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Abstract

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Elektrodensystem aus MWCNT-modifizierten
Goldelektroden mit kovalent fixierter Bilirubinoxidase elektrochemisch untersucht. Unter
aeroben Bedingungen konnte ein DET von der Elektrode zur BOD durch die bioelektro-
katalytische Reduktion von Sauerstoff zu Wasser detektiert werden. Das Startpotential
der Elektrodenreaktion unter aeroben Bedingungen wurde mit etwa 72010 mV gegen
SHE ermittelt. Mit dem hier beschriebenen Elektrodensystem sind in luftgesittigtem
Puffer (bei 254+5°C) Stromdichten im Bereich von etwa 500 gA/cm? moglich. Durch
Ultraschallbehandlung der Kohlenstoffnanoréhren vor der Praparation, Variation der
Auftragungsmenge und der BOD-Konzentration wihrend der Immobilisierung konnte
eine Erhohung des voltammetrischen Mefssignals erzielt werden. Weiterhin war dieses
Elektrodensystem bei physiologischem pH-Wert und relativ hoher Ionenstirke einsetz-
bar und erwies sich im Vergleich zu anderen Proteinelektroden mit bis zu 2 Monaten als
sehr lagerstabil.

Unter anaeroben Bedingungen wurde ein Kupferzentrum der Bilirubinoxidase einer
direkten Redoxumwandlung unterworfen. Der Nachweis dieses Redoxprozesses gelang
erstmalig mit kovalent fixierter Bilirubinoxidase. Bei pH 7 in 100 mM CiP-Puffer mit
25 mV /s wurde ein formales Potential von etwa 680+10 mV gegen SHE bestimmt. Dieses
Potential entspricht in etwa den in den letzten Jahren publizierten Standardpotentialen
fiir das T1-Kupferzentrum von BOD.[I] Weitere Experimente mit Bilirubin und den
Inhibitoren NaF und NaNj3 unter aeroben und anaeroben Bedingungen deuteten ebenfalls
daraufhin, daf beim DET mit BOD die Elektronen von der Elektrode auf das T1-

Zentrum iibertragen werden.
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1 Einleitung

1.1 Motivation

In der heutigen Zeit ist die Diskussion um den Klimawandel eines der wichtigsten The-
men weltweit. Politik und Wirtschaft haben in den letzten Jahren zunehmend in die
Nutzung alternativer Energien investiert. Dazu gehort auch die Erforschung neuer al-
ternativer Energien. Sonnenenergie, Erdwarme, Wind- und Wasserkraft sind alltégliche
Begriffe. Die Nutzung biologischer Prozesse steckt hingegen noch in den Kinderschuhen.
Die Erforschung von sogenannten Bioenergiezellen ist hierfiir sehr vielversprechend. Seit
den 1960er Jahren sind eine Reihe solcher Energiezellen mit verschiedenen Prinzipien
entstanden. 2]

Grundsétzlich soll durch den Verbrauch von “Biokraftstoffen” elektrische Energie gene-
riert werden. Dazu wird ein Anoden- und ein Kathodenraum geschaffen, zwischen denen
dann eine Spannungsdifferenz entsteht und somit ein elektrischer Stromflufs. Verschiede-
ne Methoden werden dafiir verwendet: direkte Oxidation und Reduktion von organischen
Substanzen an der jeweiligen Elektrode, die Verarbeitung solcher Substanzen durch Mik-
roorganismen, welche dann Elektronen mit den Elektroden direkt oder iiber Mediatoren
austauschen oder enzymkatalysierte Prozesse.[2] Fiir enzymkatalysierte Prozesse werden
Enzyme eingesetzt, die im Anodenraum eine Oxidation und im Kathodenraum eine Re-
duktion von spezifischen Substanzen wie bspw. Glukose katalysieren. Die treibende Kraft
fiir einen Stromfluf zwischen Anode und Kathode ist eine ausreichend hohe Potential-
differenz zwischen diesen beiden Elektroden. Demnach miissen Enzyme gewahlt werden,
die Brennstoffe anodenseitig bei niedrigem Potential oxidieren und Elektronenakzepto-

ren kathodenseitig bei hohem Potential reduzieren. Weiterhin muf zwischen Enzym und



1.2 Aufgabenstellung Einleitung

Elektrode ein guter Elektronentransfer gewéhrleistet sein. Dazu ist eine meist orien-
tierte Immobilisierung notwendig, die zudem die biokatalytische Aktivitdt des Enzyms
erhalt. Auerdem sind eine sehr gute chemische, thermische und mechanische Stabilitat
Grundvoraussetzungen fiir eine industrielle Verwendung.

Bilirubinoxidase katalysiert die Reduktion von Sauerstoff zu Wasser, wobei Elektronen
auf den Sauerstoff {ibertragen werden. Diese Reaktion ist durch ein relativ hohes Re-
duktionspotential gekennzeichnet, wobei das Enzym auch im neutralen pH-Bereich noch
eine hohe Aktivitdt aufweist.[3] Kohlenstoffnanordhren besitzen hervorragende Eigen-
schaften, insbesondere was ihre Leitfahigkeit betrifft. Aufgrund der hohen Oberflichen-
rauhigkeit, die Schichten aus Kohlenstoffnanoréhren aufweisen, und der vielen verschie-
denen Modifikationsmoglichkeiten eignen sie sich ausgezeichnet fiir die Immobilisierung
von Biomolekiilen.[4] Somit sind diese Komponenten durchaus fiir den Einsatz in Bio-

energiezellen interessant.

1.2 Aufgabenstellung

In dieser Arbeit sollen nun Goldelektroden mit Kohlenstoffnanoréhren modifiziert und
daran das Redoxprotein Bilirubinoxidase immobilisiert werden. Anschliefsend sollen mit
diesem Elektrodensystem sowohl Untersuchungen zum elektrochemischen Verhalten des
Enzyms, als auch zur Wechselwirkung mit entprechenden Substraten erfolgen. Weiterhin
liefern diese Experimente einen Beitrag zur Aufklarung der Elektronentransportprozesse

zum und im Enzym.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Kohlenstoffnanorohren

2.1.1 Aufbau und physikalische Eigenschaften

Wie der Name schon verrit, sind Kohlenstoffnanoréhren konzentrische Zylinder aus Koh-
lenstoff in der Grobenordnung von Nanometern. Das Verhaltnis von Lénge zu Durch-
messer kann extrem hoch sein. Typische Durchmesser sind 1 —-50nm. Nach neueren For-
schungsarbeiten kénnen Lingen einzelner Rohren bis zu 1 cm betragen. 5] Dabei bilden
CNTs (carbon nanotubes, engl., Kohlenstoffnanoréhren) in der Regel keine starren Ge-
bilde, sondern kénnen auch in der Art kleiner Schlduche flexibel sein. Je nach Umge-
bungsbedingungen (Losungsmittel und Modifikationen) neigen sie zur Aggregierung und
bilden oft ganze Biindel, die bis zu mehrere Zentimeter lang sein kénnen. [5]

Der strukturelle Aufbau von Kohlenstoffnanorohren kann am einfachsten mit einem
aufgerollten Graphit-Blatt (1 Schicht) beschrieben werden. Eine solch planare Schicht
besteht aus hexagonal angeordneten Kohlenstoffatomen, wobei jeweils ein C-Atom drei
weitere iiber sp?-Hybridisierung bindet. Generell werden Kohlenstoffnanoréhren in zwei
grofse Gruppen unterschieden. Nanorohren, die aus einer einzigen Kohlenstoffschicht auf-
gebaut sind, werden single-walled carbon nanotubes (SWCNTs, engl., einwandige Koh-
lenstoffnanorshren) genannt. Es gibt jedoch auch “ineinandergesteckte” Nanorchren, also
mit mehreren zylindrischen Schichten. Diese werden als multi-walled carbon nanotubes
(MWCNTS, engl., mehrwandige Kohlenstoffnanoréhren) bezeichnet. Der Abstand zwi-
schen den inneren Rohren betriigt 3,45 A.[6, [7]

Die Geometrie von CNTs wird mit dem Durchmesser, dem chiralen Vektor C', und dem
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Abbildung 2.1: Schematisiert chiraler Vektor einer Kohlenstoffnanorshre [7]

chiralen Winkel gekennzeichnet. Der chirale Vektor verbindet zwei kristallographisch
dquivalente Punkte auf dem Graphit-Blatt. Beim “Aufrollen” des Blattes zu einer Rohre
iiberdecken sich diese beiden Punkte. Wie in Abbildung dargestellt, wird der chirale
Vektor durch die Indizes (n,m) beschrieben, die den Bindungen der Kohlenstoffatome

zwischen den dquivalenten Punkten (A, A’) geméf der Einheitsvektoren a; und as folgen:
Ch = na; + mas

Dabei gibt es zwei Grenzfille: Ist n # 0 und m = 0, dann wird die Rohre als Zigzag-
Typ bezeichnet; ist n = m # 0, dann handelt es sich um den Armchair-Typ. Anhand
der Geometrie lassen sich Aussagen iiber die elektronischen Eigenschaften von Kohlen-
stoffnanordhren treffen. Grundsétzlich gibt es halb- und metallisch leitende CNTs. Nach
theoretischen Berechnungen kann die Leitfahigkeit von idealen CN'Ts Werte im Bereich
von Kupfer bei Raumtemperatur erreichen. Die elektronischen Eigenschaften von Koh-
lenstoffnanordhren hiangen neben der Haufigkeit von auftretenden Defektstrukturen im
wesentlichen von ihrer Geometrie (Durchmesser, Chiralitéit) ab. Zur Bestimmung des
Leitungstyps gibt es folgende Regeln: Armchair-CNTs sind immer metallisch leitend.
Ist n — m ein Vielfaches von 3, dann besitzen die Kohlenstoffnanoréhren nur eine sehr

kleine Bandliicke zwischen Leitungs- und Valenzband und kénnen bei Raumtemperatur
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praktisch als metallisch leitend eingestuft werden. Ist n —m kein Vielfaches von 3, dann
ist die Bandliicke grof und die Kohlenstoffnanoréhren verhalten sich wie Halbleiter. Das
trifft ebenfalls auf Zigzag-CN'Ts zu. Die Kriimmung des Kohlenstoffgeriistes ist ebenfalls
fiir eine kleine Bandliicke verantwortlich. Je kleiner der Radius der Rohren ist, desto
grofer ist die Kriimmung und demzufolge auch die Bandliicke. Daher nimmt mit kleiner
werdendem Durchmesser auch die Leitfdhigkeit in geringem Mafke ab. Ausgehend von
idealen Kohlenstoffnanorohren sind die elektronischen Eigenschaften von MWCNTs und
SWCNTs sehr dhnlich. Beit MWCNTs tritt zusétzlich eine schwache Kopplung der Lei-
tungsbander zwischen den einzelnen Zylindern in der Réhre auf. Bei haufigerem Vorkom-
men von Defektstrukturen in den Kohlenstoffnanoréhren kénnen sich diese Strukturen
positiv auf die Gesamtleitfahigkeit auswirken.[6]

Kohlenstoffnanorohren besitzen auch hervorragende mechanische und thermische Ei-
genschaften. So ist z.B. das Verhétnis von Zugfestigkeit zu Dichte bei CNTs 135 mal
besser als bei Stahl. Die Warmeleitfahigkeit ist bei Raumtemperatur fast doppelt so
hoch wie die von Diamant. Da diese Eigenschaften jedoch keine grofsere Bedeutung fiir

diese Arbeiten haben, wird an dieser Stelle auch nicht niher darauf eingegangen. 8|

2.1.2 Defektstrukturen und Modifizierungen

Perfekte Kohlenstoffnanoréhren besitzen statt offener Enden halbkugelférmige Kappen.
Die Kriimmung wird dabei durch die pentagonale Anordnung der C-Atome erreicht.
Praktisch gesehen entstehen fast keine idealen Kohlenstoffnanoréhren. Es gibt eine Reihe
von Defektstrukturen, die bei der Herstellung als auch bei nachtriglichen Modifikatio-
nen auftreten konnen. Durch oxidative Prozesse entstehen an den Kohlenstoffnanoréhren
meist offene Enden mit abschliefenden Carboxylgruppen. Als terminale Gruppen an den
Rohrenenden oder auch an Léchern in der Seitenwand kénnen aber bspw. auch Wasser-
stoff, Sauerstoff, Nitro- oder Hydroxygruppen auftreten.[4] Stehen sich in der Réhren-
wand pentagonale und heptagonale Kohlenstoffringe gegeniiber, bildet sich ein Knick.
Uber fiinf- und siebengliedrige Ringe kénnen Réhren unterschiedlicher Chiralitit auch
miteinander verkniipft sein.[7] Einerseits konnen sich solche Defektstrukturen ungiinstig

auf die Eigenschaften von Kohlenstoffnanoréhren auswirken. Andererseits ermoglichen
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Abbildung 2.2: (A) Typische Defektstrukturen a) penta-und heptagonale C-Ringe b) sp’-
hybridisierte Gruppen c) Locher in Seitenwand mit COOH-Gruppen d) offene Enden
mit COOH-Gruppen; (B) Mogliche Funktionalisierung a) Kopplung von Molekiilgrup-
pen an Defektstrukturen b) kovalente Seitenwandfunktionalisierung c) nichtkovalente
exohedrale Funktionalisierung mit Tensiden d) nichtkovalente exohedrale Funktiona-
lisierung mit Polymeren e) endohedrale Funktionalisierung, hier Ceo [4]

sie teilweise die Modifikation von CNTs. So kénnen z.B. gezielt Thiol-, Amino- oder
Carboxylgruppen an der Oberfliche erzeugt werden. Neben der kovalenten Anbindung
von Molekiilgruppen, sind die CNTs an der Aufenwand z.B. mit Kohlenhydraten oder
Polymeren nichtkovalent funktionalisierbar. Auferdem sind auch die R6hreninnenrdume
mit kleinen organischen Molekiilen befiillbar.[4] Um die elektrischen Eigenschaften zu
beeinflussen, konnen CNTs auch mit Bor- oder Stickstoffatomen dotiert werden. 0]
Diese vielfiltigen Modifizierungen bieten eine ganze Reihe von Mdglichkeiten zur In-
teraktion mit Biomolekiilen wie Proteinen. Durch funktionelle Gruppen wie -SH und
-COOH sind bew#hrte Kopplungsstrategien verwendbar. Z.B. konnen Carboxylgrup-
pen auf den Kohlenstoffnanoréhren mithilfe von Carbodiimiden (bspw. EDC) zur Bin-
dung von Aminogruppen an Proteinen aktiviert werden. Zur Anbindung einer stabileren
Aktivierungsgruppe wird meist EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid)
in Verbindung mit NHS (N-Hydroxysuccinimid) verwendet. Fiir die Bindung zwischen
Thiolgruppen auf CNTs und Aminogruppen an Proteinen kann das Kopplungsreagenz
Sulfo-GMBS (Sulfo- N-succinimidyl-4-maleimidobutyrat) verwendet werden, das als so-

genannter “crosslinker” zwischen den beiden Komponenten verbleibt. Im einfachsten Fall
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lassen sich Proteine an der Kohlenstoffoberfliche aber auch nur gut adsorbieren, ohne

dals sie dabei denaturieren.|4]

2.1.3 Elektrokatalytische Eigenschaften

Bei der ersten elektrochemischen Anwendung von Kohlenstoffnanoréhren von Britto et
al. (1996) [9] stellte sich heraus, daf durch die Verwendung einer MWCNT-haltigen
Paste als Elektrode eine nahezu ideal reversible Redoxumwandlung von Dopamin er-
reicht werden konnte. Dopamin unterliegt an anderen Elektrodenmaterialien meist ei-
nem irreversiblen Redoxprozefs. Diese Entdeckung fiihrte zur weiteren Untersuchung der
elektrokatalytischen Eigenschaft von Kohlenstoffnanoréhren und ihrer elektrochemischen
Anwendung.

Bei Kohlenstoffnanoréhren kann im Wesentlichen von 2 entscheidenden Bereichen aus-
gegangen werden: die Seitenwinde und die Enden. Wie in Abschnitt schon erklért
sind Kohlenstoffnanorohren nichts anderes als aufgerollte Graphit-Ebenen. In struktu-
reller Hinsicht sind die Wiande der Kohlenstoffnanoréhren mit der Oberfliche von basal
plane highly oriented pyrolytic graphite-Elektroden (basal plane HOPGE) zu vergleichen
(siche Abb. [2.3). Solche Elektroden sind fiir einen relativ langsamen Elektronentransfer
bekannt. Im Gegensatz dazu weisen edge plane highly pyrolytic graphite-Elektroden (edge
plane HOPGE) einen sehr viel schnelleren Elektronentransfer auf. Diese unterschiedli-
chen elektrochemischen Verhaltensweisen lassen sich auf die kristallographische Richtung
der Graphit-Ebenen zur Oberfliche zuriickfithren. Die Enden von offenen Kohlenstoff-
nanorohren entsprechen der Oberfliche von edge plane HOPGEs und haben demnach
ein dhnliches elektrochemisches Verhalten. Bei Kohlenstoffnanorohren mit Kappen an
den Enden ist ebenfalls von einer etwas erh6hten Reaktivitit gegeniiber der Seitenwén-
de auszugehen, da in diesem Bereich die hexagonale Struktur unterbrochen und die
Kohlenstoffebene stiarker gekriimmt ist. |9, 10]

An verschiedenen Kohlenstoffelektroden hat sich gezeigt, daf die Beschaffenheit der
Elektrodenoberfliche ausschlaggebend fiir den Elektronentransferprozef ist. Die Erzeu-
gung bestimmter funktioneller Gruppen auf der Oberfliche kann die Elektronentransfer-

rate deutlich steigern. Eine besonders hohe Reakivitit weisen Bereiche mit sauerstofthal-
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Abbildung 2.3: Schematisierte Graphitebenen bei basal plane oder edge plane highly oriented pyrolytic
graphite-Elektroden (HOPGE) [10]

tigen Defektstrukturen wie Carboxyl- und Hydroxygruppen auf. Solche Defekte treten
in fast allen Kohlenstoffnanoréhren und besonders an offenen Enden auf. Je mehr solcher
Defektstrukturen in den Kohlenstoffnanoréhren vorhanden sind, desto grofer ist auch
der Bereich, an dem ein schneller Elektronentransfer stattfinden kann. Je nach Herstel-
lungsprozef und weiterer Behandlung der Kohlenstoffnanorohren kénnen in ihnen gezielt
Defekte erzeugt werden. So ist es bspw. moglich, durch Ultraschallbehandlung die Koh-
lenstoffnanorshren zu verkiirzen und dabei zuséitzliche Defektstellen einzufiithren. [11]

Dadurch wird das Verhéaltnis von edge plane pyrolytic graphite-dhnlichen zu basal plane
pyrolytic graphite-dhnlichen Bereichen erh6ht, was zur Verbesserung der elektrokatalyti-
schen Eigenschaft der Kohlenstoffnanoréhren fiihrt. Aukerdem zeigten Gooding et al. [9]
in Experimenten mit Array-artig angeordneten Kohlenstoffnanordhren auf Elektroden,
dafs die elektrochemische Reaktion mit Proteinen vorwiegend an den Enden der Koh-
lenstoffnanoréhren stattfand, trotz dem diese auch an den Seitenwidnden adsorbieren
konnten.[9], [10]

Einige wenige Arbeitsgruppen beschrieben deutlich detektierbare Redoxpeaks, die auf
Oberflichengruppen der Kohlenstoffnanorohren zuriickzufiihren waren. Generell kann
bei der Verwendung von Kohlenstoffnanoréhren ein hoher Ladestrom beobachtet wer-

den. Brisci et al. [9] zeigten mit SWCNT-Papier als Elektrode, daf sich der kapazitive
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Strom aus dem Ladestrom der Doppelschicht vor der Elektrode und einem “pseudokapa-
zitiven” Strom durch die Redoxreaktion von Oxidgruppen auf der Elektrodenoberfliche
zusammensetzte. Die Menge der vorhandenen Oxidgruppen auf den Kohlenstoffnano-

rohren beeinflufst demnach auch das Verhalten des Ladestroms.[9]

2.1.4 Herstellung von Kohlenstoffnanoréhren

CNTs konnen mit verschiedenen technischen Methoden hergestellt werden. Dabei han-
delt es sich um Verdampfungsprozesse, die auf unterschiedlichen Verfahren basieren: z.B.
Verdampfen von Kohlenstoff durch Lichtbogenentladung, durch einen Laser oder chemi-
sche Zersetzung von Kohlenwasserstoffen. Bei der Lichtbogenentladung (Are Discharge
Deposition) wird in einer Edelgasumgebung (z.B. Helium, Argon) mit Unterdruck zwi-
schen zwei Graphitelektroden, die sich in relativer Ndhe zueinander befinden, ein Poten-
tial von etwa 25V angelegt. Es kommt zur Funkenentladung zwischen den Elektroden,
wobei Stromstérken von 60—100 A entstehen. Dabei verdampft das Kohlenstoffmaterial
an der Anode und kondensiert als Kohlenstoffnanoréhren und -nanopartikel an der Ka-
thode. Mit diesem Prozeft werden vorwiegend MWCNTs hergestellt. Ist die Anode mit
Metallpartikeln (z.B. Kobalt, Nickel) dotiert, konnen so auch SWCNTSs erzeugt werden.
Das Kohlenstoffmaterial kann auch mithilfe eines gepulsten oder kontinuierlichen Lasers
verdampft werden (Laser Vapourization). Der Prozef findet in einem Ofen bei 1200°C
in einer Edelgasumgebung bei Unterdruck statt. Der verdampfte Kohlenstoff bildet bei
der Kondensation grofe Cluster, die Fullerene enthalten. Katalysatoren, die mit ver-
dampft werden, kondensieren langsamer und setzen sich an den Kohlenstoff-Clustern
ab, wodurch sie die Schliefsung der Fullerenstrukturen verhindern oder solche sogar 6ff-
nen konnen. Als Katalysatoren werden Metalle (z.B. Co), Bimetalle (z.B. Fe /Ni) oder
bestimmte Oxide (z.B. LayO3) verwendet. Durch Ablagerung weiterer Kohlenstoffatome
wachsen aus anfanglichen rohrenférmigen Molekiil-Clustern mit Katalysatoren die Koh-
lenstoffnanorshren. Die Ausbeute von SWCNTs ist bei diesem Verfahren sehr grofs (iiber
70 %). Eine weitere Moglichkeit ist die chemische Zersetzung von Kohlenstoffverbindun-
gen wie Methan, Kohlenstoffmonoxid oder Acetylen in der Gasphase (Chemical Vapour

Deposition). Zum Aufbrechen der Molekiilbindungen wird als Energiequelle entweder
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ein Plasma oder eine Heizspule verwendet. Die Kohlenstoffatome scheiden sich dann auf
einem Substrat ab, das mit einem Metallkatalysator beschichtet ist. Die Metallatome
bilden Cluster auf der Substratoberfliche. Davon ausgehend erfolgt dann der Wachs-
tumsprozefs der CN'Ts. Die Wahl des Katalysators hat generell Einfluf auf die Art der
Kohlenstoffnanorohren, Struktur, Durchmesser und Wachstumsrate und ist somit bei

allen Verfahren ein wesentlicher Prozefparameter. 6]

2.2 Bilirubinoxidase

2.2.1 Strukturelle Eigenschaften von BOD

Fiir diese Arbeit wurde Bilirubinoxidase (BOD) aus Myrothecium verrucaria verwendet.
Bei Myrrothecium verrucaria handelt es sich um eine Schimmelpilzart. Bilirubinoxida-
se kommt jedoch auch in anderen Organismen vor, wie z.B. verschiedene Prokaryoten
und Saugetiere. Das Enzym ist ein Monomer und hat eine globuldre Struktur mit einer
Masse von ca. 60 kDa.[I2] Die Sequenz aus 534 Aminosduren mit 2 N-gebundenen Gly-
kosylierungen ist bekannt und in der SwissProt-Datenbank erhiltlich. In der Literatur
werden auch O-gebundene Glykosylierungen erwéhnt, deren Position aber noch nicht
bestimmt wurde.[13] Bilirubinoxidase gehort zu der speziellen Gruppe von “Blauen”
Multikupfer-Oxidasen, die durch bestimmte lichtspektroskopische und elektromagne-
tische Eigenschaften ihrer 3 Kupferzentren charakterisiert sind. BOD besitzt zwei ka-
talytische Doménen, in die diese 3 Kupferzentren mit 4 Kupferionen integriert sind. Es
gibt zwei natiirliche Substrate fiir BOD: Bilirubin und Sauerstoff. Eine der katalytischen
Doménen ist durch ein T1-Kupferzentrum mit 1 Cu-Ion charakterisiert und fiir die Oxi-
dation von Bilirubin zu Biliverdin verantwortlich. Die andere katalytische Doméne ent-
hilt ein T2-Kupferzentrum mit 1 Cu-Ion und ein T3-Kupferzentrum mit 2 Cu-Tonen. Das
T2- und T3-Zentrum bilden dabei einen trinuklearen Cluster und binden molekularen
Sauerstoff wihrend seiner Reduktion zu Wasser in verschiedenen Ubergangszustinden.
Zur Aufklarung von Struktur und Funktionsweise von Bilirubinoxidase werden vor allem

die schon besser untersuchten Laccasen als Modell verwendet.|14]
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Bei der Oxidation von Bilirubin wird ein Elektron vom T1-Zentrum aufgenommen und
iber einen internen Transferweg auf den T2/T3-Cluster iibertragen. Das T1-Zentrum
und der trinukleare Cluster sind iiber die Aminosidurensequenz His-Cys-His mit ei-
nem Abstand von 13 A direkt miteinander verbunden. Sauerstoff fungiert als finaler
Elektronenakzeptor.[I3] Dieser interne Elektronentransport wird durch eine Potential-
differenz zwischen den Kupferzentren gewihrleistet. Mit Hilfe von potentiometrischen
Titrationen wurde das Standardpotential fiir das T1-Zentrum von BOD aus Myrothecium
verrucaria bestimmt. Dazu gibt es mehrere, widerspriichliche Publikationen. Xu et al.
(1996) ermittelten ein Standardpotential von 490 mV gegen SHE.[3| Shimizu et al. pu-
blizierten 2003 [15] ein dhnliches Potential von 470 mV gegen SHE, wohingegen sie 1999
[16] noch 570 mV (gegen SHE, bei pH 7,8) als Redoxpotential fiir das T1-Kupferzentrum
angaben. Hingegen emittelten Tsujimura et al. (2005) gegen 3 verschiedene Redoxme-
diatoren ein Standardpotential von 660 mV (bei pH 7, gegen SHE) und Christenson et
al. (2006) gegen 2 Redoxmediatoren ein Standardpotential von 670 mV (bei pH 7, gegen
SHE).[I] Bei voltammetrischen Messungen wurde der Start der bioelektrokatalytischen
Sauerstoffreduktion durch BOD bei Potentialen von etwa 700 mV beobachtet. Tsujimura
et al. (2004) bestimmten ein Startpotential von 735mV (bei pH 7, gegen SHE).[17] Kami-
taka et al. (2006) publizierten ein Startpotential von 695mV (bei pH 7, gegen SHE).[18]
Diese widerspriichlichen Angaben erschweren die Zuordnung von Mefergebnissen.

Generell konnen “Blaue” Multikupfer-Oxidasen in Bezug auf ihr T1-Zentrum noch-
mal in 3 Gruppen unterteilt werden: Enzyme mit niedrigem (340—-490mV gegen SHE),
mittlerem (470-710mV gegen SHE) und hohem Potential (730 —-780mV gegen SHE).[3]
Aufgrund der widerspriichlichen Potentialwerte ist eine Einteilung von Bilirubinoxidase
in eine dieser Gruppen schwierig.

Zu den Redoxpotentialen von T2 und T3 gibt es in der Literatur fiir BOD bisher
fast keine Daten. Einige wenige Untersuchungen wurden jedoch fiir Laccasen gemacht.
Das Redoxpotential von T2 in Laccase aus Rhus vernicifera soll demnach bei 390 mV
(gegen SHE) liegen. Die Laccase aus R. vernicifera ist ein Enzym mit niedrigem T1-
Potential, aus 1. versicolor eines mit hohem T1-Potential. Fiir ersteres wurde ein T3-

Redoxpotential von 450 mV, fiir zweites eines von 785 mV gegen SHE bestimmt. 3] Aus-
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A 33 1 23
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Abbildung 2.4:

(A) Homologe Aminosduresequenzen in Multikupfer-Oxidasen zur Bindung von Cu,
(BO) Bilirubinoxidase, (AO) Ascorbat Oxidase, (RvLc) Rhus vernicifera Laccase,
(AbLcl) A. theliana Laccase, (TvLc) Trametes versicolor Laccase, (HCp) mensch-
liches Ceruplasmin; Die Nummern oben kennzeichnen das betreffende Cu-Zentrum;
(B) Schematisiert Komplexierung der Kupferzentren in BOD [[7]

gehend davon, dak BOD aus M. verrucaria und Laccase aus R. vernicifera die gleichen
Aminosiuren zur Komplexierung der Kupferzentren haben (siehe Abb. , liegt die Ver-
mutung nahe, dafs auch die Redoxpotentiale etwa gleich sind. Demnach wire fiir BOD
das T1-Potential 490mV [3], T2 390 mV und T3 450mV (gegen SHE). Diese Potentiale
wiirden jedoch aus thermodynamischen Gesichtspunkten keinen internen Elektronen-
transfer zulassen. Die Ubertragung von Elektronen findet immer von der Redoxspezies
mit dem negativeren Standardpotential auf diejenige mit dem positiveren Redoxpoten-
tial statt. Dabei ist zwar zu beachten, daf das T2- und T3-Zentrum einen Cluster bilden
und das Redoxpotential sich mit der Bindung des Sauerstoffs dndert, fraglich ist dabei
jedoch, ob sich das Potential dadurch ausreichend stark erhoht. Zudem widersprechen
neuere elektrochemische Untersuchungen |17, [I, 18] diesem Bild, bei denen ein deutlich

hoheres Potential fiir T1 bestimmt wurde.
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2.2.2 Elektrochemische Untersuchungen von BOD

Bilirubinoxidase wurde schon in verschiedenen Elektrodensystemen fiir elektrochemische
Anwendungen verwendet, darunter auch Bioenergiezellen. Meist basierten diese Systeme
auf verschiedenen Kohlenstoffelektroden (GCE, SPGE, HOPGE, PFCE).

Zur Ubertragung der Elektronen von der Elektrode auf das Enzym wurden bei den
ersten Anwendungen 16sliche Mediatoren verwendet (MET). Kamitaka et al. [I8] ver-
wendeten z.B. K;[Fe(CN)g| als Mediator, um Elektronen zur BOD zu transportieren.

Bei weiteren Entwicklungen fungierten vorwiegend Redoxpolymere als Mediatorschicht.
Bspw. haben Mano et. al [19], Mano und Heller [20], als auch Kim et al. [21] Bioener-
giezellen vorgestellt, bei denen der Elektronentransfer kathodenseitig iiber ein Redox-
Copolymer aus Polyacrylamid und Poly(N-vinyl-imidazol), komplexiert mit [Os(4,4’-
dichloro-2,2"-bipyridin),Cly|*/?* vermittelt wurde.

Die néchste Stufe dieser Entwicklungen war die Verwendung von Mediatoren auf
der Elektrode. Lim et al. [22] publizierten bspw. eine Sol-Gel-Silizium-Matrix mit ein-
geschlossenen Kohlenstoffnanordhren auf einer Goldelektrode als Promotorschicht und
ABTS (2,2-Azino-bis-3-ethylthiazolin-6-sulfonsiure) als Redoxmediator zur Ubertragung
der Elektronen auf BOD.

Auch der direkte Elektronentransfer (DET) zwischen Elektrode und Bilirubinoxidase
wurde in der Literatur schon beschrieben. Dieser kann anhand des katalytischen Stro-
mes aus der Sauerstoffreduktion beobachtet werden. Auch hier sind bisher vorwiegend
Kohlenstoffelektroden eingesetzt worden.

Die Detektion des DET wurde anhand des bioelektrokatalytischen Stromes der Sauer-
stoffreduktion durch BOD erstmals von Tsujimura et al. [I7] beschrieben. Sie verwende-
ten dabei verschiedene Kohlenstoffelektroden (edge/basal plane HOPGE, PFCE, GCE).
Das Startpotential fiir den katalytischen Strom betrug etwa 735 mV (gegen SHE, bei pH
7 mit 20 mV /s). Tsujimura et al. erreichten eine maximale Stromdichte von 300 uA /cm?
bei Verwendung von PFC-Elektroden.

Shleev et al. [3] verwendeten SPG-Elektroden. Sie fanden bei pH 4 mit 10mV /s ein
Startpotential fiir die Sauerstoffkatalyse von 800 mV gegen SHE. Ausgehend von einer
Verschiebung des Potentials um etwa 30 mV/pH entspricht das 710 mV bei pH 7. Die
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Stromdichte betrug etwa 30 pA/cm? (bei 485 mV gegen SHE).

Kamitaka et al. [18] publizierten die zyklovoltammetrischen Untersuchungen von BOD
mit und ohne Mutation auf HOPG-Elektroden. Bei der mutierten Spezies wurde eine
Aminosdure am T1-Kupferzentrum ausgetauscht. Fiir die unmutierte Spezies fanden sie
ein Startpotential von etwa 695mV (gegen SHE, bei pH 7 mit 20 mV/s) fiir den kataly-
tischen Strom. Bei einem Potential von 485 mV und einer Scanrate von 20 mV /s lag die
gemessene Stromdichte bei etwa 240 pA /cm?. Das Startpotential fiir die mutierte Spezies
war mit etwa 465 mV (gegen SHE) deutlich negativer, was fiir einen Elektronentransfer
auf das T1-Kupferzentrum spricht.

Zur Verbesserung der Elektroneniibertragung wurden Kohlenstoffelekroden eingesetzt,
die mit Kohlenstoffnanoréhren modifiziert waren. Dazu gibt es ebenfalls mehrere Arbei-
ten. Zheng et al. [23] beschichteten Glaskohlenstoffelektroden mit MWCNTs, die mit
Cellulose-Derivaten modifiziert waren. Zheng et al. gaben zwar ein Startpotential fiir
die Sauerstoffreduktion von 490 mV gegen SHE an, die abgebildeten Voltammogramme
zeichnen jedoch dieses Potential gegen Ag/AgCl aus, was im Bereich der Werte von Ka-
mitaka et al. und Weigel et al. liegt. Bei einem Potential 485 mV (gegen SHE) erreichten
Zheng et al. eine Stromdichte von ca. 90 pA /em? (mit 10 mV/s).

Weigel et al. [24] verwendeten ebenfalls Glaskohlenstoffelektroden und modifizierten
diese mit MWCNTs. Sie gaben fiir die Sauerstoffkatalyse bei pH 7 mit 10mV /s ein
Halbstufenpotential von 585 mV (gegen SHE) und eine Stromdichte von ca. 40 yA /cm?
(bei 565 mV gegen SHE) an.

Shleev et al. und Weigel et al. publizierten aulierdem die direkte Redoxumwandlung
eines der Kupferzentren in Bilirubinoxidase unter anaeroben Bedingungen. Shleev et al.
[3] liefen Bilirubinoxidase auf permselective membrane-Elektroden (PME) adsorbieren.
Unter anaeroben Bedingungen bei pH 7,4 mit 100mV /s konnten sie einen kleinen ka-
thodischen Peak bei 300mV und einen kleinen anodischen Peak bei 730 mV gegen SHE
detektieren. Das formale Potential gaben sie mit 515mV gegen SHE an. Kritisch zu
betrachten ist die hohe Peakseparation von 430 mV. Es ist unwahrscheinlich, daf beide
Peaks zum gleichen Redoxzentrum gehoren. Auferdem sind die Peakpotentiale in dem

publizierten Zyklovoltammogramm nicht deutlich zu bestimmen, trotz dem die Mefkur-
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Abbildung 2.5: Schematisierter moglicher Elektronentransferweg zwischen Elektrode und einigen
Multikupfer-Oxidasen, (a) Ubertragung auf T1-Zentrum, (b) Ubertragung auf T2-
Zentrum [3]

ve schon um das Hintergrundsignal korrigiert wurde.

Weigel et al. [24] arbeiteten mit MWCNT-modifizierten Glaskohlenstoffelektroden, auf
der Bilirubinoxidase in hoher Konzentration mithilfe einer Membran (MWCO 14 kDa)
immobilisiert wurde. Dabei war die BOD auf der Elektrode adsorbiert und befand sich
in Losung unmittelbar vor der Elektrode. Sie detektierten unter anaeroben Bedingungen
eindeutig ein Paar Redoxpeaks und konnten diese der Redoxumwandlung eines aktiven
Kupferzentrums von BOD zuordnen. Sie bestimmten fiir dieses Kupferzentrum bei pH
7,4 mit 25 mV /s ein formales Potential von 685 mV gegen SHE.

Der Ubertragungsweg der Elektronen von der Elektrode auf Multikupfer-Oxidasen ist
moglicherweise von der Art bzw. vom Material der Elektrode abhéngig. Fiir Laccasen an
Kohlenstoff- und Goldelektroden wurden in der Literatur abweichende Verhaltensweisen
beschrieben. Wie in Abbildung dargestellt wird dabei an Kohlenstoffelektroden der
Transfer von Elektronen auf das T1-Zentrum, an Goldelektroden der Transfer auf das
T2-Zentrum vorgeschlagen.|3]

Fiir den direkten Elektronentransfer zwischen Goldelektroden und Bilirubinoxidase
wurden auch erste Arbeiten publiziert. Christenson et al. [I] verwendeten unmodifizierte
Goldelektroden fiir zyklovoltammetrische Messungen und die direkte spektroelektroche-

mische Redoxtitration von BOD aus Myrothecium verrucaria und Trachyderma tsunodae
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unter anaeroben Bedingungen. Bei den zyklovoltammetrischen Messungen konnten sie
keinen faradayischen Strom detektieren. Die direkte Redoxtitration von Bilirubinoxidase
an Goldelektroden fiihrte zur Anderung der Absorption bei 600 nm. Oxidation und Re-
duktion wiesen dabei jedoch einen unterschiedlichen Absorptions-Potential-Verlauf auf,
was auf einen komplexeren Mechanismus bei DET gegeniiber MET schliefien léfst. Frag-
lich ist aber der Zustand des Enzyms auf der Goldoberflidche. Viele Proteine denaturieren
auf Metalloberfldchen.

Dronov et al. [25] publizierten erst kiirzlich den direkten Elektronentransfer zwischen
Goldelektroden und Bilirubinoxidase. Die verwendeten Golddrahtelektroden waren dazu
mit einer Promotorschicht aus Mercaptoundecanol und Mercaptoundecansiure modifi-
ziert. Dronov et al. bestimmten fiir BOD in Losung bei pH 4 mit 20 mV /s ein Startpo-
tential fiir die Sauerstoffreduktion von 585 mV gegen SHE. Die resultierende Stromdichte

war jedoch mit wenigen pA /cm? sehr gering.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Substanz chemische Formel Bezugsquelle

Argon Ar Air Liquide Deutschland GmbH, Dtl.
Bilirubin Cs33H36N4Og Sigma Aldrich Chemie GmbH, Dtl.
BOD (EC 1.3.3.5) aus - Sigma Aldrich Chemie GmbH, Dtl.
Myrothecium veruccia

BSA - Carl Roth GmbH + Co KG, DtL
Citronenséaure CeHgO7 Merck KGaA, Dtl.

di-Natrium- Na,HPO, Roth GmbH + Co KG, Dtl.
hydrogenphosphat

EDC CsH17N3-HCI Sigma Aldrich Chemie GmbH, Dtl.
KHCF(IT) Ky[Fe(CN)g] NeoLab Laborbedarf GmbH, Dtl.
KHCF(III) K;|Fe(CN)g] Sigma Aldrich Chemie GmbH, Dtl.
MWCNT, kurz und - Nanocyl S.A., Belgien

diinn

Natriumazid NaNj Sigma Aldrich Chemie GmbH, Dtl.
Natriumfluorid NaF Neol.ab Laborbedarf GmbH, Dtl.
NHS C4H5NO; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Dtl.
Sulfo-GMBS C12H12N209S Sigma Aldrich Chemie GmbH, Dtl.

Als Puffer wurde Mcllvain /Whiting’s Citrat-Phosphatpuffer (CiP-Puffer) verwendet.[26]

Tabelle 3.1: Verwendete Substanzen
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3.2 Gerdte und sonstige Materialien Material und Methoden

Zur Herstellung von 100mM CiP-Puffer, pH 7 wurden 3,560 ml 109 mM Citronenséu-
re mit 16,440 ml 251 mM di-Natriumhydrogenphosphat und 25,144 ml Wasser gemischt.
Zur Herstellung anderer pH-Werte wurden die Anteile der Komponenten entsprechend
der Vorgaben von Mcllvain/Whiting variiert. Der pH-Wert wurde mit einem pH-Meter
kontrolliert und gegebenenfalls mithilfe von Natriumhydroxid oder Phosphorsdure ein-
gestellt. Alle Puffer wurden bei 5°C aufbewahrt. Bilirubinoxidase (EC 1.3.3.5, BOD)
wurde mit einer Reinheit von 20 % und einer spezifischen Aktivitdt von 31 Units/mg
von Sigma-Aldrich bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet. Die gesamte Enzym-
menge wurde nach dem Auftauen sofort in 5 mM CiP-Puffer, pH 7 geldst, in Mengen zu
30 pl mit 20 uM BOD und 5 pl mit 500 pM aliquotiert und bei -21°C wieder eingefroren.

Die verwendeten MWCNTs hatten einen Reinheitsgrad von 95 % und waren carboxyl-
oder thiolmodifiziert. Die durchschnittliche Linge der Kohlenstoffnanoréhren betrug
1 pm, der durchschnittliche Durchmesser 10 nm. 10 mg MWCNTs wurden in 1 ml CiP-
Puffer, pH 7 suspendiert und 15 Minuten mit Ultraschall behandelt, um eine MWCNT-
Stammsuspension herzustellen. Diese wurde bei 5°C gelagert. Gebrauchsfertige MWCNT-
Suspensionen entstanden durch 10fache Verdiinnung in Ethanol und weiterer Ultraschall-
behandlung fiir bis zu 16 Stunden. Diese wurden ebenfalls bei 5°C gelagert. Sulfo-GMBS
wurde unter Argon-Atmosphére in 25 mM NaPP (Ar-gespiilt), pH 7,5 gelost, in Mengen
zu 30 ul mit 16 mM aliquotiert und bei -21°C eingefroren. Die Argon-Atmosphére wurde
durch standige Begasung einer offenen Box mit Argongas iiber einen Trichter erzeugt.
Das verwendete Argongas war hochrein (99,9999 %).

Alle Losungen wurden mit hochreinem Wasser (Ultra Clear Direct UV, Fa. SG Was-

seraufbereitung und Regenerierstation GmbH, Dtl.) angesetzt.

3.2 Gerate und sonstige Materialien

Fiir die voltammetrischen Messungen (LSV, CV) wurde ein Potentiostat der Marke
Reference 600, Fa. Gamry Instruments, USA verwendet. Als Arbeitselektroden wur-
den Goldstabelektroden und Glaskohlenstoffelektroden, Fa. Bioanalytical Systems Inc.
(BASi), USA verwendet. Die Fliche der Goldstabelektroden betrug 2,01 mm?, die der
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GC-Elektroden 7,07mm?. Hochreiner Platindraht (99,99 %) diente als Gegenelektrode
(Eigenbau). Eine Ag/AgCl (1 M KCl)-Elektrode diente als Referenzelektrode (Fa. Micro-
electrodes Inc., USA). Zur Immobilisierung wurde u.a. eine Dialysemembran, Fa. Carl

Roth GmbH + Co KG mit einer Ausschlufgrenze von 8 kDa verwendet.

3.3 Methoden

3.3.1 Elektrodenpraparation

Zur Reinigung und nachfolgenden Modifikation wurden die Elektroden auf Siliziumkarbid-
Schleifpapier (Matador, Fa. Dieter Schmid Feine Werkzeuge, Dtl.) mit den Korngréken
K800, K1200, K1500, K2000, K2500 und K3000 in angegebener Reihenfolge jeweils 1
Minute nafs (deion. Wasser) geschliffen (K3000 2 Minuten) und danach mit deion. Was-
ser und EtOH abgespiilt. Anschliefend erfolgte die Beschichtung der Elektrodenober-
fliche mit thiolmodifizierten Kohlenstoffnanoréhren durch Auftropfen der MWCNT-
Suspension. Wenn nicht anders angegeben wurden insgesamt 8 ug aufgetragen. Die auf-
zutragende Menge wurde in zwei Teilschritten aufgebracht. Zur gleichméfigeren Vertei-
lung der Kohlenstoffnanorohren auf der Oberfliche wurde die Elektrode wahrend des
Verdampfungsprozesses des Ethanols langsam gedreht und dabei leicht angeschlagen.
Zwischen den beiden Teilschritten wurden die Elektrode und die MWCNT-Suspension
einige Minuten (max. 10 min) im Kiihlschrank (5°C) gelagert. Nach vollstandiger Trock-
nung der modifizierten Elektrodenoberfliche war die Elektrode fiir Messungen von BOD
in Losung bereit.

Zur kovalenten Anbindung des Enzyms wurden 20 ul 8 mM Sulfo-GMBS aufgebracht
und 30 Minuten bei Raumtemperatur (26+£5°C) inkubiert. Die Sulfo-GMBS-Loésung
wurde mit einer Pipette wieder abgenommen. Anschliefend wurden 20 ul 10 uM BOD-
Losung auf die Elektrodenoberfliche aufgetragen, 1 Stunde bei Raumtemperatur inku-
biert und in 5mM CiP, pH 7 gewaschen. Zur adsorptiven Bindung des Enzyms wurde
nicht mit Sulfo-GMBS inkubiert.

Zur Immobilisierung des Proteins mit Hilfe einer Membran wurden auf eine MWCNT-

19



3.3 Methoden Material und Methoden

modifizierte Elektrode 5 pl 500 uM BOD aufgetropft und eine Dialysemembran (MWCO
8kDa) mit einem Gummiring iiber die Elektrode gespannt. Die vollstindig préparierte
Elektrode wurde meist sofort fiir Messungen verwendet, sonst jedoch bei 5°C in 5mM

CiP, pH 7 gelagert.

3.3.2 Voltammetrische Messungen

Die voltammetrischen Experimente wurden in einer elektrochemischen Mefszelle mit 3-
Elektrodenanordnung durchgefiihrt. Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich alle
Potentiale auf die Ag/AgCl-Referenzelektrode. Die Arbeitselektrode war eine modifi-
zierte Gold- oder Glaskohlenstoffelektrode. Das elektrochemische Verhalten der Biliru-
binoxidase wurde mithilfe von Zyklovoltammetrie (CV) oder linear sweep voltammetry
(LSV) unter aeroben (luftgeséttigter Puffer) und anaeroben (Ar-geséttigter Puffer, siche
Abschnitt Bedingungen untersucht. Dabei war die BOD entweder an die MWCNT-
modifizierte Elektrodenoberfliche adsorbiert, kovalent gebunden, hinter einer Dialyse-
membran immobilisiert oder befand sich in Losung (5 uM). Die Messungen erfolgten in
100mM CiP, pH 7 bei Raumtemperatur, wenn nicht anders angegeben. Die Scanraten

bei LSV und CV betrugen 10mV /s oder 25mV /s, wenn nicht anders angegeben.

3.3.3 Anaerobe Messungen

Fiir Messungen unter sauerstoffarmen Bedingungen wurde der Mefkpuffer zuerst mit
Hilfe einer Vakuumpumpe entgast und danach mindestens 30 Minuten mit Argon iiber
eine Pipettenspitze gespiilt. Der Puffer befand sich dabei in einem kleinen Becherglas
(10—20ml). Der Mefpuffer wurde in der Mefzelle mit der praparierten Arbeitselektro-
de fiir weitere 60 Minuten gespiilt. Die Messungen erfolgten dann unter einer Argon-
Atmosphire, die durch stindige Begasung der Losungsoberfliche in der Mefzelle iiber

eine Pipettenspitze erzeugt wurde.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Das Elektrodensystem

An dieser Stelle soll zunéchst der Aufbau des verwendeten Elektrodensystems vorgestellt
werden. Dieses System basiert auf der Arbeit von Weigel et al., bei der das elektroche-
mische Verhalten von Bilirubinoxidase an blanken und MWCNT-modifizierten Glaskoh-
lenstoffelektroden untersucht wurde.[24] Dieses Konzept wurde zur Verbesserung des
heterogenen Elektronentransfers weiterentwickelt.

Das neue Elektrodensystem (siehe Abb. bestand aus einer Goldelektrode, die mit
Kohlenstoffnanoréhren beschichtet war. Die MWCNT-Schicht wiederum ermdoglichte die
Immobilisierung von Bilirubinoxidase. Weigel et al. verwendeten carboxyl-modifizierte
MWCNTs, die eine direkte kovalente Bindung zwischen Carboxylgruppen der MWCNTs
und Aminogruppen des Proteins durch Aktivierung der Carboxylgruppen erlaubten. Im
Gegensatz dazu wurden in der vorliegenden Arbeit thiol-modifizierte MWCNTs ein-
gesetzt. Die Thiolgruppen ermdglichten aufgrund von Chemisorption eine wesentlich
stabilere Haftung auf der Goldoberflache der Elektrode. Sie ermoglichten ebenfalls die
kovalente Anbindung von Bilirubinoxidase. Dabei wurde das heterogene bifunktionelle
Kopplungsreagenz Sulfo-GMBS verwendet, das iiber eine Maleimidgruppe auf der einen
Seite an Thiolgruppen der MWCNTs und auf der anderen Seite durch Spaltung der
NHS-Esterbindung an primére Aminogruppen des Proteins binden kann. Sulfo-GMBS
ist ein crosslinker mit der Lange von etwa 10 A.

Mithilfe von LSV wurde unter aeroben und anaeroben Bedingungen der katalytische

Strom der Sauerstoffreduktion zu Wasser durch Bilirubinoxidase gemessen. Wie anhand

der Abbildung zu sehen ist, kann iiber die katalytische Reaktion der Bilirubinoxi-
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Abbildung 4.1: Schematisierter Aufbau des verwendeten Elektrodensystems

dase an der MWCNT-modifizierten Elektrode eindeutig ein direkter Elektronentransfer
beobachtet werden. Zum Vergleich zeigt die Abbildung Messungen einer Elektrode
ohne immobilisierter BOD. Der katalytische Strom unter aeroben Bedingungen kann
demnach auf die katalytische Aktivitit der BOD zuriickgefiihrt werden. Die Elektronen
werden in einer Art Signalkette von der Goldelektrode iiber die MWCNTSs {iber die BOD
auf den Sauerstoff {ibertragen. Da die Schicht der Kohlenstoffnanoréhren makroskopisch
deutlich sichtbar war, kann aufgrund der Schichtdicke eine direkte Ubertragung der Elek-
tronen durch Tunneln zwischen Elektrode und BOD ausgeschlossen werden. Vielmehr
belegt diese Messung die sehr gute elektrische Leitfahigkeit der verwendeten Kohlen-
stoffnanoréhren. Grundsétzlich wurde damit die Funktionsfihigkeit des vorgestellten
Elektrodensystems gezeigt, das im Nachfolgenden hinsichtlich der Praparation und der
elektrokatalytischen Eigenschaften untersucht wird.

Experimente mit dem Goldelektrodensystem und kovalent gebundener BOD ergaben
peak-formige voltammetrische Mefkurven. Fiir den katalytischen Strom war eher ein

Kurvenverlauf mit flachem Ubergang (ohne Peak) in den Gleichgewichstzustand zu er-
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Abbildung 4.2: Nachweis der Funktionsfihigkeit des Elektrodensystems; BOD kovalent gebunden
an einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode; LSV in () luftgesattigtem, () Ar-
geséttigtem 100mM CiP, pH 7, 10 mV /s; Potential gegen Ag/AgCl

warten. Wie spater noch dargestellt wird, dndert sich bei Belastung der Elektrode durch
bspw. viele Messungen und/oder Lagerung iiber mehrere Tage die Kurvenform, wobei der
Peak verschwindet. Wahrscheinlich befindet sich das Enzym in zwei Immobilisierungs-
zustinden auf der Elektrode, kovalent gebunden und adsorbiert, was eine Uberlagerung
von zwei etwas unterschiedlichen Elektronentransferprozessen zur Folge hat und damit
diesen Mefkkurvenverlauf verursacht. Eine weitere Erkldrung bietet auch die verbesser-
te Orientierungsmoglichkeit von Bilirubinoxidase durch die kovalente Kopplung an die
MWCNT-Schicht iiber einen crosslinker. Die Peakform laft auch auf eine besonders ho-
he katalytische Aktivitdt der Bilirubinoxidase auf der Elektrode schliefen, so daf der
Sauerstofftransport in der Losung limitierend wirkt.

Das Startpotential fiir die elektrokatalytische Reaktion lag bei pH 7 bei 485+10 mV
gegen Ag/AgCl (720mV gegen SHE). Dieses Potential liegt etwa in dem Bereich, den
auch Tsujimura et al. (735 mV bei pH 7, gegen SHE) [17] und Kamitaka et al. (695 mV
bei pH 7, gegen SHE) [18] fiir den Beginn der bioelektrokatalytischen Sauerstoffreduk-
tion durch BOD auf Kohlenstoffelektroden angeben. Mit frisch priparierten Elektroden
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Abbildung 4.3: MWCNTs ohne BOD, CV in luftgesittigtem 100mM CiP, pH 7, 10mV/s; ()
MWCNT-modifizierte Goledelektrode, () MWCNT-Sulfo-GMBS-modifizierte Gold-
elektrode; Potential gegen Ag/AgCl

sind mit diesem Elektrodensystem in luftgeséttigtem Puffer (bei 254+5°C) Stromdichten
im Bereich von etwa 500 uA /cm? moglich und sind damit deutlich hoher als die von
Tsujimura et al. (300 uA/cm?) [I7] und Kamitaka et al. (240 pA /ecm?) [I8] publizierten
Werte.

4.2 EinfluR der Praparationsbedingungen

4.2.1 Ultraschallbehandlung der Kohlenstoffnanorohren

Aus der Literatur ist bekannt, daf kiirzere Kohlenstoffnanoréhren zu héheren Strom-
signalen fiihren.[4] CNTs kénnen mithilfe von Ultraschall verkiirzt werden. Der Einflufs
einer solchen Behandlung auf die Eigenschaften der MWCNTs fiir die Immobilisierung
von Bilirubinoxidase und die Ubertragung der Elektronen wurde untersucht.
Messungen mit unterschiedlich lang behandelten MWCNTs fiihrten zu Ergebnissen
mit einer hohen Schwankungsbreite. Grundsitzlich lief sich jedoch durch die Ultra-
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4.2 Einfluf der Praparationsbedingungen Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 4.4: MWCNT-Suspension 1 mg/ml in EtOH; links vor Ultraschallbehandlung, rechts nach
16 h Ultraschallbehandlung

schallbehandlung ein positiver Effekt auf die Eigenschaften der Kohlenstoffnanoréhren
in Hinsicht auf die Verwendung als Schichtmaterial auf Elektroden verzeichnen. Die
Schwankungsbreite der Meftergebnisse ist moglicherweise auf variierende experimentelle
Bedingungen zuriickzufiihren. Ein wesentlicher Parameter hierbei ist die Temperatur.
Das zur Verfiigung stehende Ultraschallbad war untemperiert, so dak keine einheitli-
che Temperatur wihrend der gesamten Ultraschallbehandlung aller Proben gewéhrlei-
stet werden konnte. Weitergehende Untersuchungen zur genauen zeitlichen Abhéngigkeit
konnten jedoch im Zeitrahmen dieser Arbeit nicht gemacht werden.

Fiir die weitere Arbeit wurden MWCNTs verwendet, die 16 h mit Ultraschall behandelt
wurden. Anhand der Abb. [£.4)ist schon deutlich die Verdnderung durch die Ultraschall-
behandlung zu sehen. Die MWCNT-Konzentration war in beiden Suspensionen gleich.
Der Ultraschall verursacht das Brechen bzw. Platzen und moglicherweise auch das teil-
weise Auseinanderrutschen der verschachtelten Rohren. [I1] Dadurch vergroferte sich bei
gleichbleibender Masse die Oberfliche und insbesondere die Anzahl der Defektstellen.
Aufgrund der starken Lichtabsorption der Kohlenstoffnanoréhren war dieser Unterschied
schon mit blofsem Auge wahrnehmbar.

Goldelektroden wurden zum einen mit Kohlenstoffnanorohren beschichtet, die nach
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Abbildung 4.5: Auswirkung der Ultraschallbehandlung der MWCNTs auf das voltammetrische Mef-
signal; Stromstérke bei 250 mV (gegen Ag/AgCl); MWCNT-modifizierte Goldelek-
trode; Messung in (a) 10mM KHCF, 100mM CiP, pH 7, CV mit 100mV/s (b) 5 uM
BOD (in Losung), 5mM CiP, pH 7, LSV mit 10 mV /s

der Verdiinnung aus der Stammlésung nicht weiter mit Ultraschall behandelt wurden und
zum anderen mit welchen, die 16 Stunden dem Ultraschall ausgesetzt waren. Die voltam-
metrischen Messungen erfolgten sowohl in Puffer mit 10 mM KHCF, als auch in Puffer
mit 5 M BOD in Losung. Die Ergebnisse aus diesen Messungen (siche Abb. zeigen
eine signifikante Erhohung des Stromsignals durch die Verwendung von ultraschallbe-
handelten Kohlenstoffnanorchren. Die Mefergebnisse fir KHCF (Abb. [£.5h) bestitigen
einerseits die Oberflichenvergrofterung. Andererseits werden bei der Ultraschallbehand-
lung durch oxidative Prozesse zusdtzliche Defektstellen an den Kohlenstoffnanoréhren
erzeugt. Das sind funktionale Gruppen, mit denen Bilirubinoxidase sehr gut wechselwir-
ken kann. Die vermehrte Anzahl solcher Interaktionsplitze trégt ebenfalls wesentlich zur
Verbesserung des katalytischen Stromes bei (Abb. [1.5b).

In der Literatur [4] wurde auch eine mogliche Verbesserung der Leitfahigkeit der Koh-
lenstoffnanorohren durch die Ultraschallbehandlung diskutiert. Defektstellen wirken als
Widerstand, was an sich die Leitfdhigkeit vermindert. Solche Strukturen kénnen aber
das Riickstreuen von Elektronen verursachen bzw. konnen Elektronen diese Stellen auch

durch “Uberspringen” (electron hopping) iiberwinden. Dadurch werden die Elektronen
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auf alternative Ubertragungswege gelenkt, was in Summe eine Verbesserung des Elektro-
nentransfers verursachen kénnte. Theoretische Studien sagen einen solchen Mechanismus

voraus.[4]

4.2.2 Auftragungsmenge der Kohlenstoffnanordhren

Um ein moglichst hohes Mefsignal mit dem vorgestellten Elektrodensystem zu erhalten,
wurde auch die Auftragungsmenge der Kohlenstoffnanoréhren auf der Goldelektrode
variiert. Dazu erfolgten voltammetrische Messungen in 10 mM KHCF und 5 M BOD
in Losung. Ein wichtiges Kriterium bei diesem Experiment ist auch die Art und Weise
der CNT-Auftragung. Es wurden 2 Verfahren zur Beschichtung der Goldelektrode mit
MWCNTs angewandt. Bei Verfahren I erfolgte die Auftragung ab einer Gesamtmenge
von 2 ug in 2 Schritten (2+n pg). Bei einer Auftragungsmenge von mehr als 2 ug verteilten
sich die CN'Ts damit auch zunehmend iiber die eigentliche Goldoberfldche hinaus, so dafs
die Schicht vertikal, als auch horizontal wuchs.

Sowohl fiir KHCF, als auch fiir BOD in Losung ist deutlich ein Anstieg des Mefssi-
gnals mit zunehmender MWCNT-Menge auf der Elektrode zu verzeichnen (Abb. [4.6).
Das heifst, die redoxaktive Fliache der Elektrode wurde grofer. Besondere Beachtung ver-
dienen die BOD-Mefiwerte im unteren Bereich der Auftragungsmenge. Der erste Mefswert
fiir Bilirubinoxidase zeigt, dak ohne die Schicht aus Kohlenstoffnanoréhren nahezu keine
mefbare katalytische Aktivitdt vorhanden war. Das kleine Stromsignal fiir die unbe-
schichtete Goldelektrode in der BOD-haltigen Losung kann hauptséchlich auf den Lade-
strom zuriickgefiihrt werden. Kontrollexperimente haben gezeigt, daft Bilirubinoxidase
an der blanken Goldoberfliche adsorbiert, aber kein katalytischer Strom detektierbar
war, was auf die Denaturierung des Proteins schlieffen lafst. Damit wird deutlich, dafs
das Elektrodensystem mit Bilirubinoxidase an einer Goldelektrode ohne die Modifizie-
rung mit Kohlenstoffnanoréhren nicht funktioniert.

Im Bereich von 8 -10 ug MWCN'Ts stieg das Mefsignal nicht weiter an, obwohl im-
mer mehr Material aufgetragen wurde. Durch die immer grofer werdende, schichtartige
Struktur konnte moglicherweise ein Teil der Elektronen nicht mehr vollstdndig bzw.

stark zeitverzogert zwischen Elektrode und KHCFEF bzw. BOD transferiert werden. Bi-
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Abbildung 4.6: Abhingigkeit der Stromdichte von der aufgetragenen MWCNT-Menge mit Verfahren
I (2xn pg); Stromstirke bei 250 mV (gegen Ag/AgCl); MWCNT-modifizierte Gold-
elektrode; Messung in (a) 10mM KHCF, 100mM CiP, pH7 mit CV, 100mV/s, (b)
5 uM BOD (in Losung), 5 mM CiP, pH7 mit LSV, 10mV /s; Fehlerbalken ergeben sich
aus der Messung von 3 Elektrode

lirubinoxidase kann aufgrund seiner Grofe nicht weit in die MWCNT-Matrix eindringen
und somit nur an Interaktionsstellen an der Oberflache der Schicht reagieren. KHCF ist
ein sehr schnelles Redoxsystem, was dazu fiihrt, daf es ebenfalls nicht in die MWCNT-
Schicht eindringt, sondern schon in einer Oberflichenschicht nahezu vollstindig reagiert.

Um méglichst nur die Schichtdicke der Kohlenstoffnanordhren, also die vertikale Aus-
dehnung und nicht die horizontale zu vergréfiern, wurde ein I1. Verfahren zur Beschich-
tung angewandt. Dabei erfolgte die Autragung der MWCNT-Gesamtmenge in mehreren
Schritten mit je 1 ug (n*1 ug). Bei der Aufbringung von 1 ug MWCNT bedeckten diese

(a) (b) (c)

Abbildung 4.7: Schematisch MWCNT-Beschichtung auf der Elektrode mit Verfahren IT (n*1 ug); (a)
<2 g MWCNT, (b) 2 ug MWCNT, (c) > 2 g MWCNT
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Abbildung 4.8: Abhingigkeit der Stromdichte von der aufgetragenen MWCNT-Menge mit Verfahren
IT (nx1 pg); Stromstirke bei 250mV (gegen Ag/AgCl); MWCNT-modifizierte Gold-
elektrode; Messung in (a) 10mM KHCF, 100mM CiP, pH7 mit CV, 100mV/s, (b)
5 uM BOD (in Lésung), 5 mM CiP, pH7 mit LSV, 10mV/s

fast ausschlieflich, aber auch nicht vollstiandig die Goldoberfliche. Ab 2 ug war die Gold-
oberfliche vollstandig bedeckt, wobei die MWCNT-Schicht etwas dariiber hinausragte,
wie in Abb. [L.7 illustriert ist.

Die Abbildung [4.8| zeigt die Mefergebnisse fiir die Préaparation mit Verfahren II. Auch
hier ist deutlich eine Zunahme der Stromdichte mit steigender MWCNT-Menge zu ver-
zeichnen. Ahnlich wie bei Verfahren I kam es ebenfalls zu einer Signalsittigung bei
groferen Mengen an aufgetragenen Kohlenstoffnanorchren (1012 ug). Die ansteigen-
den Mefssignale sind wiederum auf die wachsende Fliche zuriickzufithren. Dabei spielen
die erhohte Oberflichenrauhigkeit, als auch die geometrische Ausdehnung eine Rolle. Die
stagnierenden Signale konnten wie fiir Verfahren I mit dem Aufbau der schichtartigen
Struktur und der alleinigen Reaktion von KHCF und BOD in einer Oberflachenschicht
erklart werden.

Da sich mit Verfahren I bei der Auftragung der Kohlenstoffnanoréhren héhere Strom-
stiarken ergaben, wurden (wenn nicht anders angegeben) fiir die weiteren experimentellen

Untersuchungen die Elektroden mit 2x4 ug MWCNTs beschichtet.
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Abbildung 4.9: EinfluR der Enzymkonzentration wihrend der Immobilisierung auf das Mefsignal;
BOD kovalent gebunden an einer MWCNT-modifizierteb Goldelektrode; Messung in
100mM CiP, pH 7 mit LSV, 10mV/s; Stromstédrke bei 250 mV (gegen Ag/AgCl);
Fehlerbalken ergeben sich aus der Messung von 2 Elektroden fiir 1, 10, 15 uM BOD,
3 Elektroden fiir 5, 20 uM BOD

4.2.3 Enzymkonzentration wahrend der Immobilisierung

Die Auswirkung der Enzymkonzentration bei der kovalenten Anbindung wurde unter-
sucht. Dafiir wurde die MWCNT /Sulfo-GMBS-modifizierte Elektrode mit verschiedenen
Proteinkonzentrationen fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Aus Abb. ist ersichtlich, daft bei einer Konzentration von etwa 10 uM das grofte
Stromsignal erreicht wurde. Offensichtlich reicht diese Konzentration aus, um an alle zu-
ganglichen Andockstellen fiir das Protein zu binden. Bei einer geringeren Konzentration
werden wahrscheinlich nicht alle Bindungsstellen besetzt. Bei einer hoheren Konzentra-

tion behindern sich méglicherweise die Proteine gegenseitig.

4.3 Charakterisierung der MeBbedingungen

4.3.1 EinfluR des pH-Wertes

Bei der Reduktion von Sauerstoff durch Bilirubinoxidase wird Wasser gebildet. Bei dieser

Reaktion werden also auch Protonen bendétigt.

%OQ + 2HT + 2¢” = HQO
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Abbildung 4.10: Einfluf des pH-Wertes des Mefpuffers; BOD kovalent gebunden an einer MWCNT-
modifizierten Goldelektrode; Messung in 100 mM CiP mit LSV, 10mV/s; (a) Poten-
tialverschiebung der Sauerstoffreduktion (R? = 0,9535); Potential gegen Ag/AgCl
(b) Abhéngigkeit des katalytischen Stromes vom pH-Wert, maximale Stromstérke;
Fehlerbalken ergeben sich aus der Messung von 3 Elektroden

Somit haben die zur Verfiigung stehenden Hydroniumionen in der Lésung einen Einflufs
auf die Reaktion. Bei abnehmendem pH-Wert steht eine erhéhte Hydroniumionenkon-
zentration in der Losung zur Verfiigung. Das hat zur Folge, das weniger Kraft, also eine
geringere Uberspannung nétig ist, um die Reaktion zu forcieren. Bei hoherer Hydronium-
ionenkonzentration ist daher eine kleinere Uberspannung notwendig bis die Reduktion
des Sauerstoffs beginnt.

Die Halbstufenpotentiale von 3 Mefireihen wurden ausgewertet und {iber dem pH-Wert
aufgetragen (Abb. ) Die lineare Regression der Datenpunkte ergab eine durch-
schnittliche Steigung von -28,6 mV/pH (R? = 0,9535). Diese Abhiingigkeit entspricht
der Nernst’schen Gleichung und beschreibt einen Prozef, bei dem 2 Elektronen {ibertra-
gen werden.

Die katalytische Aktivitdt des Enzyms ist ebenfalls vom pH-Wert abhéingig. Bei pH 6
erreichte der katalytische Strom der BOD-MWCNT-Goldelektrode unter Luftsattigung
sein Maximum, wie in Abb. zu sehen. Bei pH 7 war der katalytische Strom fast
genauso hoch. Dies zeigt, dafs das Enzym in der Lage ist, im physiologischen pH-Bereich

(pH 6—7) mit hochster Aktivitdt zu arbeiten. Das ist vor allem fiir biomedizinische
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Anwendungen von grofem Vorteil. Bei pH 8 ist schon ein deutlicher Aktividtsverlust
zu verzeichnen, was mdoglicherweise auf eine Konformationsinderung der Proteinstruk-
tur hinweist. In der Literatur wird fiir die katalytische Aktivitdt von BOD in Losung
gegeniiber Bilirubin ein pH-Optimum von pH 7,5 angegeben.[27| Somit scheint das pH-
Optimum der Bilirubinoxidase an der MWCNT-modifizierten Elektrode etwas in den
sauren Bereich verschoben zu sein. Der optimale pH-Wert eines Enzyms kann durch seine
Immobilisierung verdndert werden, da das Protein anderen Wechselwirkungen unterliegt
als in Losung. Weiterhin ist das pH-Optimum auch vom Elektronendonor fiir das En-
zym abhéngig, was in diesem Fall nicht Bilirubin ist, sondern die MWCNT-modifizierte
Goldelektrode.

4.3.2 EinfluR der lonenstdarke des MeBpuffers

Als weiterer Mekparameter wurde die Ionenstirke des Mefspuffers untersucht und Mes-
sungen in CiP-Puffer verschiedener Konzentration durchgefiihrt.

Anhand der Stromsignale in Abbildung ist zu erkennen, daf das Elektroden-
system in einem weiten Bereich der Pufferkonzentration ohne Einschrinkung arbeitete.
Ab einer Elektrolytkonzentration von 10 mM blieb das voltammetrische Mefsignal etwa
gleich hoch. In 1 mM Mefpuffer wurde jedoch ein deutlich kleinerer Strom detektiert.
Bei sehr kleinen Tonenkonzentrationen ist der Ladungstransport in der Elektrolytlésung
gestort, was einen hoheren Losungswiderstand zur Folge hat. Bei konstanter Spannung
ist die Stromstéirke umgekehrt proportional zum Ohmschen Widerstand.

Die Pufferkonzentration hat jedoch auch einen Einflufs auf das Startpotential der Sau-
erstoffkatalyse (Abb. [£.11p). Je kleiner die Konzentration ist, desto negativer wird das
Startpotential. Bei konstanter Stromstéirke ist die Spannung direkt proportional zum
Ohmschen Widerstand. Das heifit, die grofere Uberspannung zum Starten der Sauerstoff-
katalyse kann vor allem mit einem erh6hten Durchtrittswiderstand an der Phasengrenze
von der Elektrodenbeschichtung zur BOD erkldrt werden. Bei geringerer Ionenkonzentra-
tion im Puffer scheint der heterogene Elektronentransfer iiber diese Phasengrenze stirker
behindert zu werden. Méoglicherweise beeinflukt die Tonenkonzentration in der Losung

aber auch die Konformation von Bilirubinoxidase, sodak mehr Kraft (mehr Uberspan-

32



4.3 Charakterisierung der Mefsbedingungen

Ergebnisse und Diskussion

N
o
|

Stromstérke [pA]
- N W »p OO O N 0 ©

0

20 40 60 80 100
Konzentration des Mefpuffers [mM]

Startpotential [mV]

480

N

J

o
|

IS

(2

o
|

IS

1

=}
|

IS

>

<)
L

~

w

o
|

420

*

0

20 40 60 80 100
Konzentration des MeBpuffers [mM]

(a) (b)

Abbildung 4.11: Einflu der Tonenstiirke des Mefpuffers; BOD kovalent gebunden an einer MWCNT-
modifizierten Goldelektrode; Messung in CiP, pH 7 mit LSV, 10mV /s; (a) Abhin-
gigkeit des Stromsignals, Stromstirke bei 250 mV; (b) Abhéngigkeit des Startpoten-
tials; Potentiale gegen Ag/AgCl

nung) aufgewendet werden muf, um die bioelektrokatalytische Reaktion zu forcieren.
Die voltammetrischen Mefkkurven (siehe Abb. zeigen eine Abflachung der Peakform
bei abnehmender Pufferkonzentration, was wegen dem erhéhten Durchtrittswiderstand
wahrscheinlich nicht nur zu einer Verzogerung, sondern auch zu einer Verlangsamung
des heterogenen Elektronentransfers zur BOD und der damit verbundenen Sauerstoffre-

duktion fiihrte.

4.3.3 Lagerstabilitat

Zur Untersuchung der Lagerstabilitit wurden 2 Experimente durchgefiihrt. Eine Elek-
trode mit kovalent gebundener Bilirubinoxidase wurde in 100 mM CiP-Puffer, pH 7, eine
zweite in 5mM CiP, pH 7 bei 5°C gelagert und zwischendurch immer wieder gemessen.

Wie zu erwarten nahm der katalytische Strom mit der Lagerdauer ab (sieche Abb.
. Das voltammetrische Mefsignal fiel innerhalb der ersten 3 Tage auf etwa 8 A,
arbeitete jedoch relativ stabil fiir reichlich eine Woche in diesem Bereich. Mit langerer
Lagerdauer sank die Signalstéirke stetig weiter ab. Am 24. und 57. Tag wurden zusétzlich

Kontrollmessungen mit der Elektrode in Ar-geséttigtem Puffer durchgefiihrt. Selbst nach
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Abbildung 4.12: Abhingigkeit der voltammetrischen Messung von der Ionenstirke im MeRpuffer;
BOD kovalent gebunden an einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode; Messung
in CiP, pH7 mit LSV; (—) 100mM CiP, (-) 75mM CiP, (=) 50mM CiP, (-) 20 mM
CiP, (-) 10mM CiP, () 5mM CiP, (—) 1mM CiP; Potential gegen Ag/AgCl

fast 2 Monaten Lagerung und wiederholten Messungen konnte im luftgesittigten Puffer
ein katalytischer Strom gemessen werden, der sich deutlich von dem Mefsignal in Ar-
gesittigtem Puffer unterschied. Damit erwies sich die an einer MWCNT-modifizierten
Goldelektrode kovalent gebundene BOD im Vergleich zu vielen anderen Proteinen als
sehr stabil.

Wie in Abbildung zu sehen, lieferte die in 5mM gelagerte Elektrode innerhalb
der ersten 3 Tage noch ein relativ stabiles Signal. Ab dem 4. Tag der Lagerung nahm das
voltammetrische Mefsignal stetig ab, was im Vergleich zu der in 100 mM CiP gelagerten
Elektrode sogar etwas starker erfolgte. Nach 27 Tagen wurde ebenfalls eine Kontrollmes-
sung in Ar-gesattigtem Puffer durchgefiihrt, deren Mefsignal noch deutlich kleiner als
das in luftgesattigtem Puffer ausfiel.

Die Belegung der Kohlenstoffnanordhren mit Thiolgruppen lag bei lediglich 0,5-1%
(Angabe des Herstellers, Nanocyl S.A., Belgien), so daf durchaus nahezu alle zugéing-

lichen Thiolgruppen eine Bindung mit Bilirubinoxidase eingegangen waren. Zwischen
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Abbildung 4.13: Lagerstabilitiit in 100 mM CiP-Puffer, pH 7 bei 5°C; BOD kovalent gebunden an ei-
ner MWCNT-modifizierten Goldelektrode; Messung in 100mM CiP, pH7 mit LSV;
(a) katalytischer Strom in 4 luftgeséttigtem Puffer, ¢ Ar-gesittigtem Puffer, Strom-
stirke bei 250 mV; (b) Startpotential; Potentiale gegen Ag/AgCl

diesen Bindungsstellen verblieb jedoch wahrscheinlich geniigend Platz, so dafs weitere
Proteine zusdtzlich an der MWCNT-Oberfliche adsorbieren konnten. Eine adsorptive
Bindung ist deutlich schwécher als eine kovalente und kann somit relativ schnell wie-
der geldst werden. Vermutlich "blutete“! die in 100 mM Puffer gelagerte Elektrode in
der Anfangszeit aus, wobei vorwiegend adsorptiv gebundene Proteine wieder abgelost
wurden und so zu dem Signalverlust fiihrten. Der Signalverlust im weiteren Verlauf der
Lagerung ist auf eine zunehmende Inaktivierung der Enzymmolekiile zuriickzufiihren.
Bei der 5mM gelagerten Elektrode war das Ausbluten aufgrund der geringen Pufferkon-
zentration scheinbar nicht ganz so stark. Da die Messungen in 100 mM Puffer erfolgten,
war diese Elektrode durch den Wechsel der lonenstérke im Puffer einer zusétzlichen Be-
lastung ausgesetzt, was den etwas steileren Abfall der Mefwerte im Vergleich zu der in
100 mM Puffer gelagerten Elektrode erkliren wiirde. Moglicherweise benotigt Bilirubin-
oxidase eine etwas hohere lonenkonzentration fiir optimale Bedingungen.

Enzyme sind relativ empfindliche Biomolekiile. Ein grofer Schwachpunkt ist dabei

meist die Stabilitdt. Die an der MWCNT-modifizierten Goldelektrode kovalent gebun-

1 Als ”Ausbluten® wird in der Biosensorik der Verlust von Molekiilen des Erkennungs- bzw. Transducer-

elements im Sensorsystem bezeichnet.
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Abbildung 4.14: Lagerstabilitit in 5mM CiP-Puffer, pH 7 bei 5°C; BOD kovalent gebunden an einer
MWCNT-modifizierten Goldelektrode; Messung in 100mM CiP, pH7 mit LSV; (a)
katalytischer Strom in ¢ luftgesittigtem Puffer, ¢ Ar-gesittigtem Puffer, Strom-
stirke bei 250 mV; (b) Startpotential; Potentiale gegen Ag/AgCl

dene Bilirubinoxidase erweist sich dahingehend als sehr robust und wiirde sich diesbe-
ziiglich somit sehr gut fiir die Entwicklung sensorischer Anwendungen eignen.

In Abbildung ist zu erkennen, dafs sich wihrend des Lagerungszeitraumes der
Elektrode der Kurvenverlauf &nderte. Die Peakform wandelte sich innerhalb der ersten
paar Tage in eine abgeflachte Kurve. In Abschnitt wurde diskutiert, dafs der peak-
formige Mefkkurvenverlauf moglicherweise auf 2 Immobilisierungszustinde des Enzyms
auf der Elektrode zuriickzufiihren ist. Wenn innerhalb der ersten Tage der Lagerung
ein Grofteil der adsorbierten Proteine abgelost wurden, war BOD vorwiegend nur noch
kovalent gebunden. Damit wiirde keine Uberlagerung mehr von 2 unterschiedlichen HET-
Prozessen eintreten. Die Anderung des Kurvenverlaufs unterstiitzt also diese These.

Da Kohlenstoffnanoréhren zur Gasadsorption neigen, ist moglicherweise in der MWCN'T-
Schicht der Elektrode nach der Priparation ein zusétzliches Sauerstoffreservoir vorhan-
den. Somit wiirden bei den ersten Messungen auch mehr Sauerstoffmolekiile fiir die
bioelektrokatalytische Reduktion durch BOD zur Verfiigung stehen, die wihrend der
Messung nicht nur aus der Losung, sondern auch fiir einige Zeit in hoherer Konzentra-

tion aus Richtung der MWCNT-Schicht zum Enzym diffundieren kénnten.

36



4.3 Charakterisierung der Mefsbedingungen Ergebnisse und Diskussion

Stromstarke [pA]
S
I P L

6 - s
\\ t
8 — < {
i N /
-10 N/
i \\//
12 4
I I I T T T T I I I ]
-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Potential [V]

Abbildung 4.15: Lagerstabilitit in 5mM CiP, pH7 bei 5°C, Mefkurven einiger Meftage; BOD kova-
lent gebunden an einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode; Messung in 100 mM
CiP, pH7 mit LSV, luftgesittigt: (=) Tag 0, (—) Tag 3, (—) Tag 7, (-) Tag 15, (-)
Tag 27, Ar-gesittigt: (—) Tag 27; Potential gegen Ag/AgCl

Um einen Hinweis auf die Kinetik der Elektrodenreaktion zu erhalten, wurden vol-
tammetrische Messungen mit einer frisch préparierten und der in 5mM CiP gelagerten
Elektrode sowohl in einer geriihrten, als auch ungeriihrten Pufferlésung durchgefiihrt.
Abbildung 155t bei einer frisch praparierten Elektrode auf einen diffusionslimi-
tierten Gesamtproze schliefien. Bei diffusem Stofftransport trat bei groker Uberspan-
nung ein Gleichgewichtszustand ein und das Mefsignal erhéhte sich nicht weiter. Bei
Durchmischung wird die Diffusionsschichtdicke vor der Elektrode stark verringert. Die
Sauerstoffkonzentration wirkt nicht mehr limitierend, wodurch das Mefsignal bei Uber-
spannung weiter stark anstieg. Die geriihrten und ungeriihrten Messungen der in 5mM
gelagerten Elektrode ergaben Mefkkurven, die relativ dhnlich zueinander ausfielen (siehe

Abb. [4.16p). Das spricht fiir eine deutliche Verlangsamung der Elektrodenreaktion.
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Abbildung 4.16: Messung des katalytischen Stromes in geriihrter und ungeriihrter Pufferlésung, BOD
kovalent gebunden an einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode, LSV in 100 mM
CiP, pH 7 mit 10 mV /s; jeweils (—) ungeriihrt, (—) geriihrt; (a) Elektrode unmittel-
bar nach Praparation, (b) Elektrode in 5mM CiP, pH 7 29 Tage bei 5°Cgelagert;
Potentiale gegen Ag/AgCl

4.4 Charakterisierung der analytischen Eigenschaften

4.4.1 Sauerstoffkonzentration

Das hier verwendete Elektrodensystem kann nicht nur fiir das Studium des heterogenen
Elektronentransfers, sondern prinzipiell auch als Sensor fiir die Sauerstoffkonzentration
in Losung verwendet werden. Dazu wurden Experimente mit Puffer durchgefiihrt, in
dem durch Entgasung und lingerer Argon-Begasung der Luftsauerstoff entfernt wurde.
Anaerober und luftgesittigter Puffer wurden in bestimmten Verhéltnissen zueinander
gemischt und als Mefkpuffer verwendet.

Wie in Abbildung zu sehen, korrelierte der katalytische Strom sehr gut mit dem
Anteil des luftgesittigten Puffers. In dem Puffer ohne Luftsauerstoff konnte bei 250 mV
(gegen Ag/AgCl) kein katalytischer Strom, sondern nur der Ladestrom detektiert wer-
den. Die Hohe des Ladestroms wurde bei der Auswertung von den restlichen Mefwerten
abgezogen. Mit steigendem Anteil des luftgeséttigten Puffers konnte ein zunehmender
katalytischer Strom detektiert werden. Die vollsténdig lineare Abhéngigkeit im gesamten

gemessenen Sauerstoffkonzentrationsbereich (bis etwa 250 uM) zeigt, daf keine Limitie-
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Abbildung 4.17: Messung der Sauerstoffkonzentration im Mefpuffer; BOD kovalent gebunden an
einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode, LSV in 100 mM CiP, pH 7 mit 10 mV /s;
Stromstérke bei 250 mV (gegen Ag/AgCl); (R = 0,99785)

rung im Ansprechen des Sensorsystems durch das Substrat (O) auftrat.

Im Vergleich zu anderen Messungen in luftgesidttigtem Puffer fiel der katalytische
Strom niedriger aus. Durch ein Kontrollexperiment mit Luft wurde festgestellt, dal die
Begasung des Puffers in der Mefzelle mit eingebauter, priaparierter Elektrode eine starke
hydrodynamische Belastung fiir die Elektrodenbeschichtung (BOD) darstellte. Die Folge
war mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Verlust an Enzymmolekiilen und damit auch die
Beeintrichtigung des Mefsignals. Das Experiment wurde jedoch mehrfach durchgefiihrt
und war reproduzierbar. Die Stromdichten fiir dieses Experiment lagen im Bereich von
200300 pA /em?.

Bei der Bewertung und dem Vergleich von Stromstéarken bei Messungen in luftgesét-
tigtem Puffer muft auch die Temperatur in Betracht gezogen werden. Zum einen hat
BOD ein Aktivitdtsmaximum bei 40°C.[27] Zum anderen sinkt die Sauerstoffkonzentra-
tion mit steigender Temperatur in wafkrigen Losungen. Wiahrend der experimentellen
Phase sind Temperaturunterschiede von bis zu 10°C aufgetreten, was Schwankungen bei

den Stromsignalen in luftgesittigtem Puffer verursacht hat.

4.4.2 \Wechselwirkung mit Bilirubin

Bilirubin ist das natiirliche Substrat von Bilirubinoxidase und wird durch das Enzym

zu Biliverdin oxidiert. Die dabei abgegebenen Elektronen werden auf Sauerstoff bei der
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Reduktion zu Wasser iibertragen. Um die Wechselwirkung von BOD mit Bilirubin zu
untersuchen, wurde beobachtet, wie sich der katalytische Strom der Sauerstoffreduktion
in Anwesenheit von Bilirubin im Mefpuffer &nderte.

Abbildung zeigt einen abnehmenden katalytischen Strom der Sauerstoffreduk-
tion mit zunehmender Bilirubin-Konzentration. Ab etwa 80 mM Bilirubin im Mefpuffer
blieb der katalytische Strom konstant. Zwischen dem Elektronentransfer von der Elektro-
de und von Bilirubin auf das Enzym herrscht eine Konkurrenzsituation. Da mit zuneh-
mender Bilirubin-Konzentration immer mehr Enzyme mit Substrat reagieren, werden im-
mer weniger Elektronen von der Elektrode akzeptiert. Die Michaelis-Menten-Konstante
ist 0,12mM fiir die Reaktion von BOD mit Bilirubin bei pH 8.[27] Damit waren die
hier verwendeten Bilirubinkonzentrationen im Bereich der Substratsidttigung. In diesem
Konzentrationsbereich wire eigentlich ein Absinken des katalytischen Stromes auf nahe-
zu Null zu erwarten gewesen. Es verblieb jedoch ein deutliches Stromsignal. Das heift,
es wurden immer noch Elektronen von der Elektrode auf Bilirubinoxidase iibertragen.
Trotz einem sehr hohen Uberschuk an Bilirubin war ein direkter Elektronentransfer von
der MWCNT-modifizierten Elektrode zur BOD mdglich. Das lafst darauf schliefen, dafs
ein Teil der Enzyme nicht in der Lage war, mit Bilirubin zu interagieren. Moglicher-
weise orientierten sich diese Enzymmolekiile bei der Immobilisierung derart, dafs eine
Elektroneniibertragung nur von der Elektrode moglich war und kein Bilirubin binden
konnte. Der andere Teil der Enzyme war in der Lage, mit Bilirubin zu interagieren,
was den Elektronentransfer von der Elektrode verhinderte. Moglicherweise konnten die-
se Molekiile ihre Orientierung dndern. Durch die Immobilisierung mit einem crosslinker
konnte eine solche Bewegungsfreiheit méglich sein. Die sehr hohe Bilirubinkonzentration,
die n6tig war, um den DET zu verdridngen, spricht dafiir, daf die Elektronen von der
MWCNT-modifizierten Elektrode wahrscheinlich auf das T1-Zentrum der BOD iiber-
tragen werden, welches als natiirlicher Elektronenakzeptor fiir Bilirubin fungiert.

Das Startpotential der bioelektrokatalytischen Sauerstoffreduktion lag bei etwa 490 mV
(gegen Ag/AgCl) und verédnderte sich durch die Zugabe von Bilirubin nicht (siehe Abb.
4.18p).
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Abbildung 4.18: Einflu von Bilirubin auf den Reduktionsstrom von Oy, BOD kovalent an MWCNT-
modifizierter Goldelektrode, LSV in 100mM CiP, pH 7 mit 10mV /s, (a) katalyti-
scher Strom, Stromstérke bei 250 mV; (b) Startpotential; Potentiale gegen Ag/AgCl

4.4.3 Wechselwirkung mit Inhibitoren

Aus der Literatur sind Flourid- (F~) und Azid-Ionen (N3') als Inhibitoren fiir Kupferpro-
teine bekannt.[3] Deshalb wurde die Verdnderung des katalytischen Stromes bei Zugabe
von NaF und NaNj3 untersucht.

Es ist anhand der Abbildung deutlich zu erkennen, daf der katalytische Strom
mit zunehmender NaF-Konzentration abnahm und sich dabei scheinbar einem Grenz-
wert (ungleich Null) n&herte. Natriumflourid ist also in der Lage, die katalytische Ak-
tivitdt von BOD zu hemmen. Mit aller Wahrscheinlichkeit dringen Flourid-Ionen zu
den beiden katalytischen Zentren vor und komplexieren dort die Kupferionen.[3, 28] Da-
durch wird zum einen der DET zum T1-Kupfer unterbunden, zum anderen kann weniger
Sauerstoff am trinuklearen Cluster gebunden und reduziert werden. Das Startpotential
(Abb. [4.19b) verschob sich mit zunehmender NaF-Konzentration in der Losung zu immer
negativeren Werten und wies dabei eine lineare Abhéngigkeit auf. Durch die Komple-
xierung des Kupfers durch die Fluoridionen &nderte sich das Redoxpotential des betref-
fenden Kupferzentrums. Aukerdem konnten vermutlich durch eine héhere Uberspannung
Fluorid-Ionen vom katalytischen Zentrum verdridngt und Elektronen zur Reduktion des

Sauerstoffs weiter i{ibertragen werden. Das wiirde auch die unvollstdndige Inhibierung
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Abbildung 4.19: Einflu von NaF auf die Sauerstoffreduktion, LSV in luftgesittigtem CiP, pH 7, BOD
kovalent gebunden an einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode; (a) katalytischer
Strom, Stromstérke bei 250mV; (b) Startpotential (R = -0,9845); Potentiale gegen
Ag/AgCl

bei hoheren NaF-Konzentrationen erkléren.

Anhand der Kurvenform kann deutlich eine Verdnderung im Reaktionsmechanismus
festgestellt werden. Wie schon in Abschnitt diskutiert, steht die Anderung des Kur-
venverlaufes vermutlich im Zusammenhang mit einer Anderung im Verhiltnis oder gar
dem Wechsel von limitierendem und nicht limitierendem Schritt in der Gesamtreaktion.
Dieses Experiment bestatigt diese Interpretation dahingehend, daft NaF als Inhibitor die
katalytische Reaktion stark verlangsamt. Die Fluoridionen komplexieren zum einen die
Cu-lonen in BOD, zum anderen storen sie als negative Ladungstriger in Elektrodennéhe
auch den direkten Elektronentransfer von der Elektrode zum Enzym.

Ein dhnliches Verhalten der Mefswerte trat bei Zugabe von Natriumazid auf, wie in
den Abbildungen und b zu sehen ist. Abbildung zeigt die voltammetrischen
Mefkurven der LSV-Messungen bei Zugabe von Natriumfluorid. Der katalytische Strom
nahm mit zunehmender NaNs-Konzentration exponentiell ab, ndherte sich aber hier fast
dem Null-Wert. Das Startpotential wies ebenfalls eine lineare Abhéngigkeit auf, die eben-
falls auf die Verdnderung des Redoxpotentials des betreffenden Kupferzentrums hinweist.
Die Azidionen waren jedoch in der Lage, die bioelektrokatalytische Sauerstoffreduktion

nahzu vollstdndig zu inhibieren.
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Abbildung 4.20: Einflu von NaF auf die Sauerstoffreduktion, LSV in luftgesiittigtem CiP, pH 7, BOD
kovalent gebdunden an einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode; (—) ohne, (—)
9,8mM, (—) 19,23 mM, (—) 28,3mM, (—) 37,04mM, (—) 45,45 mM NaF; Potentiale
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Abbildung 4.21: Einfluk von NaN3 auf die Sauerstoffreduktion, LSV in luftgesittigtem CiP, pH 7,
BOD kovalent gebunden an einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode; (a) kataly-
tischer Strom, Stromstérke bei 250 mV; (b) Startpotential (R = -0,99695); Potentiale

gegen Ag/AgCl
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4.5 Elektrochemisches Verhalten unter anaeroben

Bedingungen

4.5.1 Direkte Redoxreaktion eines Kupferzentrums

Bisher wurde das elektrochemische Verhalten von Bilirubinoxidase meist nur unter aero-
ben Bedingungen untersucht, da unter Sauerstoffausschluf kein oder fast kein Elektro-
nentransfer zu verzeichnen war. Weigel et al. [24] war es jedoch gelungen, unter anaeroben
Bedingungen den direkten Redoxprozefs eines Kupferzentrums von Bilirubinoxidase an
Kohlenstoffelektroden zu beobachten.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Redox-Umwandlung von immobilisierter BOD
an einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode durchgefiihrt. Um eine hohe Konzentra-
tion von BOD vor der Elektrode zu gewihrleisten, erfolgte die Fixierung des Enzyms
zunéchst mit einer Dialysemembran (MWCO 8kDa). Aus der zyklovoltammetrischen
Messung (siehe Abb. ergab sich ein formales Potential von etwa 470+10mV gegen
Ag/AgCl (705 mV gegen SHE) bei pH 7 mit 25 mV /s in 226 mM CiP.

Weiterhin gelang wihrend dieser Arbeit erstmalig die Detektion des direkten Re-
doxprozesses von kovalent gebundener BOD, bzw. eines ihrer Kupferzentren, an einer
MWCNT-modifizierten Goldelektrode, wie in Abbildung zu sehen.

Aus der Auswertung der Messungen, von denen eine in Abbildung dargestellt
ist, ergab sich ein formales Potential von 445+10mV gegen Ag/AgCl (680 mV gegen
SHE) bei pH 7 mit einer Scanrate von 25 mV /s. Aufgrund des hohen Wertes kann dieses
Potentials keinem der Kupferzentren klar zugeordnet werden.

Ein signifikantes Detail in den Zyklovoltammogrammen ist der sehr kleine Oxida-
tionspeak im Gegensatz zum wesentlich deutlicher erkennbaren Reduktionspeak. Da-
von ausgehend, dafs es sich hierbei um das T1-Kupferzentrum handelt, das reduziert
und oxidiert wurde, kann die Situation wie folgt erklért werden: Das T1-Zentrum kann
Elektronen gut aufnehmen, wie seine Funktion als Elektronenakzeptor bei der Bilirubin-
oxidation zeigt, da es relativ weit aufen im Protein liegt. T1 ist mit dem trinuklearen

Cluster (T2/T3) iiber einen internen Elektronentransferweg (IET-Weg) gekoppelt, der
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Abbildung 4.22: Direkte Redox-Umwandlung eines Kupferzentrums von BOD unter anaeroben Be-
dingungen, BOD mit einer Dialysemembran (MWCO 8kDa) auf einer MWCNT-
modifizierten Goldelektrode fixiert, CV in 226 mM CiP, pH 7 mit 25 mV /s; Potential
gegen Ag/AgCl

zu einer schnellen Weitergabe der Elektronen von T1 an T2/T3 fiihrt. Somit ist die
Oxidation von T1 durch T2/T3 wesentlich mehr begiinstig als durch die Elektrode. Da
unter anaeroben Bedingungen kein finaler Elektronenakzeptor (O2) vorhanden ist, der
die Elektronen am T2/T3-Cluster wieder abnimmt, kann der IET hochstens solange er-
folgen, bis das Kupfer von T2/T3 vollstandig reduziert ist. In vereinfachter Betrachtung
wiirde sich nach der Anzahl der Kupferionen ein Verhéltnis der Peakstromhdohe von 4:1
fiir Reduktion:Oxidation ergeben, da 4 Kupferionen (T1, T2, T3) reduziert werden kén-
nen, aber nur 1 Kupferion (T1) wieder oxidiert wiirde, da der IET nur von T1 nach
T2/T3 stattfindet.

Es kann jedoch nicht vollstindig ausgeschlossen werden, daf der im Vergleich zum
Oxidationspeak grofere Reduktionspeak auch auf eine sehr kleine katalytische Restak-
tivitit der BOD zuriickzufiihren ist. Das verwendete Argongas zur Verdringung des
Sauerstoffs war hochrein, kann aber immer noch Spuren von Sauerstoff enthalten (< 0,1

ppm-mol%, 1t. Angabe des Herstellers).
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Abbildung 4.23: Direkte Redox-Umwandlung eines Kupferzentrums von kovalent gebundener BOD
unter anaeroben Bedingungen, BOD kovalent gebunden an einer MWOCNT-
modifizierten Goldelektrode, CV in 100mM CiP, pH 7 mit 25 mV/s; Potential gegen
Ag/AgCl

Die Frage, die sich bei den Experimenten jedoch stellt, ist: Um welches Kupferzentrum
handelt es sich, das hier einer Redox-Umwandlung unterworfen wurde, bzw. das auch
durch die Detektion des katalytischen Stromes beobachtet wurde? Wie im Abschnitt
schon aufgezeigt, sind in der Literatur dazu widerspriichliche Meinungen zu finden. Fiir
das Standardpotential von T1 wurden mit Redoxtitration verschiedene Werte publiziert.
Bei neueren elektrochemischen Untersuchungen emittelten Tsujimura et al. (2005) ge-
gen 3 verschiedene Redoxmediatoren ein Standardpotential von 660 mV (bei pH 7, gegen
SHE) und Christenson et al. (2006) gegen 2 Redoxmediatoren ein Standardpotential von
670 mV (bei pH 7, gegen SHE) fiir das T1-Kupferzentrum.[I] Bei voltammetrischen Mes-
sungen wurde der Start der bioelektrokatalytischen Sauerstoffreduktion durch BOD bei
Potentialen von etwa 700 mV beobachtet. Tsujimura et al. (2004) bestimmten ein Start-
potential von 735mV (bei pH 7, gegen SHE).[17] Kamitaka et al. (2006) publizierten ein
Startpotential von 695 mV (bei pH 7, gegen SHE).[I8] Die in den hier diskutierten Expe-

rimenten bestimmten Werte fiir das Startpotential der Sauerstoffreduktion (720 mV, bei
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pH 7, gegen SHE) und das formale Potential (680 mV, bei pH 7, gegen SHE) entsprechen
demnach in etwa den eben genannten Werten aus der Literatur.

Es gibt aber eine Reihe weiterer Argumente, die fiir T1 als das Kupferzentrum spre-
chen, das hier diskutiert wird. Bei den Experimenten von Kamitaka et al. [18] mit einer
BOD-Mutante (M467Q), bei der eine Aminosiure am T1-Zentrum ausgetauscht wurde,
ergab sich bei voltammetrischen Messungen eine Verschiebung des Startpotentials von
695 mV nach 465 mV (gegen SHE) der katalytischen Sauerstoffreduktionskurve durch die
Mutation. Wie schon erwéhnt, ist die Position des T1-Zentrums im Protein giinstiger
fiir einen Elektronentransfer von der Elektrode als die des T2- oder T3-Zentrums, die
weiter im Inneren liegen. Die strukturellen Gegebenheiten hdngen schliefslich mit der
natiirlich Funktion von T1 als Akzeptorstelle fiir Elektronen von Bilirubin bei dessen
Oxidation zusammen. Auch die Untersuchung der Wechselwirkung mit Bilirubin unter
aeroben Bedingungen spricht zumindest teilweise fiir eine Elektronentransfer zum T1-
Zentrum in BOD. Ein weiterer Punkt ist das auffillige Verhéltnis von Reduktions- und
Oxidationspeakstrom, das oben schon angesprochen wurde.

In den Zyklovoltammogrammen erscheint reproduzierbar auch ein zweites Peakpaar
mit einem formalen Potential von etwa 150 mV (gegen Ag/AgCl, bei pH 7 mit 10 mV/s),
dessen Reduktionspeak auch im Voltammogramm bei LSV erkennbar war. Es wurden
Kontrollexperimente durchgefiihrt, die die Beschichtung der Elektrode (MWCNT, Sulfo-
GMBS) als Ursache ausschliefen. Bei der Messung von BSA, das wie BOD kovalent
an eine MWCNT-modifizierte Goldelektrode gebunden wurde, trat ein Peakpaar mit
einem dhnlichen formalen Potential auf (165 mV gegen Ag/AgCl, bei pH 7 mit 25mV/s).
Bis jetzt wird vermutet, dak es sich hierbei um Cysteinreste auf der Proteinoberfliche
handelt. Ob dennoch diese Redoxpeaks moglicherweise einem weiteren Kupferzentrum
von BOD zugeschrieben werden kénnen, muf in weiteren Experimenten geklirt werden,
bei denen das Kupfer aus BOD entfernt wird. Diese Experimente waren im Zeitrahmen

dieser Arbeit leider nicht mehr durchfiihrbar.
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4.5.2 Zugabe von Sauerstoff in geringen Mengen

Um zu zeigen, dafk die Reduktion des beobachteten Zentrums entscheidend fiir den Start
der bioelektrokatalytischen Sauerstoffreduktion ist, wurde BOD unter anaeroben Bedin-
gungen voltammetrisch gemessen und in kleinen Mengen (2 ul) schrittweise luftgeséttig-
ter Puffer dem Mefspuffer beigemengt.

Anhand Abbildung ist deutlich zu erkennen, daf durch die Zugabe von luftge-
sittigtem Puffer eine Signalzunahme stattfand. Der katalytische Strom der Sauerstoffre-
duktion entstand bei etwa demselben Potential, bei dem auch der Reduktionspeakstrom
unter anaeroben Bedingungen detektiert wurde. Demnach wird durch die Reduktion

dieses Kupferzentrums die bioelektrokatalytische Sauerstoffreduktion angeschaltet.

0,5 4
- a
A
ey
0,0 — gt i
/1
/f
— 7/
3 //
c -0,5 - / /
o s /
] S /
1,0 H
"’"*“ﬁ\»\w“,\r
-1,5 . | T | . | . | . | . | . |
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Potential [V]

Abbildung 4.24: Zugabe von luftgesiittigtem Puffer in kleinen Mengen zu anaerober Messung von
BOD, BOD kovalent gebunden an einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode, CV
in 100mM CiP, pH 7 mit 25 mV /s; Ausschnitt aus CV () anaerob, Zugabe von ()
2pl, (—) 4pl, () 6pul, (—) 10 pl luftgesdttigtem Puffer; Potential gegen Ag/AgCl
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4.5.3 Wechselwirkung mit Bilirubin

Die Wechselwirkung von BOD mit Bilirubin wurde auch unter anaeroben Bedingungen
untersucht.

Der Reduktionspeakstrom sank bei hoher Bilirubinkonzentration auf nahezu Null (sie-
he Abb. . Dieses Experiment zeigt, dafs die Redoxumwandlung des betreffenden
Kupferzentrums mit Bilirubin unterdriickt werden kann. Geht man von einem mogli-
chen Elektronentransfer zwischen T2 oder T3 und der Elektrode aus, miifste jedoch unter
Anwesenheit von Bilirubin im Uberschuf und anaeroben Bedingungen ein katalytischer
Oxidationsstrom entstehen, da stindig Elektronen von Bilirubin auf BOD iibertragen
und iiber T2 oder T3 von der Elektrode akzeptiert wiirden. Ein solcher katalytischer
Strom ist jedoch bei keinem Potential im CV zu verzeichnen, was einen DET zwischen
Elektrode und dem T2- oder T3-Zentrum unwahrscheinlich macht. Demnach unterstiitzt
dieses Experiment die These, daf der DET zwischen der MWCNT-modifizierten Gold-
elektrode und dem T1-Kupferzentrum der BOD stattfindet.

Stromstarke [HA]

-0,2 -0.1 0,0 0,1 0,2 03 04 05 0,6 0,7 0,8 0,9
Potential [mV]

Abbildung 4.25: Wechselwirkung mit Bilirubin unter sauerstoffarmen Bedingungen, CV in 100 mM
CiP, pH 7, BOD kovalent gebunden an einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode;
() ohne, () 10mM, (-) 50mM, () 100 mM Bilirubin; Potential gegen Ag/ACl
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4.5.4 Wechselwirkung mit Inhibitoren

Die voltammetrischen Messungen (LSV) unter Wechselwirkung mit Inhibitoren wur-
den auch unter Sauerstoffausschlufs durchgefiihrt. In Abbildung sind die anaeroben
Messungen bei Zugabe von Natriumfluorid dargestellt.

In den Voltammogrammen ist deutlich eine Verschiebung des Reduktionspeakpoten-
tials zu negativeren Werten zu erkennen. Die Auftragung des Peakpotentials gegeniiber

der NaF-Konzentration legt eine lineare Abhingigkeit nahe (siche Abb. [4.26]).
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Abbildung 4.26: Wechselwirkung mit NaF unter anaeroben Bedingungen, LSV in 100 mM CiP, pH 7,
BOD kovalent gebunden an einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode; (—) ohne,
() 5mM, (-) 24,4mM, () 47,6 mM NaF; Potentiale gegen Ag/AgCl

Bei einer Inhibierung konnte man annehmen, dafs der Reduktionspeakstrom mit zu-
nehmender Natriumfluoridkonzentration stetig abnimmt. In Abbildung ist jedoch
eine deutliche Signalzunahme bei 24,4 mM gegeniiber 5mM NaF' zu verzeichnen.

Moéglicherweise wurde bei dieser Messung Sauerstoff in den Mefkpuffer eingetragen,
bzw. nicht vollstindig wieder entfernt, was zu einem kleinen katalytischen Strom fiihr-
te. Die Komplexierung durch die Fluoridionen kann jedoch auch zu einer Verbesserung

des Redoxprozesses fiihren. Da es sich um Einzelmessungen handelte, kann dazu keine
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Abbildung 4.27: Wechselwirkung mit NaN3 unter anaeroben Bedingungen, LSV in 100mM CiP, pH
7, BOD kovalent gebunden an einer MWCNT-modifizierten Goldelektrode; (—) ohne,
(—) 100mM, (-) 1000 uM NaN3; Potentiale gegen Ag/AgCl

abschliefsende Erkldrung gegeben werden. Bei 47,6 mM NaF wurde der Reduktionspeak-
strom vollstandig unterdriickt.

Die Beseitigung des Reduktionspeaks bei hoher Fluoridionenkonzentration spricht fiir
eine starke Komplexierung aller Cu-Ionen seitens NakF.

Ein markantes Detail ist das konstante Auftreten des 2. Reduktionspeaks trotz an-
wesender Fluoridionen. Das unterstiitzt die aufgrund des BSA-Experimentes getroffene
Vermutung, dafs es sich hierbei nicht um ein weiteres Kupferzentrum handelt.

Die beobachtete Verschiebung des Reduktionspeakpotentials kann auf die Komple-
xierung durch die Fluoridionen zuriickgefiihrt werden.

Das elektrochemische Verhalten von BOD unter Wechselwirkung mit Natriumazid
und Sauerstoffausschluf entspricht wie zu erwarten dem unter Wechselwirkung mit Na-
triumfluorid. Die Abbildung [4.27]zeigt mit zunehmender NaN3-Konzentration wieder die
zunehmende Unterdriickung des Reduktionpeakstromes und die Verschiebung des Re-
duktionspeakpotentials zu negativeren Werten. Die Bewertung dieser Ergebnisse erfolgt

in gleicher Weise wie fiir Natriumfluorid.
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Da die Azid- und Fluoridionen wahrscheinlich die Kupferionen in allen Zentren kom-
plexieren koénnen [3], 28], kann aus diesen Experimenten kein weiterer Hinweis auf das

detektierte Kupferzentrum gefunden werden.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Goldelektroden mit mehrwandigen Kohlenstoffnano-
rohren modifiziert und darauf Bilirubinoxidase kovalent fixiert. An diesem Elektroden-
system wurden unter Variation verschiedener Parameter elektrochemische Untersuchun-
gen zur Kommunikation zwischen Protein und Elektrode durchgefiihrt. Zu diesen Para-
metern gehorten praparative Faktoren wie Ultraschallbehandlung der MWCNTs, Auf-
tragungsmenge der MWCN'Ts und BOD-Konzentration wiahrend der kovalenten Immo-
bilisierung, Mefbedingungen wie pH-Wert und Ionenstéirke des Mefpuffers, die Lagerzeit
der Elektrode und aufterdem der Einfluft von Substrat und Inhibitoren unter aeroben und
anaeroben Bedingungen. Zudem konnte erstmalig die elektrochemische Umwandlung von
kovalent fixierter BOD an MWCNT-modifizierten Goldelektroden direkt voltammetrisch
nachgewiesen werden.

BOD ist eine “Blaue” Multikupferoxidase mit 3 Kupferzentren (T1, T2 und T3), die 4
Kupferionen enthalten. Dieses Enzym katalysiert die Oxidation von Bilirubin zu Biliver-
din unter Verwendung der Elektronen fiir die Reduktion von Sauerstoff zu Wasser. Die
MWCNTs waren thiolmodifiziert und konnten daher sehr stabil auf der Goldoberfliche
gebunden werden. BOD wurde {iber den crosslinker Sulfo-GMBS an den Thiolgruppen
der MWCNTS kovlent fixiert.

Unter aeroben Bedingungen konnte ein DET von der Elektrode zur BOD durch die
bioelektrokatalytische Reduktion von Sauerstoff zu Wasser detektiert werden. Experi-
mente mit Inhibitoren zeigten, daf die katalytische Aktivitédt eindeutig auf das Enzym
zurlickzufiihren ist. Das Startpotential der Elektrodenreaktion unter aeroben Bedingun-
gen wurde mit etwa 720£10 mV gegen SHE ermittelt. Das entspricht in etwa den Werten,
die fiir voltammetrische Messungen der Sauerstoffreduktion durch BOD in der Literatur
beschrieben wurden.[I7, 18] Mit dem hier vorgestellten Elektrodensystem sind Strom-
dichten im Bereich von etwa 500 A /cm? moglich, was deutlich hoher liegt als die aus

der Literatur bekannten Werte.|17, [1§]
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Das Elektrodensystem wurde zunéchst hinsichtlich des Einflusses verschiedener pri-
parativer Parameter untersucht. Durch die Ultraschallbehandlung der MWCN'Ts vor der
Beschichtung konnte eine deutliche Erhohung des katalytischen Stromes fiir BOD in Lo-
sung und des Peakstromes fiir ein Redoxsystem (KHCF) erzielt werden. Mit Erh6hung
der Auftragungsmenge der MWCNTs bis etwa 10 ug konnte ebenfalls eine Verbesserung
der voltammetrischen Mefsignale fiir BOD in Losung und KHCF erzielt werden. Bei die-
sem Experiment zeigte sich auch, dak ohne die MWCNT-Schicht auf der Goldelektrode
kein katalytischer Strom durch die Bilirubinoxidase detektierbar war. Die MWCNTs auf
der Goldelektrode waren essentiell zum Erhalt der katalytischen Aktivitdt der BOD. Die
Variation der BOD-Konzentration wihrend der kovalenten Immobilisierung ergab eine
optimale Konzentration von etwa 10 uM.

Weiterhin wurde der Einfluff verschiedener Mefbedingungen untersucht. Die bioelek-
trokatalytische Reduktion von Sauerstoff wies eine pH-Abhéangigkeit auf. Die Halbstu-
fenpotentiale der voltammetrischen Mefkkurven verschoben sich um etwa -29mV /pH.
Diese Abhingigkeit entspricht der Nernst’schen Gleichung und beschreibt einen Prozef,
bei dem 2 Elektronen iibertragen werden. Die katalytische Aktivitat der kovalent gebun-
denen BOD wies ein Maximum bei pH 6 -7 auf. Das Startpotential der bioelektrokata-
lytischen Sauerstoffreduktion verschob sich mit zunehmender lonenstirke im Mefpuffer
zu immer positiveren Werten. Ab etwa 10 mM Pufferkonzentration blieb die Hohe des
voltammetrischen Mefsignals von der Ionenstidrke weitgehend unbeeinflukt. Bei der Un-
tersuchung der Lagerstabilitit erwies sich die kovalent gebundene BOD im Vergleich zu
vielen anderen Proteinelektroden als sehr stabil. Nach fast 2 Monaten Lagerdauer in
100 mM CiP-Puffer bei 5°C konnte immer noch eine katalytische Aktivitiat detektiert
werden. Damit scheint dieses Elektrodensystem gut geeignet zu sein zur Weiterentwick-
lung fiir biomedizinische Anwendungen in physiologischen Medien.

Bei voltammetrischen Messungen in Losungen mit verschiedenen Sauerstoffkonzen-
trationen konnte gezeigt werden, daf sich das verwendete Elektrodensystem auch als
Biosensor zur Detektion der Sauerstoffkonzentration in wéfrigen Medien eignet. Der ka-
talytische Strom wies dabei eine lineare Abhédngigkeit im gesamten Mefbereich auf, der

sich von sauerstoffarmem bis luftgesattigten Puffer erstreckte.
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Unter anaeroben Bedingungen wurde ein Kupferzentrum der Bilirubinoxidase einer
direkten Redoxumwandlung unterworfen. Der Nachweis dieses Redoxprozesses gelang
erstmalig mit kovalent fixierter Bilirubinoxidase. Bei pH 7 in 100 mM CiP-Puffer mit
25mV /s wurde ein formales Potential von etwa 680£10mV gegen SHE bestimmt. Die-
ses Redoxpotential entspricht den Werten neuerer elektrochemischer Untersuchungen
von Tsujimura et al. [I7], Christenson et al. [I], Kamitaka et al. [18] und Weigel et al.
[24]. Durch Zugabe von Sauerstoff konnte gezeigt werden, daf dieses Kupferzentrum ent-
scheidend fiir den Start der bioelektrokatalytischen Sauerstoffreduktion ist. Um Hinweise
auf die Art des Kupferzentrums zu finden, das beim DET die Elektronen von der Elek-
trode akzeptiert, wurden aufserdem voltammetrische Messungen unter Wechselwirkung
mit Bilirubin und den Inhibitoren Natriumfluorid und Natriumazid durchgefiihrt. Die-
se erfolgten sowohl unter aeroben, als auch anaeroben Bedingungen. Dem beobachteten
Verhalten nach deuten diese Experimente auf das T1-Kupferzentrum. Davon ausgehend,
dak sich die in den letzten Jahren publizierten Standardpotentiale fiir das T1-Zentrum
von BOD [1] als richtig erweisen, stiitzen auch die in der vorliegenden Arbeit bestimm-
ten Potentiale die These des direkten Elektronentransfers auf das T1-Kupferzentrum der
Bilirubinoxidase.

Vor dem Hintergrund der aktuellen Klimadiskussion bedarf es sicherlich noch eini-
ger Bemiihungen, effiziente alternative Energiequellen zu erschliefsen. Vor allem bei der
Versorgung von Kleingerdten wie Mobiltelephone oder auch Herzschrittmacher sind Ent-
wicklungen von Bioenergiezellen vielversprechend. Bilirubinoxidase in Verbindung mit
MWCNTs ist moglicherweise einer der vielversprechendsten Kandidaten, um in das Ka-
thodensystem solcher Bioenergiezellen integriert zu werden. Das weitere Ziel der For-
schung diesbeziiglich ist es vor allem, Elektrodensysteme zu entwickeln, die sich durch
eine hohere Energieausbeute und Stabilitdt auszeichnen.

Auch bei der Erforschung der Bilirubinoxidase selbst sind noch Fragen offen, die zu-
kiinftig weiter untersucht werden miissen. Bis jetzt ist noch nicht endgiiltig geklért,
welche Prozessen im Einzelnen vor allem beim direkten Elektronentransfer zwischen
dem Enzym und der Elektrode ablaufen. Wenn diese Mechanismen besser bekannt sind,
kann die BOD vielleicht auch effektiver bei elektrochemischen Anwendungen eingesetzt

werden.
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