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Zusammenfassung

Gegenstand dieser Diplomarbeit war der Aufbau eines Setups, mit dessen Hilfe opti-
sche Wellenleiterspektroskopie am Membranprotein Cytochrom c Oxidase (CcO) si-
multan mit elektrochemischen Untersuchungen durchgeführt werden können. Durch
Optische Wellenleiterspektroskopie wurde die Anbindung des Proteins an ein Sub-
strat sowie die Bildung der Doppellipidmembran gezeigt. Die elektrochemischen Un-
tersuchungen dienen einerseits dazu, direkten Elektronentransfer vom Protein zur
Probe nachzuweisen und andererseits zum Nachweis der Bildung einer Doppellipid-
membran mit einer von optischer Wellenleiterspektroskopie unabhängigen Methode.
Dazu benötigt man eine Oberfläche, die sowohl transparent, als auch leitfähig ist.
Eine Möglichkeit das zu bewerkstelligen ist, Tantalpentoxid als Wellenleitermaterial
zu verwenden, und darauf eine leitfähige Schicht aufzubringen. Hierfür kommen nur
transparente Halbleiter oder ultradünne Goldschichten in Frage. Es werden elek-
trochemische Untersuchungen von Indium Zinn Oxid (ITO), Aluminium dotiertem
Zink Oxid (AZO) und Gold durchgeführt, um die Eignung der Materialien in Be-
zug auf die Untersuchung direkten Elektronentransfers zu testen. Weiters werden
die Dicke und der Brechungsindex von Tantalpentoxid Schichtwellenleitern mittels
optischer Wellenleiterspektroskopie bestimmt. Dieser Schichtwellenleiter wird funk-
tionalisiert, CcO wird an die Oberfläche angebunden und eine Protein verankerte
Doppellipidmembran bildet sich. Dieses Schichtrsystem wird wiederum mittels opti-
scher Wellenleiterspektroskopie charakterisiert. In einem letzten Schritt werden die
CcO Anbindung und die Bildung der Doppellipidmembran auch auf elektrochemi-
schen Weg gezeigt.
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1 Einleitung

1.1 Optik evaneszenter Wellen

Die Detektion evaneszenter Wellen ist eine etablierte Technik zur Untersuchung der
Anhaftung dünner Schichten an Oberflächen. Sie funktioniert nach dem Prinzip, dass
eine an einem optisch dünneren Medium total reflektierte Welle an der Grenzfläche
nicht abrupt abbricht, sondern ein exponentiell abfallender Anteil in das optisch
dünnere Medium eindringt. Diese exponentiell abfallenden Wellen werden evanes-
zente Wellen genannt. Sie reagieren sehr sensitiv auf Brechungsindexänderungen
oder Schichtdickenänderungen an der Grenzfläche auf Seiten des dünneren Mediums.
Deshalb basieren viele markerfreie Biosensoren (Label free Biosensors) auf dem Prin-
zip evaneszenter Wellen. Eine der am häufigsten eingesetzten evaneszent-optischen
Methoden ist der SPR (Surface Plasmon Resonance)-Sensor (siehe z.B. [1]). Hier-
bei ist eine dünne Goldschicht auf ein Glassubstrat aufgebracht. Bei Einstrahlung
eines Lichtstrahls in einem definierten Einfallswinkel (Plasmonen Resonanzwinkel)
werden an der Grenzschicht zwischen Gold und Dielektrikum im Gold Oberflächen-
plasmonen angeregt. Eine andere Methode zur Detektion evaneszenter Wellen ist
Optische Wellenleiterspektroskopie (OWS) mittels eines planaren Schichtwellenlei-
ters. Dieser besteht aus drei Schichten (Substrat, Kern und Deckschicht). Damit
sich Lichtstrahlen im Wellenleiter ausbreiten können (elektromagnetische Wellenlei-
termoden) muss der Brechungsindex des Kerns größer sein als die Brechungsindizes
des Substrates und der Deckschicht. Die Anzahl der geführten Moden hängt von der
Dicke des Kerns sowie von den Brechungsindizes aller drei Schichten ab [2, 3].
Der Vorteil des SPR-Sensors gegenüber OWS ist, dass durch die Leitfähigkeit der
Probenoberfläche elektrochemische Messungen simultan zu optischen Messungen
durchgeführt werden können. Man ist jedoch in der Wahl der optischen Wellen-
längen eingeschränkt, da der Extinktionskoeffizient κ (Imaginärteil des Brechungs-
index) von Gold wellenlängenabhängig und nicht vernachlässigbar klein ist. So gilt
beispielsweise für 632,8 nm Wellenlänge κ = 3, 4, während für 800 nm Wellenlän-
ge bereits κ = 4, 9 gilt [4]. Aus dem selben Grund sind Fluoreszenzmessungen mit
fluoreszierenden Farbstoffen nahe an der Probenoberfläche komplexer. Ein weiterer
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Nachteil bei SPR Spektroskopie ist, dass die Anregung der Oberflächenplasmonen
nur mit parallel zur Einfallsebene polarisiertem Licht (transversal magnetische Pola-
risation, TM) möglich ist. Dadurch kann die Probendicke beziehungsweise die Dicke
der anhaftenden Schicht nicht gleichzeitig mit dem Brechungsindex der Probe exakt
bestimmt werden. Hierfür ist die Messung von mindestens zwei optischen Moden nö-
tig. OWS hat den Vorteil, dass Wellenleitermoden sowohl mit parallel (TM) als auch
senkrecht zur Einfallsebene polarisiertem Licht (transversal elektrische Polarisation,
TE) angeregt werden können, weshalb gleichzeitig die Dicke und der Brechungsindex
der untersuchten Proben bestimmt werden können. Da der Wellenleiter transparent
sein muss, ist es möglich, Absorptionsspektroskopie Messungen durchzuführen [5].
Ein großer Nachteil der OWS ist jedoch, dass transparente Materialien meist nicht
elektrisch leitfähig sind, weshalb simultan zu OWS Messungen in der Regel keine
elektrochemischen Untersuchungen durchgeführt werden können. Ein Ausweg sind
Wellenleiter aus transparenten oxidischen Halbleitern. Diese haben jedoch einen ver-
gleichsweise großen Extinktionskoeffizienten, was eine geringere Sensitivität des Wel-
lenleiters zur Folge hat.
Deshalb wurden in dieser Arbeit Wellenleiter mit geringem Extinktionskoeffizien-
ten untersucht, welche mit einem transparenten, leitfähigen Material beschichtet
wurden. Dieses Material musste so dünn wie möglich sein, um eine möglichst hohe
Sensitivität des Wellenleiters gegen Brechzahländerungen an der Probenoberfläche
zu gewährleisten.

1.2 Biologische und künstliche Membrane

Zellmembranen bestehen im Wesentlichen aus einer Lipid-Doppelschicht, die alle le-
benden Zellen umhüllt. Sie enthält eine Vielzahl an biologischen Molekülen, haupt-
sächlich Lipide und Proteine. Die Lipide der Zellmembranen sind amphiphil, das be-
deutet, sie bestehen aus hydrophoben und hydrophilen Anteilen. Membranproteine
sind in die Zellmembran eingebettet. Es gibt verschiedene Arten von Membranpro-
teinen. Proteine, die in die Membran integriert sind, nennt man Integrale Membran-
proteine. Falls sie dabei die gesamte Membran überspannen, wie beispielsweise CcO,
werden sie Transmembranproteine genannt [6]. Untersuchungen von Membranprote-
inen erweisen sich aufgrund deren amphiphilen Charakters als kompliziert. Werden
sie in Lösung aufbewahrt, müssen sie mit einem Detergens stabilisiert werden, damit
sie nicht denaturieren. Im Laufe der Zeit wurden verschiedene künstliche Membran-
systeme zur Untersuchung von Membranproteinen entwickelt.
Ein häufig verwendetes System sind Proteoliposomen [7, 8], das bedeutet, gelöste
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Membranproteine werden in eine künstliche sphärische Doppellipidschicht einge-
baut, welche die natürliche Umgebung des Proteins imitiert. Das Membranpotential
sowie die Lösungsmittelkonzentration im inneren Kompartment können mit diesem
System nicht kontrolliert werden.
Mit Hilfe von Black Lipid Membranes (BLM), welche als frei schwebende Membrane
Zugriff auf beide Seiten der Membran erlauben, können diese Nachteile umgangen
werden [9]. BLMs haben jedoch eine geringere mechanische Stabilität.
Festkörpergestützte Membrane (solid supportet Bilayer Lipid Membrane, sBLM)
sind auf einem meist planarem Substrat aufgebracht. Daher sind simultan ober-
flächenanalytische und elektrochemische Messmethoden möglich [10]. Sie zeichnen
sich im Vergleich zu den bisher genannten Systemen durch eine hohe mechanische
Stabilität aus. Ein klarer Nachteil im Vergleich zur natürlichen Zelle ist jedoch der
kleine Submembranraum, weshalb nur ein sehr kleines Ionenreservoir zur Verfü-
gung steht. Außerdem können Membranproteine mit großen Einheiten außerhalb des
Membranraums nicht in die Membran eingebaut werden beziehungsweise verlieren
ihre Funktionalität. Eine Weiterentwicklung davon sind verankerte Lipid-Membrane
(thethered Bilayer Lipid Membranes, tBLM). Hier steht ein hinreichend großer Sub-
membranraum zur Verfügung, welcher als Ionenreservoir dient, und vielen Membran-
proteinen die Inkorporation in die Membran erlaubt [11–14]. Große und unflexible
Membranproteine können dennoch in ihrer Funktionalität eingeschränkt werden, da
die Membran unflexibel an die Oberfläche angebunden wird.
Bei Protein verankerten Doppellipidmembranen(protein-thethered Bilayer Lipid Mem-
branes, ptBLM) definiert das Membranprotein selbst die Größe des Submembran-
raums, da der Anker am Protein angebunden ist [1]. Dieses System kommt in dieser
Arbeit zum Einsatz.

1.3 ptBlm1 und Cytochrom c Oxidase

Bei der Protein verankerten Doppellipidmembran ist ein Ankermolekül direkt an
das Protein angebunden. Der Anker ist ein sogenannter His-Tag, der an rekombi-
nante Proteine angefügt wird. Zwei Histidin-Reste bilden hierbei einen Komplex
mit einem Ni2+-Ion. Die anderen Bindungsstellen dieses Komplexes werden durch
die Endgruppe eines Nitrolotriessigsäure (NTA) Restes besetzt. Dieser NTA Rest
wird durch ein Thiol auf einer Goldoberfläche immobilisiert (siehe Abb. 1.1a). Die
angebundene Proteinschicht wird durch in-situ Dialyse in eine Membran rekonsti-
tuiert(siehe Abb. 1.1b).

1protein thethered Bilayer lipid Membrane, Proteinverankerte Doppellipidschicht
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a)

b)

Abbildung 1.1: a) Oberflächenfunktionalisierung auf Gold für die Immobilisierung von
CcO.
b) Schematische Darstellung der Rekonstitution von CcO in eine ptBlm
durch in-situ Dialyse. Quelle: [15]
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In dieser Arbeit wurde CcO jedoch nicht nur an Gold, sondern auch an Tantal-
pentoxid angebunden. Der Unterschied in der Anbindungschemie besteht darin, dass
auf oxidischen Oberflächen statt mit einem Thiol mit einem Silan angebunden wird.
Vorteil der ptBLM gegenüber allen anderen bisher beschriebenen künstlichen Mem-
bransystemen ist, dass Proteine in definierter Orientierung auf einer Oberfläche
immobilisiert werden können. Die Orientierung wird durch die Lage des His-Tags
bestimmt, welcher an zwei unterschiedlichen Stellen im Protein angebracht werden
kann [6]. Ist der His-Tag am C-Terminus in Untereinheit II angebracht, ist direkter
Elektronentransfer zwischen Arbeitselektrode und Protein möglich. Ist der His-Tag
jedoch im N-Terminus in Untereinheit I angebracht, so ist Elektronentransfer zwi-
schen CcO und einer in Puffer gelösten Redoxspezies möglich. Das Ortsspezifische
Anbringen eines His-Tags an CcO ist in [16] beschrieben.
Die mitochondriale Atmungskette besteht aus fünf Enzymkomplexen. Die Komple-
xe I-IV bilden dabei die Elektronentransferkette. CcO ist der letzte Komplex der
Elektronentransferkette (Komplex IV). Er ist verantwortlich für die Reduktion von
molekularem Sauerstoff zu Wasser. Die Reaktion läuft folgendermaßen ab: Auf jedes
an der Reaktion beteiligte Sauerstoffmolekül werden vier Elektronen von Cytochrom
c und vier Protonen aus der wässrigen Umgebung übertragen (siehe Abb. 1.2). Vier

Abbildung 1.2: Die Mitrochondriale Atmungskette Quelle: [17]

weitere Protonen werden zusätzlich durch die Membran gepumpt, um den elektro-
chemischen Potentialgradienten aufzubauen: [17, 18]

4 Cytochrom c2+ + 8 H+
i +O2 −→ 4 Cytochrom c3+ + 4 H+

o + 2 H2O (1.1)
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H+
i sind hier die Protonen, die innerhalb der Mitochondrien beziehungsweise Bakte-

rien aufgenommen werden, H+
o sind die Protonen, die außerhalb abgegeben werden.

In CcO befinden sich vier Redoxzentren, nämlich CuA, Häma, Häma3 und CuB, wo-
bei letztere beide gemeinsam auch als Katalytisches Zentrum bezeichnet werden, da
hier die Reduktion von Sauerstoff zu Wasser katalysiert wird [19, 20]. Der Elektro-
nentransfer läuft sequenziell ab: Cytochrom c, welches sich außerhalb der Membran
befindet, gibt Elektronen an CuA, welches das erste der vier Redoxzentren ist. An-
schließend werden die Elektronen an das nächste Redoxzentrum, Häma, übertragen.
Zuletzt erreichen die Elektronen das katalytische Zentrum Häma3-CuB.
Da die Struktur der Untereinheiten bakterieller Atmungskettenenzyme einfacher ist,
als die mitochondrialer Proteine, und zudem bakterielle Systeme einfacher genetisch
verändert werden können [21], wurde in dieser Arbeit CcO aus Paracoccus denitrifi-
cans verwendet, welche aus vier Untereinheiten besteht. Im Gegensatz dazu besteht
die CcO aus Rinderherzmitochondrien aus 13 Untereinheiten. Da bakterielle CcO
starke Homologien zu eukariotischem (Eukarioten = Lebewesen, deren Zellen einen
Zellkern besitzen) CcO aufweist, und die prokariotische (Prokarioten = Lebewe-
sen, deren Zellen keinen Zellkern besitzen) Atmungskette gleich funktioniert wie
die eukariotische mitochondriale Atmungskette, können die Ergebnisse der Unter-
suchungen an bakteriell gewonnener CcO auf eukariotische Organismen übertragen
werden [21–23].
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2 Theoretische Grundlagen

Im diesem Kapitel werden kurz die theoretischen Grundlagen zu den verwendeten
experimentellen Messmethoden erläutert. Eine ausführliche Betrachtung der The-
matik kann man in [24] und [25] nachlesen.

2.1 Elektromagnetische Wellen in Materie

Zunächst betrachten wir elektromagnetische Wellen in Materie. Für den Fall, dass
keine freien Ladungsträger und Ströme vorhanden sind, gelten folgende Gleichungen
(Maxwellgleichungen):

∇⃗ · E⃗(r⃗, t) = 0 (2.1)

∇⃗ × E⃗(r⃗, t) = −µrµ0
∂H⃗(r⃗, t)

∂t
(2.2)

∇⃗ · H⃗(r⃗, t) = 0 (2.3)

∇⃗ × H⃗(r⃗, t) = ϵrϵ0
∂E⃗(r⃗, t)

∂t
(2.4)

µ0 ist hierbei die Permeabilität des Vakuums, ϵ0 die Dielektrizität des Vakuums und

es gilt µ0ϵ0 =
1

c20
, wobei c0 die Vakuumlichtgeschwindigkeit ist. µr und ϵr beschreiben

die materialabhängige Permeabilität und Dielektrizität. E⃗ und H⃗ beschreiben hier
die elektrische beziehungsweise magnetische Feldstärke. Setzt man nun im folgenden
µr = 1, was eine gute Näherung ist, da nicht mit ferromagnetischen Materialien
gearbeitet wurde, so erhält man die dispersionsfreien Wellengleichungen

∇⃗2E⃗ − 1

c20
ϵr
∂2E⃗

∂t2
= 0 (2.5)

und

∇⃗2H⃗ − 1

c20
ϵr
∂2H⃗

∂t2
= 0 (2.6)

mit den ebenen Wellen
E⃗(r⃗, t) = E⃗0e

−i(k⃗r⃗−ωt) (2.7)
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und
H⃗(r⃗, t) = H⃗0e

i(k⃗r⃗−ωt) (2.8)

als spezielle Lösungen der partiellen Differentialgleichung, wobei k⃗ der Wellenvektor

(zeigt in Ausbreitungsrichtung der Welle mit
∣∣∣k⃗∣∣∣ = 2π

λ
und Wellenlänge λ) und ω

die Kreisfrequenz ist [26].

2.2 Elektromagnetische Wellen an Grenzflächen

Während sich elektromagnetische Wellen im Vakuum immer mit c0 ausbreiten, pro-
pagieren sie in dispersionsfreien Medien mit der Geschwindigkeit c =

c0
n

. Hierbei
bezeichnet n den reellen Anteil des Brechungsindex ñ+ iκ und wird durch n =

√
ϵr

berechnet. Wir betrachten zunächst elektromagnetische Wellen an Grenzflächen zwi-
schen zwei Materialien mit unterschiedlichem Brechungsindex. Trifft ein Strahl auf
die Grenzfläche zweier Medien mit unterschiedlichem Brechungsindex, so teilt er
sich in einen transmittierten und einen reflektierten Anteil. Das Medium, in dem
der einfallende und der reflektierte Strahl verlaufen, habe den Brechungsindex n1,
das Medium, in dem der transmittierte Strahl verläuft, habe den Brechungsindex n2.
Beschränken wir unsere Betrachtung auf homogene isotrope Medien, das bedeutet
n1 und n2 sind konstant, gilt: Einfallswinkel des einfallenden Strahls = Austritts-
winkel des reflektierten Strahls. Für den einfallenden und den transmittierten Strahl
gilt das Snelliussche Gesetz:

n1 · sinα = n2 · sin β (2.9)

Wie man in Abb.2.1 und 2.2 sieht werden die Winkel gegen die Flächennormale der
Grenzfläche gemessen.

α α

β

n
1

n
2

z
y

x

Abbildung 2.1: Snelliussches Brechungsgesetz für n1 < n2
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Abbildung 2.2: Snelliussches Brechungsgesetz für n1 > n2

Der transmittierte Anteil des Strahls wird also für n1 < n2, bei Eintritt aus einem
optisch dünneren Medium in ein optisch dichteres Medium zum Lot hin gebrochen
und für n1 > n2, bei Eintritt aus einem optisch dichterem in ein optisch dünneres
Medium, vom Lot weg gebrochen. [27] Beim Eintritt aus einem optisch dichteren in
ein optisch dünneres Medium kann es zum Spezialfall der Totalreflexion kommen.
Diese tritt ab einem bestimmten Einfallswinkel ϕg (= Grenzwinkel der Totalreflexi-
on) auf. Dieser berechnet sich aus Gleichung 2.9, für den Fall β = 90◦:

α = ϕg = arcsin
n2

n1

(2.10)

Betrachtet man den Fall der Totalreflexion genauer, so fällt auf, dass der Endpunkt
des einfallenden Strahls nicht mit dem Startpunkt des reflektierten Strahls überein-
stimmt, sondern seitlich versetzt ist. Dieser Versatz wird auch Goos-Hänchen Effekt
genannt (siehe Abb. 2.3). Dieser Effekt ist eine Folge der Stetigkeitsbedingung für

Abbildung 2.3: Goos-Hänchen Effekt

die Lösung der Maxwellgleichungen an der Grenzfläche. Das Resultat ist eine eva-
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neszente Welle, die in Richtung des Mediums mit dem geringeren Brechungsindex
exponentiell abfällt [26].
Aus den Maxwellgleichungen und B⃗ = µ0H⃗ ergibt sich:

B⃗0 · k⃗ = E⃗0 · k⃗ = 0 (2.11)

sowie
k⃗ × E⃗0 = ωB⃗0 (2.12)

und
k⃗ × B⃗0 = − ω

c2
E⃗0 (2.13)

Weiters gilt:
E = cB =

c0
n
B (2.14)

wobei c⃗0 ∥ k⃗ .

Die Vektoren E⃗0, B⃗0 und k⃗ bilden in genau dieser Reihenfolge ein orthogonales
Rechtssystem. Wellen dieser Art nennt man auch transversale Wellen. Diese können
polarisiert werden. Wir beschränken uns im Weiteren auf lineare Polarisation. Da
die meisten beobachteten Effekte elektrischer Natur sind, wird zumeist nur das elek-
trische Feld betrachtet. Eine in beliebiger Richtung linear polarisierte Welle kann
man als Superposition zweier normal aufeinander stehender linear polarisierter Wel-
len betrachten. Es hat sich als zweckmäßig erwiesen, die Polarisationsrichtungen
senkrecht und parallel zur Einfallsebene (Ebene, die von k⃗ der einfallenden Welle
und dem Lot auf die Grenzfläche aufgespannt wird, siehe Abb. 2.4) zu betrachten.
Wellen, die parallel zur Einfallsebene polarisiert sind (p-Polarisation), nennt man

Abbildung 2.4: Koordinatensystem für einfallende Wellen. Es ist hier die Komponente
des elektrischen Feldes senkrecht zur Einfallsebene (s-Polarisation), Ep

ist die Komponente parallel zur Einfallsebene (p-Polarisation).

Transversal-Magnetische (TM–) Wellen, Wellen, die senkrecht zur Einfallsebene po-
larisiert sind (s-Polarisation) werden Transversal-Elektrische (TE–) Wellen genannt.
Legt man das Koordinatensystem wie in Abb.2.1–2.3, so hat bei TM-Wellen nur
das H-Feld eine y-Komponente, während bei TE-Wellen nur das E-Feld eine y-
Komponente hat.

10



2.3 Wellenleiter

Als nächstes betrachten wir einen planaren Schichtwellenleiter, das bedeutet ein
System aus drei Schichten mit n1 < n2 und n3 < n2 (Siehe Abb. 2.5 und Abb. 2.6).
Propagiert eine Welle in der mittleren Schicht (Brechungsindex n2), so gibt es an
beiden Grenzflächen einen Grenzwinkel für die Totalreflexion Φg (Siehe Gleichung
2.10). Damit sich eine Wellenleitermode ausbreiten kann, muss der Einfallswinkel
auf beiden Grenzflächen größer sein als Φg, das bedeutet es muss gelten

Φ > arcsin
n1

n2

(2.15)

und
Φ > arcsin

n3

n2

. (2.16)

Zusätzlich müssen die Maxwellgleichungen, sowie die Stetigkeitsbedingungen an den

n
1

n
2

n
3

Abbildung 2.5: Strahlengang in einem Wellenleiter

Grenzflächen erfüllt sein. Aufgrund des evaneszenten Anteils des Feldes in Substrat
und Deckschicht "spürt" die in n2 propagierende Welle einen effektiven Brechungs-
index Neff , wobei gilt [28]:

Neff =
βa

k0
mit n1, n3 < Neff < n2 (2.17)

mit βa = kz = k0n1 sinα . Hierbei ist α der Winkel des einfallenden Strahls (siehe
Abb. 2.4) und βa die Propagationskonstante der Mode. Da jede Mode ihre eigene
Propagationskonstante besitzt, ist auch der effektive Brechungsindex verschiede-
ner Moden unterschiedlich, auch wenn diese im selben Schichtsystem propagieren.
Betrachten wir nun Wellen der Form

E⃗ = E⃗0(x, y)e
i(ωt−βaz), (2.18a)
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x

y

z

n
1

n
2

n
3 Substrat

Kern

Deckschicht

2a

Abbildung 2.6: Modell eines Schichtwellenleiters

H⃗ = H⃗0(x, y)e
i(ωt−βaz). (2.18b)

Setzt man die Gleichungen 2.18a und 2.18b in die Gleichungen 2.2 und 2.4 ein, so
erhält man folgendes Gleichungssystem [29,30]:

∂Ez

∂y
+ iβaEy = −iωµ0Hx (2.19)

−iβaEx −
∂Ez

∂x
= −iωµ0Hy (2.20)

∂Ey

∂x
− ∂Ex

∂y
= −iωµ0HZ (2.21)

∂Hz

∂y
+ iβaHy = iωϵ0n

2Ex (2.22)

−iβaHx −
∂Hz

∂x
= iωϵ0n

2Ey (2.23)

∂Hy

∂x
− ∂Hx

∂y
= iωϵ0n

2Ez (2.24)

Im Wellenleiter, der in Abb. 2.6 dargestellt ist, hängen die Felder nicht von y ab,
das bedeutet
∂H⃗

∂y
=

∂E⃗

∂y
= 0. Setzt man diese Beziehung in Gleichung 2.21 und 2.24 ein, so erhält

man die Gleichungen für die TM- und die TE-Mode. Die TE-Mode erfüllt folgende
Gleichungen:

d2 Ey

dx2 + (k2n2 − β2
a)Ey = 0 (2.25)

mit
Hx =

−βa

ωµ0

Ey , (2.26)

Hz =
i

ωµ0

dEy

dx
(2.27)
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und
Ex = Ez = Hy = 0 (2.28)

Die TM-Mode erfüllt folgende Gleichungen:

d2Hy

dx2 + (k2n2 − β2
a)Hy = 0 (2.29)

mit
Ex =

−βa

ωϵ0n2
Hy , (2.30)

Ez =
i

ωϵ0n2

dHy

dx
(2.31)

und
Ey = Hx = Hz = 0 (2.32)

Die Tangentialkomponenten des E- und H-Feldes, das bedeutet in dem Fall die y-
und z-Komponenten, müssen an den Übergängen stetig sein. Wählt man für TE-
Wellen den Ansatz

Ey =


A cos(κa− Φ)e−σ(x−a) x ≥ a

A cos(κx− Φ) −a ≤ x ≥ a

A cos(κa+ Φ)eξ(x+a) x ≤ −a

(2.33)

mit

κ =
√
k2n2

2 − β2
a (2.34)

σ =
√
β2
a − k2n2

1 (2.35)

ξ =
√
β2
a − k2n2

3 (2.36)

und substituiert

u = κa (2.37)

w = ξa (2.38)

w′ = σa, (2.39)
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so erhält man die Eigenwertgleichungen

u =
mπ

2
+

1

2
arctan

w

u
+

1

2
arctan

w′

u
(2.40)

Φ =
mπ

2
+

1

2
arctan

w

u
− 1

2
arctan

w′

u
, (2.41)

aus denen die Propagationskonstante numerisch berechnet werden kann, wobei gilt:

m = 0, 1, 2 . . . , n .

Durch analoge Rechnung erhält man für TM-Wellen

u =
mπ

2
+

1

2
arctan

n2
2w

n2
3u

+
1

2
arctan

n2
2w

′

n2
1u

(2.42)

Φ =
mπ

2
+

1

2
arctan

n2
2w

n2
3u

− 1

2
arctan

n2
2w

′

n2
1u

. (2.43)

Die Nummer der Mode wird durch ein tiefergestelltes m angegeben (TEmund TMm),
welches dem m in den Gleichungen 2.40 –2.43 entspricht.

2.4 Gitterkopplung

Damit eine Wellenleitermode angeregt werden kann, muss gelten:

kz = βa , (2.44)

wobei kz der zur Propagationskonstante der angeregten Mode parallele Anteil des
Wellenvektors des eingestrahlten Lichtes ist. Da immer βa > n1k0 und βa > n3k0

gilt, ist es nicht möglich, durch bloße Einstrahlung aus Substrat oder Deckschicht
eine Mode in den Wellenleiter einzukoppeln. Dies ist eine Folge der Impulserhaltung
(siehe Abb. 2.7). Jedes Gitter wird durch den Gittervektor K⃗ charakterisiert, wobei

|K| = 2π

Λ
gilt und Λ die Gitterperiode (siehe Abb. 2.8) ist.
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Abbildung 2.7: Impulserhaltung bei Einkopplung einer Wellenleitermode
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Abbildung 2.8: Geometrie und schematischer Strahlengang in einem Rechtecksgitter
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Um Gleichung 2.44 zu erfüllen, benötigt man Hilfsmittel, die den Wellenvektor des
eingestrahlten Lichtes "modifizieren." Eine Möglichkeit, eine Wellenleitermode an-
zuregen, ist mittels eines Koppelgitters. Andere denkbare Möglichkeiten, welche aber
in dieser Arbeit nicht verwendet werden, sind Kopplung mittels Prisma oder Stirn-
flächenkopplung.

Trifft ein Strahl auf ein Gitter, so wird er in mehrere Teilstrahlen (Ordnungen)
aufgespalten. Die Winkel, unter denen diese Ordnungen auftreten, ergeben sich aus
dem Gangunterschied zwischen zwei benachbarten Wellenfronten. Dieser muss ein
Vielfaches der Wellenlänge betragen, und man erhält die Formel

qλ = Λ(sin βq − sinα) , (2.45)

wobei α der Winkel des einfallenden Strahls und βq der Winkel des gebeugten Strahls
in q-ter Beugungsordnung ist. Mit wenigen Umformungen erhält man daraus die
Gleichung für die Wellenzahlen

k⃗q = k⃗u − qK⃗ , (2.46)

wobei für Einkopplung einer Wellenleitermode für die x-Komponente kq,x gelten
muss:

βa = kq,x . (2.47)

Hierbei ist k⃗u der Wellenvektor des vom Gitter ungebrochenen Strahls, für den le-
diglich das Snelliussche Gesetz gilt, q = 0,±1,±2, . . . die Nummer der Beugungs-
ordnung und k⃗q der Wellenvektor der q-ten Beugungsordnung. Der Vollständigkeit
halber sei erwähnt, dass es bei jedem Gitter auch Reflexionsordnungen gibt, welche
für diese Arbeit aber lediglich einen parasitären Effekt darstellen, weshalb nicht wei-
ter auf sie eingegangen wird. Betrachtet man nur Gleichung 2.46, so wären unend-
lich viele Beugungsordnungen möglich. Nicht alle dieser Beugungsordnungen sind
allerdings physikalisch erlaubt. Spaltet man Gleichung 2.46 koordinatenweise auf,
betrachtet nur die x-Achse und setzt in Gleichung 2.9 ein, so erhält man die Beu-
gungsgleichung

n2 sin βq = n1 sinα− q
λ

Λ
, (2.48)

wobei α der Winkel des einfallenden Strahls und βq der Winkel des Strahls in q-ter
Beugungsordnung ist. Betrachtet man Gleichung 2.48, so stellt man fest, dass die
rechte Seite betragsmäßig nicht größer werden darf als n2, da sonst der Winkel βq

imaginär würde (|sin βq| > 1) , was keine physikalisch sinnvolle Lösung darstellt.
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Somit erhält man als Einschränkung für die Anzahl der Beugungsordnungen:

⌈Λ
λ
(n1 sinα− n2)⌉ ≤ q ≤ ⌊Λ

λ
(n1 sinα + n2)⌋ (2.49)

Die Notation ⌈ ⌉ bedeutet hier "aufgerundet auf die nächste Ganze Zahl" und die
Notation ⌊ ⌋ bedeutet "abgerundet auf die nächste Ganze Zahl" [31].

2.5 Elektrochemie

Die elektrochemischen Methoden, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind Elek-
trochemische Impedanzspektroskopie und Cyklovoltametrie. Bei den Cyklovoltame-
triemessungen sowie bei den EIS-Messungen auf leitfähigen Oberflächen wurde das
"Dreielektrodensystem"mit der Probe als Arbeitselektrode, einer Gegenelektrode
aus Platin und einer Ag/AgCl Referenzelektrode verwendet. Bei den EIS-Messungen,
welche auf Tantalpentoxid durchgeführt wurden, wurden Kammelektroden aus Gold
verwendet. Diese waren unter der Tantalpentoxidschicht angebracht.

2.5.1 Elektrochemische Impedanzspektroskopie (EIS)

EIS ist eine etablierte Methode, um die elektrischen Eigenschaften von Membransys-
temen auf leitenden Oberflächen zu charakterisieren. Sie gilt als sehr schonend, da
nur sehr kleine Spannungen verwendet werden. Die verwendeten Spannungen haben
die Form:

E = E0 sinωt (2.50)

E0 ist hierbei die Amplitude und ω die Kreisfrequenz, wobei ω = 2πν mit der
Frequenz ν in Hz gilt. Der daraus resultierende Strom ergibt sich zu

I = I0 sin(ωt+ Φ) , (2.51)

wobei Φ der Winkel der Phasenverschiebung ist. Für manche Betrachtungen ist
jedoch das Arbeiten mit den komplexen Größen E = E0e

iωt und I = I0e
iωt zweck-

mäßiger.
Die Impedanz Z wird als Z = R+ iX = Z ′ + iZ ′′ angegeben, wobei R der Ohmsche
Widerstand und X die Reaktanz ist. Der Kehrwert der Impedanz ist die Admittanz

Y. Diese wird durch Y = Y ′ + iY ′′ =
1

Z
=

Z ′

Z2
− i

Z ′′

Z2
berechnet.

Betrachten wir nun verschiedene elektronische Bauelemente beziehungsweise Schalt-
kreise, aus denen die gängigen Ersatzschaltbilder für die von uns betrachteten Sys-
teme zusammengesetzt werden können.
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• Ohmscher Widerstand R

I =
E

R
=

E0

R
sinωt (2.52)

⇒ Φ = 0 (2.53)

• Kapazität C

q = CE (2.54)

I =
d q

dt
= C

dE

dt
= E0ωC cosωt = I0 sin(ωt+ Φ) (2.55)

⇒ Φ =
π

2
, I0 = E0ωC (2.56)

mit I0 =
E0

X
folgt daraus

X =
1

ωc
(2.57)

oder bei Betrachtung mittels komplexer Größen

I =
d q

dt
= C

dE

dt
= iE0ωCeiωt = I0e

iωt (2.58)

Das bedeutet für die Impedanz Z und die Phasenverschiebung Φ

Z =
E0

I0
=

1

iωc
= − i

ωc
(2.59)

und
Φ = arctan

Z ′′

Z ′ =
π

2
(2.60)

• Widerstand und Kapazität in Serie
Die Gesamtimpedanz und der Phasenwinkel sind gegeben durch

Z = R− i

ωC
(2.61)

|Z| =
√

R2 − 1

ω2C2
(2.62)

Φ = arctan

(
− 1

ωRC

)
(2.63)

• Widerstand und Kapazität parallel
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Für Impedanz und Phasenwinkel gilt:

1

Z
=

1

R
+ iωC (2.64)

Z =
R

1 + iωRC
=

R

1 + (ωRC)2
− i

ωR2C

1 + (ωRC)2
(2.65)

Φ = arctan(ωRC) (2.66)

• Induktivität

U = L
dI

dt
(2.67)

Z =
U

I
= iωL (2.68)

Die Induktivität als eines der drei Klassischen Wechselstrombauelemente ist
hier nur der Vollständigkeit halber erwähnt. Sie kommt jedoch in den gängigen
Ersatzschaltbildern in EIS-Messungen nicht vor.

Die EIS wird in dieser Arbeit auf zwei verschiedene Arten angewandt:

• EIS auf leitfähigen Oberflächen
Hier wird unser System nacheinander Wechselspannungen verschiedener Fre-
quenz (∼ 10−3 − 105 Hz) ausgesetzt und der resultierende Wechselstrom ge-
messen. Zur Datenanalyse wird ein Äquivalenzschaltkreis gebildet. Bei den von
uns verwendeten Systemen ist dieser meist eine Kombination aus einem Wi-
derstand (Lösungswiderstand) und einem dazu in Serie geschalteten parallelen
RC-Glied (Probenoberfläche) . Für die aus den EIS Messungen gewonnenen
Daten gibt es verschiedene Darstellungsmöglichkeiten. Für die in dieser Arbeit
behandelten Effekte sind der Bode-Plot und der frequenzreduzierte Admittanz-
plot am besten geeignet (siehe Abb. 2.9). Die EIS auf leitfähigen Schichten
dient in dieser Arbeit einerseits zur elektrochemischen Charakterisierung der
verwendeten transparenten leitfähigen Oberflächen (siehe Abschnitt 2.5.3) und
andererseits zum Nachweis der Proteinanbindung und Bildung der ptBlm.

• EIS Messungen auf Tantalpentoxid
Obwohl Tantalpentoxid ein Isolator ist, gibt es dennoch eine Möglichkeit EIS
Messungen auf einer Tantalpentoxid Oberfläche durchzuführen. Bei diesen
Messungen befinden sich Kammelektroden unterhalb der Tantalpentoxidschicht
(siehe Abb. 2.10). Ein Sensor besteht aus zwei Kammelektroden, von denen
jede 100 "Finger" enthält. Jeder dieser "Finger" ist 5 µm breit, 1 mm lang
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und 100 nm hoch. Der Abstand zwischen zwei "Fingern" beträgt 5 µm [32,33].
Diese Messungen sind möglich, weil das Elektrische Feld bei der verwendeten
Geometrie etwa 10 µm aus der Oberfläche "herausragt" [34].

a) b)

Abbildung 2.9: a)Bode Plot und b) frequenzreduzierter Admittanzplot der EIS eines
Idealen R(RC)-Gliedes

Beim Bode Plot werden die Impedanz auf einer logarithmischen y-Achse sowie der
Phasenwinkel auf einer linearen y-Achse gegen die Frequenz auf einer logarithmi-
schen x-Achse aufgetragen. Im hochfrequenten Bereich kann man den Lösungswi-
derstand ablesen, im niederfrequenten Bereich die Summe aus Lösungswiderstand
und ohmschem Widerstand an der Grenzfläche, wobei bei allen Messungen der Lö-
sungwiderstand im niederfrequenten Bereich vernachlässigbar war.
Beim frequenzreduzierten Admittanzplot wird der durch die Kreisfrequenz dividierte
Imaginärteil der Admittanz Y ′′/ω auf der y-Achse gegen den durch die Kreisfrequenz
dividierten Realteil der Admittanz Y ′/ω auf der x-Achse aufgetragen. Hier kann man
bei Y ′/ω = 0 die Kapazität beziehungsweise Kapazitäten des Systems ablesen [35].
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Abbildung 2.10: Schematische Darstellung der Kammelektroden a) im Grundriss und b)
in der Seitenansicht

2.5.2 Cyklovoltametrie (CV)

CV ist eine Methode zum Nachweis direkten Elektronentransfers. Dabei wird an eine
Probe periodisch Spannung der Form aus Abb. 2.11 angelegt und der resultierende
Strom gemessen. Für unser System brauchbare Scanraten liegen zwischen 10mV/s
und 100 mV/s. Die gemessenen Ströme können unterschieden werden in:

E

t

E2

E1

Abbildung 2.11: Potentialverlauf einer Cyklovoltametrie

• Nicht Faradayische Ströme
Diese resultieren aus der Ionenverschiebung an der Grenzfläche zwischen Me-
tall und Elektrolytlösung. Sie werden auch kapazitive Ströme genannt. Für
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linearen Spannungsverlauf, das bedeutet E(t) = EStart + νt gilt: [36]

IC =
EStart

Rs

e
−

t

RsC + νC(1− e
−

t

RsC ) , (2.69)

wobei Rs der Widerstand der Elektrolytlösung ist. Beim Rücklauf erhält der
zweite Term ein negatives Vorzeichen, sodass für die Differenz zwischen Hin-
und Rückrichtung des Cyklovoltamogramms gilt:

∆IC = 2νC (2.70)

• Faradayische Ströme
Diese stammen von heterogenem Elektronentransfer an der Grenzfläche zwi-
schen Elektrode und Elektrolytlösung und es gilt

O + e− 
 R , (2.71)

wobei O den oxidierten Zustand und R den reduzierten Zustand einer Re-
doxspezies darstellt. Die Form der Cyklovoltamogramme wird von diffusions-
bedingtem Massentransport und heterogenem Ladungstransfer bestimmt. Der
Ladungstransfer wird durch eine Grundgleichung der elektrochemischen Kine-
tik, die Butler-Volmer Gleichung, beschrieben [37]:

jA(0, t) = cO(0, t) · k0 · e
−α

nF

RT
(E−E0)

− cR(0, t) · k0 · e
(1−α)

nF

RT
(E−E0)

(2.72)

mit den Parametern: Standardgeschwindigkeitskonstante des heterogenen Durch-
tritts k0, Durchtrittsfaktor α, Standardpotential E0, Oberflächenkonzentration
der Redoxpartner cO und cR, sowie Faradaykonstante F und allgemeine Gas-
konstante R. Die Oberflächenkonzentrationen cO(0, t) und cR(0, t) sind poten-
tialabhängig und unterscheiden sich von den Konzentrationen cO und cR im
Rest der Lösung. Dies führt zu diffusionsbedingtem Massentransport. Mit den
Fick’schen Gesetzen kann man die Konzentrationsverteilung in der Diffusions-
schicht beschreiben [21]:

∂cO
∂t

= DO
∂2cO
∂x2

(2.73)

∂cR
∂t

= DR
∂2cR
∂x2

(2.74)

Der Diffusionsgradient an der Grenzfläche zwischen Elektrode und Lösung ist
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proportional zum Ladungsfluss:

jA(0, t) = −DO

(
∂cO
∂x

)
x=0

= −DR

(
∂cR
∂x

)
x=0

(2.75)

Wirken sich heterogener Ladungstransfer und diffusionsbedingter Massentransport
in ähnlicher Größenordnung aus, spricht man vom quasireversiblen Fall. Der an der
Arbeitselektrode messbare Strom kann dann durch Gleichung 2.72 und Gleichung
2.75 beschrieben werden.

Ist der Elektronentransfer "schnell" , das bedeutet k0 > 10−1 cm

s
, spricht man vom

reversiblen Fall und die Butler Volmer Gleichung vereinfacht sich zur Nernst Glei-
chung [36]:

E = E0 +
RT

nF
· ln cO

cR
(2.76)

Der gemessene Strom wird beinahe ausschließlich durch den Massentransport als
langsamsten Schritt kontrolliert. In diesem Fall hängen die Oberflächenkonzentra-
tionen cO(0, t) und cR(0, t) ausschließlich vom angelegten Potential ab. Die Lage der
Spitzenpotentiale wird dann unabhängig von der Scanrate und der Abstand zwischen
den Spitzenpotentialen eines Redoxzentrums beträgt bei Raumtemperatur

∆E = |EA − EC | =
59

n
mV , (2.77)

wobei n die Anzahl der während eines Redoxprozesses umgesetzten Elektronen ist
(siehe Abb. 2.12).

Abbildung 2.12: Cyklovoltamogramm reversiblen Elektronentransfers: kathodisches und
anodisches Spitzenpotential EC und EA, Umkehrpotentiale E1 und E2,
und Redoxpotential E0; Quelle: [21]
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Ist der Elektronentransfer "langsam" , das bedeutet k0 < 10−5 cm

s
, spricht man vom

irreversiblen Fall. Der Strom wird größtenteils durch den Ladungstransfer bestimmt.
Es hat nur entweder die kathodische oder die anodische Reaktion eine messbare
Geschwindigkeitskonstante. Die Nernst-Gleichung ist hier nicht mehr anwendbar
[21].

2.5.3 Halbleiter, Flachbandpotential und Mott-Schottky Plot

Die Leitfähigkeit eines Festkörpers hängt von dessen elektronischer Struktur ab. Da
Festkörper nahezu unendlich viele Atome enthalten, wird die elektronische Struktur
von Festkörpern in Energiebänder, welche von den Atomorbitalen der beteiligten
Atome gebildet werden, zusammengefasst. Da die Energiebänder sehr viele Orbitale
enthalten, ist die Energiedifferenz zweier Orbitale so gering, dass die Energiebänder
als Kontinuum von Energielevels behandelt werden können. Für die Leitfähigkeit
eines Festkörpers sind das höchste besetzte (Valenzband) und das niedrigste unbe-
setzte (Leitungsband) Energieband verantwortlich [38].
Bei Metallen überlappen sich Valenz- und Leitungsband, weshalb Elektronen durch
Anlegen eines beliebig kleinen elektrischen Feldes vom Valenz- ins Leitungsband
wechseln können. Bei Isolatoren gilt für die Bandlücke Eg ≫ kBT , wobei kB die
Boltzmannkonstante und T die Temperatur ist. So können selbst bei hohen Tem-
peraturen keine Elektronen vom Valenzband ins Leitungsband wechseln [39]. Ist die
Bandlücke zwar vorhanden, aber so klein, dass Elektronen durch optische oder ther-
mische Anregung vom Valenz- ins Leitungsband wechseln können, so spricht man
von Halbleitern.
Eine Möglichkeit, die Leitfähigkeit von Halbleitern zu verbessern, ist Dotierung. Da-
zu werden gezielt Fremdatome in den Halbleiter eingebracht. Sind es Atome, die ein
Elektron mehr haben, als die Atome des Halbleiters, spricht man von Typ n Halb-
leitern und Elektronenleitung. Werden Atome eingebracht, die ein Elektron weniger
haben, spricht man von Typ p Halbleitern und Lochleitung. Da in dieser Arbeit
nur Typ n Halbleiter verwendet wurden, werden die folgenden Überlegungen nur für
Typ n Halbleiter ausgeführt.
Das Fermi Level des Halbleiters ist die potentielle Energie des Zustandes, dessen

Besetzungswahrscheinlichkeit
1

2
beträgt. Dieses lässt sich durch angelegte Spannung

verändern.
Legt man bei Halbleiter-/Elektrolyt Kontakt eine Spannung an den Halbleiter an,
gilt es drei Fälle zu unterscheiden [38]:

• Das Redoxpotential des Elektrolyten ist größer als das Fermi-Level des Halb-
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leiters.
Um einen Gleichgewichtszustand zu erreichen, werden Elektronen vom Halblei-
ter in den Elektrolyten transferiert. An der Oberfläche des Halbleiters sammeln
sich Löcher und es bildet sich ein so genannter depletion layer. Der Halbleiter
zeigt Isolatorverhalten.

• Das Redoxpotential des Elektrolyten ist kleiner als das Fermi-Level des Halb-
leiters.
Um einen Gleichgewichtszustand zu erreichen werden Elektronen vom Elek-
trolyten in den Halbleiter transferiert. Es sammeln sich Elektronen an der
Halbleiteroberfläche und es bildet sich ein so genannter accumulation layer.
Der Halbleiter zeigt metallisches Verhalten.

• Das Redoxpotential des Elektrolyten entspricht dem Fermi-Level des Halblei-
ters.
Dies ist der Grenzfall zwischen den ersten beiden Fällen. Es erfolgt kein La-
dungstransfer zwischen Halbleiter und Elektrolyt. Das Potential, bei dem dies
der Fall ist, nennt man Flachbandpotential.

Bei Typ n Halbleitern ist bei angelegten Potentialen, die kleiner als das Flachband-
potential sind, metallisches Verhalten und bei angelegten Potentialen, die größer als
das Flachbandpotential sind, Isolatorverhalten zu erwarten. Um direkten Elektro-
nentransfer von einem angebundenen Protein zum Halbleiter messen zu können, ist
metallisches Verhalten notwendig.
Eine Möglichkeit, das Flachbandpotential eines Halbleiters zu bestimmen, ist der
Mott Schottky Plot. Hierfür werden EIS Messungen bei verschiedenen Biaspoten-
tialen durchgeführt und ein geeignetes Ersatzschaltbild modelliert. Danach wird das
reziproke Quadrat der Kapazität gegen das angelegte Biaspotential aufgetragen.
Gemäß der Formel

1

C2
=

2

eϵrϵ0N

(
E − EFB − kT

e

)
(2.78)

mit der Vereinfachung, dass der Term
kT

e
bei Raumtemperatur vernachlässigbar ist,

ist das Flachbandpotential jenes Potential, an dem die Extrapolation des Fits die
x-Achse schneidet [38].
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3 Messergebnisse und Diskussion

Ziel dieser Arbeit war der Aufbau eines Setups, mit dessen Hilfe OWS-Messungen
am Membranprotein CcO simultan mit elektrochemischen Untersuchungen durch-
geführt werden können. Dieses globale Ziel wurde unterteilt in Elektrochemie auf
transparenten, leitfähigen Schichten, OWS Messungen auf Tantalpentoxid sowie die
Kombination beider Messmethoden auf einem Mehrschichtsystem.
Die Probengeometrie der elektrochemischen Messungen auf Tantalpentoxid wird in
den Abschnitten 2.5.1 und 3.2 beschrieben. In allen anderen Experimenten diente
1 mm dickes Glas (n=1,52) mit den Abmessungen 15 x 30 mm als Substrat. Die-
ses wurde jeweils 15 Minuten mit Aceton, Ethanol und Wasser im Ultraschallbad
und danach 15 Minuten bei 50◦C mit 2% Hellmanex II (siehe Anhang) gereinigt.
Danach wurden die so gereinigten Substrate mit dem jeweiligen Probenmaterial
(Tantalpentoxid, ITO, AZO, Gold) in gewünschter Schichtdicke besputtert.
Die Messkammer hatte den Querschnitt einer an den Ecken abgerundeten Raute mit
den Winkeln 60 und 120◦, eine Fläche von 0,85 cm2 und eine Tiefe von 0,5 cm.

3.1 Elektrochemie von transparenten leitfähigen

Schichten

Erstes Ziel dieser Arbeit war das Herstellen einer geeigneten transparenten, leitfä-
higen Oberfläche, um simultan Elektrochemie-Messungen (EIS und CV) und OWS-
Messungen durchführen zu können. Dafür kamen Indium Zinn Oxid (ITO), Alumi-
nium dotiertes Zinkoxid (AZO) oder ein Multischichtsystem bestehend aus einem
der vorher genannten Materialien und einer dünnen Goldschicht in Frage. Alle Elek-
trochemiemessungen wurden mit PBS-Puffer (siehe Anhang) als Elektrolytlösung
durchgeführt. Nähere Angaben zu den Messaufbauten sowie zur Durchführung der
Messungen befinden sich im Anhang.
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3.1.1 Indium Zinn Oxid

Zunächst musste festgestellt werden, in welchem Potentialbereich reversibler Elek-
tronentransfer möglich ist. Dieser tritt bei Typ n Halbleitern nur im Potentialbe-
reich unterhalb des Flachbandpotentials auf (siehe Kapitel 2.5.3). Deshalb musste
das Flachbandpotential der ITO-Proben bestimmt werden. Hierfür wurden EIS-
Messungen mit variierendem Biaspotential von -500 mV bis +500 mV durchge-
führt, und mit einem geeigneten Ersatzschaltbild modelliert. Im in Abb.3.1 gezeig-
ten Fall war dies ein R(RC)-Glied. Danach wurde eine Mott-Schottky-Auswertung
durchgeführt. Im in Abb. 3.1 gezeigten Fall lag das Flachbandpotential bei -273
mV. In [40] ist beschrieben, dass Gleichung 2.78 nur gilt, wenn die Annahme ge-
troffen wird, dass sich in der Verarmungszone des Halbleiters keine Majoritätsla-
dungsträger befinden. Trifft man diese Annahme nicht, gilt diese Gleichung nur
in einem linearen Bereich, der bei Typ n Halbleitern oberhalb des Flachbandpo-
tentiales liegt. Da das Redoxpotential der verwendeten Redoxspezies (Cytochrom
c) oberhalb des Flachbandpotentials von ITO liegt, war kein reversibler Elektro-
nentransfer zu erwarten. Dennoch wurden CV-Messungen auf ITO durchgeführt.

-1,0 -500,0m 0,0 500,0m
0,0

50,0G

100,0G

150,0G

1/
C

² (
1/

F²
)

E vs Ag/AgCl (V)

Abbildung 3.1: Mott-Schottky Plot zur Bestimmung des Flachbandpotentials eines ITO-
Halbleiters, Messpunkte und Fit: EFB=-273mV

Zunächst mit 5mM Kaliumhexacyanoferrat(II) als Referenz, um herauszufinden,
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ob auf ITO-Oberflächen generell direkter Elektronentransfer möglich ist, dann mit
330µM Cytochrom c als Beispiel für ein einfaches Hämprotein (siehe Anhang). Ka-
liumhexacyanoferrat(II)(Konstitutionsformel K4[Fe(CN)6]) ist ein Molekül, welches
dafür eingesetzt wird, die Möglichkeit des Elektronentransfers nachzuweisen (siehe
z.B. [41]). Bei den Messungen mit Kaliumhexacyanoferrat(II) sieht man reversiblen
Elektronentransfer, während man bei den Messungen mit Cytochrom c zwar einen
gut ausgeprägten Reduktionspeak, aber keinen Oxidationspeak erkennen kann. Ver-
gleicht man Abb.3.2b mit Abb. 3.1, so sieht man, dass der Reduktionspeak unterhalb
des Flachbandpotentials liegt, wo metallisches Verhalten der Oberfläche zu erwarten
war, während der Oxidationspeak oberhalb des Flachbandpotentials weniger ausge-
prägt war, was auf Isolator-Verhalten der Grenzfläche schließen lässt. Auf den ersten
Blick ist es nach dieser Theorie nicht verständlich, warum in Abb. 3.2a reversibler
Elektronentransfer zu erkennen ist. Betrachtet man jedoch die Molekulargewichte
von Kaliumhexacyanoferrat(II)(368,34

g

mol
) und Cytochrom c(12327

g

mol
), so fällt

auf, dass Cytochrom c etwa 30 mal so schwer ist wie Kaliumhexacyanoferrat(II),
was auch auf einen entsprechenden Größenunterschied schließen lässt.

Abbildung 3.2: CV-Messungen auf ITO-Oberfläche links mit Kaliumhexacyanofer-
rat(II), rechts mit Cytochrom c

Deshalb ist die mittlere Distanz des Redoxzentrums von Kaliumhexacyanoferrat(II)
zur Arbeitselektrode deutlich geringer als die mittlere Distanz des Redoxzentrums
von Cytochrom c zur Arbeitselektrode. Da der Elektronentransfer abhängig von der
mittleren Distanz von Redoxzentrum zur Arbeitselektrode ist, war bei den Messun-
gen mit Kaliumhexacyanoferrat(II) im Gegensatz zu den Messungen mit Cytochrom
c reversibler Elektronentransfer zu beobachten.
In den Messungen, die in Abb.3.3 zu sehen sind, und welche bei 0mV Biaspotential
durchgeführt wurden, fällt auf, dass Proben, obwohl sie aus der selben Charge stam-
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Abbildung 3.3: Vergleich der EIS-Messungen zweier ITO-Proben. Das Biaspotential be-
trug 0mV

men, unterschiedliche elektrische Eigenschaften aufweisen (siehe Abb.3.3). So ist in
den Bode-Plots sowie frequenzreduzierten Admittanzplots eines Teils der Proben
nur eine "Zeitkonstante" beziehungsweise kapazitive Komponente zu sehen. Diese
können durch einen R(RC)-Ersatzschaltkreis beschrieben werden. Auf den Plots ei-
nes anderen Teils der Proben sind zwei kapazitive Komponenten zu sehen, weshalb
eine Beschreibung durch einen R(RC)(RC)-Ersatzschaltkreis nahe liegt. Dieses Pro-
blem tauchte mit kommerziell erhältlichem ITO bereits in [15] auf. Dort konnte ITO
unter anderem auch durch Variation der Sputterparameter mit höherem Flachband-
potential hergestellt werden, was jedoch nicht Gegenstand dieser Arbeit war.
Da erstens das Flachbandpotential der ITO-Proben tiefer liegt als die Redoxpoten-
tiale der in dieser Arbeit verwendeten Proteine und zweitens keine Reproduzier-
barkeit hinsichtlich der elektrischen Eigenschaften der ITO-Proben, welche sogar
aus der selben Charge stammen, gegeben ist, kann ITO nicht als Arbeitselektrode
eingesetzt werden, und ist deshalb als Substrat nicht geeignet.

3.1.2 Aluminium dotiertes Zinkoxid

Als weiterer transparenter Halbleiter wurde analog zu den Messungen auf ITO-
Oberflächen das Flachbandpotential von AZO bestimmt. Als erstes wurden AZO-
Proben mit 50nm Schichtdicke untersucht.
In Abb. 3.4 sieht man, wie sich die Probeneigenschaften mit der Zeit verändern.
Der Widerstand im hochfrequenten Bereich steigt an, es ist keine messbare Ka-
pazität mehr vorhanden und die Daten lassen sich nicht mehr mit den gängigen,
physikalisch sinnvollen Ersatzschaltbildern fitten. Deshalb wurden nach den EIS-
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Abbildung 3.4: Zeitliche Änderung von Impedanz, Phasenverschiebung und Kapazität
einer AZO-Probe; Messung 2 wurde sechs Stunden nach Messung 1, Mes-
sung 3 22 Stunden nach Messung 1, Messung 4 24 Stunden nach Messung
1 und Messung 5 96 Stunden nach Messung 1 durchgeführt.

Messungen CV-Messungen durchgeführt und mit CV-Messungen einer frischen Pro-
be verglichen (siehe Abb. 3.5). Nach den EIS-Messungen zeigte die Probe nur mehr
ohmschen Widerstand ohne kapazitive Aufladung. Dies lässt auf Beschädigungen
der Probenoberfläche schließen. Da sich keine stationären Verhältnisse hinsichtlich
der elektrischen Eigenschaften der Proben einstellten, konnte keine Mott-Schottky
Auswertung durchgeführt werden.
Da die AZO-Proben mit 50 nm Schichtdicke in Elektrolytlösung eine irreversible,

unspezifische Änderung von Impedanz, Phasenverschiebung und Kapazität zeigten,
wurden als nächstes AZO-Proben mit 70 nm Schichtdicke untersucht. Deren elek-
trische Eigenschaften in Elektrolytlösung waren 48 Stunden lang stabil, sodass aus-
sagekräftige EIS-Messungen durchgeführt werden konnten.
Da sich nach 60 Stunden in Elektrolytlösung auch die elektrischen Eigenschaften der
AZO Proben mit 70 nm Dicke änderten, wurden vor und nach den EIS-Messungen
Lichtmikroskopieaufnahmen durchgeführt (siehe Abb. 3.6). Das Flachbandpotential
wurde analog zu den Messungen mit ITO mittels Mott-Schottky-Plot ermittelt und
betrug -867mV (siehe Abb. 3.7).
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Abbildung 3.5: Vergleich der CV Messungen auf AZO vor und nach EIS-Messungen.
Nach den EIS-Messungen zeigte die Probe nur mehr ohmschen Wider-
stand.

Abbildung 3.6: Mikroskopieaufnahmen einer AZO-Probe mit 70 nm Schichtdicke a) vor
den EIS-Messungen und b) nach den EIS Messungen. Rechts sind deut-
liche Ablösungen zu erkennen.
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Auf der Aufnahme, die nach den Messungen gemacht wurde sind deutliche Inho-
mogenitäten auf der Probenoberfläche zu sehen, was auf Materialablagerungen oder
Materialablösungen schließen lässt und die Veränderungen der elektrischen Eigen-
schaften der Proben (siehe Abb. 3.4 und Abb. 3.5) erklärt. Um zu testen, welche von
beiden Möglichkeiten zutrifft, wurden die Proben nach den Messungen erneut mit
den organischen Lösungsmitteln Aceton, Ethanol und Wasser sowie mit 2% Hell-
manex II gereinigt. Da sich die Oberfläche auch nach dieser Reinigung nicht mehr
veränderte, musste es sich um Ablösungen handeln. Für ITO ist es bereits bekannt,
dass die Oberfläche bei elektrischer Polarisation in basischer Umgebung abgetragen
wird [42]. Für AZO existieren hierfür keine Untersuchungen. Da AZO aber ebenso
wie ITO ein oxidischer Halbleiter ist, ist anzunehmen, dass die Effekte an der Pro-
benoberfläche in basischer Pufferlösung ähnlich sind.
Da das Flachbandpotential von AZO noch weiter im negativen als das von ITO lag,
waren schlechtere Elektronentransfereigenschaften als bei ITO zu erwarten. Dennoch
wurden CV-Messungen sowohl mit Kaliumhexacyanoferrat (II) als auch mit Cyto-
chrom c durchgeführt (siehe Abb.3.8), jedoch war nicht einmal in den Messungen
mit Kaliumhexacyanoferrat (II) reversibler Elektronentransfer zu sehen.
Betrachtet man die Bode Plots der EIS-Messungen genauer (Abb. 3.4 und Abb.
3.7a), so fällt auf, dass der Widerstand im Hochfrequenten Bereich bereits > 1kΩ

betrug, während er bei den ITO Proben abhängig vom angelegten Biaspotential
zwischen 150 und 400Ω lag. Dies kann nicht alleine durch den Widerstand der
Elektrolytlösung, für welche ein Widerstand von unter 100Ω zu erwarten war, er-
klärt werden. Deshalb wurden Messungen des Flächenwiderstands der AZO-Proben
durchgeführt, welcher bei einer Schichtdicke von 70nm je nach Probe zwischen 350
und 400 Ω betrug. Der Flächenwiderstand wird durch R� =

ρ

d
berechnet (siehe [43])

und ist nicht zu verwechseln mit dem in der EIS gemessenen Widerstand
U

I
=

ρl

A
obwohl beide die Einheit Ω haben. Hierbei ist ρ der spezifische Widerstand, d die
Schichtdicke einer leitenden Fläche, l die Länge und A die Querschnittsfläche eines
Leiters. Nur bei einem quadratischen Leiter mit Elektroden über die gesamte Länge
zweier gegenüberliegender Kanten stimmt der Widerstand R mit dem Flächenwi-
derstand R� überein.
Vergleicht man die gemessenen Werte des Flächenwiderstands mit [44], so fällt auf,
dass es durch Variation der Sputterparameter möglich ist, AZO-Proben mit einem
um einen Faktor 5 niedrigeren Flächenwiederstand herzustellen, was aber nicht Ge-
genstand dieser Arbeit war.
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Abbildung 3.7: a)Bode Plots, b)Frequenzreduzierte Admittanzplots und c)Mott-
Schottky Plot und Ersatzschaltbild von EIS-Messungen einer AZO-Probe
mit 70 nm Schichtdicke bei Biaspotentialen von -500 bis 500 mV.
EFB=-867mV
Für das Ersatzschaltbild gilt: Rs = Widerstand der Elektrolytlösung,
Rct=Ladungstransferwiderstand und C = Kapazität der Grenzschicht
zwischen Festkörper und Elektrolyt
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Abbildung 3.8: CV Messungen a) mit Kaliumhexacyanoferrat(II) und b) mit Cytochrom
c. In a) ist nur irreversibler Elektronentransfer zu erkennen, in b) findet
überhaupt kein Elektronentransfer statt.

Im Gegensatz zu den ITO-Proben waren die Eigenschaften der AZO Proben repro-
duzierbar. Jedoch war das Flachbandpotential von AZO wiederum in einem Bereich,
der zu tief lag, um im Bereich des Redoxpotentials der verwendeten Proteine me-
tallisches Verhalten der Probenoberfläche und somit direkten Elektronentransfer zu
gewährleisten. Somit können auch AZO-Oberflächen nicht für die Untersuchung von
CcO herangezogen werden.
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3.1.3 Goldbeschichtetes Aluminium dotiertes Zinkoxid

In [45] ist beschrieben, dass ultradünne Goldschichten die Elektronentransfereigen-
schaften von transparenten Halbleitern wesentlich verbessern können. Deshalb wur-
den CV-Messungen auf 100nm dicken AZO Proben mit 5nm dicker Goldbeschich-
tung (siehe Abb. 3.9) durchgeführt. Dabei wurde festgestellt, dass die Reinigung
beziehungsweise Präparation der Probenoberfläche großen Einfluss auf die Elektro-
nentransfereigenschaften hatte.

Abbildung 3.9: Aufbau der Goldbeschichteten AZO-Proben

Zunächst wurden Messungen mit 1mM Kaliumhexazyanoferrat (II) durchgeführt,
um zu testen ob auf dieser Oberfläche Elektronentransfer möglich ist, wobei ein Teil
der Proben mit Ethanol und ein Teil mit Hellmanex II (2%) gereinigt wurde (siehe
Abb. 3.10). Die Proben, die mit Ethanol gereinigt wurden, zeigten nur irreversiblen

Abbildung 3.10: CV-Messungen auf AZO/Gold mit 1mM Kaliumhexacyanoferrat (II).
Nach Reinigung mit Ethanol ist kein reversibler Elektronentransfer zu
erkennen, nach Reinigung mit Hellmanex II wurde reversibler Elektro-
nentransfer gemessen.

Elektronentransfer, während bei den Proben, die mit Hellmanex II gereinigt wurden
quasireversibler Elektronentransfer mit ∆E = 117mV gemessen wurde, was bereits
nahe am theoretischen Wert für reversiblen Elektronentransfer ist.
Bei den CV-Messungen mit 330 µM Cytochrom c wurde in den ersten Experimenten
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die Oberfläche gleich behandelt wie bei den Messungen mit Kaliumhexacyanoferrat
(II). Jedoch war weder bei den Proben, die mit Ethanol gereinigt wurden, noch bei
den mit Hellmanex II gereinigten Proben reversibler Elektronentransfer zu beob-
achten, wobei die Peaks bei den Hellmanex II gereinigten Proben eine Auswertung
der Peakseparation zuließen (∆E = 311mV ), während die Peaks bei den Ethanol
gereinigten Proben zu wenig ausgeprägt waren, um die Peakseparation auszuwerten.

Im nächsten Schritt wurde ein Teil der Hellmanex II gereinigten Proben mit Mercap-
toundecaonic acid und ein anderer Teil mit Mercaptoethanol funktionalisiert (siehe
Abb. 3.11).

Abbildung 3.11: CV-Messungen mit 330 µM Cytochrom c. Sowohl die Ethanol gerei-
nigten als auch die Hellmanex II gereinigten Proben zeigten keinen
reversiblen Elektronentransfer und Mercaptoundacaonic acid passivier-
te die Oberfläche. Bei den Mercaptoethanol funktionalisierten Proben
war quasireversibler Elektronentransfer zu erkennen.

Mercaptoundecaonic acid passivierte die Probenoberfläche, sodass bei den so funk-
tionalisierten Proben kein Elektronentransfer zu erkennen war. Die Messungen der
Mercaptoethanol funktionalisierten Proben zeigten quasireversiblen Elektronentrans-
fer mit einer Peakseparation von (∆E = 160mV ).

Als letzter Schritt wurden EIS Messungen der Gold beschichteten AZO Proben
bei Biaspotentialen von -500 bis 500 mV durchgeführt. Die anschließende Mott-
Schottky-Auswertung zeigte, dass mit 5nm Gold beschichtete AZO-Proben kein
Halbleiterverhalten mehr aufweisen (siehe Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Mott-Schottky Auswertung einer Gold beschichteten AZO Probe. Die
Probe zeigt kein Halbleiterverhalten

3.1.4 Gold

In den Messungen, die in Abb. 3.12 zusammengefasst sind, wurde gezeigt, dass sich
mit 5 nm Gold beschichtetes AZO nicht wie ein Halbleiter verhält. Deshalb wur-
den CV-Messungen auf einer 5 nm dicken Goldschicht durchgeführt. Diese wurden
mit den CV-Messungen auf Gold beschichtetem AZO verglichen (siehe Abb. 3.13).
Die Proben wurden mit Mercaptoethanol funktionalisiert.Die Stromdichte war bei

Abbildung 3.13: CV-Vergleichsmessung zwischen Gold beschichtetem AZO und einer
5nm dicken Goldschicht.
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beiden Proben gleich groß und die Peakseparation war bei den Proben ohne AZO
nur um 50 mV größer, als beim AZO/Gold Schichtsystem. Das bedeutet, dass die
elektrischen Eigenschaften des Goldes dominieren. Deshalb wurde im Weiteren kein
AZO mehr verwendet, sondern mit 5 nm Gold als transparente leitfähige Schicht
gearbeitet.

3.1.5 Zusammenfassung und Diskussion

Es wurden Elektrochemiemessungen auf verschiedenen transparenten leitfähigen
Oberflächen durchgeführt. Bei den ITO-Proben zeigten bereits Proben aus der sel-
ben Charge unterschiedliche elektrische Eigenschaften. CV-Messunen zeigten, dass
auf ITO prinzipiell Ladungstransfer möglich ist. Jedoch liegt das Flachbandpotential
unterhalb des Redoxpotentials der Redoxzentren der zu untersuchenden Proteine.
Da Typ n Halbleiter oberhalb des Flachbandpotentials Isolatorverhalten zeigen, war
im relevanten Potentialbereich kein Elektronentransfer von den Redoxspezies zur
ITO Oberfläche zu beobachten.
AZO hatte generell einen höheren Widerstand als ITO. Die elektrischen Eigen-
schaften der AZO-Proben verhielten sich um so stabiler, je höher die Probendi-
cke war. Jedoch war das Flachbandpotential aller AZO-Proben noch unter dem
Flachbandpotential von ITO und damit weit unter dem Redoxpotential der verwen-
deten Redoxspezies, weshalb nicht einmal mit Kaliumhexacyanoferrat (II) rever-
sibler Elektronentransfer beobachtbar war. Eine dünne Goldschicht verbessert die
Ladungstransfereigenschaften von transparenten Halbleitern [46], weshalb auf 100
nm AZO, welches mit 5 nm Gold beschichtet ist, reversibler Elektronentransfer mit-
tels CV-Messungen beobachtbar ist. Mott-Schottky Auswertungen dieser Oberfläche
ergaben, dass kein Halbleiterverhalten vorliegt. Damit lässt sich auf eine geschlos-
sene Goldschicht schließen. Deshalb wurden diese CV-Messungen auf einer 5nm
dicken Goldprobe ohne AZO durchgeführt. Diese wurden mit den vorherigen CV-
Messungen verglichen und ergaben Elektronentransfer in ähnlicher Größenordnung
wie auf dem AZO-Gold-Schichtsystem, weshalb Elektrochemie-Messungen statt auf
AZO mit 5 nm Goldbeschichtung auch auf der Goldoberfläche alleine durchgeführt
werden können.
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3.2 Nachweis der Protein verankerten

Doppellipidmembran auf Tantalpentoxid

mittels Elektrochemischer Impedanz

Spektroskopie

Um die Bildung der ptBlm auf Tantalpentoxid mit einem von optischen Messun-
gen unabhängigen Verfahren nachzuweisen, wurden EIS-Messungen mittels Messung
elektrischer Felder durchgeführt. Hierfür sind Goldelektroden in Form von Kamm-
elektroden unterhalb einer Isolatorschicht (in dieser Arbeit Tantalpentoxid) aufge-
bracht. Der verwendete Chip hatte die Abmessungen 3 x 3 cm. Als Messkammer
diente ein Bereich von etwa 6 x 6 mm unter dem sich die Kammelektroden befanden
(vier "Sätze" Kammelektroden zu jeweils 1 x 2 mm) und welcher mit PDMS (siehe
Anhang) abgedichtet wurde.
Im Gegensatz zu EIS-Messungen auf leitfähigen Schichten, wo in einem Frequenzbe-
reich von 2 mHz bis 100 kHz gemessen wird, hat sich hier ein Frequenzbereich von
10 kHz bis 120 kHz als sinnvoll erwiesen. Als Ersatzschaltbild dient ein R-Q-Glied,
wobei Q ein Constant-Phase-Element ist, welches wie folgt definiert ist:

Für die Impedanz gilt: Z =
1

Q(iω)n
wobei n eine Zahl zwischen 0 und 1 ist. Für n=0

entspricht das Verhalten einem Widerstand, für n=1 entspricht das Verhalten einem
idealen Kondensator. Im vorliegenden Fall handelt es sich um einen nicht idealen
Kondensator, deshalb wird die Einheit des Constant Phase Element im Folgenden als
Kapazität bezeichnet. In Abb. 3.14 sind Widerstand und Kapazität des Messsystems
aufgetragen, wobei in dem verwendeten einfachen Ersatzschaltbild nicht zwischen
Lösungsmittelwiderstand und Widerstand der Probe differenziert wird. Stattdessen
werden der Widerstand und die Kapazität des gesamten Systems ausgewertet. Der
Widerstand betrug in der Referenzmessung 1,3 kΩ, stieg mit der Proteinanbindung
auf 1,35 kΩ und mit Bildung der ptBlm auf 1,76 kΩ an. Die Kapazität betrug vor
Proteinanbindung 5 nF. Diese sank nach Proteinanbindung auf 2,9 nF und mit Bil-
dung der ptBlm auf 1,1 nF. Dies entspricht dem erwarteten Verhalten, da die Mem-
bran ein zum Rest des Systems in Serie geschaltetes RC-Glied darstellt. Nachteil
dieser Methode ist, dass nicht mehr mittels Cyklovoltametrie direkter Elektronen-
transfer zwischen Protein und Elektrode gezeigt werden konnte, da Tantalpentoxid
ein Isolator ist.
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Abbildung 3.14: Widerstand (Schwarz) und Kapazität(Rot) des Messsystems. A ist vor
Proteinzugabe, B ist nach Proteinanbindung und C ist nach Bildung
der ptBlm

3.3 Optische Wellenleiterspektroskopie

OWS beruht auf der Tatsache, dass evaneszente Wellen sehr sensitiv auf Brechungs-
indexänderungen an der Probenoberfläche reagieren. Den Messaufbau, welcher Teil
dieser Arbeit war, sieht man in Abb. 3.15. Der Strahl eines Helium-Neon Lasers
wird über drehbare Spiegel durch einen Polarisator auf die Messzelle, in die die
Probe eingebaut ist, gelenkt. Diese wird mittels eines Goniometers, welches von
einem Fünfphasenmotor gesteuert wird, gedreht. Der Fünfphasenmotor ermöglicht

Drehungen in
1

1000

◦
Schritten. Der Laserstrahl wird mittels Koppelgitter in den

Wellenleiter eingekoppelt, propagiert dann als elektromagnetische Wellenleitermode
durch den Wellenleiter und wird an der Stirnfläche mittels Photodiode detektiert.
Misst man die resultierende Intensität abhängig vom Winkel der Flächen-normalen
der Probe auf den Laserstrahl, so erhält man einen Graphen, wie er in Abb. 3.16 b)
gezeigt ist.

3.3.1 Charakterisierung der Tantalpentoxidschicht

Zunächst wurde berechnet, welche Gitterkonstante die verwendeten Koppelgitter ha-
ben sollten. Die Kriterien hierfür sind, dass bei Bestrahlung mit einem Helium-Neon
Laser (λ =632,8 nm) die Wellenleitermoden mit den gebrochenen Strahlen positiver
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Abbildung 3.15: a) Messaufbau für die OWS-Messungen. Die drehbaren Spiegel dienen
zur Justage. Die Drehung der Messzelle erfolgt über ein Goniometer,
welches mit einem Fünfphasenmotor gesteuert wird, sodass Drehungen
in tausendstel Grad Schritten möglich sind.
b) Propagation einer Mode im Wellenleiter

erster Ordnung bei möglichst kleinen Winkeln angeregt werden. Die Brechungsindi-
zes der Pufferlösung sowie des Substrats sind bekannt und betragen np = 1, 33 und
ns = 1, 52. Der Grund, warum Einkopplung bei möglichst kleinen Winkeln ange-
strebt wird, ist folgender:
Für die Unschärfe einer Mode δN̄ gilt [2]:

δN̄ =
λ

Lx

, (3.1)

wobei λ die Wellenlänge des eingestrahlten Lichtes und Lx die Breite des Gitters ist.
Mit

N̄ = Neff − n sinα− λ

Λ
(3.2)

und
δN̄ = (Neff − n sinα1 −

λ

Λ
)− (Neff − n sinα2 −

λ

Λ
) (3.3)

sowie
α1 = α +

∆α

2
und α2 = α− ∆α

2
(3.4)

folgt daraus

∆α = 2arcsin
λ

2Lx cosα
, (3.5)

wobei Neff der effektive Brechungsindex , α der Koppelwinkel und ∆α die Winkel-
halbwertsbreite der jeweiligen Mode sowie n der Brechungsindex von Luft ist. Aus
Gleichung 3.5 folgt, dass die Moden umso schärfer sind, je kleiner der Koppelwinkel
ist (siehe Abb.3.16).
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Abbildung 3.16: a) Die theoretisch erreichbare Halbwertsbreite einer Wellenleitermode
als Funktion des Koppelwinkels bei feststehender Gitterbreite
b) Winkelhalbwertsbreite ∆α einer Mode um den Koppelwinkel α0

Für Tantalpentoxid wurde ein Brechungsindex von n=1,8 angenommen [4]. Bei ei-
ner Gitterkonstante von Λ = 420nm ergeben sich Koppelwinkel von ≈ 6◦ für die
TM0-Mode und≈ 9◦ für die TE0-Mode. Da in den verwendeten Wellenleitern nur die
TM0- und TE0-Mode existieren, werden die Moden im Folgenden nur mehr als TM
beziehungsweise TE Mode (ohne Index) bezeichnet. Gitter mit einer Gitterperiode
von Λ = 430nm wurden durch Ionenstrahlätzen (Reactive Ion Etching) hergestellt
(siehe Abb. 3.17).
Sowohl die Sensitivität als auch die Anzahl der geführten Moden hängen von der
Dicke des Wellenleitermaterials ab. Unterschreitet die Dicke einen für jede Mode
anderen charakteristischen Wert, so kann die jeweilige Mode nicht mehr im Wellen-
leiter geführt werden. Dieses Phänomen wird cutoff genannt.
Die mit den Gittern versehenen Substrate wurden durch DC magnetron sputtering
mit Tantalpentoxid beschichtet. Eine Simulation ergab als geeignete Dicke, bei der
die Sensitivität der TM und TE-Mode noch möglichst groß ist, die aber dennoch
vom Cutoff der TM-Mode weit genug entfernt ist, sodass bei ≈ 10% geringerer Di-
cke (beispielweise durch Ungenauigkeit in der Kalibrierung der Sputteranlage) noch
beide Moden vorhanden sind, 200nm. In dieser Simulation wurden die effektiven Bre-
chungsindizes für ein Schichtsystem aus Glas als Substrat (n=1,52), Tantalpentoxid
(angenommenes n=1,8) und Pufferlösung (n=1,33) in Abhängigkeit von der Schicht-
dicke des Tantalpentoxid berechnet. Dann wurden die effektiven Brechungsindizes
für das "dazugehörige" Vierschichtsystem, bei dem auf dem Tantalpentoxid des eben
beschriebenen Systems eine Schicht mit n=1,45 und d=5 nm (angenommener Bre-
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Abbildung 3.17: AFM-Aufnahme eines Koppelgitters mit 430nm Gitterperiode Topo-
grafie (oben) und Linienprofil an der eingezeichneten Stelle(unten)

chungsindex und Schichtdicke der CcO) angebracht ist, berechnet. Als letzten Schritt
wurde die Differenz der effektiven Brechungsindizes gebildet und gegen die Schicht-
dicke aufgetragen (siehe Abb. 3.18). OWS-Messungen gegen Luft als Covermedium
zur Charakterisierung der Proben ergaben Koppelwinkel von 17, 2◦ für die TM-Mode
und 23, 22◦ für die TE-Mode. Mit der Gleichung

Neffk = k sinα +
2π

Λ
(3.6)

folgen daraus effektive Brechungsindizes von 1,76781 für die TM-Mode und 1,8663
für die TE-Mode. Setzt man diese Werte in die Gleichungen 2.40 und 2.42 ein
und löst das Gleichungssystem numerisch, so ergibt das einen Brechungsindex von
n=2,0536 und eine Schichtdicke von d=232,2 nm für die Tantalpentoxidschicht (sie-
he Abb. 3.19). Der Brechungsindex ist zwar höher als angenommen, jedoch wurde
bereits in [3] und [47] ein Brechungsindex gleicher Größe gemessen. Die etwas höhere
Schichtdicke kommt daher, dass Tantalpentoxid ein Material ist, das sehr aufwendig
zu sputtern ist und deshalb mit den Mitteln, die in dieser Arbeit zur Verfügung
standen, nicht mit höherer Schichtdickengenauigkeit herzustellen war, da es keine
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Abbildung 3.18: Simulation der Sensitivität der Moden bei Beschichtung des Wellenlei-
ters mit einer 5 nm Dicken Schicht mit n=1,45 (angenommener Bre-
chungsindex der CcO) gegen die Dicke des Wellenleiters aufgetragen.
Die Dicke, bei der ∆Neff auf Null sinkt, entspricht dem Cutoff der
jeweiligen Mode

Abbildung 3.19: Auswertung des Dreischichtsystems: Die Schichtdicke der beiden Mo-
den wurde für feststehende effektive Indizes (Neff,TM = 1, 76781 und
Neff,TE = 1, 8663) gegen den Brechungsindex aufgetragen. Der Schnitt-
punkt der beiden Kurven entspricht der Dicke (232,2 nm) und dem
Brechungsindex (2,0536) des Wellenleiters
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exakten Kalibrierungen für die benötigten Schichtdicken von Tantalpentoxid gab.
Eine Kalibrierung der Sputteranlage für Schichtdicken im Bereich von 200 nm wäre
zwar möglich, war aber außerhalb des Rahmens dieser Arbeit.
OWS-Messungen gegen Wasser als Covermedium ergaben Koppelwinkel von 19, 01◦

für die TM-Mode und 23, 97◦ für die TE-Mode, was einem Brechungsindex von
n=2,0587 und einer Schichtdicke von d=230 nm entspricht (siehe Abb.3.20). Ver-
gleicht man die Halbwertsbreiten der gemessenen Moden aus Abb. 3.20 mit den
berechneten Halbwertsbreiten aus Abb. 3.16, so fällt auf, dass die gemessenen Mo-
denbreiten um eine Größenordnung größer sind als die berechneten. Es gibt zwei
Möglichkeiten, die Halbwertsbreite zu verringern. Einerseits über optimiertes Git-
terdesign und andererseits über homogenere Beschichtung des Substrats mit Tantal-
pentoxid mittels einer Sputteranlage, mit der es möglich ist, großflächig zu sputtern.
Betrachtet man die gegen Luft und Wasser gemessenen Brechungsindizes, so erkennt

Abbildung 3.20: Messung der TM und TE Mode gegen Luft und Wasser. Die gerin-
gere Intensität bei der Messung gegen Wasser kommt daher, dass ge-
gen Wasser beide Polarisationsrichtungen in einer Messung gemessen
wurden (entspricht einer Polarisatoreinstellung von 45◦, wobei 0◦ s-
Polarisation und 90◦ p-Polarisation entspricht). Die Spektren wurden
basislinienkorrigiert

man, dass die Brechungsindizes mit einer Genauigkeit von 10−2 angegeben werden
können. Die Änderung der Schichtdicke zwischen der Messung gegen Luft und ge-
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gen Wasser lässt sich dadurch erklären, dass die Proben zwischen den Messungen im
Ultraschall und im Plasmacleaner gereinigt wurden. Durch diese Behandlung kann
eine dünne Schicht Tantalpentoxid abgetragen werden. Vergleicht man die Koppel-
winkel der Moden beider Messungen, so erkennt man, dass die TM-Mode dreimal so
sensitiv auf Brechungsindexänderungen reagiert wie die TE-Mode. Vergleicht man
diese Messungen mit Sensitivitätsmessungen in [2] und [3], so liegen die Ergebnis-
se bezüglich der Sensitivität der Moden im Vergleich untereinander bei ähnlicher
Größennordnung.

3.3.2 Anbindung von Cytochrom c Oxidase und Bildung der

Protein verankerten Doppellipidschicht auf

Tantalpentoxid

Reinigung und Funktionalisierung der Proben

Damit Proteine in spezifischer Orientierung an Tantalpentoxid anbinden konnten,
mussten die Proben funktionalisiert werden. Als Vorbereitung dafür wurden sie zu-
nächst mit den organischen Lösungsmitteln Aceton, Ethanol und Wasser jeweils 15
Minuten gereinigt. Durch Behandlung im Ultraschallbad können Mikrorisse in der
Probe auftreten. Bei Vorhandensein solcher Mikrorisse kann die Andruckspannung,
der die Probe in der Messzelle (siehe Anhang) ausgesetzt ist, zum Bruch der Pro-
be führen. Deshalb wurden die Proben nicht im Ultraschallbad sondern bei 50◦C
im Wasserbad gereinigt. Um die Probenoberfläche vollständig zu reinigen wurden
die Proben mit Sauerstoffplasma behandelt. Dies hatte außerdem den Vorteil, dass
damit eine eventuell noch bestehende Funktionalisierung einer früheren Messung
entfernt wurde. Somit konnten die Proben mehrmals verwendet werden.

Im ersten Schritt der eigentlichen Funktionalisierung wurden die Proben silani-
siert. Hierfür wurden sie neben einen Tropfen 11-Pentafluorophenylundecanoate-
triethoxysilane (siehe Abb. 3.21) gelegt und eine Stunde bei 150◦C in den Vaku-
umofen gelegt, damit sich die Silandämpfe an der Probenoberfläche anlagern konn-
ten.

Im nächsten Schritt wurde die Probe für zwei Stunden in eine ANTA-Lösung (siehe
Anhang) gestellt. Danach wurden die Proben mit destiliertem Wasser gespült. Im
letzten Schritt der Funktionalisierung wurde die Probe für eine halbe Stunde in
Nickel-Lösung (siehe Anhang) gestellt. Nach dieser halben Stunde wurde die Probe
mit destilliertem Wasser gespült, da bei Spülung der Nickellösung mit PBS-Puffer
Ni(OH)2 ausfallen würde.
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C23H35F5O5Si 

Abbildung 3.21: 11-Pentafluorophenylundecanoatetriethoxysilane Molekularstruktur -
und Summenformel

Durchführung der Messungen

Die so funktionalisierten Proben wurden in die Messzelle eingebaut und diese wurde
mit PBS-Puffer gefüllt. Hierauf wurde ein Referenzspektrum vor der Proteinan-
bindung aufgenommen. Danach wurde in DDM Lösung (siehe Anhang) aufgelöstes
CcO in die Zelle gefüllt (in der Zelle befindet sich nun 100 nM CcO) und eine
Stunde gewartet, um das Protein anbinden zu lassen. Nachdem die Zelle mit DDM-
Lösung gespült worden war, wurde wiederum ein Winkelspektrum aufgenommen.
Im nächsten Schritt wurde die Zelle mit Lipid-Lösung (siehe Anhang) gespült und
Biobeads wurden zugegeben (Die Zelle wurde zwischen einem Drittel und der Hälf-
te mit Biobeads gefüllt). Danach wurde die Probe zwei Tage zur Membrandialyse
stehengelassen. Danach wurde mit PBS-Puffer gespült und ein letztes Winkelspek-
trum aufgenommen. Sowohl durch die Anbindung des Proteins als auch durch die
Membranbildung vergrößert sich der Brechungsindex an der Probenoberfläche, was
zu einer Verschiebung der Wellenleitermoden zu größeren Winkeln hin führt (siehe
Abb. 3.22).

In Tabelle 3.1 sieht man die Koppelwinkel und effektiven Brechungsindizes der Wel-
lenleitermoden vor und nach der Proteinanbindung sowie nach Bildung der ptBlm.
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Abbildung 3.22: Winkelspektren vor und nach der Anbindung von CcO an Tantal-
pentoxid und nach der Dialyse der ptBlm . Die Spektren wurden basis-
linienkorrigiert.

TM vor Anb. TM nach Anb. TM nach Dial. TE vor Anb. TE nach Anb. TE nach Dial.
Winkel (◦) 18,811 18,876 18,906 23,756 23,784 23,824

Neff 1,79454 1,79561 1,7961 1,87493 1,87539 1,87602

Tabelle 3.1: Koppelwinkel und effektive Brechungsindizes der Wellenleitermoden vor Pro-
teinanbindung, nach Proteinanbindung und nach Bildung der ptBlm durch
Dialyse.

Die Auswertung des Vierschichtsystems erfolgte gemäß der Formel

Φ = kz,Fd+ ΦFS + ΦFF ′C = 2πm mit kz,F = k
√
n2 −Neff 2 (3.7)

aus [2], wobei ΦFS und ΦFF ′C die Phasenverschiebungen an den Grenzflächen des
Wellenleiters sind, d und n die Schichtdicke und der Brechungsindex des Wellenleiters
sind und für die verwendeten Moden m = 0 gilt. Die Berechnung wurde mit Octave
[48] mit Hilfe der Funktion fsolve durchgeführt. Die Referenzmessung vor Anbindung
der CcO ergab eine Schichtdicke von 230nm und einen Brechungsindex von 2,05 für
den Wellenleiter, was gut mit den Werten aus Abb.3.19 übereinstimmt, weshalb hier
auf eine eigene Grafik verzichtet wird. Bei der Messung nach der Proteinanbindung
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erhält man einen Brechungsindex von 1,39 und eine Schichtdicke von 6,4 nm für das
Protein (siehe Abb. 3.23 a). In [49] ergaben Röntgenspektroskopieaufnahmen eine
Dicke von 8,97 nm für CcO, was etwas höher ist als die mit OWS gemessene Dicke.
Dies lässt sich durch geringe Besetzung der Probenoberfläche erklären.
Wertet man die Messungen nach Bildung der ptBlm aus, so erhält man kein Ergeb-
nis im physikalisch erlaubten Bereich (siehe Abb. 3.23 b, die Kurven würden sich
erst bei einem Brechungsindex von n = 2,24 schneiden, welcher für Proteine unrea-
listisch ist). Dies deutet auf eine Anisotropie der ptBlm hin. Dies lässt sich dadurch

Abbildung 3.23: Schichtdicke als Funktion des Brechungsindex bei festgehaltenen ef-
fektiven Indizes a) nach Proteinanbindung (Neff,TM = 1, 79561 und
Neff,TE = 1, 87539
b) nach Bildung der ptBlm (Neff,TM = 1, 7961 und Neff,TE =
1, 87602)

erklären, dass CcO in definierter Ausrichtung in die ptBlm integriert ist. Auf Grund
dieser strukturellen Ordnung unterscheidet sich der Brechungsindex für parallel po-
larisiertes Licht vom Brechungsindex für senkrecht polarisiertes Licht. Um trotzdem
die Schichtdicke und die Brechungsindizes bestimmen zu können, sind Wellenleiter,
welche pro Polarisationsrichtung mindestens zwei Moden führen, notwendig.

3.3.3 Zusammenfassung und Diskussion

Es wurden OWS Messungen mit Tantalpentoxid Wellenleitern auf Glassubstraten
gegen Luft und Wasser beziehungsweise PBS-Puffer (gleicher Brechungsindex wie
Wasser) ohne Funktionalisierung und Proteinbeschichtung zur Charakterisierung der
Wellenleiter durchgeführt. Danach wurden die Proben funktionalisiert, CcO wurde
angebunden und eine ptBlm wurde gebildet. Nach jedem dieser Schritte wurde ein
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OWS-Winkelscan durchgeführt. Die Charakterisierung der Wellenleiter ergab einen
Brechungsindex von 2,05 und eine Dicke von 230 nm. Eine Ellipsometriemessung,
welche zum Vergleich durchgeführt wurde, ergab mit 2,079 für den Brechungsindex
und 238 nm für die Schichtdicke ähnliche Werte. Messungen nach Proteinanbindung
ergaben einen Brechungsindex von 1,39 und eine Schichtdicke von 6,4 nm für CcO.
Die Ergebnisse nach Bildung der ptBlm sprechen für eine Anisotropie der Doppelli-
pidmembran. Um auch bei Vorliegen von Anisotropie die Schichtdicke der Doppel-
lipidmembran sowie die Brechungsindizes in beiden Polarisationsrichtungen messen
zu können, werden Wellenleiter benötigt, welche in beiden Polarisationsrichtungen
mehr als eine Mode führen. Die Halbwertsbreite der gemessenen Wellenleitermoden,
welche ein gutes Maß für die Sensitivität und damit das Auflösungsvermögen des
Wellenleiters ist, ist um eine Größenordnung größer, als der theoretisch erreichbare
errechnete Wert. Diese ließe sich aber noch durch optimierte Gitter sowie homoge-
neres Sputtering verbessern. Die Ergebnisse zeigen insgesamt, dass Tantalpentoxid
Schichtwellenleiter grundsätzlich geeignet sind, um die Anbindung von Proteinen an
der Oberfläche zu detektieren. Mit den vorgeschlagenen Veränderungen kann auch
die ptBlm charakterisiert werden.

3.4 Messungen auf einem Tantalpentoxid-Gold

Schichtsystem

3.4.1 Optische Messungen

Als Erstes musste festgestellt werden, wie stark eine 5 nm dicke Goldschicht einfal-
lendes Licht absorbiert. Hierfür wurden Transmissionsmessungen einer Probe mit 5
nm dicker Goldschicht im Vergleich zu einer Probe ohne Goldbeschichtung gemes-
sen. Die Proben wurden mit Weißlicht einer 75 W Xe-Lampe, welches durch eine
Glasfaser geleitet wurde, durchstrahlt und die Intensität mittels einer CCD-Kamera
und eines Spektrometers gemessen (siehe Abb. 3.24). Die Messung ergab, dass je
nach Wellenlänge zwischen 80 und über 95% des Lichtes durch die Probe transmit-
tiert werden. Insbesondere bei einer Wellenlänge von 632,8 nm, der Wellenlänge des
verwendeten He-Ne-Lasers, werden ≈ 90% des eingestrahlten Lichtes transmittiert.
Um auf den Gold beschichteten Tantalpentoxidproben Proteinanbindung messen zu
können, wurden die Proben funktionalisiert. Die Funktionalisierung erfolgte ähnlich
wie im vorherigen Kapitel beschrieben, jedoch wurden die goldbeschichteten Pro-
ben nicht silanisiert und dann in ANTA-Lösung gelegt. Stattdessen wurden sie 16
Stunden lang in eine 15:85 Mischung DTP-Lösung:DTNTA Lösung (siehe Anhang)
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Abbildung 3.24: Transmissionsmessung einer goldbeschichteten Probe mit Weißlicht ei-
ner 75 W Xe-Lampe. Als Referenz (100%) diente eine Transmissions-
messung einer Probe ohne Goldbeschichtung.

gestellt.
Nach der Funktionalisierung wurden vor und nach der Proteinanbindung, sowie nach
der Dialyse OWS-Winkelspektren aufgenommen (siehe Abb. 3.25).

Betrachtet man die Peakpositionen, so erkennt man keine auswertbare Änderung
zwischen den Messungen, was gegen eine definierte Proteinanbindung spricht. Man
erkennt jedoch eine Änderung der Peakform, was bedeutet, dass sehr wohl Effekte
(beispielsweise unspezifische Adsorption) an der Probenoberfläche stattfinden. Be-
trachtet man die Spektren als Ganzes, so fällt auf, dass die Intensität der Wellenlei-
termoden geringer als bei den nicht goldbeschichteten Proben ist, was ein geringeres
Signal-Rausch-Verhältnis zur Folge hat. Die Winkelhalbwertsbreiten der Wellenlei-
termoden betragen je nach Mode zwischen 1,5 und 3◦. Im Vergleich dazu betragen
die Winkelhalbwertsbreiten der Moden der nicht goldbeschichteten Proben nur zwi-
schen 0,6 und 0, 8◦.

Diese hohe Modenbreite führt zu einer niedrigen Gütezahl des Wellenleiters . Dies
macht ein Erkennen der Änderung des effektiven Brechungsindex und somit eine
Bestimmung von Schichtdicken und Brechungsindizes mit ausreichender Genauig-
keit unmöglich. Der Grund für die beiden Beobachtungen ist der im Fall von Gold
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Abbildung 3.25: OWS-Winkelspektren auf Gold beschichtetem Tantalpentoxid vor und
Nach Proteinanbindung sowie nach Dialyse a)TM-Moden und b) TE-
Moden

nicht mehr vernachlässigbare Extinktionskoeffizient. Des Weiteren waren nach der
Funktionalisierung Beschädigungen der Probenoberfläche bereits mit freiem Auge
zu sehen. Dies kommt daher, dass DTNTA, um die Oberfläche funktionalisieren zu
können, mit dem Gold reagiert. Hierbei wird ein ein Teil der Oberfläche abgetragen.
Bei SPR-Messungen (siehe zB. [1]) fällt dies nicht weiter auf, da dort die Goldschicht
etwa 50 nm dick ist. Bei einer nur 5 nm dicken Goldschicht ist dieser Effekt jedoch
zu groß, um vernachlässigt zu werden.

3.4.2 Elektrochemie Messungen

Bei einer EIS Messung auf Gold beschichteter Tantalpentoxid Oberfläche war zu
erkennen, dass nach der Funktionalisierung mit DTNTA der Widerstand bereits im
hochfrequenten Bereich bei etwa 15 kΩ lag, was darauf hindeutet, dass die Gold-
schicht nicht mehr geschlossen war.

3.4.3 Zusammenfassung und Diskussion

Es wurden OWS Messungen auf Gold beschichtetem Tantalpentoxid durchgeführt.
Obwohl Transmissionsmessungen, die zuvor durchgeführt worden waren, ergaben,
dass etwa 90% des eingestrahlten Lichtes durch die Goldschicht transmittieren, wur-
den die Moden durch die Goldschicht stark gedämpft. Dies lässt sich so erklären,
dass eine Mode strahlenoptisch gesehen mehreren Totalreflexionen, sowohl an der
Tantalpentoxid-Glas Grenzfläche als auch an der Tantalpentoxid-Gold Grenzfläche
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ausgesetzt ist. Bei jeder dieser Totalreflexionen dringt der evaneszente Anteil der
Welle in das Glas beziehungsweise Gold ein. Da der Extinktionskoeffizient von Gold
bei der verwendeten Wellenlänge von λ = 632, 8 nm nicht vernachlässigbar ist und
sich somit ein Teil der Welle in einem absorbierenden Medium ausbreitet, wird der
Welle Energie entzogen, womit die reflektierte Welle geschwächt wird. Diesen Ef-
fekt nennt man abgeschwächte Totalreflexion (ATR) [6]. Dadurch betrug für die
TM-Moden das Rauschen (Summe der positiven und negativen Abweichung vom
Mittelwert außerhalb der Peaks) 0,2 mV bei einer Peakhöhe von nur 0,5 mV und
einer Winkelhalbwertsbreite zwischen 2,7 und 3◦. Für die TE Moden betrug das
Rauschen ebenfalls 2 mV. Die Peakhöhe betrug hier allerdings 2,5 mV bei einer
Winkelhalbwertsbreite von 1,5 bis 2◦. Beim Versuch der Funktionalisierung wurde
die Goldschicht beschädigt, sodass zumindest mit OWS keine definierte Protein-
anbindung an der Probenoberfläche festgestellt werden konnte und EIS-Messungen
nicht zielführend waren, da die Goldschicht nicht mehr geschlossen war, sodass be-
reits im hochfrequenten Bereich ein Widerstand von ≈ 15kΩ gemessen wurde.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der Arbeit war der Aufbau eines Setups, mit dem simultan OWS-Messungen
und Elektrochemiemessungen am Membranprotein CcO durchgeführt werden kön-
nen. Hierfür wurde berechnet, bei welcher Schichtdicke der Tantalpentoxid Wellen-
leiter eine möglichst große Sensitivität bezüglich der TM0 und der TE0 Mode hatte,
und bei welcher Gitterkonstante die Einkopplung des Lichtes in den Wellenleiter bei
möglichst kleinen Winkeln erfolgt. Entsprechende Wellenleiter wurden hergestellt.
Weiters wurden verschiedene transparente, leitfähige Schichten auf ihre Eignung
zum Nachweis direkten Elektronentransfers zu Hämproteinen getestet. Schließlich
wurden beide Methoden kombiniert, indem ein Wellenleiter mit einer dünnen Gold-
schicht besputtert wurde.
Es wurden EIS-Messungen auf verschiedenen transparenten leitfähigen Schichten
durchgeführt. Bei ITO lag das Flachbandpotential bei -273 mV, bei AZO bei -867
mV. Beides ist unterhalb des Redoxpotentials sowohl von Cytochrom c als auch von
CcO. Da Typ n Halbleiter bei Potentialen oberhalb des Flachbandpotentials Isola-
torverhalten zeigen, war kein direkter Elektronentransfer zu beobachten. Zusätzlich
verhielten sich bereits ITO-Proben aus der selben Charge elektrochemisch unter-
schiedlich, weshalb die Messungen mit ITO nicht reproduzierbar waren.
Bei AZO hing es von der Schichtdicke ab, ob sich die Proben in Elektrolytlösung
elektrochemisch stabil verhielten. Ab einer Schichtdicke von 70 nm stellten sich sta-
tionäre Verhältnisse ein, sodass über einen Zeitraum von zwei Tagen, was dem Zeit-
raum entspricht, der zur Proteinanbindung an die Probenoberfläche und Bildung der
ptBlm notwendig ist, aussagekräftige Messungen möglich waren. Beschichtet man
jedoch einen Wellenleiter mit einer 70 nm dicken Schicht, so wird die Sensitivität ge-
genüber Änderung des Brechungsindex an der Probenoberfläche verringert, da sich
evaneszente Wellen in Wellenleitern bei Brechungsindexänderungen der Oberfläche
um so stärker ändern, je näher die Probenoberfläche am Kern des Wellenleiters ist.
Beschichtung mit einer 5 nm dicken Goldschicht konnte die Elektronentransferei-
genschaften der AZO Schichten soweit verbessern, dass direkter Elektronentransfer
sowohl von Kaliumhexacyanoferrat (II) als auch von Cytochrom c zum AZO/Gold-
Schichtsystem zu beobachten war. Bei den Messungen mit Kaliumhexacyanoferrat
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(II) betrug die Peakseperation ∆E = 117mV , bei den Messungen mit Cytochrom c
betrug sie nach Funktionalisierung mit Mercaptoethanol ∆E = 160mV . In beiden
Fällen handelt es sich um quasireversiblen Elektronentransfer.
Da jedoch eine Mott-Schottky Auswertung von EIS-Messungen auf dem AZO/Gold
Schichtsystem zeigte, dass das AZO/Gold-Schichtsystem kein Halbleiterverhalten
aufweist, wurden CV-Messungen auf 5 nm dicken Goldschichten durchgeführt. Da
in den CV-Messungen kein nennenswerter Unterschied zwischen Goldobefläche und
Gold beschichteter AZO Oberfläche zu erkennen war und die Sensitivität der Wel-
lenleiter um so größer ist, je dünner die Beschichtung ist, wurden in der Folge Proben
ohne AZO verwendet.
Tantalpentoxid Wellenleiter wurden mittels OWS bezüglich Schichtdicke und Bre-
chungsindex charakterisiert. Die verwendeten Wellenleiter hatten eine Dicke von 232
nm und einen Brechungsindex von 2,05.
Mittels OWS wurde Anbindung von CcO und Bildung der ptBlm auf Tantalpentoxid
Wellenleitern gezeigt. Diese Messungen ergaben für CcO eine Schichtdicke von 6 nm
und einen Brechungsindex von 1,39. Die Modenbreite ist jedoch eine Größenordnung
größer, als theoretisch möglich wäre. Dies wirkt sich negativ auf die Genauigkeit der
Messungen aus. Mit den vorhandenen Wellenleitern konnten Brechungsindizes mit
einer Genauigkeit von 10−2 bestimmt werden. Die ptBlm ist jedoch anisotrop, was
sich mit den vorhandenen Wellenleitern nur insofern feststellen ließ, als die Gleichun-
gen für Schichtdicke und Brechungsindex im erwarteten, physikalisch erlaubten Be-
reich keine Lösung hatten. Um Anisotropie und die Brechungsindizes in den beiden
Polarisationsrichtungen mit Sicherheit feststellen zu können, würde man Wellenlei-
ter benötigen, die mehr als eine Mode pro Polarisationsrichtung führen. Dies kann
entweder durch Erhöhung der Schichtdicke oder durch Verringerung der verwende-
ten Laserwellenlänge bewerkstelligt werden. Mittels EIS Messungen des elektrischen
Feldes mit Kammelektroden aus Gold unter der Tantalpentoxidschicht konnte die
Bildung der ptBlm auch elektrochemisch nachgewiesen werden. Dies lässt sich aus
einem Ansteigen des Widerstandes und einem Absinken der Kapazität des Mess-
systems sowohl nach Proteinanbindung als auch nach Bildung der ptBlm erklären
Aufgrund der Messanordnung sind jedoch keine CV-Messungen mit diesem Setup
möglich, weshalb die Funktionalität des Proteins nicht überprüft werden konnte.
Auf Gold beschichtetem Tantalpentoxid konnte keine Proteinanbindung beobachtet
werden, da durch die 16-stündige Funktionalisierung mit DTNTA die Probenober-
fläche beschädigt wurde. Der Widerstand der beschädigten Proben, welcher mittels
EIS Messung bestimmt wurde, betrug bereits im hochfrequenten Bereich ≈ 15kΩ.
Dadurch konnten auf dieser Oberfläche keine aussagekräftigen Elektrochemiemes-
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sungen durchgeführt werden.
In weiteren Experimenten soll die Sensitivität der Tantalpentoxidwellenleiter erhöht
werden. Dies kann einerseits durch spezielles Gitterdesign und andererseits durch
die Herstellung homogenerer Tantalpentoxidschichten bewerkstelligt werden. Wie
bereits erwähnt, müssen die Schichtdicke des Wellenleiters und die Wellenlänge des
verwendeten Lasers aufeinander abgestimmt werden, sodass in beiden Polarisations-
richtungen mehr als eine Mode geführt wird.
Um Experimente mit Gold beschichteten Tantalpentoxid Wellenleitern durchführen
zu können, und somit direkten Elektronentransfer nachweisen zu können, besteht
die Möglichkeit, die Probe mit einer höheren DTNTA Konzentration (z.B. DTNTA:
DTP = 25:75) und dafür nur zwei Stunden zu funktionalisieren. Schließlich besteht
noch die Möglichkeit, den Wellenleiter mit anderen dünnen, transparenten, leit-
fähigen Materialien, welche sich elektrochemisch stabiler verhalten (beispielsweise
Graphen [50]), zu beschichten, um Optische und elektrochemische Untersuchungen
simultan durchführen zu können.
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Anhang

A.1 Begriffserklärung

• Anta Lösung: 0,l7M Nα’,Nα”-bis(carboxymethyl)-L-lysine und 0,48M Kalium-
carbonat werden in deionisiertem Wasser gelöst.

• DDM Lösung: 1,95mM n-Dodecyl β-D-maltoside wird in PBS-Puffer gelöst.

• DTNTA-Lösung: 10mM 3,3’-Dithiobis[N-(5-amino-5-carboxypentyl)-propionamide-
N’N’-diacetic acid] wird in Dimethylsulfoxid gelöst.

• DTP-Lösung 10mM Dithio-bis-Propionat wird in Dimethylsulfoxid gelöst.

• Häm: Ein Häm ist eine Komplexverbindung mit einem Eisenion im Zentrum.

• Häm Protein: Ein Häm Protein ist ein Protein, dessen prosthetische Gruppe
(organisches Molekül, das kovalent an ein Enzym gebunden ist) eine Häm-
Gruppe ist.

• Komplexverbindung: Eine Komplexverbindung ist eine chemische Verbindung,
in deren Zentrum ein Metallatom oder Ion mit einer Lücke in der Elektronen-
konfiguration ist, sodass sich Moleküle anlagern können, die mindestens ein
freies Elektronenpaar für die Bindung zur Verfügung stellen.

• Hellmanex II: Hellmanex II ist ein alkalisches Reinigungsmittel der Firma Hell-
ma. Der pH Wert der Verdünnung auf 2 % mit deionisiertem Wasser beträgt
12,0.

• Lipid Lösung: Für die Lipid Stammlösung wird 2.4mM 1,2 Diphytanoyl-sn-
Glycero-3-Phosphocholine in PBS-Puffer gelöst. 250µl dieser Stammlösung
werden in 50ml DDM-Lösung gelöst.

• Nickel-Lösung 40mM NiCl2 und 40µM Essigsäure werden in deionisiertem
Wasser gelöst und mit KOH auf pH 5,5 titriert.
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• PBS Puffer: 0,1M KCl und 0,05M K2HPO4 werden in deionisiertem Wasser
gelöst und mit HCl auf pH 8 titriert.

• PDMS: Polydimethylsiloxan, Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit von Dow Cor-
ning;
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A.2 Messzelle

Abbildung A.1: Technische Zeichnung und Foto der Messzelle
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