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Die steigende Nachfrage nach portablen Geraten zur Kontrolle von medizinischen oder physikalischen
Parametern fir die Uberwachung des Gesundheitszustands fiihrt zu mehreren Ansatzen fir Handheld
oder Point-of-Care-Geraten. Diese finden Anwendung in der Medizin, in der Heimpflege oder auch im
Lifestyle-Bereich. Die Patienten oder ganz allgemein die Benutzer werden ein solches Messgerat weniger
in der Hand, sondern eher an der Kleidung oder am Kérper befestigt tragen. Demnach missen diese
Messgerate in Bezug auf Grof3e und Gewicht weiter verkleinert werden. Insbesondere elektrochemische
Sensoren sind potentiell gut geeignet um diese Grolkenanforderungen zu erflllen. In der vorliegenden
Arbeit liegt das Augenmerk auf der Detektion von Laktat. Die Technik zur Herstellung der
Enzymelektroden Iasst sich jedoch auch auf andere elektrochemische Sensoren lbertragen.

Lactat ist das Salz der Milchs&aure und entsteht als Stoffwechselprodukt bei der Energiebereitstellung im
Kérper durch unvollstdndige Verbrennung von Kohlenhydraten. Bedeutung hat es insbesondere fir die
Sportmedizin zur Beurteilung und Steuerung der Ausdauerleistungsfahigkeit. In der Notfall- und
Intensivmedizin dient Lactat als ein potentielles Alarmsignal bei allgemeinen gesundheitlichen
Problemen. Ein allgemeines Ziel ist es Lactat-Sensoren fur in-vivo-Messungen einzusetzen.
Beispielsweise sollen Sportler die Moglichkeit bekommen ihre Laktatkonzentration kontinuierlich Gber die
Zeit einer Trainingseinheit zu messen, die Ergebnisse der Messungen dienen dann der Optimierung des
Trainings. Dies wirde eine Verbesserung gegeniber den etablierten Verfahren, welche nur die Messung
von Einzelwerten vor und nach einer Trainingseinheit gestatten, bedeuten. Hierzu missen
Mikroelektroden mit entsprechend kleinen aktiven Sensoroberflachen entwickelt werden, um z.B. eine
Integration in ein Hohl-Nadel- bzw. Nadel-Array-System zu ermdglichen. Hier wird von der Herstellung
von Au-Elektroden mit Oberflachen im Mikrometerbereich berichtet, welche fiir den in-vitro-Einsatz in
einem amperometrischen Lactat-Sensor mit einem Enzym funktionalisiert wurden. Als Enzym wurde
Lactatoxidase verwendet und in einer Matrix aus Glutaraldehyd auf der Oberflache der Elektroden
immobilisiert.

Lactatoxidase ist ein Enzym, das eine chemische Reaktion katalysiert, in der Lactat-Saure mit Sauerstoff
zu Pyruvat und Wasserstoffperoxid reagiert. Der amperometrisch messbare Redoxstrom, der bei der
elektrokatalysierten Reaktion an Wasserstoffperoxid durch Elektronenlbertragung entsteht, ist
proportional zu der Konzentration von Lactat-Saure”.

Es wird eine Immobilisierungsmethode vorgestellt, welche sowohl die Aktivitdt des Enzyms bewahrt als
auch eine ausreichende Haftung gewahrleistet. Es wurden in Acryl eingebettete Au-Drahtelektroden mit
Durchmessern von 200 ym und 25 ym sowie Diinnschicht Au-Elektroden mit einer Flache von 100 mm?
hergestellt und vergleichend untersucht. Des Weiteren wurde der Einfluss einer Polymer-Membran
(Nafion®) auf die Funktionalitat der Elektroden untersucht. Zur Charakterisierung der Elektroden wurden
cyclovoltametrische Messungen (CV) durchgefihrt.
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Herstellung der Elektroden

Die verwendeten Arbeitselektroden wurden aus Gold- bzw. Platin-Drahten angefertigt. Hierzu wurde ein
dinner Draht mit einem Durchmesser von 200 ym bzw. 25 uym in eine Glaskapillare (Mikropipette)
eingefiihrt und die Offnung durch Epoxidklebstoff verschlossen (Abb. 1). Mit Hilfe eines Skalpells wurde
das herausragende Drahtende biindig mit dem Glaskapillarende abgeschnitten. Die durch den Schnitt
freigelegte Stirnflache des Drahts dient als wirksame Flache, welche beim Einsatz der Elektrode mit dem
Lésungsmittel in Berihrung kommt. Fur den elektrischen Kontakt wird an das andere Ende des dinnen
Drahts ein dickerer Kupferdraht angelétet. Durch diese einfache und kostengtinstige Herstellungstechnik
ist die Fertigung von Elektroden mit wirksamen Flachen im Bereich von einigen Quadratmikrometern
moglich. Die geometrische Reduktion der wirksamen Flache einer Elektrode geht einher mit der
Verringerung der Stromstéarke bei potentiometrischen Messungen. Dies hat insbesondere fiir
Batteriebetriebene Sensorkonzepte Vorteile. Durch das angegebene Herstellungsverfahren sind
prinzipielle Eignungstests, mit Hilfe von CV-Messungen, von ,Mikroelektroden* furr elektrochemische
Messung in effektiver Weise moglich.

Abb. 1: Schematische Darstestellung des Querschnitts der Arbeitselektrode

Neben dem oben beschriebenen Herstellungsverfahren wurde ein weiteres alternatives Verfahren zur
Fertigung von Arbeitselektroden verwendet. Auch hier wurden Au- und Pt-Drahte mit den gleichen
Starken wie zuvor verwendet. Abweichend von obigem Verfahren wurden die Drahte in ein Acryl-
Einbettmittel eingegossen, wodurch sich die Elektrodenenden mechanisch gut bearbeiten lieBen. Die
Problematik von undichten Glasréhrchen, welche an den nach dem oben beschriebenen Verfahren
hergestellten Elektroden auftreten konnte, wurde damit behoben. Als GieRRform wurde eine glaserne
Einmalpipette verwendet, die sich nach der ca. 30-minlitigen Aushartung zerbrechen und entfernen lief3.
Ein Beispiel fur eine auf solche Art gefertigte Elektrode ist in Abb. 2 gezeigt.

a) b)
Abb. 2: a)ln Arcyl eingebettete Au-Draht-Elektrode. b) Schnittflache einer Au-Elektrode unter
einem Mikroskop

Zusatzlich zu den beschriebenen Drahtelektroden wurden Au-Dinnschicht-Elektroden gefertigt. Dazu
wurden vereinzelte goldbeschichtete Waferstiicke in den Maflen 15 mm x 15 mm mit einem verzinnten
Kuferdraht verlotet. Damit die Lotstelle nicht in Kontakt mit dem Elektrolyten kommt, wurde sie mit einem
Zwei-Komponenten-Epoxykleber hermetisch versiegelt. Die elektroaktive Flache der Elektrode betrug
nach der Versiegelung etwa 90 mm?.

Enzym-Funktionalisierung der Elektroden

Fir die amperometrische Lactatdetektion und voltammetrischen Untersuchungen wurden die Elektroden
mit Lactatoxidase funktionalsiert. Die Funktionalsierung der Elektroden wurde jeweils immer kurz vor
jeder Messreihe durchgefiihrt. Generell wurden alle Elektroden vor der Immobilisierung gereinigt, wobei
dazu verschiedene Methoden fiir die Reinigung und deren Einflussnahme auf die Messung untersucht
wurden. Jede Elektrode wurde jedoch zumindest mit Ethanol griindlich gereinigt und danach fir 15 min
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mit Phosphat-Pufferldésung oder DI-Wasser ins Ultraschall-Bad gelegt. Untersucht wurden zusatzliche
Reinigungsschritte wie elektrochemisches Reinigen in Phosphat-Pufferlésung oder Salzsaure (HCI) und
Spilen mit Schwefelsaure (H,SOy,).

Bei der Immobilisierung von Lactatoxidase mittels chemischer Bindung per Glutaraldehyd wurde die
gereinigte Au-Elektrode mit 5 pl einer Lésung benetzt und fur ca. 15 bis 20 min unter einem Abzug
getrocknet. Die Zusammensetzung der verwendeten Losung war wie folgt:

Substanz Menge
pH-Pufferlésung 30 pl
BSA 10 pl
Lactatoxidase 20 yl
Glutaraldehyd 5% | 10 ul

Das Glutaraldehyd wurde stets zuletzt hinzugefligt, da die Quervernetzung innerhalb von 30 bis 60
Sekunden soweit fortgeschritten war, dass eine Benetzung der Elektrodenoberflache mittels einer
Mikroliterpipette nicht mehr moéglich war. Die funktionalsierten Elektroden wurden nach der
Trocknungszeit entweder direkt verwendet oder in Phosphat-Pufferldsung getaucht aufbewahrt.

Test und Charakterisierung der Elektroden

Zur Charakterisierung der hergestellten Elektroden wurden zunachst mit nicht-funktionalisierten
Arbeitselektroden aus Gold und Platin cyclovoltametrische Messungen in verdiinnten H,O,-Ldsungen in
Wasser und Phosphatpuffer durchgefiihrt. Dabei wurde ein Potentialbereich von -800 mV bis 1200 mV
(gegen Ag/AgCl-Referenzelektrode) mit einer Scan-Rate von 40 mV/s durchlaufen. Fir die Messungen
wurde der Potentiostat pAutolablll der Firma Metrohm GmbH verwendet. Als elektrochemische Zelle
wurde VC-3 Voltammetry cell und als Referenzelektrode RE-1B beides von der Firma ALS Co. Ltd, Tokyo
verwendet. In Abb.3a sind exemplarisch Messungen fur verschiedene H,O,-Konzentrationen in wassriger
Lésung wiedergegeben. Gezeigt sind Cyclovoltagramme nach jeweils 5 maligem Durchlaufen eines
Zykluses. Hiernach waren die nachfolgenden Kurven deckungsgleich mit den vorangegangenen. Die
Voltagramme der Messungen von H,O; in Reinstwasser (hier nicht gezeigt) weisen keine ausgepragten
Strompeaks auf, die eine Oxidation oder Reduktion des Wasserstoffperoxids aufzeigen. Dennoch besteht
zwischen der Stromstarke bei einem bestimmten Potential und der Wasserstoffperoxidkonzentration eine
erwartetete Korrelation.

Demgegentber zeigen die Messungen in Phosphat-Puffer signifikant konzentrationsabhangige
Oxidationspeaks (Abb. 3a). Sowohl der hdhere Absolutwert der Peakstréme als auch die Tatsache, dass
die Oxidationspeaks besser ausgepragt sind, dirfte auf die héhere Leitfahigkeit des Phosphat-Puffers
gegenuber Reinstwasser zuriickzufiihren sein. Die Position des H,O,-Oxidationspeaks liegt etwa bei

900 mV und bestatigt somit aus der Literatur berichtete Werte?. Es besteht eine gute Linearitat zwischen
den gemessenem Peakstromen und der Wasserstoffperoxidkonzentration mit einer Empfindlichkeit von
31 mA/mM (Abb.3b).

a) b)

Abb. 3:a) Cyclovoltagramm von H,O in Phosphat-Puffer mit einer @25 pym-Au-Elektrode bei
verschiedenen H,0,-Konzentrationen. Scan-Rate= 40 mV/s. b) Peak-Stromstarke gegentber der
H,0,-Konzentration.
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Fur die elektrochemische Untersuchung der mit Lactatoxidase funktionalisierten Elektroden wurde eine
Reihe von verschieden konzentrierten Lactat-LOdsungen angesetzt. Hierzu wurde zunéchst eine
Basisldsung durch Lésen von 45 mg des L-(+)-Lactatsaure-Pulvers in 500 ml Phosphat-Pufferlésung
angesetzt und weitere Lésungen wurden durch Verdinnung hergestellt. CV-Messungen an in Arcyl
eingebetteten Au-Elektroden weisen deutliche Oxidations- und Reduktionspeaks auf (Abb. 4a). Aus
diesen Messungen ergibt sich fur Wasserstoffperoxid, das sich Uber die enzymatische Reaktion mit
Lactatoxidase und Lactat-Saure gebildet hat, ein Mittelpunktspotential E,,= 720 mV. Die Ergebnisse der
Oxidations-Peakpotentiale sind mit den in der Literatur vergleichbarz. Die Oxidationspeakstromstarke als
Funktion der Lactat-Konzentration zeigt ein lineares Verhalten bis zu Lactat-Konzentrationen von 1 mM
(Abb. 4b).

Vergleichend zu den Untersuchungen an Drahtelektroden wurden CV-Messungen an funktionalisierten
Dunnschicht-Elektroden durchgefiihrt. Ziel war es zu untersuchen, inwiefern die deutlich gréf3ere und
dinnere Elektrodenflache einer gesputterten Goldschicht sich im Vergleich zu einer Au-Drahtelektrode
verhalt. In Abb.5 sind die CV-Messungen an einer funktionalisierten Au-Dinnschicht-Elektrode gezeigt.
Insgesamt ist wie zu erwarten die Stromstarke um fast eine GréRenordnung gréRer als bei den
Drahtelektroden, was der grof3eren Flache geschuldet ist. Wahrend bei den Messreihen mit den Au-
Drahtelektroden immer nur ein Redoxpeakpaar sichtbar war, zeigt sich nun ein zweites Peakpaar bei 450
mV bzw. 225 mV (gegen Ag/AgCl-Referenzelektrode). Gerlache et al.? beschreibt ebenfalls ein zweites
Redoxpaar im gleichen Potentialbereich, sehen dieses aber fir den Einsatz in physiologischen Fluiden
nur von begrenztem Nutzen, da darin das amperometrische Signal der Oxidation bei +450 mV gehemmt
wird. Die Kennlinie aus Abb.5b lasst erkennen, dass auch Diinnfilm-Elektroden im Konzentrationsbereich
von 0,25 mM bis 1 mM ein lineares Verhalten zeigen. Dabei weist die Elektrode eine Sensitivitat von 3,2
mA/mM auf.

a) b)

Abb.4: a) CV's mit @200 um Enzym-funktionalisierter Au-Elektrode fur verschiedene Lactat-
Konzentrationen. b) Oxidationspeakstromstéarke als Funktion der Lactat-Konzentration.
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a) b)

Abb.5: a) CV’s mit Au-Dunnschichtelektrode fur verschiedene Lactat-Konzentrationen.
b) Oxidationspeakstromstarke des Peaks bei etwa 900 mV als Funktion der Lactat-Konzentration.

Zur Untersuchung der Auswirkungen einer Polymer-Membran auf die Performance wurde Nafion zur
Funtionalisierung der Elektrodenoberflache von Au-Draht-Elektroden verwendet. Romero et al.> und Patel
et al.* berichten, dass eine Nafion-Membran die Selektivitat der Elektrode erhoht, in dem negativ- bzw.
ungeladene Molekiile anderer Spezies den Weg zur Elektrode nicht vollenden kénnen. Nafion ist ein
sulfoniertes Tetrafluorethylen-Polymer (PTFE), welches in aliphatischen Alkoholen und Wasser gelost ist.
Ein Zweig in der chemischen Struktur von Nafion ist Sulfonsaure (SO3H). An diesen Zweigen kénnen sich
positiv geladene lonen binden und so ber Poren durch die Polymer-Matrix transportiert werden. Romero
etal’® zeigt ein Verfahren auf, welches zur Herstellung einer flexiblen Membranstruktur mit Hilfe einer
Nafion-Losung verwendet werden kann. Hierbei wurden die Elektroden in eine fertige Nafion-Losung
getaucht. Die leicht flichtige Losung hinterlies nach dem Abtrocknen die Polymer-Schicht auf der
Elektrodenoberflache. Durch mehrmaliges Wiederholen konnten so mehrere Schichten von Nafion
aufgebracht werden. Die Trocknung fand unter einem Abzug statt und brauchte etwa 5 min pro Schicht.
Hiernach erfolgte die Beschichtung mit der Enzym-Matrix. Zur Charakterisierung solch beschichteter
Elektroden wurde eine Messreihe mit Enzym-funktionalisierten Au-Drahtelektroden in einer 1-molaren
Lactatldsung durchgefiihrt.

Abb.6: Cyclovoltagramme von @25 pm-Au-Elektroden mit unterschiedlichen Nafion-Schichtdicken.
Schichten auf Elektroden: a) A5 mit einer Schicht, b) A6 mit 2 Schichten, c) A7 mit 3 Schichten.

In den Verlaufen der Cyclovoltagramme erkennt man zum einen insgesamt zwei Oxidations- und zwei
Reduktionspeaks und zum Anderen den Einfluss der Nafion-Schichtdicke auf den resultierenden Strom.
Je dicker die Polymer-Schicht wird, desto geringer der Stromfluss. Desweiteren verschieben sich die
Potentiale der insgesamt 4 Peaks leicht.
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Bei der Betrachtung der Reduktionspeaks fallt auf, dass der Peakstrom 1,," bei E,;™ mit gréRerer
Schichtdicke betragsmaRig steigt, wahrend I,,"*" bei E,,™ kleiner wird (siehe obige Tabelle). Das
Auftreten eines zusatzlichen Peakpaares zeigt eine unerwartete Redoxreaktion, welche von einem
anderen Stoff verursacht oder von einer Art Verunreinigung hervorgerufen werden kénnte. Von einem
zweiten Peakpaar wurde auch schon von Gerlache et al.? berichtet. Firr die Bestimmung der
Konzentration von Wasserstoffperoxid sind die Oxidationspeaks in beiden Potentialbereichen
verwendbar, auch wenn sich diese im Vergleich zu den Potentialbereichen ohne Nafion-Membran
verschoben haben.

Zusammenfassung

In der vorliegeneden Arbeit wird die Immobilisierung von Lactatoxidase auf eine Gold-Elektrode mit Hilfe
von Glutaraldehyd beschrieben. Da das Enzym auf der einen Seite eine Aktivitat weitestgehend behalten
und es auf der anderen Seite fur eine kontinuierliche Messung fest genug an der Elektrodenoberflache
anhaften soll, mussten geeignete Immobilisierungsmethoden und -rezepturen fir einen Lactatsensor
entwickelt werden.

Es wurde gezeigt, dass Lactat-Saure mit dem Enzym Lactatoxidase detektierbar ist und dass die
Immobilisierungsmethode mit Glutaraldehyd prinzipiell geeignet ist. Desweiteren wurde eine
Proportionalitat zwischen den gemessenen Peakstromen und der Lactat-Konzentration bis zu
Konzentrationen von 1 mM festgestellt.

Die vorgestellte Methodik zur Enzym-Immobilisierung hat deutlich gemacht, dass die richtige
Zusammensetzung der Hilfsstoffe und Vernetzungsmittel ebenso ein kritischer Parameter ist, wie die
Handhabung der Substanzen und des Enzyms selbst.
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