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Einleitung

Ein bestehendes Problem in der elektrochemischen
in vivo Sensorik ist die Verwendung einer geeigneten
Referenzelektrode (RE). Als weit verbreiteter Stan-
dard hat sich die Silber/Silberchlorid-Elektrode
(Ag/AgCl) in Form eines chlorierten Silberdrahts etab-
liert (s. Abb. 1A). Allerdings wurde sowohl fur Silber
als auch fur Silberchlorid eine zytotoxische Wirkung
nachgewiesen [1]. Somit ist die Ag/AgCI-RE fur chro-
nische Tierversuche ungeeignet und eine Implanta-
tion im Menschen ausgeschlossen. Weltin et al. [2, 3]
haben demonstriert, dass sich Platin-Elektroden von
Cochlea-Implantaten (Cl) als Arbeitselektrode (engl.
working electrode, WE) beziehungsweise Gegen-
elektrode (engl. counter electrode, CE) fur elektro-
chemische in vivo Messungen oxidativer Spezies eig-
nen.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Kon-
zepts zur Verwendung einer weiteren Implantat-
Elektrode auf Platin-Basis als RE (s. Abb. 1B). Infol-
gedessen ist fur elektrochemische Messungen neben
dem Implantat keine zusatzliche Elektrode zu implan-
tieren. Aufgrund der komplexen Potentialbildung so-
wie seiner Polarisierbarkeit scheint Platin (Pt) zu-
nachst nur bedingt fir den Einsatz als RE geeignet.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde demonstriert, dass
eine gezielte in situ Oberflachenmodifikation durch
zyklische Polarisierung stabile und reproduzierbare
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Referenzpotentiale mit geringer Drift ermdglicht. Die
Funktionalitdt des Konzepts wurde durch Langzeit-
messungen an analytischen Pt-Elektroden sowie Cl-
Stimulationselektroden bestatigt. Die Vorkonditionie-
rung kann sowohl chronoamperometrisch als auch
chronopotentiometrisch erfolgen, wodurch die Not-
wendigkeit einer Ag/AgCI-Elektrode obsolet wird. Es
konnte zudem gezeigt werden, dass ein Sensorpro-
tokoll zur Messung von Wasserstoffperoxid (H202)
mit einer Pt-RE angewendet werden kann.

Materialien und Methoden

Chemikalien

Fir die Durchfihrung der Messungen wurde eine
phosphatgepufferte Salzlésung (engl. phosphate buf-
fered saline, PBS) bei einem pH von 7,4 als Elektrolyt
verwendet, hergestellt aus 85,15 mM Na2HPOs,
14,82 mM NaH2PO4 und 100 mM NaCl. Fur die H202-
Messungen wurde eine 10 mM Hz202 Lésung aus ei-
ner 30 %-igen H202-Stamml6sung mit deionisiertem
Wasser (DI-Wasser) angesetzt.

Setup

Die Messungen wurden zunachst mit analytischen
Disk Pt-Elektroden (932-00024, Gamry) mit 3 mm
Durchmesser als WE und Pt-RE durchgefiihrt. Eine
Platinstab-Elektrode mit 2 mm Durchmesser wurde
als CE verwendet. Im Anschluss wurde die
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Abb. 1: Darstellung eines Implantats als elektrochemischer Sensor unter Einsatz einer Ag/AgCl-Elektrode als RE
(links) und einer Platin-Stimulationselektrode als RE (rechts) (nach [3]). WE: Arbeitselektrode, CE: Gegenelektrode.
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Funktionalitat bei Neuroimplantat-Elektroden besta-
tigt. Hierfar wurden als Pt-RE und WE die Elektroden
eines dreikanaligen Cls fur Tierexperimente (MED-
EL) sowie ein Titanblech mit einer Flache von ca.
2 cm? (009471, CHEMPUR) als CE genutzt. Zur Kon-
ditionierung der Pt-RE sowie zur Uberwachung des
Potentials der konditionierten Pt-RE wurde eine kom-
merzielle Ag/AgCl-Referenzelektrode (6.0733.100,
Metrohm), geftillt mit 3 M KCI, verwendet.

Die elektrochemischen Messungen wurden in einem
3-Elektroden-Aufbau mit einem CompactStat-Po-
tentiostat (IVIUM Technologies) durchgefihrt. Eine
Pt-Elektrode wurde zunachst gegenuber einer
Ag/AgCI Elektrode vorkonditioniert. Sie wurde im An-
schluss als Pt-RE verwendet und eine zweite Pt-
Elektrode als Arbeitselektrode. Die Potentialdifferenz
zwischen der Pt-RE-Elektrode und der Ag/AgCl-
Elektrode wird Uber einen Instrumentierungsverstar-
ker (INA 116) mittels eines Oszilloskops (Pico-
Scope2207, Pico Technology) aufgezeichnet.

Protokolle

Vorkonditionierung

Die Vorkonditionierung der Pt-RE erfolgte gegentiber
einer Ag/AgCl-Elektrode unter Anwendung eines
chronoamperometrischen oder chronopotentiometri-
schen Protokolls. In der chronoamperometrischen
Voronditionierung (s. Abb. 2A) wurde die Elektrode
10-mal fur jeweils 5 s abwechselnd auf -0,3 V und
0,8 V polarisiert. Im Anschluss folgt eine Polarisie-
rung der Elektrode fir 30 s auf ein Potential nahe ih-
res vermuteten Gleichgewichtspotentials. Die zur
chronopotentiometrischen Konditionierung der Elekt-
rode eingesetzte Stromstarke ist von der Grof3e und
dem Zustand der Elektrode abhangig und muss fur
die jeweiligen Messungen entsprechend angepasst
werden. Fur die analytischen Pt-Elektroden wird 10-
mal ein Strompuls mit einer kathodischen Phase
(=18 pA) und einer anodischen Phase (15 pA) fir je-
weils 5 s angelegt, gefolgt von einer Vorpolarisierung
auf ein Potential nah des Gleichgewichtspotentials fiir
30 s mit einer Stromstarke von -0,35 pA (s. Abb. 2B).
Bei den CI-Elektroden liegen die Stromstarken bei
-1,4 A, 0,6 uyA und -0,01 pA.

Pt-RE Stabilitatsmessung

Um die Stabilitdt der vorkonditionierten Pt-RE zu
Uberprifen, wurden Langzeitmessungen uber 16
bzw. 25 Stunden in luftgesattigtem Elektrolyten
durchgefuhrt. Dabei wurde an einer Pt-WE zyklische
Voltammetrie durchgefiihrt, wobei die Potentialgren-
zen an die jeweiligen Bezugspotentiale innerhalb des
Wasserfensters angepasst wurden. Die Anderung
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des Pt-RE-Bezugspotentials wurde als Potentialdiffe-
renz gegenuber einer kommerziellen Ag/AgCI-Elekt-
rode mithilfe eines Oszilloskops (jeweils ein gemittel-
ter Wert Uiber 5 s) gemessen.

Wasserstoffperoxid-Sensorprotokoll

Das Sensorprotokoll dient der Evaluierung der An-
wendbarkeit der vorkonditionierten Pt-RE. Das vorlie-
gende Protokoll wurde von Weltin et al. [3] GUbernom-
men.

Die Zugabe von Wasserstoffperoxid (H202) zur PBS-
Loésung fuhrt eine weitere Redox-aktive Spezies ne-
ben dem Sauerstoff ein. Unter geeigneten anodi-
schen Potentialen kann Hz20: oxidiert und unter ka-
thodischen Potentialen reduziert werden. Wahrend
der kathodischen Phase des Sensorprotokolls Uber-
lagern sich daher die Strombeitrage sowohl der
Sauerstoffreduktion als auch der Reduktion von Was-
serstoffperoxid. Das Protokoll setzt sich aus vier Pha-
sen zusammen: 0,8 V vs. Ag/AgCI fir 1s, 0,5V vs.
Ag/AgCI fur 4 s (anodischer Messschritt), —0,4 V fur
1sund -0,3 V fur 4 s (kathodischer Messschritt). Im
Anschluss an das vierstufige chronoamperometri-
sche Protokoll erfolgt die Aufzeichnung des OCP
Uber einen Zeitraum von 10 s. Die Potentialmessung
der Pt-RE erfolgt gegenliber einer Ag/AgCI-Elektrode
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Abb. 2: Zyklische Vorkonditionierung einer Pt-Elektrode
als chronoamperometrisches (A) und chronopotentiomet-
risches (B) Protokoll zur Etablierung eines konstanten
Referenzpotentials.
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Konzentration des Analyten wird durch die Mittelung
der jeweiligen Strombeitrage Uber die letzte Sekunde
des anodischen und kathodischen Messschritts be-
stimmt. Der Strom fungiert als Indikator fir die Kon-
zentration des Analyten.

Ergebnisse und Diskussion

Vorkonditionierung der Pt-RE

Zur Etablierung eines stabilen Potentials, welches als
elektrochemisches Referenzpotential verwendet wer-
den kann, wird die Pt-Elektrode vorkonditioniert
(s. Abb. 2). Durch das chronoamperometrische (s.
Abb. 2A) bzw. chronopotentiometrische (s. Abb. 2B)
Protokoll wird die Oberflache der Elektrode wech-
selnd oxidiert und reduziert und anschlie3end kontrol-
liert mit Oxid belegt. Die anschlieRende OCP-Mes-
sung zeigt fur beide Arten der Vorkonditionierung die
Einstellung eines konstanten Potentials. Im Gegen-
satz zu konventionellen Referenzelektroden ist der
Prozess der Potentialbildung bei Pt nicht klar defi-
niert, was die Stabilisierung des Potentials grundsatz-
lich erschwert. Dieser Problematik wirkt die "aktive
Polarisierung" entgegen. Das im Anschluss gemes-
sene Gleichgewichtspotential Iasst sich als Mischpo-
tential interpretieren, das sich vermutlich durch eine
Kombination verschiedener Prozesse, insbesondere
der Platinoxidbildung und der Reduktion von moleku-
larem Sauerstoff, einstellt [4].
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Uberpriifung der Stabilitét der Pt-Referenzpotentiale
Die Stabilitat der vorkonditionierten analytischen Pt-
RE wurde Uber einen Zeitraum von 25 Stunden un-
tersucht, indem kontinuierlich zyklische Voltammo-
gramme (engl. cyclic voltammograms, CVs) an einer
Pt-WE aufgezeichnet und gleichzeitig das Potential
der Pt-RE gegenuber einer Ag/AgCl-Referenzelekt-
rode mittels Oszilloskops Uberwacht wurde. Abbil-
dung 3 zeigt die aufgenommenen CVs sowie die Ver-
anderung des Pt-RE-Potentials nach chronoampero-
metrischer (Abb. 3A/C) und chronopotentiometri-
scher (Abb. 3B/D) Vorkonditionierung. Die Potential-
grenzen der CVs verschieben sich entsprechend dem
Anfangswert der Pt-RE in negative Richtung, wah-
rend die charakteristischen Merkmale der Pt-CVs er-
halten bleiben (vgl. Abb. 3A und 3B). In Abbildung 3A
ist eine leichte Verschiebung der Oberflachenreaktio-
nen an der WE im CV in negative Richtung Uber die
Zeit zu beobachten. Diese Verschiebung korreliert mit
der Anderung des Referenzpotentials der Pt-RE. Fiir
die chronoamperometrische  Vorkonditionierung
wurde eine Potentialdifferenz von -0,1 mV bis
16,3 mV gegenlber dem initialen Referenzpotential
gemessen. Ebenso zeigen die CVs in Abbildung 3B
nur eine geringe Drift iber die Messdauer, was eben-
falls mit der Veranderung des Pt-RE-Potentials Uber-
einstimmt. Hier liegt die Potentialdifferenz zwischen
=-5,7 mV und 6,7 mV. Diese Resultate legen nahe,
dass sowohl die chronoamperometrische als auch die
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Abb. 3: Kontinuierliche zyklische Voltammetriemessung gegeniiber der chronoamperometrisch vorkonditionierten ana-
lytischen Pt-RE (A, C), bzw. chronopotentiometrisch vorkonditionierten analytischen Pt-RE (B, D), tiber 25 Stunden
zur Bestimmung der Stabilitiit der Pt-RE. Die Anderung des Referenzpotentials Pt-RE wurde gegeniiber einer Ag/AgCl-
RE mit dem Oszilloskop tiberwacht.
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chronopotentiometrische  Vorkonditionierung ein
stabiles Referenzpotential der Pt-RE gewahrleisten
und die Stabilitdt der Pt-RE unabhangig von der ge-
wahlten Vorkonditionierungsmethode ist. Abbildung 4
zeigt die Stabilitat der Pt-RE auf einem CI Uber eine
Dauer von 16 Stunden. Die CVs wurden an einer Cl-
WE, die sich auf einem separaten Implantat befindet,
gegeniuber der vorkonditionierten CI-Pt-RE aufge-
zeichnet, wahrend die Potentialanderung der Cl-Pt-
RE gegentiber einer Ag/AgCI-Referenzelektrode mit-
tels Oszilloskops erfasst wurde. Auch hier erfolgt eine
Verschiebung der Potentialgrenzen der CVs entspre-
chend des neuen Bezugspotentials. Abbildung 4A
zeigt die Drift der CVs nach chronoamperometrischer
Vorkonditionierung. Es I&sst sich erkennen, dass sich
die charakteristischen Merkmale der CVs in Richtung
negativer Potentiale verschieben, was zu einer
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Verschiebung des Beginns der Sauerstoffentwick-
lung fuhrt. Diese Verschiebung begtinstigt eine er-
hohte Sauerstoffproduktion, was sich in einer veran-
derten Form der CVs im Bereich der Wasserstoffad-
sorption zeigt, da eine groflere Menge molekularen
Sauerstoffs an der Elektrode reduziert werden kann.
Die Drift der CVs spiegelt sich in der Verschiebung
des Referenzpotentials (Abb. 4C) wieder. Bei der
chronoamperometrischen Vorkonditionierung wurde
eine Potentialdifferenz von -0,3 mV bis 58,2 mV ge-
genuber dem initialen Referenzpotential gemessen.
In Abbildung 4B ist die Drift der CI-Pt-RE, deren Po-
tential gegenuber einer Ag/AgCI-RE in Abbildung 4D
dargestellt ist, anhand einer Verschiebung der Ober-
flachenreaktionen an der CI-WE in negative Richtung
erkennbar. Nach chronopotentiometrischer Vorkondi-

tionierung ergab sich eine Abweichung des
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Abb. 4: Kontinuierliche zyklische Voltammetriemessung gegeniiber der chronoamperometrisch vorkonditionierten CI-

Pt-RE (A, C), bzw. chronopotentiometrisch vorkonditionierten CI-Pt-RE (B, D), iiber 16 Stunden zur Bestimmung der

Stabilitit der Pt-RE. Die Anderung des Referenzpotentials der Pt-RE wurde gegeniiber einer Ag/AgCI-RE mit dem Os-
zilloskop tiberwacht.
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Abb. 5: Stabilitdt der Pt-Referenzpotentiale in den ersten 20 min. Berechnet wurde jeweils die mittleren Steigungen
zur Bewertung der Stabilitét.
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Referenzpotentials zwischen —0,1 mV und 105,4 mV.
Diese grélkeren Schwankungen bei der Verwendung
von CI-Elektroden lassen sich moglicherweise durch
die Oberflachenbeschaffenheit der Elektrode erkla-
ren, insbesondere durch eine erhdhte Rauigkeit. Des
Weiteren konnten Verunreinigungen der Elektrode
sowie eine gesteigerte Empfindlichkeit gegentber
Umgebungsbedingungen, wie der Adsorption von
Molekilen, zu den beobachteten Potentialschwan-
kungen der Referenzelekirode beitragen. Die genaue
Ursache fiir die Instabilitat der CI-Pt-RE Iasst sich je-
doch nicht mit hinreichender Sicherheit bestimmen.

Da bei in vivo Messungen keine Messdauer von meh-
reren Stunden ohne erneute Konditionierung der Re-
ferenzelektrode vorgesehen ist, liegt der Fokus ins-
besondere auf den Potentialanderungen der Pt-Refe-
renzelektrode (Pt-RE) zu Beginn der Messungen. In
Abbildung 5 sind daher die Potentialdifferenzen vom
Initialwert innerhalb der ersten 20 Minuten der vier
Langzeitmessungen dargestellt. Zur Bewertung der
Stabilitdt wurden die mittleren Steigungen der Poten-
tialverlaufe der vorkonditionierten Referenzelektro-
den berechnet. Die mittlere Steigung des Bezugspo-
tentials fur die analytische Pt-RE nach chronoampe-
rometrischer Vorkonditionierung betragt
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0,14 mV/min; nach chronopotentiometrischer Vor-
konditionierung —0,26 mV/min. Die mittlere Steigung
des Referenzpotentials fur die CI-Pt-RE betragt im
Falle der chronoamperometrischen Vorkonditionie-
rung 0,40 mV/min; nach chronopotentiometrischer
Vorkonditionierung 0,78 mV/min. Diese Ergebnisse
zeigen, dass das Referenzpotential in allen Messun-
gen im Mittel um weniger als 1 mV/min variiert.

Validierung der Pt-RE in Sensor-Protokollen

Zur Bestatigung der Eignung von Pt als
elektrochemische Referenzelektrode wurde eine
analytische Pt-Elektrode als Referenz bei der
Bestimmung der H202-Konzentration eingesetzt
(Abb. 6). Als Referenzelektrode wurde eine
chronoamperometrisch vorkonditionierte analytische
Pt-RE verwendet. Wie in Abbildung 6B ersichtlich, ist
sowohl bei anodischer als auch bei kathodischer
Polarisierung  ein  signifikanter ~ Strombeitrag
erkennbar. Wahrend des anodischen Messschritts
(0,5V vs. Ag/AgCl) hangt der Verlauf der Strom-
dichte vom H202-Oxidationsstrom ab. Je héher die
Konzentration von H202im Elektrolyten, desto grolRer
ist der resultierende  Strombeitrag.  Dieser
Zusammenhang ist in Abbildung 7A dargestellt. Hier
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Abb. 6: Chronoamperometrische Messung der H,O»-Konzentration (A). Das angelegte Potential wurde dabei an das

eingestellte Bezugspotential der chronoamperometrisch vorkonditionierten Pt-RE angepasst. Die resultierende Strom-

dichte wird in (B) gezeigt, wobei die markierten Bereiche die Zeitfenster kennzeichnen, in denen die anodische bzw.

kathodische Stromantwort berechnet wurde. Der Verlauf der Pt-RE-Potentiale gegeniiber einer Ag/AgCl-Elektrode ist
in (C) dargestellt.
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Abb. 7: Kalibrierung von H,O» mittels des amperometrischen Sensorprotokolls zeigt stabiles und hochlineares Verhal-
ten sowohl in dem anodischen (A) als auch in dem kathodischen (B) Messschritt fiir die gewéhlten Konzentrationen.

wurde der Mittelwert der letzten Sekunde des
anodischen  Messschritts  berechnet, da die
Bedingungen in diesem Zeitraum am besten definiert
und reproduzierbar sind. Die lineare Beziehung zeigt
eine exzellente Korrelation Uber die verwendeten
H202-Konzentrationen hinweg. Im kathodischen
Messschritt (-0,3 V vs. Ag/AgCl) resultiert der
gemessene Strombeitrag sowohl aus der Reduktion
von Hz202als auch von geldstem O2. Auch hier wurde
der Strombeitrag in der letzten Sekunde des
Messschritts gemittelt, und die Ergebnisse in
Abbildung 7B gegen die H202-Konzentration
aufgetragen. Dabei konnte erneut eine starke
Linearitat festgestellt werden. In Abbildung 6C sind
die Potentialverlaufe der Pt-RE gegentber einer
Ag/AgCI-Elektrode  wahrend der Messungen
dargestellt. Die Differenzen in den gemessenen
Referenzpotentialen, die durch die variierenden
H>02-Konzentrationen hervor-gerufen  werden,
zeigen, dass das etablierte Gleichgewichtspotential
in Abhangigkeit von der H202-Konzentration variiert.
Dies legt nahe, dass H202 einen zusétzlichen Beitrag
zur Einstellung des Mischpotentials leistet. Obgleich
eine Konzentra-tionsabhangigkeit festzustellen ist,
bleibt das Pt-RE-Potential fir jede einzelne Messung
stabil. Diese Ergebnisse bestatigen erneut die hohe
Stabilitat der Pt-RE in der H202-Messung und
demonstrieren  abermals die Eignung der
vorkonditionierten Pt-RE far derartige
Sensorprotokolle.

Schlussfolgerung

Die gezeigten potential- bzw. stromkontrollierten Vor-
konditionierungsprotokolle bieten einen vielverspre-
chenden Ansatz zur Etablierung eines stabilen und
reproduzierbaren Referenzpotentials an einer Platin-
Elektrode. Die stromkontrollierte Vorkonditionierung
erlaubt die Ermittlung des Arbeitspunktes unter Ein-
satz von ausschlieflich Platin-Elektroden. Dies er-
moglicht elektrochemische Messungen in vivo ohne
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die Notwendigkeit einer Ag/AgCl-Referenzelektrode.
Dadurch ist keine Modifikation des Implantats erfor-
derlich, da die vorhandenen Stimulationselektroden
genutzt werden konnen. Dies eréffnet zukunftswei-
sende Madglichkeiten fiir elektrochemische Messun-
gen ohne zytotoxische Wirkung im lebenden Organis-
mus, wodurch sich die Langzeitstabilitat erheblich
verbessern lasst.
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