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Zusammenfassung

In dieser Studie prasentieren wir eine Enzymelektrode, bei der
ein direkter Elektronentransfer (DET) zwischen der Pyrrolochi-
nolinchinon-abhdngigen Glukosedehydrogenase (PQQ)-GDH
und einer Elektrode realisiert werden konnte. Hierfiir wird eine
Goldelektrode mit mehrwandigen Kohlenstoffnanoréhren
[engl. multi-walled carbon nanotubes (MWCNT)] modifiziert,
anschlieRend mit einem Copolymer aus Anilinderivaten tber-
zogen und dann die (PQQ)-GDH (Acinetobacter calcoaceticus)
kovalent immobilisiert. Die gepulste Polymersynthese wird
hinsichtlich der Effektivitdt der bioelektrokatalytischen Umset-
zung von Glukose optimiert. Die Glukoseoxidation startet bei
einem Potential von -0,1 V vs. Ag/AgCl (1 M KCl) und Strom-
dichten von bis zu 500 pA/cm2 (+0,1 V) kénnen erreicht wer-
den. Der Messbereich fiir Glukose liegt bei 0,1-5 mM (+0,1 V vs.
Ag/AgCl). Der dynamische Bereich ist bei hdherem Potential
auf bis zu 100 mM (+0,4 V vs Ag/AgCl) erweitert.

Die Elektrode wird als Anode in einer Biobrennstoffzelle (BBZ)
mit einer Bilirubinoxidase-modifizierten MWCNT/Gold-Katho-
de eingesetzt. Beide Elektroden basieren auf einem DET. Das
Zellpotential der BBZ betragt 680 +20 mV und sie erreicht eine
maximale Leistungsdichte von 65 uW/cm?2 (bei einer Zellspan-
nung von 350 mV).

Abstract

In this study we present a (PQQ)-GDH electrode with direct
electron transfer (DET) between the enzyme and electrode.
Soluble pyrroloquinoline-quinone dependent glucose de-
hydrogenase from Acinetobacter calcoaceticus is covalently
bound to an electropolymerized polyaniline copolymer film
on a multi-walled carbon nanotube modified gold electrode.
The pulsed electropolymerization of 2-methoxyaniline-5-sul-
fonic acid and m-aminobenzoic acid is optimized with respect
to the efficiency of the bioelectrocatalytic conversion of glu-
cose. The glucose oxidation starts at -0.1 V vs. Ag/AgCl and
current densities up to 500 pA/cm? at a rather low potential
can be achieved. The glucose sensitivity reaches from 0.1 mM
to 5 mM at +0.1 V vs. Ag/AgCl. The dynamic range is extended
to 100 mM at +0.4 V vs. Ag/AgCl. The electron transfer mecha-
nism and buffer effects are investigated.

The developed enzyme electrode is examined for bioenergetic
application by assembling of a membrane-less biofuel cell. For
the cathode a bilirubin oxidase based MWCNT modified gold
electrode with DET is used. The biofuel cell has a cell poten-
tial of 680 £ 20 mV and a maximum power density of up to
65 uW/cm? (with a cell potential of 350 mV).

» | EINLEITUNG

Derzeit werden enzymatische Biobrenn-
stoffzellen (EBBZ) intensiv auf ihre
Einsatzmdoglichkeit als  Stromquelle
in implantierbaren Gerdten wie z. B.
Herzschrittmacher oder Insulinpum-
pen untersucht (Barton et al. 2004).
Hier werden Enzyme fiir die Oxidation
von energiereichen Substraten wie z. B.
Glukose, Fruktose oder Laktose zur Ener-
giegewinnung genutzt. Der Vorteil der
Enzyme liegt darin, dass sie unter phy-
siologischen Bedingungen arbeiten und
somit relativ leicht zu handhaben sind.
Dagegen bieten die derzeit erreichten
Leistungsdichten und die Stabilitdt noch
Potential fir weitere Verbesserungen.

Fir den Aufbau solcher Biobrennstoff-
zellen (BBZ) werden unterschiedliche
Oxidoreduktasen untersucht. Auf Ka-
thodenseite  werden hauptsachlich
Multi-Kupfer-Enzyme wie die Bilirubin-
oxidase (BOD) (Schubert et al. 2009; Ye-
hezkeli et al. 2011) oder die Laccase (Li et
al. 2008; Zebda et al. 2011) eingesetzt.
Anodenseitig werden Glukoseoxidase
(GOD) sowie bevorzugt verschiedene
Dehydrogenasen wie z. B. Nicotinsaure-
amid-Adenin-Dinukleotid (NAD)- oder
Pyrrolochinolinchinon  (PQQ)-abhén-
gige Glukosedehydrogenasen (GDH)
(Wen etal. 2011; Miyake et al. 2009; Gao
et al. 2007; Yuhashi et al. 2005, Tanne et
al. 2010), Alkoholdehydrogenase (ADH)
(Topcagic and Minteer 2006) oder

Fruktosedehydrogenase (FDH) (Murata
et al. 2009) verwendet.

Aufgrund ihrer Unempfindlichkeit ge-
genilber Sauerstoff und ihrer hohen ka-
talytischen Aktivitat werden solche De-
hydrogenasen fiir den Aufbau von mem-
branfreien BBZ verwendet. Um eine effi-
ziente Kommunikation des Enzyms mit
der Elektrode zu gewahrleisten, kénnen
grundsétzlich zwei verschiedene Ansét-
ze verfolgt werden. Einerseits kann der
elektrische Kontakt mittels eines Shuttle-
Molekiils als mediatorvermittelter Elek-
tronentransferprozess [engl. mediated
electron transfer (MET)] realisiert wer-
den. Andererseits kann das Enzym
auch direkt durch Elektronentunneling
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[engl. direct electron transfer (DET)]
kontaktiert werden. Im Falle eines MET
wird anodenseitig ein Mediator mit
einem Redoxpotential tber dem des
Enzyms bendtigt, um einen effizienten
Elektronentransfer zu erhalten. Das Re-
doxpotential des Mediators hat jedoch
auch einen Einfluss auf das resultieren-
de Zellpotential und somit auf die Leis-
tungsdichte der BBZ. Wird hingegen
ein direkter Elektronentransfer etabliert,
kann das aktive Zentrum direkt mit der
Elektrode interagieren. Der DET wird
zumeist durch eine Funktionalisierung
der Elektrodenoberflache z. B. mit Koh-
lenstoffmaterialien realisiert (Schubert
et al. 2009; Ivnitski et al. 2007; Weigel
etal. 2007).

Fur das Enzym (PQQ)-GDH werden
unterschiedliche Strategien zur Enzym-
Elektroden-Kontaktierung verfolgt. In
den meisten Féllen wird der Kontakt
mittels eines Mediators hergestellt. Bei-
spiele hierfir sind unter anderem
Ferrocenderivate (Razumiene et al.
2000; Laurinavicius et al. 2004), PQQ
(Jin et al. 1998, Tanne et al. 2010),
N-methylphenanzonium (Malinauskas
etal. 2004), 1-methoxy-5-methylphena-
zinium methylsulfat(lgarashietal. 2004),
oder Polymere mit Osmiumkomplexen
(Habermidiller et al. 2003).

» |l. MATERIAL UND METHODEN

Zitronensaure, CacCl, sind von der Carl
Roth GmbH + Co KG (D); EDC, Gluko-
se, KHCF(Il), KHCF(lII), NHS und Sulfo-
GMBS von der Sigma Aldrich Chemie
GmbH (D). Ethanol, Natriumacetat, KCI
sind von der NeoLab GmbH (D). Die
Apo-(PQQ)-GDH ist eine freundliche
Uberlassung der Roche Diagnostics
GmbH (D). PQQ kommt von der Wako
Chemicals GmbH (D) und MES von der
AppliChem GmbH (D). Alle wassrigen
Lésungen werden mit gereinigtem Was-
ser aus dem ,ultra clear direct“-System
von SG Water (D) hergestellt.

Die MWCNTs werden in 5 mM Citrat-
Phosphat-Puffer (CiP, pH 7) in einer Kon-
zentration von 10 mg/ml suspendiert.
Nach 10 min werden 50 pl entnommen,
mit 100 pl 5 mM CiP pH 7 verdiinnt und
anschlieRend mit einem Ultraschall-
homogenisator (SONOPULS Mini 20)
behandelt.
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Fur die Rekonstitution der PQQ-GDH
wird eine Ldsung von 1 mg/ml Apo-
Enzym und 20 yM PQQ in 50 mM
MES-Puffer pH 6,5 + 1 mM CaCl, her-
gestellt und fir 3 h lichtgeschiitzt und
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wird die Losung aliquotiert und einge-
froren.

Die Goldelektroden (BASi MF-2014,
USA A = 2,01 mm? oder CHIO01,
NIl. A = 3,12 mm? werden mit Was-
ser und Schleifpapier der KorngréRe
1200, 2500 und 3000 (Dieter Schmid
Feine Werkzeuge GmbH) fir jeweils
20 s poliert und dazwischen mit Was-
ser gespllt. Nach dem letzten Schleif-
vorgang wird zusatzlich mit Ethanol
(99 %) gesplilt. Auf die gereinigten Elek-
troden werden 2x 4 pl der behandelten
MWCNT-Suspension gegeben und ge-
trocknet.

Fur die Elektropolymerisation werden
Loésungen mit einer Monomer-Kon-
zentration von insgesamt 0,1 M in 1 M
Schwefelsdure hergestellt. Mittels der
Methode ,multiple pulse amperomet-
ry“ des PGSTAT12 (AutoLab, Software:
GPES 4.9) erfolgt die Elektropolymerisa-
tion. Nach der Polymerisation wird der
Polymerfilm in 1 M Schwefelsdure zyk-
lovoltammetrisch untersucht.

Die Enzymimmobilisierung erfolg ko-
valent tber NHS/EDC-Chemie. Dazu
wird die Elektrode fiur 15 min in
25 mMNHS und 100 mM EDC inkubiert.
Die Immobilisierung des Enzyms er-
folgt durch einstiindige Inkubation von
20 pl PQQ-GDH (1 mg/ml). Im An-
schluss wird 3x mit 50 mM MES-Puffer
(pH 6,5 + 1 mM CaCl,) gespult. Die
Elektroden werden in 50 mM MES-
Puffer (pH 6,5 + 1 mM CaCl,) bei 4 °C
gelagert. Im Falle der BOD wird eine be-
reits publizierte Prozedur mit einem he-
terobifunktionellen Reagens verwendet
(Schubert et al. 2009). Der Waschschritt
wird mit 5 mM CiP pH 7 durchgefihrt.
Die Elektroden werden in 5 mM CiP
pH 7 bei 4°C gelagert.

Die voltammetrischen Messungen er-
folgen mit einem PGSTAT12 (Autolab).
Die Scanrate betrdgt, wenn nicht an-
ders erwdhnt, 100 mV/s. Als Referenz-
elektrode dient eine Ag/AgCl, 1T M KCl
(Fa. Microelectronics Inc. USA) Elek-
trode. Die Gegenelektrode besteht aus
einem spiralférmigen Platindraht. Die
Messzelle ist eine Eigenanfertigung

der AG Biosystemtechnik und hat ein
Volumen von 1 ml. Die Auswertung der
voltammetrischen Messungen erfolgt
mit der Software GPES 4.9 (Eco Chemie
B. V., Niederlande).

Die OCP- und die galvanodynamischen
Messungen werden an dem Gerat Re-
ference 600 (Gamry Instruments, USA)
durchgefihrt. Fir die Bestimmung der
Leistung der Biobrennstoffzelle wird
die Enzymanode an den Anschluss fir
die Arbeitselektrode und die Enzym-
kathode an den Anschluss der Gegen-
elektrode angeschlossen. Sowohl die
Messungen des OCP als auch die galva-
nodynamischen Messungen werden in
5 mM MES-Puffer pH 6,5 + 1 mM CaCl,
+ 20 mM Glucose durchgefiihrt. Soweit
nicht anders erwahnt werden immer
Dreifachbestimmungen durchgeftihrt.

» [II.LERGEBNISSE UND DISKUSSION

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung
einer Proteinelektrode, die auf einem
direkten Elektronentransfer zwischen
der (PQQ)-GDH und einer MWCNT-mo-
difizierten Goldelektrode basiert und
in einer Biobrennstoffzelle als Anode
eingesetzt werden kann. Die Kohlen-
stoffnanoréhren sollen hierbei die ak-
tive Oberflache der Elektrode erhéhen
und bilden zudem eine ideale Basis fir
eine Elektroden-Enzym-Interaktion. Wie
bereits in einer vorangegangenen Stu-
die gezeigt, eignen sich CNTs mit einer
zusatzlichen Zwischenschicht aus PQQ-
Molekilen als Mediator, um die (PQQ)-
GDH elektrochemisch anzusprechen
(Tanne et al. 2010). Um diese Interaktion
zu verbessern und auf einen Mediator
zu verzichten, wird eine neue Modifi-
zierung entwickelt. Diese besteht aus
einem Polyanilinfilm und wird durch
Elektropolymerisation direkt auf der
MWCNT-Oberfldche synthetisiert. Der
Einfluss der Polymerisationsparameter
auf die Filmeigenschaften und die damit
verbundene Enzym-Elektroden-Interak-
tion wird analysiert. Weiterhin werden
der  Elektronentransfermechanismus,
das Elektrodenverhalten in Anwesen-
heit von Glukose sowie der Einfluss der
Losungszusammensetzung untersucht.
Die Elektrode wird abschlieBend mit
einer bereits etablierten BOD-Kathode
ahnlichen Aufbaus (Schubert et al.
2009) in einer Biobrennstoffzelle un-
tersucht und ihre Leistungsparameter
bestimmt.
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Abb. 1) Schematische Darstellung des Aufbaus der En-
zymelektrode

Eine schematische Darstellung der ent-
wickelten Elektrode ist mit Abbildung 1
gegeben. Die Grafik zeigt die MWCNT-
modifizierte Goldelektrode mit einem
Polymerfilm zur elektrochemischen
Kontaktierung der Enzyme. Bei diesem
Polymerfilm handelt es sich um Copo-
lymere verschiedener Anilinderivate.
Durch die Kombination verschiedener
Monomere ist es mdglich, die Eigen-
schaften des Polymers bereits vor der
Polymerisation in einer gewdinschten
Richtung zu beeinflussen, wodurch
eine nachtragliche Modifizierung un-
noétig wird. Untersucht werden die Mo-
nomere meta-Anilinsulfonsdure (ABS),
2-Methoxyanilin-4-sulfonsdure (MASA),
meta-Aminobenzoesdure (ABA) und
2-Methoxyanilin (MA). Die beiden ers-
ten tragen eine Sulfonsduregruppe,
wodurch die Leitfahigkeit des Polymers
auch bei physiologischen Bedingun-
gen positiv beeinflusst wird. ABA dient
mit der Carboxylgruppe zur kovalenten
Kopplung des Enzyms und MA kann
genutzt werden, um das Makromolekdil
weniger hydrophil zu gestalten.

Die Elektropolymerisation (EP) erfolgt
durch eine potentiostatische Pulsme-
thode. Da hier eine Reihe an Parametern
den resultierenden Polymerfilm beein-
flussen konnen, werden diese unter-
sucht und hier kurz zusammengefasst.
Die Abbildung 2 zeigt rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen modifizier-
ter Elektroden: a) Gold/MWCNT und
b) Gold/MWCNT/Polymer. Die veran-
derte Oberflachenstruktur durch den
synthetisierten Copolymerfilm auf den
MWCNTs ist deutlich zu erkennen.

Um die Gite der Kontaktierung des
Proteins mit der Elektrode einschatzen

zu koénnen, werden alle praparierten
Elektroden nach der EP mit der (PQQ)-
GDH gekoppelt. AnschlieRend werden
LSV-Messungen in An- und Abwesen-
heit von Glukose durchgefiihrt und die
resultierenden Strome als Vergleichs-
groRe herangezogen. Mit Ausnahme
von Polymerfilmen mit MA in der Mo-
nomerlésung ist mit allen synthetisier-
ten Polymerfilmen die elektrochemische
Kontaktierung des Enzyms mdglich.

Es zeigtsich jedoch, dass das Pulspotenti-
al iber 0,4 V liegen muss, um die Mono-
mere zu polymerisieren. Ein Optimum
wird bei Potentialen zwischen 0,6 V
und 0,8 V festgestellt. Die Anzahl der
Pulse und somit die Ldnge der Polyme-
risation hat ebenfalls einen groRRen Ein-
fluss. So kann der katalytische Strom
bei 300 s Polymerisationszeit gegen-
Uiber 50 s von ca. 50 yA/cm?2 auf bis zu
400 pA/cm2 (5 mM Glucose bei 0,1 V
vs. Ag/AgCl) erhdht werden. CV-Mes-
sungen deuten hier auf eine vergro-
Rerte Oberflache hin. Die Steigerung
ist jedoch limitiert und endet bei 300 s.
Auch die Monomerzusammensetzung
sowohl in der Auswahl der Monomere
als auch im Verhéltnis zweier Monome-
re hat einen deutlichen Einfluss auf den
resultierenden Strom. Fir die Untersu-
chungen werden folgende Parameter
der EP als optimal befunden: Pulspo-
tential = 0,6 V, Lange der Pulses 0,8 s;

4

Abb. 2) REM-Aufnahmen der modifizierten Elektroden
a) Gold/MWCNT (15 kV), b) Gold/MWCNT/Polymer
(10 kV)

Ruhepotential 0 V, Ldnge des Ruhepo-
tentials 0,1 s; Dauer der Polymerisa-
tion=300s; Monomere: MASA + ABAim
Verhéltnis 4:1 in der Monomerldsung.

Um den Mechanismus des Elektronen-
transfers zwischen dem Enzym und der
Elektrode genauer aufzukldren, werden
verschiedene Experimente durchge-
fahrt. Zundchst soll Uberprift werden,
ob dem katalytischen Strom tatsachlich
die enzymatische Oxidation der Glukose
zugrunde liegt. Dazu wird das nichtakti-
ve Apoenzym der GDH an die Oberfla-
che gekoppelt. Durch LSV-Messungen
in An- und Abwesenheit von Glukose
kann gezeigt werden, dass diese Elek-
trode keinen katalytischen Strom ge-
neriert. Der zuvor detektierte Strom
mit dem Holoenzym basiert demnach
nur auf der katalytischen Aktivitat der
(PQQ)-GDH und nicht auf Umsatzreak-
tionen direkt an der modifizierten Elek-
trode.

Im Folgenden soll nun der Mechanis-
mus ndher untersucht werden. Aus einer
friheren Studie ist bekannt, dass freies
PQQ als Mediator zwischen dem En-
zym und der Elektrode fungieren kann.
Méoglicherweise kénnte PQQ aus dis-
soziierten Holoenzymmolekilen auch
in der hier vorgestellten Elektrodenkon-
figuration bei dem Elektronentransfer
vermitteln. Aus diesem Grund wird
zunachst das Verhalten von PQQ an
der polymermodifizierten MWCNT-
Elektrode untersucht. Zyklovoltamme-
trische Messungen zeigen schon bei
sehr kleinen Vorschubgeschwindigkei-
ten relativ grofle Peakseparationen von
182 + 17 mV (siehe Abb. 3a). Die hete-
rogene Elektronentransfergeschwindig-
keitskonstante zwischen dem PQQ
und der modifizierten Elektrode
kann bestimmt werden (1,59 - 10° +
0.14 - 10 c¢m/s) und spricht fir einen
langsamen Prozess.

In einem weiteren Versuch wird die
komplette Enzymelektrode hergestellt
und LSV-Messungen in An- und Ab-
wesenheit von freiem PQQ in Ldsung
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3b dargestellt. Die Kurve |
reprasentiert hier die Grundlinie ohne
Glukose und PQQ in Lésung. Kurve
Il zeigt den Stromverlauf in 10 mM
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Glukoseldsung. Die Kurven IlI bis V stel-
len den Verlauf bei sukzessivem Zusatz
von freiem PQQ in der Glukoselésung
dar. Bei geringen PQQ-Konzentrationen
ist in der Stromantwort zunéchst keine
signifikante Anderung zu beobachten.
Erst bei héheren PQQ-Konzentrationen
steigt bei héheren Potentialen der kata-
lytische Strom. Hieraus ldsst sich ablei-
ten, dass PQQ, wie vermutet, als Medi-
ator fungieren kann, jedoch wird dazu
eine hdhere Konzentration benétigt und
der Effekt tritt erst bei Potentialen tiber
150 mV vs. Ag/AgCl ein. Fir die polymer
gebundene (PQQ)-GDH kann nach der
Interpretation der durchgefiihrten Ex-
perimente der direkte Elektronentrans-
fer als der dominierende Mechanismus
identifiziert werden.
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Abb. 3a) Cyclovoltammogramm einer poly[ABA/
MASA]/MWCNT/Gold-Elektrode in T mM PQQ Lésung
bei verschiedenen Scanraten | 5 mV/s, Il 20 mV/s, Ill
40 mV/s und IV 60 mV/s (5 mM MES, pH 6,5 +1 mM
CaCl,)
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Abb. 3b) LSV einer (PQQ)-GDH/poly[ABA/MASA]/
MWCNT/Gold-Elektrode in Abhdngigkeit von PQQ in
Losung: | ohne Glucose, 1l 10 mM Glucose, Il 10 mM
Glucose + 5 uM PQQ, IV 10 mM Glucose + 10 uM PQQ,
V 10 mM Glucose + 30 uM PQQ (10 mV/s, 5 mM MES
pH 6,5+ 1 mM CaCl,, E vs. Ag/AgCl, 1 M KCl)

Die elektrochemische Charakterisierung
der Enzymelektrode und potentiellen
Anode in einer BBZ umfasst den Einfluss
der lonenstdrke, des pH-Wertes sowie
die Sensitivitat gegentiber Glukose und
die Stabilitdt. Abbildung 4a zeigt den
Zusammenhang der Stromantwort in
1 mM Glukoselésung bei 100 mV vs.
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Ag/AgCl und unterschiedlichen pH-
Werten mit einem Maximum bei pH 6,5.
Auch bei geringen Abweichungen von
diesem Optimum kénnen noch Strom-
dichten von 90% des Maximalwertes er-
reicht werden. Bei pH-Werten < 5,5 geht
die Stromantwort gegen Null. Wird der
pH-Wert anschlieBend wieder erhoéht,
kann der resultierende Strom auch nicht
wieder vergrofRert werden. Diese Ge-
gebenheit kann durch eine irreversible
Anderung in der Protein-Polymer-Kon-
nektivitat erklart werden, da das aktive
Zentrum des Enzyms auch unter sauren
Bedingungen funktionsfahig ist.

Der Einfluss der lonenstdrke auf das
System wird in zwei Experimenten un-
tersucht. Zum einem wird die Puffer-
komponente 2-(-N-morpholino) ethan-
sulfonsaure (MES) in einem Konzen-
trationsbereich zwischen 1 mM und
75 mM variiert, zum anderen wird Kalzi-
um in verschiedenen Konzentration der

100
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= 60
£
<]
= 40
a

20

° M
0 55 6 6,5 7

pH-Wert

Abb. 4a) Stromantwort einer (PQQ)-GDH/poly[ABA/
MASA]/MWCNT/Gold-Elektrode in Anwesenheit von 1
mM Glucose bei 0,1 V vs. Ag/AgCl, 1 M KCl in Abhdin-
gigkeit von pH-Wert
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Pufferlésung zugesetzt. Es zeigt sich,
dass das katalytische System unabhén-
gig von der MES-Konzentration arbeitet
(Abb. 4b). Kalzium hingegen hat einen
deutlichen Einfluss auf die Stromant-
wort (Abb. 4c¢). Pro Untereinheit der
(PQQ)-GDH sind drei Kalziumionen
gebunden. Sie sind sowohl fur die ko-
ordinative Bindung der prosthetischen
Gruppe als auch fiir die Assoziation der
beiden Untereinheiten verantwortlich
(Olsthoorn and Duine 1996; Oubrie et
al. 1999). Wie bereits in friiheren Stu-
dien berichtet, kann die Anwesenheit
geringer Konzentrationen an Ca”, das
Signal beeinflussen (Tanne et al. 2010;
Jin et al. 1995). Ein Einfluss von Ca*
auch bei hoheren Konzentrationen,
kann in dieser Studie belegt werden.
Dieser ist wahrscheinlich auf eine besse-
re Enzyminteraktion mit der Oberflache
zurtickzufiihren.

Fur die weitere Charakterisierung der
Elektrode wird die Sensitivitdt gegen-
Uber dem Substrat mit LSV-Messungen
ermittelt. Wie in Abbildung 5 erkennbar,
ist der katalytische Strom abh&ngig vom
angelegten Potential. Bei geringem Po-
tential von 0,1 V vs. Ag/AgCl kann eine
Inhibierung fir Glukosekonzentrationen
von 10 mM beobachtet werden. Dieser
Effekt ist auch fur GDH in Losung be-
kannt (Dokter et al. 1986). Bei 0,4 V vs.
Ag/AgCl hingegen wird bis zu 100 mM
Glukose keine Substratinhibition fest-
gestellt. Diese Beobachtungen lassen
darauf schlieBRen, dass hier nicht nur
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Abb. 4b+c) Stromantwort einer (PQQ)-GDH/poly[ABA/MASA]/MWCNT/Gold-Elektrode in Anwesenheit von 1 mM
Glucose bei 0,1 Vvs. Ag/AgCl, 1 M KCl in Abhéngigkeit von MES-Konzentration (b) und CaCl,-Konzentration (10 mV/s,
5 mM MES pH 6,5 + 1 mM CaCl,, E vs. Ag/AgCl, 1 M KCl) (c)
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Abb. 5a) Glukosesensitivitét einer (PQQ)-GDH/poly
[ABA/MASA]/MWCNT/Gold-Elektrode bei 0,1 V
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Abb. 5a) Glukosesensitivitit einer (PQQ)-GDH/poly
[ABA/MASA]/MWCNT/Gold-Elektrode bei 0,4 V vs. Ag/
AgCl, 1 M KCI (10 mV/s, 5 mM MES pH 6,5 + 1 mM
Cadl,)

die Enzymkinetik, sondern auch die
Elektronentransferrate und die Orien-
tierung der elektrokatalytischen Domé-
ne zur Elektrode einen Einfluss haben.
Offensichtlich kann das Enzym bei ho-
herem Potential schneller regeneriert
werden und somit mehr Glukose oxi-
diert werden. Solche Effekte unter-
schiedlicher Leistungsfahigkeiten wer-
den auch in einer aktuellen Studie tiber
GDH-Mutanten an Elektroden gefun-
den (Flexer et al. 2010).

Die apparente Michaelis-Menten-Kon-
stante Ky, liegt flir 0,1 V vs. Ag/AgCl
bei 2,0 mM Glukose und fiir 0,4 V vs.
Ag/AgCl bei 10,5 mM. Wird die Elek-
trode bei 4°C in 5 mM MES Puffer
pH 6,5 und 50 mM CaCl, gelagert, ist
eine Abnahme der Stromantwort be-
reits nach einem Tag zu beobachten.
Innerhalb der folgenden vier Tage stabi-
lisiert sich das Signal und betragt rund
50% des Ausgangswertes.

Wie bereits beschrieben, ist bei dem Auf-
bau einer EBBZ mit (PQQ)-GDH keine
Membran zwischen Anode und Kathode
noétig. Die entwickelte Enzymelektrode
wird in diesem Anwendungsbereich

fir die katalytische Umwandlung der
chemischen Energie von Glukose in
elektrische Energie eingesetzt.
Kathodenseitig wird BOD auf eine
MWCNT-modifizierte Goldelektrode im-
mobilisiert (Schubert et al. 2009). Beide
Elektroden basieren auf einem direk-
ten Elektronentransfer und erreichen
Stromdichten im Bereich mehrerer hun-
dert pA/cm2, Damit die Brennstoffzelle
optimal arbeitet, sollten die Halbzellen-
potentiale der beiden Elektroden weit
auseinander liegen, damit die Gesamt-
zellspannung mdglichst grol ist. Das
Ruhepotential der Anode liegt bei -120 +
9 mV vs. Ag/AgCl (n=4), das der Katho-
de bei 560 = 12 mV vs. Ag/AgCl (n=4).
Folglich betragt das offene Zellpotential
(OCP) 680 + 20 mV (n=4).

Zunidchst wird die Stabilitdt der Zelle
unter Last (durch periodisches Anlegen
eines 500 kQ-Widerstands) analysiert.
Durch erstmaliges Anlegen des Wider-
stands fallt das Zellpotential von 660 mV
auf 510 mV ab. Nach 3h periodischen An-
legens des 500 kQ-Widerstandes sinkt
das OCP auf 431 mV. Bei vorangegan-
genen Studien mit einer MET basierten
Anode betrug die Differenz zwischen
dem Ausgangswert nach einmaliger Be-
lastung 250 mV, in dieser Arbeit betragt
der Verlust lediglich 150 mV, wodurch
belegt wird, dass der direkte Elektronen-
transfer die Leistung der Brennstoffzelle
positiv beeinflusst. Nach 3h betrdgt die
Differenz 207 mV und liegt damitimmer
noch deutlich unter der Vergleichsmes-
sung und zeigt die deutlich verbesserte
Stabilitdt des Systems durch Etablierung
eines DET (Abb. 6a).

Weitere Charakteristika einer EBBZ sind
die Spannung und die Leistungsdichte
in Abhangigkeit der Stromdichte (siehe
Abb. 6b). Die Leistungskurven werden
durch galvanodynamische Messungen
bestimmt. Sie zeigen eine maximale
Leistungsdichte von 65 pW/cm? bei
einem Zellpotential von 350 mV. Bei
geringen Stromdichten ist ein linearer
Anstieg der Leistungsdichte zu beob-
achten. Wird das Maximum bei einer
Stromdichte von 180 pyA/cm?2 erreicht,
fallt die Leistungskurve mit héher wer-
dender Stromdichte wieder deutlich
ab. Die erreichte Stromdichte mit die-
sem System ist dreimal groRer als bei
der EBBZ mit MET auf der Anodenseite
(Tanne et al. 2010) oder einer
Biobrennstoffzelle, bei der eine (PQQ)-

GDH Mutante an eine Kohlenstoffpas-
tenelektrode gebunden ist (Yuhashi et
al. 2005). Sie ist vergleichbar mit denen
von Li et al. (Li et al. 2008) erreichten
Leistungsdichten, die SWCNT-modifi-
zierte Kohlenstofffaser-Elektroden mit
Methylengriin nutzten und (NAD-+)-
GDH an der Anode und Laccase an
der Kathode immobilisierten, sowie
bei Gao et al. (Gao et al. 2007), welche
Poly(Brilliantkresylblau) an SWCNT-mo-
difizierten  Glaskohlenstoffelektroden
verwendeten. Die Literatur gibt aber
auch einige Beispiele fiir hohere Leis-
tungsdichten. So kdnnen mit dem
Enzym Alkoholdehydrogenase, immo-
bilisiert an einer Tetraalkylammonium-
bromid/Nafion Membran, und BOD,
eingebettet in einer Ru(bpy),*/Nafion
Membran, Werte von bis zu 460 uW/
cm? erreicht werden (Topcagic and
Minteer 2006). Ein anderes System ar-
beitet mit Fruktosedehydrogenase und
ebenfalls BOD in einer dreidimensio-
nalen Goldnanopartikel-modifizierten
Goldelektrode und erreicht 660 pW/cm?2
(Murata et al. 2009).
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Abb. 6a) Stabilitét des Zellpotentials mit und ohne Last
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Abb. 6b) Leistungskurven der assemblierten EBBZ mit
20 mM Glucose (5 nA/s, 5 mM MES pH 6,5 + 1 mM
Cadl,, Evs. Ag/AgCl, 1 M KCI)

» IV.FAZIT

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung
einer Enzymelektrode auf Basis einer
MWCNT modifizierten Goldelektrode,
die mit einem Polymerfilm {berzogen
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wird, um anschlieBend das Enzym
(PQQ)-GDH kovalent zu koppeln und
elektrisch anzusprechen. Um den
Polymerfilm zu optimieren, wurden
Parameter der Elektropolymerisation
sowie unterschiedliche Monomere und
deren Mischungsverhidltnisse unter-
sucht. Es zeigt sich, dass ein Copolymer
aus 2-Methoxyanilin-4-sulfonsdure und
meta-Aminobenzoesdure am besten
geeignet ist. In Anwesenheit von 5 mM
Glucose kdénnen Stromdichten von bis
zu 500 pA/cm? generiert werden (0,1 V
vs. Ag/AgCl). Die katalytische Umsatzre-
aktion startet dabei schon bei -0,1 V vs.
Ag/AgCl mit einem dynamischen Mess-
bereich zwischen 0,1 mM und 10 mM
Glucose, der bei hoheren Potentialen
auf bis zu 100 mM Glucose erweitert ist.
Weiterhin ist der Elektronentransfer-
mechanismus in verschiedenen Expe-
rimenten analysiert worden und kann
als direkter ET belegt werden. Gezeigt
wurde zudem, dass die Elektrode in ei-
nem gewissen Bereich unabhangig von
der Pufferkonzentration ist, Calciumio-
nen hingegen die katalytische Reaktion
positiv beeinflussen.

AbschlieRend wurde die Elektrode in
einer enzymatischen Biobrennstoffzelle
eingesetzt. Kathodenseitig wurde eine
Bilirubinoxidase-Elektrode verwendet.
In diesem membranlosen System, in
dem sowohl Anode als auch Katho-
de auf MWCNT-modifizierten Gold-
elektroden mit direktem ET basieren,
konnte eine relativ hohe Zellspannung
von bis zu 700 mV erreicht werden.
Die maximale Leistungsdichte betragt
65 uW/cm2,
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