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Zusammenfassung

Sulfonierte Polyaniline erwiesen sich bereits als geeigne-
te Polymere fiir den Aufbau von Biosensoren. Aus diesem
Grund setzten wir unterschiedlich substituierte Polymer-
formen fur die Untersuchungen der direkten Elektronen-
Ubertragung zum Redoxenzym PQQ-GDH (Pyrrolochino-
linchinon-abhédngige Glukosedehydrogenase) ein. Dafur
wurden zuerst neue Copolymere synthetisiert. Als Basis
fur die Synthesen wurden 2-Methoxyanilin-5-Sulfonsaure
(MAS), 3-Aminobenzensulfonsdure (ABS), 3-Aminoben-
zoesaure (AB) und Anilin (AN) ausgewahlt und deren Ver-
haltnisse variiert. Alle Copolymere wurden hinsichtlich der
direkten Reaktion mit PQQ-GDH untersucht. Diese Wech-
selwirkung wurde zunéchst in Losung, anschlieRend auch
auf Elektroden beobachtet. Die Ergebnisse zeigen, dass
nur die aus MAS- und AN-Einheiten bestehenden Copo-
lymere in der Lage sind, mit dem Enzym in Losung direkt
zu interagieren, was wahrscheinlich dem Emeraldin Salz
(ES) Redoxzustand des Polymers zuzuschreiben ist. Immo-
bilisiert man die Polymere und das Enzym auf Kohlenstoff-
nanoréhrenbasierten Elektroden, generiert man direkte
Bioelektrokatalyse auch im Falle der aus ABS/AB- und MAS/
AB-Einheiten bestehenden Copolymere, die sich nach der
Synthese im Pernigranilin Base (PB) Redoxzustand befinden.
Im Gegensatz zur Situation in Losung kann auf Elektroden
das Potential zusdtzlich genutzt werden, um Elektronen
vom Enzym auf das Polymer zu tbertragen. Solche Polymer-
basierten Enzymelektroden besitzen Anwendungspotential
in der Sensorik, aber auch in Biobrennstoffzellen.

Abstract

Sulfonated polyanilines have become promising building
blocks in the construction of biosensors, and therefore we
use here differently substituted polymer forms to investigate
the role of their structural composition and properties in
achieving a direct electron transfer with the redox enzyme
pyrroloquinoline quinone-dependent glucose dehydro-
genase (PQQ-GDH). To this end, new copolymers con-
taining different ratios of 2-methoxyaniline-5-sulfonic acid
(MAS), 3-aminobenzenesulfonic acid (ABS) and 3-amino-
benzoic acid (AB) units have been chemically synthesized.
All polymers have been studied with respect to their ability to
react directly with PQQ-GDH. This interaction has been
monitored initially in solution, and subsequently on elec-
trode surfaces. The results show that only copolymers
with MAS and aniline units can directly accept electrons
from PQQ-GDH in solution; the background can be mainly
ascribed to the emeraldine salt redox state of the polymer,
allowing rather easy reduction. However, when polymers
and the enzyme are immobilized on the surface of carbon
nanotube-containing electrodes, direct bioelectrocatalysis
is also feasible in the case of copolymers composed of ABS/
AB and MAS/AB, existing initially in pernigraniline base form.
This verifies that a productive interaction of the enzyme with
differently substituted polymers is feasible when the elec-
trode potential can be used to drive the reaction towards the
oxidation of the substrate-reduced enzyme. These results
clearly demonstrate the potential of these polymer-based
enzyme electrodes for the construction of biosensors and
biofuel cells.

I. EINLEITUNG

Sulfonierte Polyaniline, die zur Klasse
der konjugierten, leitfahigen Polymere
gehdren, gewannen in der letzten Zeit
besondere Aufmerksamkeit auf Grund
ihrer hohen Leitfahigkeit im Vergleich
zu unsubstituierten Polyanilinen, ihrer
verbesserten Loslichkeit, den elektri-
schen Eigenschaften und der Redox-
aktivitdt in einem weiten pH-Bereich
(Liao et al. 2012: 1570; Malinauskas
2004: 214; Pornputtkul et al. 2010:
9982; Yue et al. 1992: 4410). Dartber

hinaus wurden verschiedene Strate-
gien der Funktionalisierung der Poly-
mere durch Dotiersubstanzen oder die
Copolymerisierung von Anilinen mit
unterschiedlich substituierten Deriva-
ten verfolgt, um Polymere mit besse-
ren elektrokatalytischen Eigenschaften
herzustellen, die als Bausteine in der
Konstruktion von Biosensoren an-
gewandt werden kénnen (Hatchett
et al. 2008: 746; Sassolas et al. 2012:
489; Wallace et al. 2002: 953; Wie et
al. 2006: 839; Cosnier et al. 2011:
2146). Da viele Enzyme unter physio-

logischen Bedingungen aktiv sind, ist
die Notwendigkeit der Verwendung
von leitfahigen Polyanilinformen,
die bei physiologischem pH nicht zu
Isolatoren werden, von besonderer
Wichtigkeit (Liao et al. 2012: 1570;
MacDiarmid 2001: 2581; Tran et al.
2009: 1487).

Selbstdotierung kann besonders
effektiv durch die Einbringung der
Sulfongruppen in Polyanilin erreicht
werden. Die selbstdotierten Polya-
niline wurden bereits in folgenden
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Bereichen eingesetzt und untersucht:
(i) Mediator-vermittelte Katalyse von
Oxidationsreaktionen unterschiedli-
cher Alkohole (Saio et al. 2010: 2177)
sowie die Detektion von kleinen Mole-
kiilen wie Ochratoxin A (Muchindu et
al. 2011: 122) oder Diazinon (Michira
et al. 2011: 469); (ii) Bindungsreaktio-
nen — z.B. Detektion der DNA-Hybri-
disierung (Du et al. 2010: 1022; Yang
et al. 2011: 140) und (iii) Interaktion
mit Redoxproteinen wie Cytochrom ¢
(Zhang et al. 2006: 1107; Sarauli et al.
2012: 3848) und Hamoglobin (Zhou et
al. 2005: 303). Dariber hinaus konnen
die negativ geladenen Sulfonsdure-
Gruppen die Immobilisierung von
Proteinen/Enzymen in einzelne sowie
multiple Schichtsysteme auf Elektro-
den durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen beginstigen. Tatsachlich
ist bereits Uiber einige Nanostrukturen
mit Cytochrom c (Sarauli et al. 2012:
3848; Beissenhirtz et al. 2004: 4357,
Oh et al. 2004: 307; Sarauli et al. 2010:
14271) und/oder Redoxenzymen wie
Tyrosinase (Mangombo et al. 2010:
267), Glukose Oxidase (Lee et al. 2010:
74), Sulfitoxidase (Spricigo et al. 2008:
972) und Bilirubinoxidase (Dronov et
al. 2008: 3000) berichtet worden.

Das Enzym Pyrrolochinolinchinon-
abhdangige  Glukosedehydrogenase
(PQQ-GDH) setzt Glukose und an-
dere Aldosen in entsprechende Lak-
tone um. Zudem ist dieses Enzym
sauerstoffinsensitiv. und katalytisch
aktiv bei physiologischem pH. Die-
se Eigenschaften machen PQQ-GDH
vielversprechend sowohl fir die An-
wendung in der Biosensorik (Oubrie
2003: 143; Tkac et al. 2009: 53; Du-
rand et al. 2010: 750) als auch fir die
Konstruktion von Biobrennstoffzellen
(Flexer et al. 2011: 5721; Gobel et al.
2011: 1240; Razumiene et al. 2003: 83;
Tanne et al. 2010: 530). Auch wenn ein
direkter Elektronentransfer zwischen
PQQ-GDH und Elektroden schwer zu
erreichen ist (Ivnitski et al. 2007: 1562;
Okuda et al. 2004: 1562), wurde be-
reits Uber die mediatorfreie bioelekt-
rokatalytische Umsetzung von Gluko-
se berichtet (Flexer et al. 2011: 5721;
Gobel et al. 2011: 1240; lvnitski et al.
2007: 1562; Sarauli et al. 2012: 4615;
Schubart et al. 2012: 224; Razumie-
ne et al. 2006: 5150). Deshalb wurde
PQQ-GDH fir die Untersuchungen
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des direkten Elektronentransfers mit
unterschiedlich substituierten Polyani-
linen ausgewahlt.

Zunachst wurden verschiedene Co-
polymere chemisch synthetisiert und
charakterisiert. Zusammen mit einem
bereits verdffentlichten Homopoly-
mer sowie dem Kopolymer aus 2-Me-
thoxyaniline-5-Sulfonsaure (MAS) und
Anilin (AN) (Sarauli et al. 2012: 3848)
wurden Copolymere herangezogen,
die entweder aus MAS und 3-Amino-
benzensulfonsaure (ABS) oder 3-Ami-
nobenzoesdure (AB) Monomere beste-
hen (siehe Abb. 1). Alle diese Polymere
wurden fir die Untersuchungen des
Elektronentransfers eingesetzt. Die
Wechselwirkung mit dem Enzym
wurde anfangs in Losung, anschlie-
Rend auf Oberflaichen charakterisiert.
Dafiir wurden die Polymerfilme auf
Buckypapier (zu Papierform gepresste
mehrwandige  Kohlenstoff-nanoréh-
ren) immobilisiert. Der Einfluss der
Polymerzusammensetzung auf die
Effizienz des Elektronentransfers mit
freier sowie gebundener PQQ-Glukose-
dehydrogenase wird diskutiert.

Il. EXPERIMENTELLER TEIL

Alle Chemikalien und Ldsungsmittel
wurden bei Sigma, Acros Organics
und Fluka gekauft und ohne weitere
Reinigungsprozeduren benutzt. sGDH
(Acinetobacter calcoaceticus) wur-
de von der Roche Diagnostics GmbH
zur Verfigung gestellt. Das Enzym
wurde in Eschericia coli rekombinant
exprimiert. PQQ wurde von Wako
Pure Chemical Industries bezogen. 18
MQ deionisiertes Wasser (Eschborn,
Deutschland) wurde in allen Unter-
suchungen benutzt. Frisch destillierte
Losungsmittel wurden fir alle che-
mischen Synthesen eingesetzt. Die
Synthesestrategien sind in (Sarauli et
al. 2013: 8290) beschrieben. Die Refe-
renzelektrode Ag/AgCl; 1M KCI wurde
in dieser Arbeit benutzt.

IIl. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Das Ziel der vorliegenden Arbeit
bestand darin, den Einfluss von un-
terschiedlich funktionalisierten sul-
fonierten Polyanilinen auf den Elekt-
ronentransfer mit dem Redoxenzym
PQQ-GDH sowohl in Losung als auch

im immobilisierten Zustand auf poly-
mermodifizierten Elektroden zu evalu-
ieren. Daflr wurden verschiedene Po-
lymere eingesetzt (Abb. 1 und Tab. 1).

A Hfsdc::‘t“”‘@”“i
B i@*:‘%ﬂ
e I W e

D @}dny

Abb.1) Zusammensetzung der zu untersuchen-
den Polyanilin-Copolymere: A) Poly(2-Methoxy-
anilin-5-Sulfonséure-co-Aniline) ~ (PMSA1); B)
Poly(2-Methoxyanilin-5-Sulfonséure) (PMSA4); C)
Poly(3-Aminobenzoeséure-co-3-Aminobenzen-sul-
fonscure (PABSA); D) Poly(3-Aminobenzoe-sdure-co-
2-Methoxyanilin-5-Sulfonsdure).

Mono-
merver- M M

. . 0 W
hdltnisse | cmon | [c/mon

Copo-

lymere
m* n*

HYANN 4.5 1

PMSA4 3680
VIS 11 1 12500 18700
VN 1.8 1 11300 16700
PABM-

e 1 1.8 13400 15400
PABM- 2 1 12400 13500

SA2

Tab. 1) Zusammensetzung und Molmassen der zu
untersuchenden Copolymere. m* und n* sind den
Strukturformeln in Abb. 1 zu entnehmen.



SPEKTRALE CHARAKTERISIERUNG DER POLYMERE g
0.7 gE
Die IR- sowie NMR-Spektren von allen e —— PMSA4 Eé
Polymeren wurden bereits veroffent- 0.6 PMSAT ';52
licht (Sarauli et al. 2012: 3848; Sarauli es8
et al. 2013: 8290). Die UV-Vis-Spektren 05
sind in der Abb. 2 dargestellt.
In der Abb. 2A sind die UV-Vis-Spektren é o4
von PMSA1- sowie PMSA4-Polymeren £ 03
zusammengestellt. Die Anwesenheit &
von Methoxy- und Sulfongruppen
am Anilinring beeinflusst die spektra- 0-2
len Eigenschaften sowie die struktu-
relle Konformation der Copolymere. 01
Die gepufferten PMSA1 und PMSA4-
Lésungen sind gelb-griin; die Spekt- 0.0
ren beinhalten sowohl eine deutliche 300 400 “500 600 700
Polaron-Bande bei 469 nm als auch Wellenlange, nm
eine eher schwiéchere Bande bei 320
nm (- Ubergang). Alle diese spek- 14
tralen Eigenschaften charakterisieren e —— PABSA2
den Emeraldin (ES) Zustand (gemisch- 1.2 PABSAT
ter Redoxzustand: siehe Pornputtkul et
al. 2010: 9982). 10
Abb. 2B und 2C demonstrieren die UV- c 08
Vis Spektren von PABSA (siehe Abb. 2
1C) sowie PABMSA (siehe Abb. 1D). f‘g
Hier konnten zwei signifikante Banden g 0
identifiziert werden: die intensivsten
Banden bei 286-290 nm, die den r-rt* 04
Ubergdngen im Benzenoidring zuzu-
schreiben sind (B-Bande), aber auch 0.2
die kleineren Banden bei 540-550 nm,
die den Ubergdngen in Chinondiimin, 0.0
Einheiten  entsprechen  (Q-Bande). 300 400 500 600 700
Im Gegensatz zu PMSA1 und PMSA4 Wellenlange, nm
charakterisieren diese spektralen Ei-
genschaften den Pernigranilin (PB) 1.2
Redoxzustand (vollsténdig ._oxidierte e —— PABMSA2
Form). Sowohl die als Peierls Ubergang PABMSAT
bezeichnete Q-Bande bei 540-550 nm 10
(Albuquerque et al. 2000: 19; Mav-Go-
lez et al. 2011: 1845) als auch das B/Q 0.8 ‘
Extinktionsverhaltnis EB/EQ = 2.6 —3.0  _ \
deuten auf den PB Redoxzustand. £
% 06
;
0.4
0.2
0.0 =
300 400 500 600 700

Wellenlédnge, nm

Abb.2) UV-Vis-Spektren der untersuchten Polymere. A) PMSAT und PMSA4 (Abb. 1 A und B); B) PABSA1
und PABSA 2 (Abb. 1 C) und C) PABMSAT und PABMSA2 (Abb. 1 D). Experimentelle Bedingungen:
[Polymer]= 40 ug/ml, 5 MES + 1 mM CaCl2 Puffer, pH 7.
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WECHSELWIRKUNG MIT PQQ-GDH IN LOSUNG

Um den Elektronentransfer zwischen
den Polymeren und dem Enzym in
Losung festzustellen, wurden UV-Vis-
Messungen mit allen in Tab. 1 aufgelis-
teten Polymeren durchgefiihrt. Abb. 3
fasst die spektralen Anderungen an den
PMSAT1- (A) und PMSA4- (B) Polymeren
nach der Zugabe von Substrat (Gluko-
se) zu den jeweiligen Polymerlésungen
mit PQQ-GDH zusammen. Aus der Ab-
bildung ist ersichtlich, dass die Polymere

1.2
PMSAT

408 nm
0.8

0.6

Extinktion

0.4

0.2

0.0
300 400 500

Wellenldnge, nm

1.4
PMSA4

1.0
2]

0.8

0.6

Extinktion

0.4

0.2

0.0
300 400 500

Wellenlédnge, nm

Abb. 3) UV-Vis-Spektren von PMSAT (A) und PMSA4 (B) in Abwesenheit (1)
sowie Anwesenheit vom Substrat Glukose. Experimentelle Bedingungen:
[Polymer]= 40 ug/ml, 5 MES + 1 mM CaCl2 Puffer, pH 7.
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in Anwesenheit von Enzym und Subs-
trat reduziert werden. Dies kann aus
der Betrachtung der Peaks bei 344 nm
und 408 nm geschlussfolgert werden
(Pornputtkul et al 2010: 9982; Sarauli
et al. 2012: 3848). Die Reduktion von
PMSA1 und PMSA4 zeigt eindeutig,
dass die Polymere als Reaktionspartner
fur die PQQ-GDH agieren. Erstaunli-
cherweise zeigen andere sulfonierte
Polymere, die eine Karboxylgruppe
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e 0.45 \
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350 400
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Extinktion

0.4

0.2

0.0
600 700 300

beinhalten, ein gegensatzliches Verhal-
ten in Lésung. Die spektralen Anderun-
gen nach der Zugabe von Substrat zu
den Polymer/Enzym-Losungen sind in
der Abb. 4 dargestellt. Sowohl die Abb.
4A als auch 4B zeigen, dass keine Ver-
anderungen an den Polymeren auftre-
ten. Das Gleiche gilt auch fur die zwei
anderen Polymere (PABSA2 und PABM-
SA1), die hier nicht gezeigt werden.

450 500
Wellenldnge, nm

400 500 600 700

Wellenldnge, nm

Abb. 4) UV-Vis-Spektren von PABSA1 (A) und PABMSA2 (B) in Abwesenheit
(1) sowie Anwesenheit vom Substrat Glukose. Experimentelle Bedingungen:
[Polymer]= 40 pug/ml, 5 MES + 1 mM CaCl2 Puffer, pH 7.

550 600 650 700



Um dieses Verhalten besser zu ver-
stehen, wurden alle Polymere mit
Natriumdithionit chemisch reduziert.
Abb. 5 prasentiert ein Diagramm, in
welchem die Menge an Reduktions-
mittel aufgetragen wurde, die fur die
vollstaindige Reduktion notwendig
ist. Anhand dieser Auftragung kann
geschlussfolgert werden, dass PMSAI1
und PMSA4 im Vergleich zu den ande-
ren Polymeren leichter zu reduzieren
sind. Das ist auf die verschiedenen Re-
doxzustdnde der Polymere nach der
Synthese (ES und PB) zurtickzufihren.

Um festzustellen, welche experimen-
tellen Bedingungen fir den Elektro-
nentransfer mit PQQ-GDH am besten
geeignet sind, wurden spektrophoto-
metrische Messungen bei unterschied-
lichen pH-Werten durchgefiihrt. Die
pH-abhdngigen Reduktionsgeschwin-
digkeiten fir PMSA1 und PMSA4 bei
408 nm sind in der Abb. 6 zu sehen.
Die Abhdngigkeit zeigt, dass die Re-
duktion der Polymere in einem breiten
pH-Bereich mdglich ist; die hochsten
Geschwindigkeiten wurden jedoch fir
beide Polymere bei pH 6 gemessen.
Dies ist eine gute Ubereinstimmung
mit bereits bekannten Daten fiir das
katalytische Verhalten der PQQ-GDH
mit 2.6-Dichlorophenol-indolphenol
als  Elektronenakzeptor  (Anthony
2001: 757; Dokter et al. 1986: 163). Es
kann hier geschlussfolgert werden,
dass die Reaktion mit den Polymeren
eher durch das Aktivitdtsmuster des
Enzyms und nicht durch den Elektro-
nenaustausch zwischen dem Biomo-
lekil und den Polymeren dominiert
wird. Deshalb wurden alle weiteren
elektrochemischen  Untersuchungen
bei pH 6 durchgefihrt.

Das Verhalten wurde nun an unmo-
difizierten Goldelektroden elektro-
chemisch untersucht. Abb. 7 zeigt
die zyklischen Voltammogramme von
PMSAT- und PMSA4-Ldsungen, die so-
wohl PQQ-GDH als auch Glukose be-
inhalten. Das elektrochemische Signal
von PASAT1 allein (Voltammogramm (1)
in Abb. 7A) zeigt ein deutliches Redox-
paar mit dem formalen Potential ~ 0.18
V vs. Ag/AgCl und und eine schwiche-
re Redoxumwandlung bei ~ 0.05 V vs.
Ag/AgCl. Bei PMSA4 (Abb. 7B) sind die
Redoxpaare eher schwécher zu sehen,
haben dennoch &hnliche Potential-
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[Reduktionsmittel], mM

2.0
1.5

1.0 PMSA4

PMSAT

]
O.o -

PABMSAT PABMSA2

PABMSA1

PABMSA2

Abb. 5) Notwendige Menge an Reduktionsmittel Natriumdithionit fiir die vollstindige Reduktion
der Polymere (gemessen mit UV-Vis) Experimentelle Bedingungen: [Polymer]= 40 ug/ml, 5 MES +

1 mM CaCl2 Puffer, pH 7.
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Abb. 6) pH-abhdngige Reduktionsgeschwindigkeiten Vmax fiir PMSAT und PMSA4 in Anwesenheit von
PQQ-GDH und Glukose (gemessen mit UV-Vis). Experimentelle Bedingungen: [Polymer]= 40 ug/ml, [PQQ-
GDH] =10 uM, [Glukose] =5 mM, 5 MES + 1 mM CaCl2 Puffer.

werte. Durch die Zugabe von Enzym
in Losung (Voltammogramme (2) in
Abb. 7) sind keine deutlichen Veran-
derungen feststellbar.

GDH mit 2.6-Dichlorophenol-indol-
phenol als Elektronenakzeptor (Antho-
ny 2001: 757; Dokter et al. 1986: 163).
Es kann hier geschlussfolgert werden,
dass die Reaktion mit den Polymeren
eher durch das Aktivitdtsmuster des
Enzyms und nicht durch den Elektro-

nenaustausch zwischen dem Biomo-
lekdl und den Polymeren dominiert
wird. Deshalb wurden alle weiteren
elektrochemischen  Untersuchungen
bei pH 6 durchgefiihrt.

Das Verhalten wurde nun an unmo-
difizierten Goldelektroden elektro-
chemisch untersucht. Abb. 7 zeigt
die zyklischen Voltammogramme von
PMSAT- und PMSA4-Ldsungen, die so-
wohl PQQ-GDH als auch Glukose be-
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inhalten. Das elektrochemische Signal
von PASAT1 allein (Voltammogramm (1)
in Abb. 7A) zeigt ein deutliches Redox-
paar mit dem formalen Potential ~ 0.18
V vs. Ag/AgCl und und eine schwache-
re Redoxumwandlung bei ~ 0.05 V vs.
Ag/AgCl. Bei PMSA4 (Abb. 7B) sind die
Redoxpaare eher schwacher zu sehen,
haben dennoch &hnliche Potential-
werte. Durch die Zugabe von Enzym
in Lésung (Voltammogramme (2) in
Abb. 7) sind keine deutlichen Verande-
rungen feststellbar.

4.0

0.1 0.2
E gegen Ag/AgCl, V

4.0
3.5
3.0
2.5

2.0

I, MA

0.5

0.0

-0.5

0.0 0.1 0.2

E gegen Ag/AgCl, V

Allerdings andert sich die Situation
drastisch durch die Zugabe von Glu-
kose (Voltammogramme (3): signifi-
kante bioelektrokatalytische Strome
erscheinen fir beide Polymere (Al = 3
UA bei 0.4 V). Dieser Prozess startet bei
E ~ 0 V vs. Ag/AgCl. Die Messungen
bestdtigen den Befund aus den spek-
trophotometrischen Studien, namlich
dass die Polymere in der Lage sind, die
Elektronen vom substrat-reduzierten
Enzym aufzunehmen. Darlber hinaus
kénnen die Elektronen weiter zur Elek-

2

0.3 0.4

I, HJA

0.3

0.4 -0.1

trode transportiert werden. Da dieser
Prozess bei einem relativ niedrigeren
Potential beginnt, muss das Polymer
nicht vollstandig oxidiert sein, um ei-
nen Elektronentransfer einzugehen.

By
iy

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
E gegen Ag/AgCl, V
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

E gegen Ag/AgCl, V

Abb. 7) Zyklische Voltammogramme von (A) PMSAT- und (B) PMSA4-Polymer-
lésungen ohne Enzym (1), mit Enzym (2) und mit Enzym und Glukose (3).
Experimentelle Bedingungen: [Polymer]= 200 pg/ml, [PQQ-GDH] = 10 uM,
[Glukose] =5 mM, 5 MES + 1 mM CaCl2 Puffer, pH 6.
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Abb. 8) Zyklische Voltammogramme von Buckypapierelektroden: (A) PMSAT-
Polymerfilme (1) und PMSAT-PQQ-GDH-Filme (2); (B) PMSA4-Polymerfilme
(1) und PMSA4-PQQ-GDH-Filme (2). Experimentelle Bedingungen: Scanrate 5
mV/s, 5 MES + T mM CaCl2 Puffer, pH 6.



DIREKTER ELEKTRONENTRANSFER MIT
PQQ-GDH AUF ELEKTRODEN

Fur den ndchsten biosensorisch rele-
vanten Anwendungsschritt wurde ein
kohlenstoff-nanoréhrenhaltiges Mate-
rial — Buckypapier - als Oberflache aus-
gewahlt. Der Grund dafir ist die grofRe
und nanostrukturierte Oberflache, die
fur die Konstruktion von Enzymelekt-
roden gut geeignet ist (Ahmadalinez-
had et al. 2011: 287; Chatterjee et al.
2012: 302; Hussein et al. 2011: 4133).

Zuniéchst wurden die Filme von PMSA1
und PMSA4 aus wadssriger und gepuf-
ferter Polymerldsung auf Buckypapier
abgeschieden, anschlieBend wurden

20

12 3 45 6
[Glukose], mM

I, uJA
o]

-0.1 0.0 0.1 0.2
E gegen Ag/AgCl, vV

Abb. 9 fasst die zyklischen Voltam-
mogramme von Buckypapier-PMSAT-
PQQ-GDH- und Buckypapier-PMSA4-
PQQ-GDH-Elektroden in Anwesenheit
von Glukose zusammen. Es ist ersicht-
lich, dass ein signifikanter bioelektro-
katalytischer Strom in Anwesenheit
von Glukose erscheint (Al = 15 pA bei
0.4 V fur beide Elektroden). Dieser
Strom beginnt bei E =-0.025 V vs. Ag/
AgCl und ist konzentrationsabhan-
gig (siehe Einfiigung in der Abb. 9).
Die Bioelektrokatalyse zeigt deutlich,
dass ein Elektronentransfer zwischen
dem Redoxzentrum des Enzyms und
der Elektrode erreicht werden kann.
Um Wechselwirkungen zwischen der
PQQ-GDH und den Kohlenstoffnano-

NONBAO®
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immobilisiert, danach das Enzym
aufgebracht und anschlieRend das
elektrochemische Verhalten der Elek-
troden in Anwesenheit von Glukose
untersucht. Die Ergebnisse sind in der
Abb. 10 zusammengefasst. Aus den
Voltamogrammen ist ersichtlich, dass
in beiden Féllen eine Bioelektrokata-
lyse beobachtet werden kann. Die In-
tensitaten der bioelektrokatalytischen
Stréme sind zwar kleiner als die PMSA1
und PMSA4 modifizierten Elektroden
(PABSAT1: Al = 5-6 pA und PABMSA2: Al
=~ 11-12 yA bei 0.4 V), dennoch deutlich
groler als die Strome von unmodifi-
ziertem Buckypapier. Die Bioelektro-
katalyse erscheint trotz der Tatsache,
dass diese Polymere keine direkte

3 45 6
[Glukose], mM

0.1 0.2 0.3 0.4

E gegen Ag/AgCl, vV

Abb. 9) Zyklische Voltammogramme von Polymer-Enzym-Filmen auf Buckypapier-Elektroden: (A) PMSA1-PQQ-GDH und (B) PMSA4-PQQ-GDH Filme in Abwe-
senheit (1) sowie Anwesenheit von Glukose (2); Die Einfligung: das konzentrations-abhdngige katalytische Verhalten bei E = 0.4 V. Experimentelle Bedingungen:
Scanrate 5 mV/s, [Glukose] = 5 mM, 5 MES + 1 mM CaCl2 Puffer, pH 6.

diese Filme voltammetrisch unter-
sucht (Voltammogramme (1) in Abb. 8).
Als Nachstes wurde darauf das Enzym
durch Adsorption aus konzentrierter L6-
sung immobilisiert (Voltammogramme
(2) in Abb. 8). Zwei Redoxpaare kon-
nen im letzten Fall detektiert werden:
deutliche Redoxumwandlungen der
Polymere bei E = +0.18 V vs. Ag/AgCl
zusammen mit schwécheren Redoxpaa-
ren bei E=-0.025V vs. Ag/AgCl, die der
adsorbierten PQQ-GDH zuzuschreiben
sind (da sie nur dann erscheinen, wenn
das Enzym immobilisiert ist - Vergleich
(1) und (2) in der Abb. 8A und 8B). Das
formale Potential (E ~ -0.025 V vs. Ag/
AgCl) stimmt mit bereits veroffentlich-
ten Daten fur immobilisierte PQQ-GDH
ungefahr Uberein (Gobel et al. 2011:
1240; Ivnitski et al. 2007: 1562).

rohren zu evaluieren, wurden Messun-
gen auch ohne Polymer durchgefiihrt.
Der bioelektrokatalytische  Strom
erscheint auch ohne Polymerfilm, je-
doch ist seine Intensitét deutlich gerin-
ger (Al = 3 yA bei 0.4 V). So kann man
definitiv schlussfolgern, dass die An-
wesenheit des Polymers auf der Elek-
trode die Intensitét der Bioelektrokata-
lyse deutlich steigert. Der Grund daftir
istin erster Linie die optimale Oberfla-
che, auf der sich das Enzym vorteilhaft
orientieren kann, aber auch die hohe
Dichte an Andocktellen fiir das Enzym.

Auch wenn der Elektronentransfer
zwischen PQQ-GDH- und PABSA-
sowie PABMSA-Polymeren in Ldsung
nicht beobachtet werden konnte, wur-
den die Polymere auf Buckypapier

Wechselwirkung mit dem Enzym in L6-
sung eingehen. Diese Messungen be-
stétigen die Idee, dass der urspringli-
che Redoxzustand der Polymere einen
Einfluss auf den Elektronentransfer mit
Biomolekilen hat. Offensichtlich liegt
hier kein chemisches ,Missfit“ in den
Eigenschaften der Polymere in Bezug
auf eine Interaktion mit dem Enzym
vor und das Potential kann als zusatz-
liches Mittel benutzt werden, um die
Reaktion zur Elektrode zu steuern.
Das Startpotential, ab welchem der
elektrokatalytischer Strom beobach-
tet werden kann, ist in guter Uberein-
stimmung mit den Redoxeigenschaf-
ten des Enzym-gebundenen PQQ.
Man kann auch feststellen, dass keine
hohen Potentiale notwendig sind, um
die Elektronen aus der bioelektrokata-
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lytischen Oxidation der Zuckermole-
kile zu ,,sammeln”. Diese Ergebnisse
sind interessant und demonstrieren,
dass die Untersuchungen in Losung
nur erste Hinweise auf die Auswahl
geeigneter Polymere liefern. Weitere
Faktoren beeinflussen die erfolgreiche
Konstruktion von mediatorfreien En-
zymelektroden. Auch die Oberflache

12

10

I, uJA

2

-0.1 0.0 0.1 0.2
E gegen Ag/AgCl, V

ist hierfir von besonderer Wichtigkeit.
Die polymermodifizierte Kohlenstoff-
nanordhren-basierte  Buckypapier-
oberflache bietet offensichtlich ein
far die Bindung der Biomolekile ge-
eignetes Interface. Nichtsdestotrotz
soll hier auch erwahnt werden, dass
die zwei Polymere, die eine direkte
Wechselwirkung mit dem Enzym in

o -

Losung eingehen, auch die effizien-
teste Bioelektrokatalyse auf Bucky-
papier zeigen.

-5
0.3 0.4 -0.1 0.0

0.1 0.2 0.3 0.4
E gegen Ag/AgCl, V

Abb. 10) Zyklische Voltammogramme von Polymer-Enzym-Filmen auf Buckypapier-Elektroden: (A) PABSA1-PQQ-GDH und (B) PABMSA2-PQQ-GDH Filme in
Abwesenheit (1) sowie Anwesenheit von Glukose (2); Experimentelle Bedingungen: Scanrate 5 mV/s, [Glukose] = 5 mM, 5 MES + 1 mM CaCl2 Puffer, pH 6.
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IIl. SCHLUSSFOLGERUNG

Chemisch synthetisierte sulfonierte
Polyanilin-Copolymere, die aus ver-
schiedenen Monomer-Bausteinen
aufgebaut sind, kdnnen nach der Syn-
these in unterschiedlichen Redoxzu-
standen vorliegen. Die Copolymere,
die nur zusatzliche Methoxygruppen
am sulfonierten Anilinring besitzen,
befinden sich in einem gemischten
Redoxzustand (ES). Sie konnen direkt
mit dem Enzym PQQ-GDH in Losung
reagieren. Der Elektronentransfer wur-
de sowohl spektrophotometrisch als
auch elektrochemisch nachgewiesen.
Die letztere Methode zeigte die Ge-
nerierung von bioelektrokatalytischen
Strémen in Anwesenheit vom Subst-
rat Glukose beginnend bei Potentia-
len oberhalb des enzymgebundenen
PQQs. Die Karboxylgruppen-tragen-
den Polymere befanden sich dagegen
im vollstandig oxidierten Zustand
(PB). Sie sind nicht in der Lage, Elektro-
nen mit dem Enzym in Losung auszu-
tauschen. Wenn diese Polymere aber
auf Kohlenstoffnanoréhren-basierten
Buckypapier-Elektroden immobilisiert
werden, kann man eine direkte Bio-
elektrokatalyse beobachten. Das heilt,
dass das modifizierte Buckypapier auf
Grund seiner hohen Oberflache ein fiir
biosensorische Zwecke gut geeignetes
Interface bildet. Diese Ergebnisse sind
wichtig fir ein besseres Verstandnis
von Faktoren, die die Effektivitat der
Interaktion von Enzymen mit Elek-
troden beeinflussen, aber auch fir
praktische Anwendungen wie z.B. die
Kopplung von Enzymen an Anoden in
Biobrennstoffzellen.
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