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tein-)Hiille elektrochemisch nicht zugidnglich; deshalb kann
das Enzym an einer Elektrode weder oxidiert noch reduziert
werden. Wir haben schon frither berichtet, dal} wasserlosli-
che Poly(vinylpyridin)/[Os(bpy),Cl]*®-Komplexe (Polykat-
ionen) in homogener Losung an reduzierte Glucose-Oxidase
(ein Polyanion) binden und vom Enzym Elektronen aufneh-
men!!). Wir fanden nun, daB diese polykationischen Redox-
polymere von Graphit stark adsorbiert werden, da} derart
modifizierte Elektrodenoberflichen das Enzym stark adsor-
bieren und daB8 zwischen den adsorbierten Enzym/Redoxpo-
lymer-Komplexen und den Elektroden ein Elektronenaus-
tausch stattfindet. Elektroden, die durch Adsorption dieser
Komplexe modifiziert sind, lassen sich schneller und einfa-
cher herstellen als kaufliche Glucoseelektroden.

Es ist bekannt, da8 sowohl Poly(4-vinylpyridin) (PVP) als
auch N-methyliertes PVP stark an Pyrographit adsorbiert
werden und daB daraus durch Eindiffusion von Redoxspe-
zies langlebige, reproduzierbare Elektroden erhalten werden
konnen!? 3, Die Elektrochemie dieser Elektroden ist in Ein-
klang mit einer Physisorption von Segmenten der Makromo-
lekiile, wobet ein dreidimensionales Netzwerk entsteht, das
die Diffusion von Ionen erméglicht. Kleine Redoxproteine,
die keine dicke Isolierschicht um ihre Redoxzentren enthal-
ten (z. B. Cytochrom c, Myoglobin, Ferredoxin und Phyco-
cyanin), werden bekanntlich direkt an Elektroden oxidiert
oder reduziert, doch kann der Elektronentransfer durch
adsorbierte ,,Mediatoren* (z. B. Bipyridin, Methylviologen)
beschleunigt werden!#); die Mediatoren binden und orientie-
ren die Proteine, sind an der Redoxreaktion selbst jedoch
nicht beteiligt. Wir haben nun gefunden, da8 die Oberfla-
chen von Pyrokohlenstoff- und Graphitelektroden durch ad-
sorbierte polykationische Redoxpolymere modifiziert wer-
den konnen, die Glucose-Oxidase komplexieren. Bei derarti-
gen Systemen werden Elektronen vektoriell von der enzym-
gebundenen Glucose iiber die Redoxzentren des Enzyms und
des Redoxpolymers auf die Elektrode iibertragen.

(l)szeue (,:HJ NH,
(bpy),Ci
1,n=0.14, m = 0.81, p = 0.05

Schema 1. Struktur des quaternisierten Redox-Terpolymers 1.

Die starke Adsorption von Redoxpolymeren an Graphit
148t sich anhand der Cyclovoltammogramme des Redox-
Terpolymers 1 aus Poly(N-methyl-4-vinyl-pyridiniumchlo-
rid), 4-Aminostyrol und des PVP-Komplexes von
Os(bpy),Cl, (siehe Schema 1) verdeutlichen; bei Vorschub-
geschwindigkeiten zwischen 2 und 200 mV s~* wird eine
Peaktrennung von 30 mV oder weniger erreicht. Die Integra-
tion des Cyclovoltammogramms bei niedriger Vorschub-
geschwindigkeit (2 bis SmV s~ !) ergibt, dal etwa 1.0x
1072 mol 1 pro cm? Elektrodenoberfliche elektroaktiv sind.
Von der rotierenden Scheibenelektrode wird 1 selbst bei 2000
Umdrehungen pro Minute nicht desorbiert. Bewahrt man
die modifizierten Elektroden 30 Tage unter Riihren in einem
Wasserbad auf, so 1Bt sich durch coulometrische Messun-
gen zeigen, daB nach dieser Zeit weniger als 10% 1 desorbiert
sind. Glucose-Oxidase bindet stark an das adsorbierte poly-
kationische Redox-Polymer 1. Abbildung 1 zeigt Cyclovol-
tammogramme fiir die Oxidation von Glucose an einem
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derartigen Komplex aus Glucose-Oxidase und 1. LiBt man
die Elektroden in physiologischer Salzlosung, die weder
Enzym noch Polymer enthélt, mit 20 Upm rotieren, so bleibt
bei einem konstanten Potential von 0.45V (vs. SCE) der
StromfluB fiir mehr als 10 h erhalten. Der Stromflul nimmt

LOF

30

', 20t
[uA/:m"l r
10

Abb. 1. Cyclovoltammogramm des Komplexes aus Glucose-Oxidase und 1 in
einer Losung aus 9.9 Einheiten Katalasc pro mL und 0.15mM Natrium-4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonat (NaHEPES) bei pH 7. Vorschub-
geschwindigkeit: S mV s~!. a) Keine Glucose, b) 60 mm Glucose. - Potential
U vs. SCE; Glucose-Oxidase/1/Graphitelektrode.

in der ersten Stunde um etwa 10 % und nach 10 Stunden um
etwa 70% ab. Die Elektroden wurden etwa 30 Tage an der
Luft bei Raumtemperatur aufbewahrt und zeigten nach die-
ser Zeit nur vernachlissigbare Aktivitatsverluste. Chro-
noamperometrische Messungen in einer DurchfluBzelle
ergaben, daBl der Strom auf einen Anstieg der Glucosekon-
zentration in weniger als 1s reagiert (Abb. 2). Die Reak-

15

104

J 2
[HAcm™]

0 +——or——————
0 L 8 12
tis] —=

Abb. 2. Anderung der Stromdichte bei Anstieg der Glucosekonzentration von
0 auf 50 mM in 0.15 M NaHEPES-L6sung bei pH 7 in Gegenwart von 9.9 Ein-
heiten Katalase pro mL. DurchfluBgeschwindigkeit 193 cm s~ !; Glucose-Oxi-
dase/1/Graphitelektrode.

tionszeiten bei verschiedenen Durchflulligeschwindigkeiten
variieren zwischen 0.4s bei einer linearen Durchfluf-
geschwindigkeit von 42 cm s~ ! und 0.2 s bei einer Durch-
fluBgeschwindigkeit von 210 cm s~ !. In Abbildung 3 ist die
Abhingigkeit des Stromflusses von der Glucosekonzentra-
tion bei einem Potential von 0.45V wiedergegeben. Ein
Stromflufl ist auch tn Abwesenheit von Glucose vorhanden.
Da derartig modifizierte Elektroden einfach herzustellen
sind und aus preiswerten Materialien bestehen, sollten
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sie sich fiir schnelle, einmal verwendbare Glucosesensoren
eignen.

20,
J " )
[wAem?] .
10 .
0 . .
0 10 20

c{Gly) [mn] —e

Abb. 3. Abhingigkeit der Stromdichte von der Glucosekonzentration bei
einem Potential von 0.45V fir die Glucose-Oxidase/1/Graphitelektrode in
0.15 M NaHEPES-Losung bei pH 7 in Gegenwart von 9.9 Einheiten Katalase
promL.

Durch Chronoamperometrie wurde die Geschwindigkeit
der Adsorption von Glucose-Oxidase an 1-modifizierte
Graphitelektroden untersucht. Dazu wurden die Elektroden
in 4mL einer Losung von 60 mM Glucose und 0.15M
NaHEPES bei pH 7 getaucht und unter Stickstoff gehalten.
Um eine Desaktivierung der Glucose-Oxidase durch entste-
hendes Wasserstoffperoxid zu vermeiden, wurden der
Losung 0.9 ug Katalase (44 000 Einheiten pro mg Protein)
zugesetzt. Dann wurden etwa 10 puL einer Lésung von 4 mg
Glucose-Oxidase pro mL langsam in die Elektrolysezelle
injiziert, so daB sich in der Zelle eine Glucoseoxidase-Kon-
zentration von 10 ug mL ™! einstellte. Nach Anlegen eines
Potentials von 0.45 V wurde der Stromanstieg gemessen, der
sich durch Bildung eines Komplexes zwischen dem Enzym
und dem an der Elektrode adsorbierten Redoxpolymer 1
ergibt (siche Abb. 4).

604
i, 40
[HA cm™)
]
204
0 ——————————r——y
0 40 80 120

t[min] —=
Abb. 4. Anderung der Stromdichte (Chronoamperometrie) der 1/Graphitelek-

trode in ciner Losung von 10 pgmL ~' Glucose-Oxidase, 60 mM Glucose und
0.15 M NaHEPES bei pH 7 ohne Zusatz von Katalase.

Untersuchungen iiber den Einflufl der Salzkonzentration
auf den Elektronentransfer zeigten folgendes: In Losungen,
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die nur NaCl und Puffer enthalten (kein Enzym), findet bei
hohem Salzgehalt (0.5 M) kein Elektronentransfer statt; bei
anschlieBender Verdiinnung (auf 0.15 M) werden jedoch wie-
der Elektronen iibertragen. Diese Beobachtung lifit vermu-
ten, daB sich elektrostatische Bindungen nicht nur in Lésun-
gen!!!, sondern auch in adsorbierten Schichten kritisch auf
den Elektronentransfer auswirken. Die Wiederherstellung
des Stromflusses bei verminderter lonenstirke demonstriert,
daB der Komplex aus Glucose-Oxidase und 1 selbst bei
hoher Ionenstirke nicht dissoziiert. Ursache fiir den Strom-
abfall bei hoher Ionenstirke ist vermutlich eine Verkndue-
lung des polykationischen Redoxpolymers 1!!:%). Das ver-
kniuelte Polymer kann nicht mehr in das Protein eindringen,
so daB kein Elektronenaustausch mehr stattfinden kann. Bei
physiologischen Ionenstirken ist der Komplex aus polyanio-
nischer Glucose-Oxidase und polykationischem Redoxpoly-
mer 1 jedoch ein effektiver Elektroneniibertriager zwischen
enzymgebundenem Substrat und elektrischem Leiter.

Experimentelles

Glucose-Oxidase (E.C. 1.1.3.4) Typ X, Katalase (E.C.1.11.1.6) und NaHEPES
wurden bei der Firma Sigma gekauft. Os(bpy),Cl; (bpy = 2,2-Bipyridin)
wurde nach Literaturvorschriften [6] aus K,OsClq (Aldrich) hergestellt. 4-Ami-
nostyrol wurde bei Polysciences, Azoisobutyronitril (AIBN) und 4-Vinylpyri-
din wurden bei Aldrich gekauft. Die Synthese des Redox-Terpolymers 1 ist in
[1] beschrieben. Als Elektroden dienten Graphit (HB-Bleistiftminen von 0.5
oder 0.9 mm Durchmesser) oder Pyrokohlenstoff (Scheibchen von 4 mm
Durchmesser).

Die Versuche an der rotierenden Scheibenelektrode wurden mit dem Rotator
AFMSRX und der Umdrehungskontrolle MSRX der Firma Pine Instruments
durchgefiihrt. Die DurchfluBzelle dhnelte einem bekannten ,wall jet"-
System {7].

Die Elektroden wurden zur Isolierung mit Polypropylen-Schrumpfschlauch
uberzogen. Die Spitzen der Elektroden wurden mit Aluminiumoxid (0.3 um)
poliert, fGr 20 s in ein Ultraschallbad mit destilliertem Wasser getaucht und mit
Stickstoff trockengeblasen. Fir die Modifizierung der Elektrode mit dem
Redoxpolymer 1 wurde ein Tropfen (4 uL) einer 1-Lésung (2.6 mg mL ™! Sol-
vens) auf die Elektrodenspitze aufgetragen und nach 4 min mit destilliertem
Wasser wieder abgewaschen. Zur Adsorption des Enzyms wurde ein Tropfen
(4 uL) einer Glucoseoxidase-Losung (4.5 mg mL~!) auf die Oberfliche der
durch 1 modifizierten Elekirode gebracht. Die Glucoseoxidase-Losung wurde

nach 10 min abgespiilt. Es wurde keine Grenzmembran verwendet. Die Schei-
benelektroden wurden auf dhnliche Weise erhalten.
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