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Zusammenfassung

Die funktionale Kopplung von photoaktiven Nanostruk-
turen mit Enzymen stellt eine neue Strategie zum Aufbau
lichtgesteuerter biohybrider Systeme dar. Hier sind Unter-
suchungen zusammengefasst, welche die effiziente Kon-
taktierung der FAD-abhdngigen Glukosedehydrogenase
(FAD-GDH) mit Hilfe eines Osmium-Redoxpolymers (P, )
an PbS-Quantum Dots (PbS QDs) zeigen, welche direkt
auf dreidimensionalen TiO,-Elektrodenstrukturen syntheti-
siert wurden. Diese biohybriden Strukturen erlauben die
Licht-induzierte Oxidation von Glukose. Dazu wird zu-
nachst ein Verfahren vorgestellt, bei welchem durch den
Aufbau invers-opaler TiO, (IO-TiO,) Strukturen hohe Bin-
dungskapazitaten fur die Integration von QDs, Redoxpo-
lymer und Enzym erreicht werden. In Folge wird gezeigt
wie elektrochemische Signalketten durch Licht gesteuert
werden kdnnen, indem Ladungstrager in den QDs unter
Beleuchtung erzeugt werden. Diese Aktivierung ermég-
licht dann die Ausbildung einer Elektrontransferkaskade
vom Enzym Uber das Redoxpolymer zu den QDs und fi-
nal zur I0-TiO,-Elektrode. Die resultierenden anodischen
Photostrome konnen durch das Potential, die Lichtinten-
sitdit und die Glukosekonzentration moduliert werden. So
konnen in Anwesenheit von Glukose Photostréme von bis
zu 207 pA/cm? und erste Oxidationssignale bereits bei ei-
nem Potential von -540 mV vs Ag/AgCl, 1 M KClI erhalten
werden. Dies entspricht einem Potentialgewinn von tber
500 mV im Vergleich zu nicht lichtsensitiven Elektroden.
Das vorgestellte biohybride System kombiniert Vorteile
einer groRen Oberflache (durch IO-TiO,-Struktur), die ef-
fiziente Ladungstragergenerierung und -trennung an der
QD/TiO,-Schnittstelle sowie die effiziente Kontaktierung
von FAD-GDH mit den QDs mit Hilfe eines Redoxpolymers.
Die Ergebnisse verdeutlichen das Potential dieser leistungs-
fahigen Photobioanode fiir die Sensorik und die Erzeugung
von Energie aus Licht und Glukose.

* korrespondierender Autor

Abstract

The combination of photoactive nanostructures with en-
zymes represents a new strategy for the construction of
light-directed biohybrid systems. The study demonstrates
the efficient linkage of FAD-dependent glucose dehydro-
genase (FAD-GDH) to PbS quantum dot (QD)-sensitized
inverse opal TiO, (I0-TiO,) electrodes using an osmium
redox polymer (P, ). How these biohybrid structures can
oxidize glucose in a light-directed fashion is highlighted in
detail. For this purpose, firstly a method for the construc-
tion of 10-TiO, electrodes is presented, which gives rise to
high binding capacities for the integration of QDs, redox
polymer and enzyme. It can be shown how electrochem-
ical signal chains can be controlled with light, resulting in
a generation of charge carriers within the QDs. The acti-
vation of the electron transfer cascade then allows for an
electron transfer from the enzyme via the redox polymer
to the QDs and finally to the IO-TiO, electrode. The result-
ing anodic photocurrents can be modulated by potential,
light intensity and glucose concentration. In the presence
of glucose, photocurrents of up to 207 pA/cm? can be gen-
erated and first electron withdrawal from the biocatalytic
sugar oxidation already proceeds at a potential of -540 mV
vs Ag/AgCl (1 M KCl). This corresponds to a potential gain
of over 500 mV compared to light-insensitive electrodes.
The proposed biohybrid system combines the advantag-
es of a large surface area (I0-TiO,), efficient charge carrier
generation (PbS QDs) and separation at the TiO,/QDs in-
terface and the efficient linkage of FAD-GDH to the QDs
using a redox polymer. This illustrates the potential of this
powerful photobioanode for sensing and power supply.
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1. Einfihrung

Photosynthetische  Proteinkomplexe,
die in der Lage sind katalytische Reak-
tionen unter Verwendung von Lich-
tenergie durchzufiihren, gewinnen
in den letzten Jahren zunehmend an
Bedeutung in der interdisziplinaren
Forschung. Dabei stellt die Kopplung
von nicht-Licht-sensitiven Enzymen
mit ktnstlichen, Licht-sensitiven Ma-
terialien eine Strategie fur den Aufbau
funktioneller biohybrider Systeme dar,
welche die biokatalytische Aktivitat mit
photophysikalischen Eigenschaften
kombinieren (Efrati et al. 2016, Rie-
del et al. 2017b). Anwendungen sol-
cher Systeme sind inzwischen fiir die
Sensorik (Zhao et al. 2017), die Licht/
Strom-Wandlung (Efrati et al. 2016, So-
kol et al. 2016) oder fiir Licht-induzierte
Transformationen chemischer Stoffe
gezeigt worden (Mersch et al. 2015).

Die Einfihrung der Lichtempfind-
lichkeit bietet die Moglichkeit enzy-
matische Reaktionen Licht-gesteuert
ein- und auszuschalten und somit
Elektronentransferreaktionen an Elek-
trodenschnittstellen zu manipulieren.
Dabei werden Elektronen-Loch-Paare
in Licht-sensitiven Materialien durch
die Beleuchtung mit geeigneter Ener-
gie erzeugt, wodurch Elektronentrans-
ferreaktionen vom Enzym Uber das
Licht-sensitive Element zur Elektrode
(anodische Richtung) oder umgekehrt
in kathodischer Richtung induziert wer-
den konnen. Ein interessanter Aspekt
von Licht-induzierten Reaktionen stellt
dabei die Mdglichkeit dar, Reaktionen
ortsaufgeldst zu kontrollieren und so-
mit auch die Analyse mehrerer Analyte
auf einer Elektrode zu ermdglichen (Lis-
dat et al. 2013).

Der Aufbau von photoaktiven biohy-
briden Strukturen erfordert zunachst
die Kontaktierung eines Licht-sensi-
tiven Materials mit der Elektroden-
oberflache. Hierfur sind verschiedene
Methoden bekannt, welche auf elekt-
rostatischen Wechselwirkungen, Che-
misorption oder kovalenten Bindun-
gen beruhen (Yue et al. 2013). Neben
Farbstoffen (Tel-Vered et al. 2010),
Goldnanopartikeln (Zhang et al. 2015),
Polymeren (Riedel & Lisdat 2018) oder
Biomolekilen wie Photosystem | (Efra-
ti et al. 2016, Ciornii et al. 2017), wer-
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den meist Halbleiternanostrukturen
wie Quantum Dots (QDs) (Riedel et
al. 2017b) als photoaktive Materialien
verwendet. Flir QD-basierte Ansatze
ergeben sich jedoch teilweise Limita-
tionen hinsichtlich der Anwendung,
welche auf Partikelaggregation (Aldana
et al. 2001) und die Interaktionen von
Enzymen mit strukturstabilisierenden
Liganden zuriickzufiihren sind (Khalid
et al. 2011). Ein Ausweg kann in der
direkten Synthese der QDs auf dem
Elektrodenmaterial gesehen werden,
wie z.B. durch das ,successive ionic
layer adsorption and reaction“ (SILAR)-
Verfahren (Pathan & Lokhande 2004).
Hierbei kann auf stabilisierende Ober-
flachenliganden verzichtet und das QD
Wachstum durch die Anzahl der Syn-
thesezyklen leicht kontrolliert werden.

Fur die Kontaktierung des biokataly-
tischen Elements (Enzym) mit dem
Licht-schaltbaren Material (bspw. QDs)
nutzten erste Ansdtze die intrinsische
katalytische Aktivitat des photoaktiven
Elements gegeniiber enzymatischen
Co-Substraten oder Produkten fir
den Nachweis von Enzymen oder En-
zymsubstraten aus (Pardo-Yissar et al.
2003, Riedel et al. 2017a). Hingegen
sind bisher nur wenige Beispiele be-
kannt, bei denen ein direkter oder Me-
diator-vermittelter  Elektronentransfer
zwischen dem Enzym und dem Licht-
schaltbaren Material gezeigt werden
konnte (Efrati et al. 2016, Riedel et al.
2017b, Riedel & Lisdat 2018, Tel-Vered
et al. 2010). Die meisten dieser Ansatze
zeichnen sich durch Limitationen wie
bspw. einen begrenzten Wellenlédn-
genbereich fir die Anregung, geringe
Licht/Strom-Wandlungseffizienz  oder
durch die Notwendigkeit frei diffundie-
render Mediatoren, aus.

Die Effizienz ist hdufig auch durch eine
unzureichende Ladungstragerseparie-
rung limitiert. In natirlichen Prozessen
ist die Elektron-Loch-Trennung durch
eine Kaskade an Elektrontransferschrit-
ten optimiert. Solche Signalwege zu
imitieren ist Gegenstand nicht zuletzt
auch dieser Publikation. Eine Strategie
liegt in der Kombination verschiedener
Halbleitermaterialien. So konnte bereits
gezeigt werden, dass das Leitungsband
von TiO, (Halbleiter mit groRer Band-
licke) als Elektronenfalle fur angeregte
Elektronen eines zweiten Halbleiterma-

terials (QDs, Farbstoffe oder Polymere)
dienen kann und somit eine Anwen-
dung in Solarzellen oder photokataly-
tischen Systemen ermdéglicht (Gratzel
2001).

Weitere Ansatzpunkte fur eine Opti-
mierung der Effizienz sind die Uber-
windung einer oftmals beobachteten
inhomogenen Enzymorientierung
so-wie die Begrenzung der Enzymas-
semblierung auf eine Monoschicht.
Verbesserungen kdnnen dabei durch
die Einbettung des Enzyms in Redoxpo-
lymere sowie im Weiteren durch deren
Uberfiihrung in 3D-Elektrodenstruktu-
ren erreicht werden (Sokol et al. 2016).

Die hier vorgestellte Arbeit zeigt eine
neuartige, leistungsstarke Photobio-
anode fir die Oxidation von Glukose,
welche die Vorteile einer Multikompo-
nenten-Halbleiterelektrode und die effi-
ziente Kontaktierung der FAD-GDH mit
QDs Uber ein Redoxpolymer (P,) in
einer 3D Elektrode vereint. Es wird ein
neues Verfahren zur Herstellung hierar-
chischer invers-opaler TiO,-Strukturen
(I0-TiO,) vorgestellt. Die Sensitivitat
fur sichtbares Licht wird durch das Auf-
wachsen von PbS QDs auf der I0-TiO,
Elektrode mit Hilfe eines SILAR Verfah-
rens sichergestellt. AbschlieRend wird
FAD-GDH und das Redoxpolymer in
die IO-TiO, | PbS Struktur integriert und
das Potential der neuartigen Elektrode-
narchitektur fir den Licht-gesteuerten
Elektronentransfer und die Oxidation
von Glukose aufgezeigt.

2. Ergebnisse und Diskussion

Die artifizielle Signalkette besteht aus
drei Hauptkomponenten: (1) Licht-
aktive Komponente (TiO, Elektrode
und PbS QDs), (2) elektronenleitende
Komponente (Osmium-basiertes Re-
doxpolymer, P ) und (3) die biokata-
lytische Komponente (FAD-abhdngige
Glukosedehydrogenase, =~ FAD-GDH).
Unter Beleuchtung mit sichtbaren Licht
wird die Signalkette aktiviert und Elek-
tronen aus der enzymatischen Gluko-
seoxidation tber P__auf die QDs und
final zur TiO,-Elektrode transferiert,
wodurch ein anodischer Photostrom
erzeugt wird (siehe Abb. 1). Die TiO,/
QD-Interaktion ist von entscheidender
Bedeutung fir die Funktionalitdt des
gesamten Systems. In den QDs werden



zunachst Elektronen-Loch-Paare unter
Beleuchtung generiert, woraufhin an-
geregte Elektronen der QDs in das Lei-
tungsband der TiO,-Elektrode injiziert
und damit effizient von den Léchern
separiert werden. Die Loécher wiede-
rum koénnen durch das vom Enzym
reduzierte Polymer aufgefillt werden.
Somit flieRt ein Glukose-abhdngiger
Photostrom. Wird die Lichtquelle ab-
geschaltet, sind keine freien Ladungs-
trager im Halbleiter vorhanden und die
Signalkette ist unterbrochen. Somit ist
das gesamte System durch die Bestrah-
lung mit Licht schaltbar.

2.1 Synthese und Charakterisierung
der Licht-sensitiven Einheit

Die Licht-sensitive Einheit besteht aus
TiO, und PbS QDs, welche nachein-
ander auf transparenten FTO Elektro-
den synthetisiert wurden (FTO — Flu-
or-dotiertes Zinnoxid). Dazu ist eine
neue Methode etabliert worden, TiO,
in makropordser, invers-opaler Form
herzustellen. TiO, wurde aufgrund sei-
ner vorteilhaften energetischen Eigen-
schaften ausgewahlt (Kamat, 2008).
Des Weiteren wird angenommen,
dass die makropordse Struktur vorteil-
haft fir die Integration von gréReren
Mengen an Polymer und Enzym ist.

Die I0-TiO -Elektroden wurden mittels
eines Templat-Verfahrens erzeugt, bei
welchem durch ein ,spin coating“-
Prozess eine Mischung aus Latex beads
und TTIP (Titaniumtetraisopropoxide)
auf planarem FTO schichtweise auf-
getragen wird. In einem nachfolgen-
den Sinterschritt bei 450°C werden
die Latex beads verbrannt, so dass ein
invers-opales TiO, Netzwerk entsteht.
Die Morphologie der Strukturen wur-
de mit Hilfe eines Rasterelektronmik-
roskops untersucht (siehe Abb. 1). Die
Kavitaten besitzen einen Durchmesser
von ~650nm und sind untereinander
mit Kandlen unterschiedlicher GréRe
verbunden. Die etablierte Methode
ermoglicht zudem die Einstellung der
Strukturhéhe durch aufeinanderfol-
gende Abscheidungsschritte, gefolgt
von einem abschlieBenden Sinterpro-
zess. Bis zu 8 Schichten mit einer ein-
heitlichen Morphologie und einer Héhe
von maximal 9 £ 0,7 um konnten auf
diese Weise prédpariert werden. Dabei
erfolgt der Schichtzuwachs im Bereich

zwischen 2 und 8 Schichten nahezu li-
near (1,2 £ 0,1 ym pro Schicht) ohne
Anzeichen einer Limitierung. Untersu-
chungen der optischen Eigenschaften
der Strukturen mittels UV/Vis Spektro-
skopie zeigen eine hohe Transparenz,
welche ebenfalls linear mit der Anzahl
der Schichten abnimmt.

Potential

+

Tio,  PbSQD

Redoxpolymer

(Jasieniak et al. 2011). Dem folgend ist
der Energieeintrag durch Bestrahlung
mit sichtbarem Licht groR genug um
die Anregung von Elektronen ins Lei-
tungsband des Halbleiters zu bewirken
(Hyun et al. 2008). Chronoamperomet-
rische Untersuchungen bestdtigen den
erfolgreichen Aufbau der 10-TiO,|PbS

D-Glukose

D-Glukonolakton

FAD-GDH

Abb. 1) REM-Aufnahme einer I0-TiO-Elektrode Links: Winkel 45°, 2500x, 30 kV, rechts: Draufsicht, 8000x,
30 kV) sowie schematische Darstellung der Elektronentransferschritte in der Licht-gesteuerten Signalkaskade
und der energetischen Niveaus von TiO,, PbS QDs, dem Redoxpolymer P, und FAD-GDH. (VB = Valenzband,

LB = Leitungsband).

Die Abscheidung von PbS QDs mittels
eines SILAR-Verfahrens wurde anschlie-
Rend untersucht. Das Halbleitermate-
rial PbS wurde dabei aufgrund seiner
Sensitivitat fur Licht sichtbarer Wellen-
langen gewadhlt. Zur Abscheidung wird
die Elektrode abwechselnd in L&sun-
gen mit Pb?* sowie S* lonen getaucht.
Dieser Zyklus wird 4-fach wieder-
holt, wobei die Anzahl der Zyklen das
Wachstum der QDs bestimmt und da-
mit die GroRe der Partikel steuert. Eine
erfolgreiche Synthese ist zunédchst an
der Kolorierung der Struktur von weifl}
zu braun zu erkennen. HR-TEM Mes-
sungen bestatigen das Wachstum von
QDs mit einer GroRe zwischen 3 und
4nm. Gemal Jasieniak et al. sind da-
mit Bandliicken in der GréRenordnung
zwischen 1,92 bis 1,47 eV zu erwarten

Elektrode durch die Ausbildung eines
anodischen Photostroms unter Bestrah-
lung mit sichtbarem Licht (>400 nm).

2.2 Integration der biokatalytischen
Komponente

Als Enzym dient FAD-GDH von Aspergil-
lus sp. welche die Oxidation von D-Glu-
kose zu D-Glukonolakton katalysiert.
Die Kontaktierung des Enzyms erfolgt
mit einem Poly(1-vinylimidazole-co-
allylamine)-Os(bipy),Cl-Redoxpolymer
(P,,), welches bereits mehrfach eine
gute Interaktion mit verschiedenen
Biokatalysatoren gezeigt hat (Efrati et
al. 2016, Sokol et al. 2016). Weitere
vorteilhafte Eigenschaften von P__sind
das fur diese Anwendung gunstige
Redoxpotential und seine chemischen
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Eigenschaften. So ist P, bei neutra-
len pH positiv geladen (Amino- und
Imidazolgruppen) und kann so gut
mit dem negativ geladenen Enzym
(p! 4.4) elektrostatisch wechselwir-
ken. Der Elektronentransort innerhalb
des Polymers funktioniert Uiber einen
Hopping-Mechanismus zwischen den
Os-Redoxzentren.

Fir die Integration des Polymers und
Enzyms wird eine P, /FAD-GDH-Mi-
schung auf 10-TiO, | PbS Elektroden un-
ter Lichtausschluss assembliert. In Abb.
2A sind die Photostréme einer solchen
IO-TiO, |PbS| P, |FAD-GDH  Elektrode
mit und ohne Glukose gezeigt. Wah-
rend im Puffer anodische Strome von
8,2 £ 2uA/cm, gemessen werden, istin
Anwesenheit von 10mM Glukose eine
anndhernde Verdopplung des Stroms
auf 17 £ 2,4 pA/cm? zu beobachten.
Es werden keine Dunkelstréme festge-
stellt, was die blockierende Wirkung
der TiO,-Schicht unter Lichtausschluss
zeigt. Alle Kontrollmessungen unter-
stitzen die in Abb. 1 aufgezeigten
Elektronentransferschritte. Die Analy-
se von |0-TiO, Elektroden ohne QDs,
Polymer und Enzym zeigt, dass keine
direkte Oxidation von Glukose an der
Elektrode stattfindet. Des Weiteren ge-
ben weder |O-TiO, | PbS|P,_Elektroden
ohne Enzym noch I0-TiO,|PbS|FAD-
GDH Elektroden ohne Polymer ein Si-
gnal nach Zugabe von Glukose. Dies
bestatigt die Annahme, dass die QDs
Glukose nicht direkt oxidieren kénnen,
sondern FAD-GDH und P notwendig
sind, um die katalytischen Aktivitat be-
reitzustellen und die effiziente Kontak-
tierung mit der IO-TiO,|PbS Elektrode
zu garantieren.

Abb. 2) (A) Photochronoamperometrische Messung
4-schichtiger 10-TiO -Elektroden: (a) blanke 10-TiO -
Elektrode; (b) 10-TiO,|PbS|P, |FAD-GDH Elektrode
in Puffer; (c) 10-TiO,|PbS|P,FAD-GDH Elektrode
nach Zugabe von 10 mM Glukose (Beleuchtung/
Weillichtquelle: 10 s bis 20 s; 10 mW/cm? 0 mV vs
Ag/AgCl (1 M KCl); 5 mM HEPES pH 7).

(B) Chopped-Light-Voltammetrie einer 4-schichti-
gen 10-TiO,|PbS|P, | FAD-GDH Elektrode mit und
ohne 10 mM Glukose. (WeiBlichtquelle; 10 mW/cm?;
Potential vs Ag/AgCl (1 M KCl); 5 mV/s; 5 mM HEPES
pH 7).

(C) Photochronoamperometrische Messung einer
4-schichtigen 10-TiO,|PbS|P, | FAD-GDH  Elektrode
bei unterschiedlichen Lichtintensitdten mit und ohne
10 mM Glukose. (0 mV vs Ag/AgCl (1 M KCl); 5 mM
HEPES pH 7).
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Im Weiteren zeigen sogenannte chop-
ped-light Messungen einen anodischen
Photostrom im gesamten untersuchten
Potentialbereich zwischen -500 mV bis
0 mV (vs Ag/AgCl, 1 M KCI). Unter al-
len Potentialbedingungen ist eine sig-
nifikante Zunahme des Photostroms
bei Zugabe von 10 mM Glukose zu
beobachten (Abb. 2B). Eine deutliche
Abhdngigkeit des Photostroms von
der Lichtintensitét ist gleichfalls zu be-
obachten. Im Bereich zwischen 1 auf
100 mW/cm2 nimmt der Photostrom
mit steigender Lichtintensitat zu und
erreicht maximale Signale von 40,1 +
6,4 yA/cm2 in Puffer und 114,5 £ 3,7
pA/cm? in Anwesenheit von Glukose
(Abb. 2C). Wellenldngenabhdngige
Untersuchungen zeigen im gesamten
sichtbaren Wellenlangenbereich zwi-
schen 400 und 700 nm signifikante
Glukose-abhédngige Photostrome.

Bei Langzeitmessungen unter Sub-
stratzusatz zeigt sich die exzellente
Stabilitat der biohybriden Strukturen,
welche innerhalb von 30 min keinen
signifikanten Signalabfall verzeichnen.
Wie angestrebt, ist durch das Einbetten
des Enzyms im Redoxpolymer ein sta-
bilisierender Zustand eingetreten, der
das Abldsen des Enzyms wahrend der
Messung verhindert.

2.3 Leistungscharakterisierung der
|O-TiO, | PbS|P, | FAD-GDH
Elektroden

Um die Leistungsfahigkeit der biohybri-
den Strukturen eingehender zu unter-
suchen, sind zunachst konzentrations-
abhdngige Messungen durchgefiihrt
worden. In Abb. 3 ist der Verlauf des
Photostrom in Abhéngigkeit von der
Glukosekonzentration dargestellt. Die
IO-TiO, | PbS|P,,|FAD-GDH  Elektroden
weisen ein erstes sichtbares Signal von
0,61 £0,19 yA/cm?2 bei einer Konzentra-
tion von 10 uM Glukose auf, welches bis
auf 29,2 + 2,8 yA/cm2 bei einer Konzen-
tration von 100 mM Glukose ansteigt.
Der Photostrom erhéht sich linear im Be-
reich zwischen 10 und 200 uM Glukose
und erreicht dabei eine Sensitivitdt von
31 yA/mM-cm2. Die Konzentrationsab-
hangigkeit folgt der Michaelis-Menten-
Kinetik und es kann ein apparenter
K,-Wert von 2,9 + 0.5 mM bestimmt
werden. Dieser ist kleiner als der vom
Enzym in Ldsung, jedoch vergleichbar

zu friheren elektrochemischen Unter-
suchungen mit immobilisiertem Enzym
(Zafar et al. 2012, Milton et al. 2015).
Verglichen mit anderen photoelektro-
chemischen Sensoren fiir Glukose ist die
hier vorgestellte 10-TiO,|PbS|P_ |FAD-
GDH Elektrode sensitiver, hat einen
groReren dynamischen Messbereich
und verzichtet auf frei diffundierende
Co-Substrate oder Redoxmediatoren
(Metzger et al. 2016, Riedel et al. 2017b,
Tel-Vered et al. 2010).

30

Al [uA cm™]

Um die Anwendbarkeit der hier entwi-
ckelten biohybriden Struktur in Photo-
biobrennstoffzellen zu untersuchen,
wurde die maximale Leistung in An-
wesenheit von 100 mM Glukose be-
stimmt. Die Aufzeichnung der Strom-
Spannungskurve unter kontinuierlicher
Beleuchtung fuhrt zu einer maximalen
Stromdichte von 207 + 17 yA/cm2 und
einem Open-Circuit-Potential (OCP)
von -540 + 14 mV vs Ag/AgCl (1 M
KCI). Die maximale Leistungsdichte

Zeit [s]
T

60 80 100

Konzentration Glukose [mM]

Abb. 3) Anderung der Photostromdichte AI bzw. photochronoamperometrische Messung (Einschub) von
8-schichtigen 10-TiO, | PbS| P, | FAD-GDH Elektroden bei Zugabe verschiedener Glukosekonzentrationen.
(WeiBlichtquelle 10 s Intervall; 10 mW/cm?; 0 mV vs Ag/AgCl (1 M KCI); 5 mM HEPES pH 7).
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Abb. 4) Strom- und Leistungsdichte einer 8-schichtigen 10-TiO,| PbS|P, | FAD-GDH Elektrode in Abhdngigkeit
vom Potential und unter kontinuierlicher Beleuchtung mit 100 mW/cm? in Gegenwart von 100 mM Glukose.
(Arbeitselektrode: biohybride Elektrode, Gegenelektrode: Platindraht, Referenzelektrode: Ag/AgCl

(1 M KCI); WeiBlichtquelle; 100 mW/cm?; Potential vs Ag/AgCl (1 M KCl); 5 mV/s; 5 mM HEPES pH 7).
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von 31,3 + 2,7 yW/cm?2 ist bei -287 +
80 mV vs Ag/AgCl (1 M KCI) zu ver-
zeichnen (Abb. 4). Diese Ergebnisse
zeigen die hohe Leistungsfahigkeit der
Photobioanode fiir die Oxidation von
Glukose, was der vorteilhaften Kombi-
nation der Licht-sensitiven Entitdt mit
der hohen biokatalytischen Aktivitat
des Enzyms zuzuschreiben ist. Es ist als
aulerordentlicher Erfolg zu bewerten,
dass es erstmalig gelungen ist, bei ei-
nem so niedrigen Potential Elektronen
von der biokatalytischen Reaktion zu
gewinnen. Im Gegensatz dazu zeigen
planare FTO|P, |FAD-GDH Elektroden
(ohne TiO, und PbS QDs, d.h. ohne
Lichtsensitivitat) erst ab einem Potenti-
al von +50 mV vs Ag/AgCl (1 M KCI)
einen biokatalytischen Stromfluss. Es
ist also eine gravierende Verbesserung
der Potentialbedingungen durch die
IO-TiO, |PbS| P, |FAD-GDH Elektroden-
architektur und die Licht-gesteuerte Ar-
beitsweise der Elektrode erreicht wor-
den. Langzeitexperimente mit Glukose
in Lésung und unter Beleuchtung mit
100 mW/cm? zeigen, dass eine Ladung
von 220 mC/cm?2 innerhalb von 30 min
Ubertragen wird. Der kumulative Pho-
tostrom ist unter diesen Bedingungen
in Anwesenheit von Glukose um mehr
als das 70-fache groRer als in friiheren
Studien mit Licht-sensitiven Kompo-
nenten und Enzymen auf planaren
Elektroden (Efrati et al. 2016, Riedel
et al. 2017b, Tel-Vered et al. 2010),
und 5-fach gréRer als im Fall von 3D-
Elektroden (Riedel & Lisdat 2018). Dies
kann der gesteigerten Oberflache der
IO-TiO, Strukturen, der effizienten La-
dungstragergenerierung und -tren-
nung an der |O-TiO,|PbS Grenzfliche
sowie der effektiven Kontaktierung des
Enzyms mit den QDs Uber das Redox-
polymer zugeschrieben werden. Somit
ermdglicht die in dieser Arbeit entwi-
ckelte Architektur den Zugang zu einer
insgesamt verbesserten Photobioanode
und stellt einen Fortschritt hinsichtlich
der Entwicklung Licht-gesteuerter Bio-
sensoren sowie von Licht/Strom- und
Licht/Chemikalien-wandelnder biohyb-
rider Systeme dar.

3. Fazit

Zusammenfassend konnte hier ein neu-
es Konzept fur die Kontaktierung bioka-
talytischer Reaktionen mit einer Licht-
gesteuerten  QD-Elektroden-Struktur
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vorgestellt werden. Dabei wurde zu-
nachst eine Methode zum Aufbau von
invers-opalen TiO, Strukturen etabliert,
welche die Steuerung der Schichtdicke
ermoglicht und im Weiteren die Inte-
gration von PbS QDs, eines Redoxpo-
lymers sowie FAD-GDH erlaubt. Unter
Beleuchtung werden Elektronen-Loch-
Paare innerhalb der PbS QDs erzeugt
und die Elektronen am TiO,-Interface
separiert. Die zurlickgelassenen L&-
cher werden durch die Oxidation des
Redoxpolymers aufgefullt. Durch den
biokatalytischen Umsatz von Gluko-
se wird P regeneriert, so dass die
photoelektrochemische Reaktion mit
Ladungstragern versorgt wird und es
zur Ausbildung eines erhéhten Pho-
tostroms kommt. Das biohybride Sys-
tem kann dabei durch die Modulati-
on des Potentials, der Lichtintensitat
und der Glukosekonzentration kon-
trolliert werden. Ein Glukose-abhan-
giger Photostrom ist im Bereich zwi-
schen 10uM und 100mM Glukose zu
beobachten. Bereits bei einem negati-
ven Potential von -540 mV vs Ag/AgCl,
1 M KCI konnten Elektronen aus der
biokatalytischen Reaktion gewonnen
werden, was den Weg fir den Aufbau
einer hochleistungsfahigen photobio-
elektrochemischen Zelle mit Glukose
als Brennstoff ebnet. Da hier die pho-
tophysikalischen  Eigenschaften der
IO-TiO, | PbS Elektrode zur Ladungstra-
gererzeugung und -trennung mit der
effizienten Kontaktierung einer spezi-
fischen enzymatischen Reaktion Uber
ein Redoxpolymer so gewinnbringend
kombiniert werden kénnen, liefert
dieser Ansatz die Grundlage fur die
effiziente Kontaktierung anderer Bioka-
talysatoren fir die Licht-gesteuerte De-
tektion bzw. die Energiegewinnung aus
Licht und enzymatischen Substraten.

4. Methoden
4.1 Materialien

[N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N-(2-
ethansulfonic acid)] (99.5%; HEPES),
D-Glukose, Fluor-dotiertes Zinnoxid-
beschichtete Glastrager (7 Qcm; FTO),
Blei(ll)nitrat (99.999 %; Pb(NO,),), Am-
moniumsulfidlésung (20 % in H,O;
(NH,),S), Polystyrenlatexpartikel (LBs,
Durchmesser 0,8 um) and Titanium-
tetraisopropoxid (97%; TTIP) wur-
den von Sigma Aldrich (Steinheim,

Germany) bezogen. Poly(1-vinylimida-
zole-co-allylamine)-Os(bipy),Cl-Redox-
polymer wurde wie zuvor publiziert
selbst synthetisiert (Badura et al. 2008).
Die FAD-abhangige Glukosedehydro-
genase (Aspergillus sp.) wurde bei SEKI-
SUI CHEMICAL erworben.

4.2 Aufbau von |0-TiO -Elektroden

Zuerst wurden FTO-beschichtete Glas-
objekttrager nacheinander in entioni-
siertem Wasser, Isopropanol und Ace-
ton fir jeweils 15 Minuten unter Ult-
raschallbehandlung gereinigt und vor
der weiteren Verwendung getrocknet.
Eine Mischung aus 100 mg/ml Latex
Beads (LB; 0,8 um Durchmesser) und
100 mg/ml Titantetraisopropoxid (TTIP)
wurde in Isopropanol hergestellt. Daflir
wurden 200pL wassrige 100mg/ml LB
Dispersion mit 800l Ethanol gemischt
und bei 25.000g fir 8min zentrifu-
giert (um das Wasser zu entfernen). Der
Uberstand wurde verworfen und das
LB-Pellet wurde in 1 ml Ethanol resus-
pendiert, gefolgt von einem zweiten
Zentrifugationsschritt bei 25.000g fur
8min. Nach Entfernen des Uberstandes
wurde das Pellet in einem Ultraschall-
bad fur 5min in 180ul Isopropanol
suspendiert.  AnschlieRend wurden
20l TTIP schnell zu der LB-Suspension
gegeben und erneut fir 5min mit Ult-
raschall behandelt. 6 ul der LB/TTIP-Mi-
schung (pro Schicht) wurden auf den
gereinigten FTO-Objekttrager Uber ein
»Spin coating“-Verfahren mit einer Ro-
tationsgeschwindigkeit von 80 rps auf-
gebracht. Die Elektrodenflache wurde
dann auf 0,071cm? begrenzt, indem
das Uberflissige Material weggewischt
wurde. Die vorbereiteten Elektroden
wurden bei 450°C unter Raumluft
fir 2h gesintert, was zu den finalen
IO-TiO,-Elektroden fuhrte.

4.3 Synthese von PbS Quantum Dots

Die PbS-QDs wurden direkt auf den 10-
TiO,-Elektroden mit einem SILAR-An-
satz synthetisiert (Pathan & Lokhande
2004). Dazu wurden die Elektroden ab-
wechselnd fur jeweils T min in wéssri-
gem 0,02 M Bleinitrat bzw. wassrigem
0,02 M Ammoniumsulfid getaucht.
Um ungebundene lonen zu entfer-
nen, wurden die Elektroden zwischen
den Abscheidungsschritten sorgfaltig
mit entionisiertem Wasser und Ethanol



gesplilt. Es wurden |O-TiO,|PbS Elekt-
roden mit 4 Zyklen (4x Pb? und 4x S%)
nach diesem Verfahren hergestellt.

4.4 Assemblierung von Redoxpolymer
und Enzym

Es wurden 4yl einer Mischung aus
5 mg/ml Poly(1-vinylimidazol-co-
allylamin)-Os-(bipy),Cl-Redoxpolymer
und 5 mg/ml FAD-GDH in 5 mM HE-
PES Puffer (pH 7) auf eine IO-TiO, | PbS-
Elektrode gegeben und fiir 15 min bei
RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend
wurde die modifizierte Elektrode inten-
siv mit Puffer gespiilt, um ungebunde-
nes Material zu entfernen.

4.5 REM und HR-TEM Experimente

Rasterelektronenmikroskopische (REM)
Messungen wurden mit einem |SM-
6510 von JEOL bei einer Beschleuni-
gungsspannung von 30 kV mit einer
2.500-fachen und 8.000-fachen Vergré-
Rerung durchgefiihrt. Die Schichthohe
der |O-TiO,-Elektrode wurde durch
Abkratzen eines Teils der Struktur und
Aufzeichnen des 10-Films unter einem
Winkel von 45° mit einer 2.500-fachen
VergroRerung bestimmt. HR-TEM-Mes-
sungen wurden mit einem FEI TITAN
80-300 Transmissionselektronenmikro-
skop (TEM) durchgefihrt.

4.6 Photoelektrochemische
Experimente

Photoelektrochemische ~ Messungen
wurden mit einer integrierten photo-
elektrochemischen Arbeitsstation von
Zahner (Deutschland) durchgefihrt,
welche sich aus einem Potentiostaten
fur die Lichtsteuerung und einem zwei-
ten Potentiostaten (Zennium) flr die
elektrochemische Kontrolle zusam-
mensetzt. Fir die Beleuchtung wurde,
sofern nicht anders angegeben, eine
Weillichtquelle (410-800 nm) verwen-
det. Alle elektrochemischen Experi-
mente wurden in einer selbstgebauten
elektrochemischen Zelle in einer Drei-
Elektroden-Anordnung  durchgefiihrt
(IO-TiO-Arbeitselektrode, Platindraht
als Gegenelektrode und Ag/AgCl, (1 M
KCI) Referenzelektrode).
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