nisse (siche Abschnitt 2.1). Die Schlussfolgerung hieraus ist,
dass die Kohlenstoffnanomaterialien exakt charakterisiert
und korrekt bezeichnet werden miissen.

Auf Graphen trifft das Gesagte in einem besonderen Maf3
zu. Die elektrischen und optischen Eigenschaften, selbst von
annihernd idealem Graphen, reagieren sehr empfindlich auf
viele Einflussfaktoren, zu denen die Schichtenzahl, das Sub-
strat, Verunreinigungen sowie die Besonderheiten ihrer
Kanten zéhlen (siehe Abschnitt 2.2). Dazu kommen noch die
strukturellen und chemischen Unterschiede infolge der an-
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gewendeten Herstellungsmethode (sieche Abschnitt 4.1), ins-
besondere bei Graphenoxid und seinen reduzierten Formen,
sodass sich letztlich eine riesige Menge moglicher Material-
varianten ergibt. Ahnlich wie bei den CNTs fiihrt das dazu,
dass die fiir ,,Graphen“ festgestellten Leistungen eine riesigen
Bandbreite haben, was wiederum Verwirrung hinsichtlich des
verwendeten Materials und seiner Leistung in Biosensoren
stiften kann. Zum Teil werden Materialien in der Literatur
relativ unkritisch als ,,Graphen® bezeichnet, obwohl es sich
tatsdchlich um etwas anderes, in manchen Fillen sogar um
Graphit, handelt. Dringend sollte deshalb eine allgemein
anerkannte und exakte Terminologie fiir die unterschiedli-
chen Graphenformen entwickelt werden. Wir sind der Mei-
nung, dass Autoren mindestens 1) den Ursprung ihres Mate-
rials und 2) die Schichtenzahl angeben sollten — zum Beispiel
Monoschichtgraphen, Doppelschichtgraphenoxid, einige
Schichten chemisch reduzierten Graphenoxids und so weiter
—, aber natiirlich ist eine noch bessere und noch systemati-
schere Terminologie denkbar.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Dieser Aufsatz galt nicht der gesamten Literatur iiber
Kohlenstoffnanomaterialien, ihrem vielfialtigen Charakter,
ihren Eigenschaften und ihren Anwendungen in Grund-
lagenforschung und angewandter Forschung, sondern wir
haben uns ausschlieBlich auf ihr Potenzial als effektive Bio-
sensoren konzentriert. Auerdem beschrinkten wir uns auf
Arbeiten, die ein echtes Potenzial fiir kiinftige Anwendungen
erkennen lassen. Eine Suche nach ,,Kohlenstoffnanorohren
und Biosensoren“ in der biomedizinischen Datenbank
PubMed ergibt 418 Originalbeitrige und 36 Ubersichten seit
2002, wihrend die analoge Suche nach ,,Graphen und Bio-
sensoren nur 7 Originalbeitrige und keine Ubersicht her-
vorbringt. Letzteres illustriert das frithe Stadium, in dem sich
das betreffende Forschungsgebiet noch befindet, und der
vorliegende Aufsatz kommt so gesehen zu einem giinstigen
Zeitpunkt. Zum Schluss gehen wir auf wichtige Probleme ein,
die es bei der Entwicklung von Biosensoren aus CNTs oder
Graphen noch zu l6sen gilt und préisentieren einige Per-
spektiven auf diesem umfangreichen Forschungsgebiet.

Obwohl die beiden hier behandelten Materialien aus-
sichtsreich sind, bleiben noch einige entscheidende Aufgaben
zu losen. Fiir die Anwendung von SWNTs ist die Uneinheit-
lichkeit des Materials vermutlich das grof3te Hindernis. Zwar
sind zahlreiche Methoden zur Trennung von halbleitenden
und metallischen Rohren aus den synthetisierten Proben
bekannt,*5143:24265] go]che Trennprozesse im Anschluss an die
Synthese sind aber oft langwierig, und eine Kontaminierung,
oder sogar ein Abbau, der Nanorohren kann nicht ausge-
schlossen werden. Eine alternative Methode ist die Manipu-
lation der elektronischen Eigenschaften von SWNTs durch
kovalente chemische Funktionalisierung,?**! obwohl dabei
wegen der Einfiihrung von sp’-hybridisierten Kohlenstoff-
atomen die m-Bindung unterbrochen wird.*”) Wie wir in
Abschnitt 4.1. dargestellt haben, ist die Etablierung einer
verldsslichen Herstellungsmethode fiir Graphen ebenfalls
noch eine grofe Herausforderung. Eine Massenproduktion
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von Sensoren, die einheitlich und reproduzierbar sind, liegt
bei beiden Materialarten noch in der Ferne.

Aus dem zweidimensionalen Aufbau des Graphens erge-
ben sich weitere Probleme, und diese betreffen z.B. das Ab-
trennen der Graphenschichten vom Graphit sowie das Sepa-
rieren abgetrennter Schichten, die Kontrolle der Schichten-
zahl, die Minimierung des Faltens und Abkantens der
Schichten bei der Verarbeitung sowie das Beschridnken von
Substrateffekten, die durch die Neigung des Graphens zur
starken Wechselwirkung mit vielen Substraten noch verstirkt
werden.”"! Die Kontaminierung der Oberfliche stellt ein
besonderes Problem dar. Graphen ist stark lipophil (oder
hydrophob), sodass die Adsorbtion von Verbindungen wie
Kohlenwasserstoffen auf der grofen lateralen Oberfldche
unvermeidlich ist.”?22%2¥] Einige Verarbeitungsmethoden
fithren noch mehr unerwiinschte Adsorbate ein; beispiels-
weise sind die bei der Lithographie und Mikrofabrikation von
Graphen verwendeten Fotolacke nur schwer entfernbar.*!
Ebenso hinterlassen die beim Abschilen und beim GieBen
von Graphenfilmen eingesetzten Losungsmittel oft betrédcht-
liche Riickstinde.* Diese lassen sich zwar durch Glithen bei
moderaten Temperaturen im Vakuum oder unter reduzie-
render Atmosphire entfernen, die eigentliche Herausforde-
rung besteht aber darin, die Ablagerung unerwiinschter Ad-
sorbate wihrend des Betriebs zu vermeiden, die die Eigen-
schaften des Graphens und somit dessen Ansprechverhalten
im Biosensor verdandern wiirden.

Neue Entwicklungen bei Synthese und Reinigung ver-
sprechen eine Erweiterung unserer Kenntnisse iiber CNTs,
und letztendlich die Herstellung eines einheitlicheren Mate-
rials, das fiir Biosensoren besser geignet ist. Ahnliches gilt
auch fiir die Forschung zur Synthese, Reinigung, Modifizie-
rung und Biofunktionalisierung von Graphen, wie eine neue
Ubersicht von Geim zeigt.”! So kann man durch die kon-
trollierte Mikrowellenbehandlung von CNTs iiber 90 % eines
vorhandenen Eisenkatalysators entfernen,™ aber das ver-
bleibende Eisen beeinflusst die elektrochemischen Eigen-
schaften der CNTs stark. Methoden zur Trennung der ver-
schiedenen chiralen, und unterschiedlich leitfahigen, CNT-
Formen werden ebenfalls untersucht. Diese Forschung baut
auf Berichten auf, wonach sich aromatische Polymere (auf
Polyfluorenbasis) selektiv sowohl um die CNTs mit groen
Durchmessern als auch um die chirale (6,5)-Form der CNTs
wickeln.>!

Einige aktuelle Berichte beziehen sich zwar nicht direkt
auf Biosensoren, weisen aber mit Erkenntnissen zum Entwurf
von Sensoreinheiten der weiteren Entwicklung von Biosen-
soren mit Kohlenstoffnanomaterialien den Weg. So berich-
teten Gheith et al.”? {iber die Stimulierung von Nervenzellen
durch laterale Strome in hochleitfdhigen SWNT-Mehr-
schichteinheiten. Es sind also biomedizinische Einheiten
denkbar, mit denen man einzelne elektrisch anregbare Zellen
(wie Muskel- oder endokrine Zellen) untersuchen konnte. So
eine FEinheit konnte in Wirkstoffstudien als ein ,,pharmako-
logischer Sensor auf molekularer Ebene wirken. Fadel
et al.” nutzten die groBe Oberfliche von SWNTs, um T-
Lymphozyten einer hohen lokalen Konzentration von Anti-
CD3 (primidre Antikorper gegen den T-Lymphozyt-Zellre-
zeptor) auszusetzen und so eine gesteigerte Immunreaktion
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der T-Zelle auszulosen. Abgesehen von der direkten Bedeu-
tung fiir mogliche medizinische Anordnungen — hohe Kon-
zentrationen von Proteinstimuli sind z. B. notwendig, um eine
effektive immunvermittelte zelluldre Reaktion auf Krebs zu
induzieren — liegt hier auch ein indirekter ,,systemischer
Biosensor“ vor, der eines Tages die Beobachtung der Im-
munreaktion geschwéchter Patienten ermoglichen konnte.

Noch einen Schritt weiter gingen Forscher, die SWNTs
mit Krebsantikorpern funktionalisierten, um Tumorzellen
durch eine thermische Ablation unschidlich zu machen.”*
Dabei heizen sich die SWNTs durch Absorption von NIR-
Licht auf, das Gewebe relativ gut durchdringen kann. Dies
verspricht auch die Moglichkeit einer selektiven Hyperther-
mie-Behandlung, weil die mit Antikérpern funktionalisierten
SWNTs nur Krebszellen angreifen und durch lokales Erhit-
zen infolge der NIR-Anregung abtoten. Eine weitere Mog-
lichkeit fiir Biosensoren ist das Anhédngen von MWNTs an die
Sonde eines Rasterkraftmikroskops (AFM), was den Trans-
port von molekularem ,,Frachtgut“ durch eine von AFM-
Sonden vermittelte Nanoinjektion in das Zellinnere moglich
macht.® Durch die Markierung solcher Nanorohrensonden
mit Antikérpern konnten bestimmte Zellarten (z. B. maligne
oder differenzierte Zellen) in einer besseren Auflosung als
mit laseroptischen Techniken erkannt und analysiert werden,
und ein Mikroarray von AFM-Sonden mit unterschiedlichen
Antikorpern wiirde ein ,,Multiplex“-Verfahren ermoglichen
(,,Fischen nach Molekiilen®).

Die Vorteile der Kohlenstoffnanomaterialien fiir die De-
tektion von Biomolekiilen und ihre Bedeutung fiir die klini-
sche Labortechnik sind offenkundig. Da kohlenstoffbasierte
Sensoren in der Herstellung relativ billig sowie leicht und
kompakt sind, erwarten wir die kommerzielle Nutzung einer
~kompakten Kohlenstoffchemie“ analog zur ,, Trockenche-
mie®“ der letzten Jahren im Bereich der medizinischen Pa-
thologie. Die Miniaturisierung und Herstellung kompakter
Biosensoren als diagnostische Einheiten mit ihren vielfiltigen
Anwendungsmoglichkeiten wird intensiv erforscht. Beispiele
dafiir sind robuste diagnostische Notfalleinheiten fiir den
Einsatz in abgelegenen, weit von medizinischen Einrichtun-
gen entfernten Gebieten; preisgiinstige Sensoren fiir die
Detektion von Umweltschadstoffen, beispielsweise in Was-
serliufen; die Uberwachung des Gesundheitszustands in der
Raumfahrt; der Schutz vor Bioterrorismus durch die schnelle
Detektion von Viren und Bakterien in gefdhrdeten Gebduden
mithilfe einer Vielzahl unauffilliger Detektoren; die Selbst-
iiberwachung von biologischen Implantaten und die Ausriis-
tung von Militdrpersonal mit integrierten Detektionseinhei-
ten fiir biologische oder chemische Kampfmittel. Biosensoren
dienen in diesen und weiteren Anwendungen dem Schutz des
Lebens, der Gesundheit und der Umwelt. Aufgrund seiner
vielen einzigartigen Eigenschaften, und weil seine zweidi-
mensionale Struktur mithilfe von etablierten Mikrofabrika-
tionstechniken und groBflichiger Biofunktionalisierung auf-
gebaut und modifiziert werden kann, spielt Graphen als
Material fiir die Biosensoren der Zukunft eine wichtige Rolle.
Es sind aber noch betrichtliche Forschungsarbeiten erfor-
derlich, um die Biokompatibilitdt von Kohlenstoffnanoma-
terialien zu beurteilen und zu optimieren und eine mogliche
Toxizitdt sowie langfristige Gesundheitsrisiken abzuschitzen.
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