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1. Einleitung

1 Einleitung

Wahrend in den Anfangen der Lebensmittelanalytik aiem die Néhrwerte und Vitamine
untersucht worden, sind seit den 1990er Jahren eletndie sekundéaren Pflanzenstoffe
aufgrund deren gesundheitlicher Wirkung auf den #$dbBen in den Fokus der
wissenschaftlichen Forschung geriickt. SekundaemBéhstoffe dienen der Pflanze als Farb-,
Abwehr,- und Schutzstoffe oder als Wachstumsregrdat Sie kommen nur in geringen
Mengen in den Pflanzen vor [Hahn et al., 2005].i3glpe sekundare Pflanzenstoffe sind zum
Beispiel die Cysteinsulfoxide in verschiedenen uiitArten [Keusgen, 1999] oder aber auch
Polyphenole, die quasi ubiquitar in allen Pflanzemkommen [Baltes, 2000]. Gerade mit
Hilfe der Polyphenole versucht heutzutage die Lebettelindustrie fur ihre Produkte ein
gesundes Image zu schaffen. Dies lasst sich unéen @egriff ,Functional Food®
subsumieren. Ein typisches Beispiel ist hierfir d&chokolade, bei denen die
Herstellungsprozesse soweit optimiert worden saaks ein moglichst hoher Polyphenol-
Anteil in der Schokolade erhalten bleibt [Laterns2®07]. Dafur bedarf es einer besonders
schonenden Fermentation, die in den Ursprungslamlechgefuhrt wird. Um direkt vor Ort
die Kakaobohnen mit dem hdchsten Polyphenol-Gedadsortieren und einer besonderen
Behandlung zuflhren zu kénnen, ist eine Analyseiti&chotig, die schnell, robust und ohne
grol3en apparativen Aufwand an verschiedenen Oritegesetzt werden kann. FUr diesen
Einsatz sind Biosensoren aufgrund ihrer Selektiwitdd einfachen Handhabung besonders
gut geeignet. Weitere pflanzliche Lebensmittel,eimdhohe Polyphenolgehalte gefunden
werden konnen, sind Te€démellia sinensid..) und Trauben \(itis viniferaL.) bzw. aus
Trauben hergestellte Produkte wie Traubensaft, Weid Traubenkerndl [Baltes, 2000].
Auch hier ist der Herstellungsprozess entscheidenden Polyphenolgehalt im Endprodukt.
Als biologische Komponente eines Polyphenol-Biosesi&kommen Enzyme der Klasse der
Oxidoreduktasen, wie zum Beispiel das Enzym Lacdadeetracht, das gut verfugbar ist und

auf auRere Einflisse relativ robust reagiert [GooresRebelo, 2003].
1.1 Technik

1.1.1 Elektrochemische Detektion

Neben den klassischen Analysenverfahren, wie zunspi® dem nasschemischen und
photometrischen Analysenverfahren, hat sich im &aufler Zeit eine weitere
Analysenmethode in der chemischen Analytik durcagesDie elektrochemische Detektion.
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Der Vorteil der elektrochemischen Detektion liegh iVergleich zu den klassischen
Analysenmethoden in deren Empfindlichkeit, dererw@ndbarkeit und deren Einfachheit.
Die vier haufigsten Methoden zur elektrochemiscbetektion sind:

* Amperometrie

» Konduktometrie

*» Potentiometrie

« Voltammetrie/Polarographie

Bei der Amperometrie wird die Stromstarke bei eindonstant angelegten Potential
zwischen zwei Elektroden gemessen. Im Gegensaiz wad bei der Konduktometrie die
Leitfahigkeit in einer Losung vermessen. Die Patengtrie ist eine stromlose Messmethode
und wahrscheinlich die am haufigsten verwendetktrelehemische Detektion der Welt: Die
pH-Messung mittels Einstabmessketten erfolgt naeketh Prinzip. Bei der Voltammetrie
wird die Stromstarke in Abhangigkeit des Potentigkymessen. Polarographie und
Voltammetrie unterscheiden sich darin, dass bei \dgitammetrie stationare Elektroden
verwendet werden, wahrend in der Polarographie eeecksilber-Tropf-Elektrode
verwendet wird [Henze, 2001].

1.1.1.1 Grundlagen

Die Ubertragung von Elektronen bei Redoxreaktiorfamdet nicht nur direkt vom
Reaktionspartner zu Reaktionspartner statt, sond@amm auch Uber elektrische Leiter
stattfinden. Eine Redoxreaktion kann in zwei Takt®nen geteilt werden, in die Oxidation

und die Reduktion, die jeweils raumlich getrenn&dektroden stattfinden.

Reaktionsgleichung 1:

A+B A"+ B (Redoxreaktion)
A A"+ ¢ (Oxidation)
B+€e (Reduktion)

Ein System, indem Elektroden, die elektrische lestad, in eine geeignete Elektrolytlosung
eintauchen, bezeichnet man als elektrochemiscHe.ZEducht eine Metallelektrode in eine
Lésung mit lonen des gleichen Metalls ein, bildeh ®in Einzelpotential E aus, welches eine
elektrochemische Halbzelle darstellt. Diese elatemische Halbzelle bezeichnet man als
Elektrode 1. Art. Das Einzelpotential, welches siclder Halbzelle ausbildet, kann jedoch
nicht direkt gemessen werden. Es besteht jedochvidiglichkeit, stromlos die Differenz
zweier Einzelpotentiale, also zweier Halbzelleny maessen. Dies fuhrt zu der Problematik,
dass man die Methode standardisieren muss, umussgkrgleichbare Werte zu erhalten.

Als Standard wurde das Potential einer Wassergt&ifede willktrlich bei allen

2
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Temperaturen auf den Wert 0 V festgesetzt. BeiSdendardwasserstoffelektrode handelt es
sich um ein platiniertes Platinblech, welches voas$érstoff mit einem Druck von 101,3 kPa
(1 atm) umspult wird und in eine Saurelésung mieeiWasserstoffionenaktivitat von 1,00
eintaucht. Das Platinblech wird durch elektrochemesReduktion mit HPtCk beschichtet
und man erhélt das sogenannte Platinschwarz, welelme groRe Oberflache besitzt. An
einer platinierten Platinelektrode reagieren sponand reversibel Wasserstoff-lonen mit
Elektronen zu Wasserstoff. Verwendet man die Stahdssserstoffelektrode als
Bezugselektrode, so ist es moglich eine Spannuihgskon Metallen aufzustellen, indem
man die Potentialdifferenzen zwischen dem Redoxpaddetall/Metall-lon und

Standardwasserstoffhalbzelle misst.

Tabelle 1Spannungsreihe: Auswahl verschiedener Redoxpaa&tdiidardbedingungen

Metall Metall-lon E%nvVv
Li Li* -3,04
Mg Mg®* 2,37
Al AP -1,66
Zn zn?* -0,76
Fe Fe -0,45
H> 2H' 0,00
Cu cu?® +0,34
Ag Ag’ +0,80
Hg Hg** +0,85
Au Au? +1,50

Diese Spannungsreihe gilt jedoch nur fur Standalidigengen, also fur Standarddruck und
Standardtemperatur. Des Weiteren betragt die Altider Losung 1 mol/l. Im Allgemeinen
liegen aber von 1 mol/l abweichende Konzentratiomger angenaherte Konzentrationen vor.
Die Konzentration beeinflusst jedoch das Potentiah Halbzellen. Zwischen zwei
Halbzellen, welche das gleiche Element und diecgkeiElektrolytldsung enthalten und sich
nur in der Konzentration der Elektrolytldsung ustdreiden, bilden sich eine Spannung. Die
Spannung betragt bei Systemen, die ein Elektronrtidlgen, pro Zehnerpotenz
Konzentrationsunterschied 0,059 V. Diese Konzematbhangigkeit des Redoxpotentials
wird durch die Nernst-Gleichung beschrieben, did ghermodynamisch ableiten lasst.
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Formel 1: Nernst-Gleichung
R*T, [0
z*F [Red]

E, = Standardpotential, R = allgemeine Gaskonst&nteFaraday-Konstante, T = Temperatur,
z = Ladungszahl, [Ox] = Konzentration der oxidiarteorm, [Red] Konzentration der reduzierten Form

E=E,+

Setzt man nun in die Gleichung den Wert von R (&,34* mol®), die Standardtemperatur
von 298 K, die Faraday-Konstante von 96487 C mahd den Umrechnungsfaktor des

naturlichen in den dekadischen Logarithmus (2,8) eb ergibt sich fur 25°C folgende

Gleichung:
Formel 2:
E=E, + ODSQV*I [OX]
z [Red]

Unter Berucksichtung des Standardpotentials wislPlatential des Redoxsystems durch das

vorliegende Konzentrationsverhaltnis bestimmt.

1.1.1.2 Amperometrie

Die Amperometrie ist eine Weiterentwicklung der iGhstrompolarographie. Auf der Basis
einer Zwei-Elektroden-Anordnung, die aus Arbeitad (Referenzelektrode besteht, wird bei
einem konstanten Potential an der stationaren fsddektrode der flieRende Diffusionsstrom
gemesselfHaase, 2002]Dieser ist im Grenzbereich am empfindlichsten igtgroportional
der Konzentration des Analyten. Der Ablauf einepanometrischen Detektion kann in drei
Schritte eingeteilt werden. Zuerst werden die Atalyaus der Losung durch Konvektion,
Diffusion oder durch Migration zur Elektrodenobédhe transportiert. Dann erfolgt der
Elektronentransfer zwischen Analyten und Elektradeder Phasengrenze Lésung/Elektrode.
Und im letzten Schritt findet der Abtransport dereaRtionsprodukte von der
Elektrodenoberflache, um eine Passivierung dertkddin zu verhindern.

Neben der klassischen Zwei-Elektroden-Anordnungdveehr haufig eine Drei-Elektroden-
Anordnung verwendet. Bei dieser Anordnung wird zzlgéh eine Hilfselektrode in das
System eingebracht. Durch die Hilfselektrode lasish der Zellstrom ableiten, um die
Referenzelektrode, die in der Zwei-Elektroden-Amantly den Strom ableitet, stromlos zu
halten[Hauser, P. et al. 1999Padurch werden Diffusionspolarisation der Refesdektrode
und stromflussbedingter Spannungsabfall in der hgswerhindert. Zu den wichtigsten
Anwendungsgebieten zahlen neben der medizinischiagnDstik die Lebensmittelanalytik

sowie die Prozess- und Umweltkontrolle [Henze, 2001

4
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Abbildung 1.1.1

a Schematische Darstellung einer amperometris
Pﬂte ntl nStat Messanordnung mit drei Elektroden
H: Hilfselektrode

R: Referenzelektrode
A: Arbeitselektrode

1 L
| | ) :\_/'i :

f A HM
—H R
J

R

Zelle

1.1.1.2.1Arbeitselektrode

Die Arbeitselektrode ist die Elektrode, an der onkollierter Weise die elektrochemischen
Vorgange ablaufen. Mit Hilfe einer Referenzelek&radrd das Potential der Arbeitselektrode
gemessen und durch einen Potentiostaten geregehli§gemeinen werden zur Messung von
elektrochemischen Prozessen inerte Arbeitselektroderwendet. Als inerte Materialien
werden fur Arbeitselektroden Gold, Platin oder ®&tddenstoff (Glassy Carbon/GC)
verwendet, aber auch Quecksilber (Quecksilbertiekfiode fur die Polarographie).
Abhangig davon, ob an der Arbeitselektrode Stoffigliert oder reduziert werden, dient die

Arbeitselektrode als Elektronenakzeptor oder agktebnendonator [Henze, 2001].

1.1.1.2.2Referenzelektrode

Die Referenzelektrode (auch Bezugs- oder Vergleieh&rode) ist eine Elektrode mit
konstantem Gleichgewichtspotential, welches sidmslt und reproduzierbar einstellt, und
wird als Bezugspunkt fir die Messung von relativeotentialen anderer Elektroden
verwendet. Da nur Potentialdifferenzen zwischenizwektroden bestimmt werden kénnen,
ist es daher bei Messungen nétig, immer die vereenReferenzelektrode zu benennen.
Man unterscheidet bei den Referenzelektroden zwrsclElektroden erster Art“ und
.Elektroden zweiter Art*. Bei den ,Elektroden ensteArt® handelt es sich um
Metallionenelektroden, deren Potential von der Kamization der Metallionen in der Losung

abhangt. Es stellt sich ein stabiles und repretbares Elektrodenpotential ein, wenn die

5
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Metallionenkonzentration konstant ist. Ein Beispi@gt eine ,Elektrode erster Art* ist die
Kupfer/Kupfersulfat-Elektrode (Cu/CuSQ
Deutlich haufiger werden in der Praxis jedoch ,Hlelen zweiter Art“ verwendet. Dies
ergibt sich durch den einfacheren Aufbau und demgdls schnell und reproduzierbaren
Einstellung des Gleichgewichtspotentials. Eine kiiede zweiter Art“ ist einen
Metallionenelektrode, bei der die Metallionen ir dé&sung im Gleichgewicht mit einem
schwerldslichen Salz des Metalls stehen. Die Losenthéalt zusatzlich Anionen des
schwerldslichen Salzes. Die potentialbestimmend@zKotration der Metallionen in der
Lésung wird dann von der Konzentration der Anionerd dem Loéslichkeitsprodukt des
schwerl6slichen Salzes bestimmt. Dadurch wird daekti®denpotential von der
Konzentration der Anionen in der Lésung abhangigispiele fur eine ,Elektrode zweiter
Art” sind:

- die Silber-Silberchlorid-Elektrode (Ag/AgCI/TI

- die Kalomel- oder Quecksilber-QuecksilberchlorigEtode (Hg/HgCI,/CI)
Die Wahl der zu verwendenden Referenzelektrodethdorgden in der Losung herrschenden
Bedingungen ab. In sauren Losungen werden haufignikel- oder Silber-Silberchlorid-
Elektroden verwendet. Aufgrund der Giftigkeit desie@ksilbers und des Einzugs des
Nachhaltigkeitsgedanken auch in die Forschung wer&dber-Silberchloridelektroden
bevorzugt. In alkalischen Lésungen ist die Verwergduon Silber-Silberchlorid-Elektroden
jedoch nur bedingt einsetzbar, da die Hydroxidiommemlie Referenzelektrode diffundieren
konnen und somit das Potential verfalschen kénnen.
Fur bestimmte Anwendungen werden oft ,Pseudo-Refelektroden” verwendet. ,Pseudo-
Referenzelektroden® bestehen meistens aus Methatiiradie direkt in die Elektrolytlésung
eingetaucht werden. Dabei stellt sich ein konstaRtential ein, welches jedoch unbekannt
ist und von der Zusammensetzung der Elektrolytigsathangt. Der Vorteil solcher
Elektroden ist, dass keine Verunreinigungen (z.Blo@dionen) in Loésungen eingebracht
werden [Skoog/Leary, 1996].

1.1.1.3 Cyclische Voltammetrie

Die cyclische Voltammetrie wird auch popularwissdredtlich als die Spektroskopie des
Elektrochemikers bezeichnet, obwohl es sich nicint eine spektroskopische Methode
handelt. Vielmehr soll die Leistungsfahigkeit dgcleschen Methode hervorgehoben werden.
Es wird eine Ausgangsspannung angelegt, die line@er treppenférmig zu einer
Endspannung verandert wird. Von der Endspannungrt ketan wieder zurlick zur
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Ausgangsspannung. Die dabei entstehenden Stromedemvergemessen und als

Stromstarke/Stromspannungs-Diagramm (i/E-Diagratanjestellt.

A

Zeit

Spannung

Abbildung 1.1.2 Verlauf der Spannung Uber den Messzeitraum

Man unterscheidet zwischen reversiblen und irrelotens elektrochemischen Reaktionen. Bei
einer irreversiblen Reaktion gibt es im Voltammagna keinen Rucklaufpeak (siehe
Abbildung 1.1.3). Dafiir gibt es zwei mogliche Gréandum einen kann eine Fangersubstanz
enthalten sein, die mit dem gebildeten Produkt ajpegt. Zum anderen kann das erzeugte
elektrochemische Produkt instabil sein. Wenn diektebchemische Umsetzung nicht
kinetisch gehemmt ist, also bei der reversiblektedehemischen Reaktion, entspricht die
Differenz des anodischen und kathodischen Peakjpale68 mV dividiert durch die Anzahl
der Ubertragenen Elektronen (z).

Formel 3:

DE zﬁgmV
Y

Die cyclische Voltammetrie dient hauptsachlich zUmntersuchung von reversiblen

Elektrodenprozessen und kinetischen Studien [KgesiiHeineman, 1983].



1. Einleitung
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Abbildung 1.1.3links: Darstellung eines zyklischen Voltammogramnines reversiblen Prozesses
rechts: Darstellung eines zyklischen Voltammograaines irreversiblen Prozesses

1.1.2 Dickschichttechnik (TFT)

Die Dickschichttechnik (Thick Film Technology/TFTi$t ein Verfahren zur Herstellung
keramischer elektronischer Verdrahtungstrager. Alsigermaterialien fir die Leit,-
Isolations- und Widerstandspasten kommen gebrdftet@miksubstrate aus Aluminiumoxid,
Aluminiumnitrit oder Glas zum Einsatz. Als Leitbahaterial werden Ublicherweise Gold,
Silber und Platin- sowie Palladiumlegierungen alsdékstandsmaterial Rutheniumoxid
verwendet. Die Schichten werden sequentiell im @ietk aufgebracht. Nach einer
Trocknung bilden sich wéhrend eines abschlieRekdieiorandes bei Temperaturen zwischen
500 und 850°C die typischen Schichteigenschaftee wifektrischer Widerstand und
Haftfestigkeit aus. Diese Technologiefolge erlagibe sehr einfache und flexible Herstellung

von Multilayern mit mehreren Leitebenen [Luniak, 12D
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Tape Roll Cutting the Outline and  Cutting the — \vafill with Screenprinting the
Adjustment Hole Wﬂs E"d Screen Printing of  Conductorlines, Drying and

Extrusionfiller Inspection

Assembly Post Fire Processing Eurn uut and Registering and
Lamination

{Shnnlmge]l

R R e W

Abbildung 1.1.4 Beispiel fiir die Herstellung von Dickschichtsensore
(Quelle: Luniak, TU Dresden, 2012)

Mit Hilfe der Dickschichttechnik lassen sich kosiénstig elektrochemische Sensoren

herstellen (Stluckpreise ab 2,-€). Dadurch ist églich, diese Sensoren als Einweg-Artikel
zu verwenden.

Drei-Elektroden-
Anordnung

Arbeitselektrode
(1 mm Durchmesser)

Referenz-Elektrode

Hilfs-Elektrode

Abbildung 1.1.5Beispiel fiir einen Dickschichtsensor (hier von Bema BVT aus Tschechien)
Am Rand deutlich erkennbar ist die weil3e Kerami&garschicht. Ebenfalls erkennbar sind
die Leiterbahnen zu den Kontakten, die mit eineauéh Schutzlack Uberzogen sind.
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1.1.3 Biosensoren

1.1.3.1 Definition eines Biosensors

Biosensoren sind Sensoren, bei denen man den Vaieer hohen Selektivitat von
biologischen Komponenten und die einfache Handhgbuwon elektrochemischen
Messgeraten kombiniert. Grundséatzlich besteht enxsdhsor aus zwei Teilen. Zum einen aus
einer biologischen Komponente und zum anderen imas physikalischen Komponente, die
als Signalwandler (Transducer) fungiert. Dabei dg& biologische Komponente auf der

physikalischen Komponente immobilisiert (Abb. 1)1 Burner et al., 1987].

—»  Signal

Transducer

physikalische

@
Komponents
biclogische
Komponente %’ kein Signal

Analyt

weiterar Proben-
bestandteil

Abbildung 1.1.6 Schematische Darstellung eines Biosensors
Nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip liefert nurrenue biologischen Komponente passender
Analyt ein Signal. Die biologische Komponente ist dem Transducer immobilisiert (Quelle:
Hartmann, 2004).
Zu den oben genannten Eigenschaften, das Vorhasidensiner biologischen und
physikalischen Komponente, muss nach IUPAC ein &ieer zusatzlich regenerierbar und
zur kontinuierlichen Messung fahig sein [Thevertale 1999].
Dies fuhrt jedoch zu der Problematik, dass EinmayEnelektroden, wie sie mittlerweile
standardmafiig zur Blutzuckerbestimmung eingesetmtien, nach IUPAC keine Biosensoren

sind, da sie weder regeneriert werden, noch zuirkaetlichen Messungen verwendet
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werden. Deshalb wird die Definition von Turner et(4987) allgemein akzeptiert [Scheller et
al., 2001]. Die Funktionsweise eines Biosensorsikarzwei Teilschritte unterteilt werden.

Im ersten Schritt dient die biologische Komponemtes Biosensors zur spezifischen
Detektion eines Analyten. Im zweiten Teilschrittnelalt die physikalische Komponente die
chemische Reaktion in ein elektrisches Signal umrabs resultierend kann, abhangig von
der Methode, die Analytkonzentration proportionden indirekt proportional quantifiziert
werden. Neben Enzymen und Antikorpern als bioldggs€omponenten werden auch Lektine
oder ganze Zellen eingesetzt. Elektroden, Schwiagep Halbleiter oder optische Systeme
konnen die physikalische Komponente sein [Keusd®99]. Ein grof3es Problem bei der
Entwicklung von Biosensoren ist, dass zum einenbitdogische Komponente gut auf der
Oberflache der physikalischen Komponente gebunderdem soll, zum anderen aber die
Substratspezifitdt, Funktionalitat und Stabilitéat @iomolekule erhalten bleiben muss.

1.1.3.2 Entwicklungen in der Biosensorik

Den ersten Biosensor entwickelte bereits 1956 Rland C. Clark Jr. [Clark, 1956], als er
einen amperometrischen Sensor zur Sauerstoffbestmgnn wassrigen Losungen erfand.
Sechs Jahre spater (1962) erarbeitete Clark emeiprium Elektroden ,intelligenter zu

gestalten. Um einen gréf3eren Analysenbereich aledenk konnen, sollten elektrochemische
Sensoren mit einem Enzym kombiniert werden. Did¥@szip wurde zum ersten Mal von
Clark umgesetzt, indem er eine Sauerstoffelektrogié dem Enzym Glucoseoxidase
kombinierte.

Durch den Sauerstoffverbrauch des Enzyms bei dencdSeoxidation konnte der

Glucosegehalt einer Losung bestimmt werden. FRighannten Clark und Lyons diese
Elektrode ,Enzymelektrode” [Clark und Lyons 19621967 wurde das Prinzip der
Enzymelektrode von Updike und Hicks aufgenommen died notwendigen technischen

Details zu Herstellung von Glucose-Enzymelektroderdffentlicht.
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Platinkathode Silberanode

Elektrolyt (KCI-
Lésung)

O,-permeable
Membran

I l Glucoseoxidase

Glucose Gluconsdure+
+: £, H,O,

Abbildung 1.1.7 Glucosesensor auf Basis einer Clark-Sauerstoffelé&t
Glucose wird enzymatisch an der Elektrodenober#iamtidiert und der Sauerstoffverbrauch
mit der Elektrode gemessen.

Bereits 1969 wurde der erste potentiometrische Eseypsor von Guilbault und Montalvo
entwickelt [Guilbault und Montalvo, 1969], mit deman mit Hilfe des Enzyms Urease auf
einer ammoniumselektiven Elektrode Harnstoff dueihe Veranderung des Potentials,
resultierend aus der enzymatischen Umsetzung vonsktdf zu NH, detektieren konnte.

Die ersten thermischen Transducer wurden 1974 satge Dabei erhielten sie
unterschiedliche Namen. Wahrend Cooney die Sensaignthermische Enzymsonden
benannte [Cooney et al., 1974], wurden sie von Mokbals Thermistoren bezeichnet
[Mosbach und Danielsson, 1974].

Die kommerzielle Verwendung eines Biosensors fareibs im Jahr 1975 statt, als die Firma
Yellow Springs Instrument Company aus Ohio einenc@$esensor verkaufte. Abweichend
von Clarks Sauerstoff-Enzymelektrode wurde bei demmerziellen Nutzung ein
amperometrischer Biosensor zur Detektion von Wassi#peroxid verwendet. Des Weiteren
entwickelten Lubbers und Opitz im Jahr 1975 dietegrsfaseroptischen Sensoren mit
immobilisiertem Indikator [Lubbers und Opitz, 197%lie als Optoden bezeichnet wurden.
Die ersten Optoden wurden zur &€QOoder Q-Messung verwendet. Erweitert wurden
Optoden, indem sie mit einem Enzym kombiniert wardeB. Alkoholoxidase [Voelkl et al.,
1980]. Die Enzym-Optoden konnten sich aber nichitlasetzen, im Gegensatz zu den heute

kommerziell erhaltlichen Optoden fur die vivo-Messung von pH-Wert, £ und CQ-
12
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Partialdricken. Ebenfalls im Jahr 1975 wurde disktyt Bakterien als biologische
Komponente, z.B. zur Alkoholbestimmung, zu verwen{@ivis, 1975]. Damit begann die
Entwicklung von Applikationen fiir die Biotechnolegind die Okologie.

Durch die Weiterentwicklung des elektrochemischdauc@sesensors konnte 1976 erstmals
Clemens einen Sensor in eine kinstliche Bauspeiais® einfigen [Clemens et al., 1976].
Aus diesem System resultierte spater der kommeremaltliche Biostator von Miles
(Elkhart). Dieser wiederum wurde durch ein Blutzeiwkessgerat der Firma VIA Medical
(San Diego) ersetzt, welches semikontinuierlich watheterbasiert arbeitet. Einen neuen
Ansatz zur Verwendung eines Biosensors entwickditee Firma La Roche (Schweiz)
ebenfalls 1976 mit ihrem Laktat-Messgerat LA64CeHivurde Hexacyanoferrat als Mediator
zwischen der Laktatdehydrogenase und Elektrode emtet. Dies war ein wichtiger Schritt
fur die mediatorbasierten Biosensoren.

Im Jahr 1982 wurde erstmals ein Glucose-Biosensoeimer nadelformigen Enzymelektrode
zur subkutanen Implantatiom vivo von Shichiri entwickelt [Shichiri et al., 1982]. ®i
Veroffentlichung von Liedberg im Jahr 1983 liel3 exstmals zu, Immunosensoren durch
Immobilisierung von Antikorpern kommerziell zu nete [Liedberg et al., 1983]. Er stellte
die Mdoglichkeit dar, mittels Oberflachenplasmon-&emnz in Echtzeit Affinitatsreaktionen
zu erfassen. Diese Technologie wird kommerzieli $890 von dem Unternehmen Biacore
(GE Healthcare, England) verwendet.

Zu den optischen Biosensoren gehort zusatzlich lzerfdchenplasmon-Resonanz-Systemen
die Gruppe der Interferenzsensoren. Bei diesersden erfolgt die Detektion durch die
Bestimmung von Anderungen der Interferenz an deen@iichen des reflektierten Lichtes.
Somit lassen sich an Glastragern, die mit Biokonepten immobilisiert sind, ebenfalls
Affinitatsreaktionen beobachten. Optische Bioseasor werden sowohl in der
routineanalytischen Anwendung (z.B. die Detektiomn v Nikotin) wie auch zum
Wirkstoffscreening in High-Throughput-Systemen venget. Des Weiteren kdnnen mit
optischen Biosensoren Interaktionen zwischen Biekiden (z.B. Antigen-Antikorper
Reaktion) beobachtet werden.

Aufgrund der hohen Kosten bei der Produktion voosBnsoren blieb der kommerzielle
Erfolg aus. Die ersten kostengiinstigen Biosensentwickelte 1984 Cass, indem er Ferrocen
und deren Derivate als Redoxmediatoren bei Oxiddt@den einsetzte [Cass et. al., 1984].
Redoxmediatoren oder auch Redoxvermittler sindariadlekulare Stoffe, die den Transport
von Elektronen zwischen dem Redoxzentrum eines maazynd der Oberflache einer
Elektrode durchfiihren.

13
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—— Elekirode

o i
ﬂ Fe Ferrocen
Ferrocent Ferrocen i\

\J/
|3

Enzym

Abbildung 1.1.8 Redoxmediator Ferrocen und die Methode des Ele&irindnsports (Quelle: Hartmann, 2004)

Die Verwendung von Antikdrpern, Enzymen, intak#tlen, Nukleinsauren und Rezeptoren
zusammen mit elektrochemischen, optischen, piekwelehen oder thermischen Tranducern
wurde vor allem in den neunziger Jahren diskutj@urner, 1991, 1992, 1994, 1995].

Angewendet werden Biosensoren im Bereich der Gdmitsdorsorge [Alcock und Turner,

1994], im Bereich der Lebensmittelanalytik [KressgRrs, 1996], in der Prozesskontrolle
[White und Turner, 1994] und beim Umweltmonitorifigennison und Turner, 1995]. Eine

weitere Nutzung von Biosensoren besteht im mistdren Bereich.

1.1.3.3 Thermische Biosensoren

Thermische Biosensoren kdonnen als kleine Mikrokaleter angesehen werden, auf denen
einen Biokomponente immobilisiert ist. Die Biokonmamte ist in eine kleine S&ule gepackt,
die in der Nahe eines temperaturempfindlichen Twaads, meistens ein Thermistor,

lokalisiert ist. Bei der exothermen chemischen Reakdes Enzyms, z.B. die enzymatische
Oxidation von Glucose zu Gluconsaure, wird die tantdene Warme und damit die

resultierende Temperaturerhhung durch den Thesnmegistriert.
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1.1.3.4 Piezoelektrische Biosensoren

Der Schwingquarz bei piezoelektrischen Biosensa@meitet als Mikrowaage. Der Quarz
schwingt, sobald dieser teilweise oder aber auaiz ga Flissigkeiten eingetaucht wird.
Andert sich nun das Gewicht auf dem Quarz, so d=irdies die Oszillation. Dies wieder
kann gemessen werden. Als biologische Komponenterdem Antikdrper, Enzyme oder
Antigene verwendet. Vorteile eines piezoelektrischBiosensors sind sein schnelles
Ansprechverhalten, die Einfachheit, die stabilen8igusgabe, die geringen Kosten des
Lesegerates und dass keine spezielle Probenbehgnaiiiiig ist. Der Nachteil besteht in der
geringen Sensitivitdt in flissigen Applikationen dunn den Interferenzen mit nicht
spezifischen Bindungen. Verwendung findet der pédrische Biosensor unter anderem
bei der Detektion vosalmonella Escherichia coliCandidaund weiteren Mikroogranismen
und mikrobiellen Toxinen. Des Weiteren wird der Sanbei der Detektion von Glucose,

Atrazin oder Propazin eingesetzt.

1.1.3.5 Optische Biosensoren

Aufgrund ihres Prinzips kdnnen optische Biosensanadrei Gruppen unterteilt werden:
Evaneszentfeldsensoren
Indikatorsensoren

Reflektometrische Inteferenzsensoren

1.1.3.5.1Evaneszentfeldsensoren

Licht, dass aus einem optisch dichteren auf eimsciptdinneres Medium trifft, wird an der
Grenzflache reflektiert oder gebrochen. Ist derfdtiswinkel des Lichtes gleich dem
Grenzwinkel der Totalreflexion, so wird das Licldrallel zur Grenzflache gebrochen. Ist er
groer als der Grenzwinkel, dann erfolgt die Tefédxion des Lichtstrahls. Kommt es zu
einer Totalreflexion an der Grenzflache, klingt dikhtintensitat hinter der Grenzflache
exponentiell ab. Diesen Bereich jenseits der Plgasere bezeichnet man als ,evaneszentes
Feld".

Man kann das evaneszente Feld zur Stimulation uetekiion von Prozessen an der
Grenzflache nutzen [Eggins, 1996], so kann man mBFeld Molekile zur Fluoreszenz
anregen. Eine Mdoglichkeit des Einsatzes von Evamgfddsensoren ware die Detektion von
fluoreszenzmarkierten Antikérpern, nachdem man reimeit Antikbrpern beschichteten
Sensor mit dem Analyten reagieren liel3. Zu der @euger Evaneszentfeldsensoren zahlen

die Oberflachenplasmon-Resonanz, der Gitterkoppidrder Prismenkoppler.
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Abbildung 1.1.9 Schematische Darstellung des Prinzips der Obedlfnlasmon-Resonanz
[Hartmann, 2004]

1.1.3.5.2Indikatorsensoren (Optoden, Optroden)

Ein faseroptisches System, bei dem ein Lichtleitér einem Indikatorfarbstoff kombiniert
ist, nennt man Indikatorsensor. Kombiniert man eilmglikatorsensor mit einer biologischen
Komponente, so erhalt man einen Biosensor. DagiBreines Indikatorsensors ist, dass eine
Anderung des Indikatorfarbstoffes durch den Analyterfolgt. Moglich sind ein
Farbumschlag oder eine Fluoreszenzléschung. Dies kaur Quantifizierung eingesetzt
werden. Moglichkeiten fir einen Farbumschlag sirg. die Veranderung des pH-Wertes
oder die Bildung von Komplexen mit den Analytenn&iFluoreszenzléschung kann z.B.
durch eine Substitution einer fluoreszenzmarkie®ehstanz durch den Analyten erfolgen.
Ein Enzym-Indikatorsensor ist z.B. der Penicillinser [Hall, 1995]. Dabei sind in der
Reaktionskammer des Lichtleiters das Enzym Peimage und ein Triphenylmethylfarbstoff
vorhanden. Durch die Umsetzung des Penicillins Renicillinsdure und zu einem Proton
durch das Enzym andert sich der pH-Wert, was earbdhderung des Indikators zu Folge

hat, welche detektiert wird.
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1.1.3.5.3Reflektometrische Interferenzsensoren

Das Prinzip der reflektometrischen Interferenzsessoist, dass an Grenzflachen von
transparenten Schichten eingestrahltes Licht téskvesflektiert wird und diese Teilstrahlen
miteinander  interferieren kbnnen. Die daraus eh&tden charakteristischen
Interferenzspektren kdnnen quantitativ analysiestden. Wenn Licht auf einen transparenten
Trager eingestrahlt wird (z.B. Glas oder Glas nmitee biosensitiven Beschichtung), dann
wird der Lichtstrahl entweder transmittiert oderflektiert. Im einfachsten Fall ist die
Grenzflache der Ubergang vom Medium Luft zum Medi@tas. Durch die unterschiedlichen
Weglangen der reflektierten Lichtstrahlen resuitieine Phasenverschiebung. Dadurch
kommt es zu destruktiven und konstruktiven Intesfieen und damit zur Entstehung eines
charakteristischen Interferenzspektrums. Lagert mam Biomolekile an eine biosensitive
Beschichtung eines Glastragers, so erhalt man rgisbiis die Vergrof3erung der optischen
Dicke. Der Teilstrahl, der an der Grenzflache déss€ mit der biosensitiven Beschichtung
und der Analytlosung reflektiert wird, muss deshaibe langere Wegstrecke zurlcklegen.
Dies bewirkt eine Phasenverschiebung und damit elrsrakteristische Veranderung des
Interferenzspektrums. Diese Anderung, die propoaiozur Anderung der optischen

Schichtdicke ist, kann zur Auswertung verwendetdsar

1.1.3.6 Elektrochemische Biosensoren

Die elektrochemischen Biosensoren werden weiterdimm Gruppen konduktometrische
Biosensoren, potentiometrische Biosensoren und eompegrische Biosensoren aufgeteilt.
Dabei sind die potentiometrischen und amperométgiscBiosensoren die wichtigsten

Gruppen der elektrochemischen Biosensoren.

1.1.3.6.1Konduktometrischer Biosensor

Das Prinzip der konduktometrischen Biosensoreneblaaiif der Anderung der Leitfahigkeit
in Loésungen. Dabei ist die biologische Komponemle, sich in einer geeigneten Matrix
befinden muss, zwischen zwei Ohmschen Leitern adged Anwendung findet die Technik
bei biospezifischen Reaktionen, bei denen ioniséhindungen beteiligt sind. So sind fur
die konduktometrischen Biosensoren mogliche Biokongmten Amidasen, die durch die
Entstehung von ionischen Gruppen den Leitwert wEm Des Weiteren sind
Dehydrogenasen und Decarboxylasen (ProtonenmigjatiBhosphatasen und Sulfatasen
(GroRenanderung der ladungstragenden Gruppen) soMiigasen (Anderung des
Assoziationsgrades in der ionischen Verbindung) baddogische Komponenten fiir einen

konduktometrischen Biosensor geeignet [Hall, 1995].
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1.1.3.6.2Potentiometrischer Biosensor

Als potentiometrische Biosensoren bezeichnet marsdBisoren, die das Potential zwischen
zwei Elektroden messen. Eine der Elektroden ishilgemeinen eine Referenzelektrode, die
andere Elektrode dient als Messelektrode. Um eatek8vitat der Messelektrode zu erhalten,
erfolgt eine Beschichtung der Messelektrode miteeirbiologischen Komponente.

Potentiometrische Sensoren basieren auf der N&legthung, in der der Bezug zwischen

Potential und der Analytaktivitat hergestellt wird.

Formel 4: Nernst-Gleichung

E=B+RT/zZF*Ina
E, = Standardpotential, R = allgemeine Gaskonsté&ntefFaraday-Konstante, T = Temperatur,
z = Ladungszahl,;a berechnete Aktivitat der Redox-Partner

Die Basis der potentiometrischen Biosensoren ist Higrnstoffsensor von Guilbault und
Montalvo [Guilbault und Montalvo, 1969]. Bei dieseB8ensor wird Harnstoff durch das

Enzym Urease zu CQund NH; abgebaut.

Reaktionsgleichung 2:
Harnstoff + HO CO, + NH3

Der bei der Reaktion entstandene Ammoniak diffuridierch eine gaspermeable Membran
und bewirkt damit an der pH-sensitiven ElektrodeeePotentialanderung, die proportional

zur Ammoniakkonzentration ist.

1.1.3.6.3Amperometrischer Biosensor

Das Prinzip des amperometrischen Biosensors ist Méssung der Stromstarke bei
Redoxprozessen bei einem konstanten Potential anHdektroden [Bard und Faulkner,
1980]. Dabei besteht die Mdglichkeit, entweder 2imei-Elektroden-System zu verwenden
(mit Arbeits- und Referenzelektrode) oder ein CE&ktroden-System (mit Arbeits-, Hilfs-
und Referenzelektrode). Der Vorteil des Drei-Ele#len-Systems besteht darin, dass die zu
messende Stromstarke nicht Uber die Referenzetiktabgeleitet wird, sondern Uber die
Hilfselektrode. Dadurch werden Diffusionspolarieati der Referenzelektrode und
stromflussbedingter Spannungsabfall in der Lésuathindert. Das Biomolekil wird bei
einem amperometrischen Biosensor direkt auf dieesblektrode (unabhéngig ob Zwei-
oder Drei-Elektroden-Anordnung) des amperometriscBetektors immobilisiert. Daraus
ergeben sich ein einfacher Messaufbau und einekgdhstige Mel3methode. Zwischen der
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Stromstarke |1 und der Geschwindigkeit der Redoxreak dn/dt besteht folgender
Zusammenhang:

Formel 5

| =z*F*dn/dt

Z = Ladungszahl, F = Faraday-Konstante

1.1.4 Flow Injection Analysis (FIA)

Die Flie3-Injektions-Analyse ist schon seit langereine Mdglichkeit, automatisch bzw.
halbautomatisch Analysen durchzufiihren [Ruzicka Hadsen, 1975]. Allgemeinen besteht
der einfachste Aufbau eines FIA-Systems (siehe Abb.10) aus einem Autosampler, einer
Peristaltikpumpe, einem Injektionsventil, einer Remsstrecke, einem Detektor und einem

Computer zur Datenaufnahme und Steuerung des Aeraptaufs.

Prabe

Reaktions-
strecke Detektor

FPumpe
Abfall

Injektions-
ventil

Computer

Abbildung 1.1.10Schematische Darstellung eines FIA-Systems

Dartber hinaus ist im Allgemeinen auch die Verwergwon mehreren Schaltventilen
Ublich, um dem System Reaktionsldsungen zufligetk@nnen (z.B. ein Fluorophor zum
markieren der Probe). Als Detektionseinheit wird atédufigsten ein photometrischer
Detektor verwendet (entweder UV/Vis oder fluororsetn), man kann aber auch einen
Biosensor als Detektionseinheit verwenden [Skocayf,el996].

19



1. Einleitung

1.2 Biologie

1.2.1 Enzyme

Enzyme haben im lebenden Organismus die Aufgabee aelbst umgesetzt zu werden,
Stoffwechselreaktionen zu beschleunigen, indemdseAktivierungsenergie der Reaktion
herabsetzen. Dadurch ist es moglich, Stoffwechsgfime unter milden physiologischen
Bedingungen 1910'%fach schneller ablaufen zu lassen. Enzyme sindstere globulare
Proteine, die eine relative Molektlmasse zwisch@r0d0 und 100.000 Dalton besitzen.
Enzyme zeichnen sich durch ihre hohe Substratsigg¢atis, das heil3t, dass sie nur mit einem
ganz bestimmten Substrat reagieren, wahrend s8lbisstanzen, die strukturell verwandt
sind, nicht umgesetzt werden. Diese Substratstigzst jedoch bei verschiedenen Enzymen
unterschiedlich stark ausgepragt. Ausgepragter dis Substratspezifitdt ist ihre
Stereospezifitdt, so dass Enzyme im Allgemeinenawmes von zwei moglichen Isomeren
umsetzen. Des Weiteren kdnnen Enzyme nur eine \@meren Reaktionen, die das Substrat
eingehen kann, katalysieren.

Die katalytische Wirksamkeit eines Enzyms ergilchsaus dem aktiven Zentrum, welches
aus Teilen der Polypeptidkette durch eine besonBafeing entsteht. Das aktive Zentrum
eines Enzyms bildet durch Wechselwirkungen mit d8obstrat einen Enzym-Substrat-
Komplex. Dies kann nach dem Schlissel-Schlossziprierfolgen, oder aber das aktive
Zentrum passt sich durch eine Konformationsandedemdsubstratstruktur an (,,induced fit*).
Der Komplex reagiert dann zu den Produkten ab. Zlish zu dem eigentlichen Proteinanteil
kénnen auch noch Cofaktoren fur die Funktionsfagiig&ines Enzyms nétig sein. Sind diese
Kofaktoren an das Enzym kovalent gebunden, so neram sie prosthetische Gruppe. Im
Gegensatz zum Enzym gehen Kofaktoren (auch Koenzyweréndert aus einer

enzymatischen Reaktion hervor. Vor einem erneutesdfz missen sie regeneriert werden.

Man unterscheidet Enzyme in die folgenden vers@medsruppen nach Art der katalytischen
Reaktionen:

Oxidoreduktasen (Redoxreaktionen)

Transferasen (Ubertragung verschiedener Gruppen)

Hydrolasen (hydrolytische Reaktionen)

Lyasen (nicht-hydrolytische Reaktionen)

Isomerasen (Isomerisierungsreaktionen)

Ligasen (Verknupfungsreaktion)
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1.2.1.1 Laccase (EC 1.10.3.2)

Die Laccase gehort zu der Gruppe der OxidoreduRkiage der etwa ein Viertel aller

bekannten Enzyme gehdren. Oxidoreduktasen katedysReduktionen und Oxidationen. Sie
werden eingeteilt in Monooxygenasen, Dioxygenasaxidasen und Dehydrogenasen. Die
Laccase ist ein Tetramer, besteht also aus vieerdimheiten. Diese vier Untereinheiten sind
um vier Kupferatome gelagert. Das Enzym ist in Qbsd Gemuse, Pilzen, Gewlrzen, Tee
und Kaffee enthalten. Es ist beispielsweise fur Bifaunfarbung von geschalten Frichten
verantwortlich. Man spricht hierbei von ,enzymakiec Braunung“. Laccasen wandeln
Phenole in Chinone um, wobei Sauerstoff verbrauglmtd und Wasser entsteht (siehe
Abbildung 1.2.1).

H,O Laccase(ox) O:‘<:>:O

p-Benzochinon

O, "Laccase(red)” "HO OH

Hydrochinon

Abbildung 1.2.1 Typische Laccase-Reaktion

Das Substrat Hydrochinon wird in zwei SchritterpzBenzochinon oxidiert. Dabei wird das

Enzym Laccase von der oxidierten in die reduziEdem Ubertragen. Die reduzierte Form der

Laccase reduziert Sauerstoff zu Wasser und wiréidaiederum oxidiert. Das Enzym ist fur

einen weiteren Durchlauf bereit.
Neben Diphenolen, wie zum Beispiel Hydrochinomdsin der Literatur noch weitere
Substrate aufgefiihrt, die durch Laccase oxidierdes Darunter ist als wichtiger Vertreter
das Farbreagenz 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazélsulfonat) (ABTS) zu nennen. Des
Weiteren werden in der Literatur unter anderemSiiestanzen 1,2,4-Trihydroxybenzol, 2,4-
Dichlorphenol, 2,6-Dichlorphenol, 2,6-Dimethoxyplegnl-Naphtol, 4-Methylcatechol, 1,2-
Dihydroxybenzen, Gujacol, L-DOPA, Pyrogallol, Galbdure, Ferulasdure oder Kaffeesaure
aufgefuhrt. Das pH-Optimum der Laccasen ist weifigfgert und abhangig von der Herkunft
der Laccase. So sind in der Literatur fir das pHir@yum von Laccase pH-Werte von 2
(Laccase auBaedalea quercingbis zu pH-Werten von 8 (Laccasen &wriolus versicolor
oderMyrothecium verrucaripaufgefihrt. Die meisten in der Literatur zu finden Werte fir
ein pH-Optimum liegen jedoch in den Bereich von Bi® 5,5 (so zum Beispiel auch fur
Laccase au3rametes versicolgr Das Temperaturoptimum liegt in einem Bereich 26AC
bis hin zu 55°C [BRENDA, AMENDA und FRENDA, 2008 der Literatur werden fur
verschiedene Laccasen Redoxpotentiale von 430 nmsv/ him zu 790 mV aufgefihrt
[Sadhasivam et al., 2008 / Morozova et al., 208d@}. amperometrische Biosensoren wurden
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auch Potentiale vom -200 mV bis 300 mV untersuétdghighi et al., 2003]. Anwendung
findet die Laccase in der Getrankeherstellung,gieisveise zur Entfernung von Phenolen
aus dem Most von weil3en Weintrauben wahrend demuKg¢iides Weins, und in Produkten
zur Atemerfrischung. Dort reagieren die bei der dakon entstehenden Chinone mit

Schwefelverbindungen, die in der Mundhdohle fur gerehme Gertiche verantwortlich sind.

Abbildung 1.2.2 Laccase voiTrametes versicolor
deutlich erkennbar die vier Kupferatome, wobei deime im Zentrum des Enzyms gelagert
sind (Typ 2 (T2) und Typ 3 (T3) Kupfer) und einiteees Atom seitlich davon gelagert ist
(Typ1 (T1) Kupfer). [Piontek et al., 2002]
Wahrend am T1 Kupfer die Substratoxidation statéinund das T1 Kupfer dem Enzym die
blaue Farbe verleiht, bilden T2 und T3 Kupfer einenuklearen Cluster, an dem die
Reduktion von molekularem Sauerstoff und die Fteisgy des Wassers stattfinden [Hajdok,

2012].
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1.2.1.2 Glucose-Oxidase (EC 1.1.3.4)

Die Glucose-Oxidase gehdrt ebenfalls zu der GruggyeOxidoreduktasen. Es ist ein Dimer
und bendétigt Flavin-Adenosin-Dinucleotid als Co-tak Glucose-Oxidase oxidiert das
Sauerstoffatom am C1-Kohlenstoffatom der Glucosengeketzt werden Glucose und
Sauerstoff zu Gluconolacton und Wasserstoffperoiid. natirliche Substanz kommt es in
Honig vor, wo das katalysierte Wasserstoffperoxite evichtige Rolle zur Haltbarkeit von

Honig beitragt. Ebenfalls wird Glucose-Oxidase ter Weinherstellung zur Verbesserung

der Ausbeute und zur Vermeidung von Essigstichesiatzt.

Abbildung 1.2.3Glucoseoxidase ausspergillus nigefHecht et al., 1993]

1.2.1.3 Meerrettich-Peroxidase (1.11.1.7)

Meerrettich-Peroxidase (HRP: Horseradish Peroxjdais¢ eine Oxidoreduktase und

katalysiert die Reaktion eines Elektronendonors WWas$serstoffperoxid zu Wasser und dem
Oxidationsprodukt des Donors. Durch die Verwendung speziellen Substraten ist eine
spektroskopische Untersuchung moglich. Als Subsiiati zum Beispiel das 3,3",5,5"-

Tetramethylbenzidin (TMB) verwendet. Haufig findé®P Anwendung bei ELISA-Tests.
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1.2.2 Immobilisierungstechniken

Abbildung 1.2.4

Rekombinante Meerrettich-Peroxidase
Isoenzym C mit Ferulasdure

In der Mitte ist die Ham-Gruppe
lokalisiert. Unterhalb der Ham-Gruppe
befinden sich die Calcium-Atome
(schwarzer Punkt). Die Ham-Gruppe ist
umschlossen von-Spiralen und -Folien
[Carlsson et al., 2005]

Zur Immobilisierung von Enzymen auf eine Oberflaafiet es mehrere Mdglichkeiten
[Weetall, 1993; Turkova, 1999; Guilbault, 1988; lsgan, 1999; Milka et al., 2000]. Wichtig

ist bei allen Moglichkeiten, dass das immobiligeBnzym keine signifikante Anderung der

Stabilitat, Funktionalitat und Substratspezifitatgt. Grundsatzlich kann man zwischen zwei

verschiedenen Immobilisierungsstrategien untergeimei Zum einen gibt es die Bindung

(Tragerbindung oder Quervernetzung) von Enzymemm anderen die Einhillung von

Enzymen.

Unter Tragerbindung versteht man die Bindung dezyis entweder ionisch/adsorptiv oder
kovalent. Eine weitere Bindung ist die Quervernetgzdes Enzyms (Cross-Linking bzw. Co-

Cross-Linking). Einhillung bedeutet, dass entwedas Enzym von einer permeablen

Membran umgeben ist, oder aber dass das Enzynmén Blatrix eines Polymers eingehllt

ist [Hartmeier, 1986; Bullock 1989].
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Bindung Einhillung
Tragerbindung Quervernetzung
- R
B
— \B/ Membranabtrennung
ionisch/adsorptiv PN

Cross-Linking

B —B—x—B—

kovalent X—B—X

Co-Cross-Linking

Matrixeinhtllung

Abbildung 1.2.5Einteilung der verschiedenen Immobilisierungstekénifiir biologische Komponenten
(schematische DarsteijtuB: Biologische Komponente; X: Inaktives Molekdl

1.2.2.1 lonische/adsorptive Bindung

Die einfachste Mdglichkeit zur Immobilisierung v&mzymen ist die adsorptive Bindung an
der Oberflache, zum Beispiel an einem anorganisploetisen Trager wie Aluminiumoxid. In
diesem Fall bleibt die Stabilitat, Funktionalit@tduSubstratspezifitat fast vollstandig erhalten.
Jedoch ist in diesem Fall die Bindungsstarke sebéring. Ebenfalls gering ist die

Bindungsstéarke bei ionisch gebunden Enzymen.

1.2.2.2 Kovalente Bindung

Eine weitere Moglichkeit zur Immobilisierung von &men auf Oberflachen bildet die
kovalente Bindung, zum Beispiel mit Glutaraldeh@dutaraldehyd kann auf eine Oberflache
mit einer Aldehyd-Gruppe immobilisiert werden. Mier zweiten Aldehyd-Gruppe kénnen
dann die terminalen Aminogruppen der Enzyme kovadiounden werden. Des Weiteren
werden durch die beiden Aldehydgruppen terminalandgruppen der Enzyme miteinander

vernetzt.
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Abbildung 1.2.6 Glutaraldehyd

Dabei kann der Reaktionsmechanismus zur Bindung Rooteinen an Glutaraldehyd
unterschiedlich sein: Zum einen kann Glutaraldemjit einer Aminosaure zur Schiff'sche
Base (IUPAC: Imin) reagieren (siehe Abbildung 1)2Zum anderen wird in der Literatur die
Bindung durch eine Michael-Addition diskutiert [Migault et al., 2004].

H/H\/\/H\H N RL—

—O
H

Abbildung 1.2.7 Reaktion von Glutaraldehyd mit einer Aminogruppe Sahiff'schen Base

1.2.2.2.1Photolinker

Fur diese Arbeit wurden zwei Photolinker zur kowddés Bindung des Enzyms an die
Elektrodenoberflache verwendet. Photolinker werdater Lichteinfluss (im Allgemeinen
UV-Licht; Wellenlange < 350 nm) aktiviert und geheime kovalente Bindung ein. Dadurch
kann ein Substrat auf einer Oberflache immobilisiegrden. Es besteht die Mdglichkeit des
»crosslinking” und des ,co-crosslinking®. Die inalier Arbeit verwendeten Photolinker sind
das Sulfo-HSAB (N-Hydroxysulfosuccinimidyl-4-azidedzoat) und das FNPA (4-Fluoro-3-
nitrophenylazid).

N/ O _
\,S/ / O\N+ ©
Na® O
N— O F
>/—®7N:N£N‘
© O “N=NEN
Abbildung 1.2.8 Sulfo-HSAB FNPA
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1.2.2.3 Quervernetzung

Problematisch ist durch die Quervernetzung (Cnokslg) bzw. durch die Bindung auf der
Oberflache (co-crosslinking), die Immobilisierung 8u steuern, dass es beim Enzym zu

keinem Abfall der Aktivitat kommt.

1.2.2.4 Membranabtrennung

Bei der Membranabtrennung werden Enzyme von eimem@ablen Membran umgeben.
Diese ist zwar fur Puffer, Losungsmittel und zuemstichenden Analyten durchl&ssig, jedoch
bleibt das Enzym darin eingeschlossen. Dies ist digwendigste Methode zur

Immobilisierung von Enzymen, kann jedoch fir dagyi#m sehr schonend sein.

1.2.2.5 Matrixeinhullung

Die Matrixeinhullung &hnelt der MembranabtrennuAgich diese Methode kann fir das
Enzym schonend sein, so dass Stabilitat, Funkitéhaind Substratspezifitat fast vollstandig
erhalten bleiben. Hier wird das Enzym ebenfallshhidirekt gebunden, sondern von einer
Matrix eingehullt. Verwendet werden kinstliche Rogre wie Polyacrylamid und Polystyrol,
aber auch natirliche Polymere wie Alginat, Gelatigar-Agar und Carrageenan [Hartmeier
1986; Stein 1996]. Diese Immobilisierungsstrategfi@uch fur diese Arbeit verfolgt worden.
Eine gewisse Sonderrolle spielt in diesem Zusamemeghdie Matrixeinhillung durch
leitende Polymere bei elektrochemischen Biosens@abei entsteht das Polymer durch das
Anlegen einer Spannung direkt auf der Elektrodeer@dche. Sind Enzyme in der Polymer-
Losung ebenfalls vorhanden, werden sie in der Nignd=lektrodenoberflache in das Polymer
mit eingebaut. Wichtig ist bei allen Matrixeinhiiigen, dass darauf geachtet werden muss,
dass es noch zu einem Stoffaustausch innerhalliMdéix kommen kann, um Analyten

detektieren zu kbénnen.

1.2.2.5.1Polylactid

Fiur diese Arbeit wurde als Substrat zur Matrixelhimg das Polymer Polylactid gewabhilt.
Polylactid (PLA) ist hochmolekulare Polymilchsaubas zugrundeliegende Monomer ist die
Milchsaure, die bei bakterieller Fermentation veglicher Art von Zucker, z.B. Glucose
gebildet wird. Da Milchsaure ein Chiralitatszentrubesitzt, gibt es zwei Arten von
Milchsdure, L- und D-Milchsaure (Abbildung 1.2.9).Dies st bei den
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Polymerisationsmethoden zu beachten, da sich dreichiedene Arten von Polylactiden
bilden kdnnen: L, L-Lactide, D, L-Lactide und D, lxctide.

COOH jOOH
ch““i"' OH H,C™ =~ OH

I||I

L-Milchsaure D-Milchsaure

O 0O O

O)"H‘\\\ CH3 O)’H‘\\\CHS O)’KKCHS
o O O O
H,C SW/ HSC/S( HSC/S(

O @) @)
L,L-Lactid Meso-Lactid D,D-Lactid

Abbildung 1.2.91somere der Milchsédure und des Lactids

Die Herstellung von PLA kann Uber zwei verschiedérege erfolgen:

Polykondensation:

Die Hydroxylgruppe des einen Monomers reagiert aeit Carbonsduregruppe des anderen
Monomers unter Wasserabspaltung. Vorteil dieser hbt# ist, dass hochmolekulare
Polymere erhalten werden, die frei von Fremdstoerd. Der Nachteil besteht in einer
langen Reaktionszeit, Verwendung von hohen Tempenat und einer sténdigen
Wasserabfuhr. Daraus resultierend liefert die Rmtglensation unbefriedigende Ergebnisse.
Abhilfe schafft der Einsatz von Loésungsmitteln. gufnd der hohen Verbrauchsmenge dies
jedoch relativ teuer und wird deshalb nur vereinzelder Medizin eingesetzt, wenn keine
Fremdstoffe wie Katalysatoren enthalten sein durfEidr die Herstellung von 405 g
Polylactid werden 1 kg 90%-ige wassrige Milchsaudrg, kg Acetonitril, 4,5 kg Wasser und
2,3 kg Chloroform bendtigt [Ajioka et al., 1995].

Ringodffnungspolymerisation:

Voraussetzung fur diese Methode ist das Vorlieges Milchsaure-Dimers (= Lactid). Als
Katalysator fur diese Reaktion verwendet man eie@it-Saure (Zn(ll)-Oktanoat), die nach
der Reaktion im Polymer bleibt. Zusatzlich werdetab8isatoren verwendet, um eine
Ruckreaktion durch Zn(ll)-Oktanoat zu verhindermriéil dieser Polymerisationsvariante ist
das Ausbleiben von stérenden Kondensationsprodulden die Polymerisationsreaktion

erschweren. Die mechanischen Eigenschaften von HRi#d abhéngig von dem
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Molekulargewicht, der stereochemischen Anordnung Hette sowie dem Grad der

Orientierung im kristallinen Material.

Es handelt sich bei Polylactid um einen sogenangténen Kunststoff, da er sowohl aus
regenerierbaren Stoffen (Pflanzen) hergestellt watd auch, im Vergleich zum Beispiel zu
Polyvinylchlorid durch nattrlich Verrottung vollstdig abgebaut wird, ohne dass dabei
Schadstoffe freigesetzt werden. Der Abbau erfolgidem Wassermolekile in die

Polymilchsaure eindringen und die Esterbindung biytisch gespalten wird. Die daraus
resultierenden Molekule werden von Mikroorganisman/Nasser und Kohlendioxid zersetzt.
Der Abbau hochkristalliner PLA kann Monate bis &atlauern.

CH,OH CH,OH CHs
» S, 0 Fermentation HO—CH—COOH
0 Milchsaure
OH OH
Starke ¢

0o

(@]
o
Licht CO, H,O Hsc)\m

(@]
? Lactid
biologischer l
Abbau
N
Produkt <« o) CH—oO ch— | €—
R |

Hydrolyse

n

Polymilchsaure
(Polylactid)

Abbildung 1.2.10Kreislauf des Polylactids
Beginnend in der linken oberen Ecke mit der Stadiezu Milchséaure fermentiert wird. Die
Polykondensation erfolgt wie oben beschrieben. Bagmer wird durch Licht in CQund
H,O abgebaut und steht damit wieder Pflanzen zurtelarsg von Starke durch
Photosynthese zur Verfligung
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1.2.2.5.2Emulgatoren

Unter Emulgatoren versteht man im Allgemeinen eimeriner Flussigkeit l16slichen Stoff,
der die gleichmafidige Verteilung von zwei oder megmenicht mischbaren Phasen entweder
ermdglicht oder erleichtert und die Entmischung hiegdert (DIN 53900; Juli 1972).
Emulgatoren werden in vier verschiedene Klassegegailt. Die Einteilung erfolgt Uber die
Ladung des Emulgators. So gibt es die Gruppe demaktiven Emulgatoren. Zu dieser
Gruppe zahlen die Seifen (auch Metallseifen und amisghe Seifen, wie z.B.
Monoethanolaminoleat), sulfurierte Verbindungen wokas Natriumlaurylsulfat und
sulfonierte Verbindungen.

Des Weiteren gibt es die Klasse der kationischemlgatoren, die meistens aus quartaren
Ammoniumverbindungen bestehen. Neben den ioniscBemulgatoren gibt es auch
nichtionische Emulgatoren, Fettalkohole oder Pojgbitylenether von Fettsduren. Allen
gemein ist der hohe lipohile Anteil. Die letzte K$® der Emulgatoren bilden die
ampholytischen oder zwitterionionischen Emulgatpréessen wohl bekanntester Vertreter
das natirlich vorkommende Lecithin ist. Diese Kéasgrd aufgrund ihrer antistatischen
Eigenschaft haufig in
Haarwaschmitteln eingesetzt.

In dieser Arbeit sollen Emulgatoren

o)
YCHZ(CHZ)BCHs OyCHz(CHz)lSCH3
o)

eine gleichmafige Verteilung der O

wassrigen Pufferlésung, in der das H\\\ @) H o)
Enzym gel6st ist, mit dem in HO OH HO OH
Dichlormethan  gelésten  PLA
. . H
herstellen. Des Weiteren soll eine © OH
Entmischung verhindert werden.
a b
O
Abbildung@l.Z.ll
a: Span 40, auch Sorbitanmonopalmitat
b: Span 68, auch Sorbitanmonostearat H.C(CH.)..CH ®) O CH,(CH,);sCH;,
c: Span 68, Sorbitantristearat 3 ( 2)15 2
alle drei Substanzen sind
nichtionische Emulgatoren O
HSC(CHz)lSCHZYO OH
@)
C
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Abbildung 1.2.12 w,+x+y+z=16, Tween 20 auch Polysorbat 20 oder Polyoxyethylen(20)-sarbit
monolaurat; ein nichtionischer Emulgator

1.2.2.5.3Carbon Nanotubes

Carbon Nanotubes (CNT) wurden 1991 von dem Japamexio lijima entdeckt. Sie gehoren
zu der Familie der Fullerene (reiner Kohlenstof)e Kohlenstoff-Rohrchen besitzen einen
Durchmesser von einen bis einige 100 NanometerVBréahren zur Herstellung von Carbon
Nanotubes, die derzeit am haufigsten eingesetztdemer sind Lichtbogenentladung,
Laserverdampfung und chemische Gasphasenabschei¢fdbhgmical-Vapor-Deposition:

CVD). Bei der Laserverdampfung wird beispielsweage Laserstrahl auf einen Graphitblock
gerichtet, der auf circa 3.000 Grad Celsius erhitzt. Dieser beginnt zu verdampfen. Der
Dampf wird anschlieend zu einer wassergekuhltepfételektrode transportiert, an der die
Nanotubes anlagern. AnschlieRend werden die Naastibeiner Seifenlésung geldst und zu
sogenannten Buckypapers gemacht. Dabei handeltlesisr mehrere ineinander verhakte
Nanotubes, die entstehen, wenn man die Seifenlogamgen Nanotubes mit Hilfe eines sehr

feinen Filters trennt.

Abbildung 1.2.13Struktur eines Single-Walled Carbon Nanotubes (SWCN
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Abbildung 1.2.14

Struktur eines Multi-Walled Carbon Nanotube
Neben dieser Struktur eines MWCNT ("rus:
doll "-Modell), in dem mehrereimzelne Rdhre
ineinander verschachtelt sind, gibt es noch
Moglichkeit MWCNT zu erzeugen, indem ¢
Roéhrchen Spiralférmig aufgerollt ist ("parchment”-
Modell).

Bei den Carbon Nanotubes unterscheidet man zwiselmemandigen CNT (SWCNT) und
mehrwandingen CNT (MWCNT), zwischen offenen odesatdossenen CNT und zwischen

leeren und geflllten Réhren.

1.3 Analyte

1.3.1 Polyphenole

Polyphenole gehéren zu den bioaktiven Substanz&ilamzen und kommen dort vor allem
als Farb-, Geruchs- oder Geschmacksstoffe vorst8leen die grof3te Gruppe der sekundéaren
Pflanzenstoffe dar. Besonders hohe Konzentrati@regichen Polyphenole in Blattern und
auReren Gewebsschichten der Pflanzen, so z.B. feldpKarotten oder Sellerie. Die

Grundstruktur der Polyphenole lasst sich vom k&x$en Phenol, dem Monohydroxybenzol,

OH OH OH OH
OH
OH

Phenol Brenzcatechin Hydrochinon Resorcin

ableiten.

Abbildung 1.3.1Phenol und Dihydoxybenzenderivate mit Trivialnamen
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Polyphenole werden in zwei grofe Hauptgruppen teiler in Flavonoide und in
Phenolcarbonséauren, wobei diese beiden Hauptgrupperseits wieder in weitere Gruppen

unterteilt werden.

[ Polyphenole ]
| |
[ Phenolcarbonsauren ] [ Flavonoide ]
Hydroxyzimtsauren / Anthocyanidine \
Hydroxybenzoesauren Flavan-3-ole/Catechine

Flavanone

Flavone

Flavonole

Isoflavone
N /

Abbildung 1.3.2Unterteilung der Polyphenole in zwei Hauptgrupped deren Untergruppen

1.3.1.1 Flavonoide

Flavonoide sind innerhalb der Polyphenole die groRruppe, die in Lebensmitteln
vorkommt. In den Pflanzen kommen sie zumeist natoht frei, sondern an Glykoside
gebunden vor und sind dadurch wasserloslich. Beidfloiden handelt es sich vor allem um
Farb- sowie Gerbstoffe. Heute sind etwa 4000 Flaidm bekannt. Aufgrund struktureller
Unterschiede kann man sie weiter unterteilen irvétlale, Flavanole, Flavanone, Flavone,

Anthocyane und Isoflavone (siehe Abb. 1.3.3).
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R1
R
HO l @] O
OH © OH O
Flavanone Flavone

HO O
OH

OH

Flavonole Flavanole/Catechine

Anthocyanidine Isoflavone

Abbildung 1.3.3 Darstellung der unterschiedlichen Flavonoide; RtRR$=Rest (abhangig von der Substanz
koénne die Reste —H, —OH oder —Og3din) [nach Baltes, ,Lebensmittelchemie”]

1.3.1.2 Phenolcarbonsauren

Phenolcarbonsduren werden in Hydroxyzimt- und Hygbenzoesauren unterteilt (Abb.

1.3.4). In Pflanzen kommen sie meist als Gerbséwoenund sind somit fir den herben

Geschmack verantwortlich, z.B. beim schwarzen T&e. am haufigsten vorkommenden

Hydroxyzimtsauren sind p-Cumarsaure, Kaffeesautekerulasaure. Zu den in Friichten am
weitesten verbreiteten Hydroxyzimtsaure-Verbindumgehdrt die Chlorogensaure, ein Ester
aus Kaffeesaure und L-Chinaséaure.
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O
@)
1 HO
HO R1
OH
OH
R2
R2

Hydroxybenzoesaure Hydroxyzimtsaure

R1, RZ:“-OH: R1= -H, R2= -OH:

Gallussaure

Kaffeesaure

Abbildung 1.3.4 Darstellung von Hydroxybenzoesaure und Hydoxyziomsa

1.3.1.3 Pharmakologische Wirkung der Polyphenole

Polyphenole besitzen eine gesundheitsférdernde uhNgk In mehreren Untersuchungen
konnte belegt werden, dass Polyphenole antimutagdntumorprophylaktisch wirken. Dies
steht im Zusammenhang mit Einschrankungen im Eikmsga  und
Arachidonsaurestoffwechsel und der Hemmung der t&misg, Forderung und
Weiterentwicklung von Krebszellen. Durch den Eiffgrin den Eikosanoid- und
Arachidonsaurestoffwechsel leitet sich zudem aurcé antiallergene Wirkung ab.

Aufgrund der antioxidativen Eigenschaften wird kEn Polyphenolen dber herz- und
gefal3schiutzende Wirkungen diskutiert. So sollen isieder Lage sein Thrombosen zu
verhindern. Durch das Abfangen von Radikalen wirdnscheinend die
Thrombozytenaggregation gehemmt, was in einer Kunagonssenkung an Fibrinogen
resultiert. Dadurch verbessern sich wiederum die3eigenschaften des Blutes. Die Gefahr
der Entstehung von Thrombosen sinkt somit moglivkese.

Zum anderen konnten sich die antioxidativen Eigeaften der Polyphenole im Cholesterin-
Haushalt bemerkbar machen. Die Konzentration deginstigen LDL-Cholesterins wird
gesenkt, wahrend gleichzeitig das HDL-Cholesterthdkt wird. Dies verhindert die
Entstehung von Arteriosklerose. Dies alles ist ggdaoch nicht in klinischen Studien
bewiesen worden. Des Weiteren scheinen PolypheBoteindungen zu verhindern oder
schneller abklingen zu lassen. [Baltes, 2000]
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1.3.2 Realproben

Um Substanzen unter realen Bedingungen analyseer&innen, gibt es zwei Mdglichkeiten.
Zum einen besteht die Madoglichkeit unter Laborbedmgen eine standardisierte
Zusammensetzung herzustellen, die einer Zusamnzemgetius der Natur ahnlich ist. Als
Beispiel hierfiir sei eine Zusammensetzung aus Wa&sekern und Polyphenolen erwéhnt,
die einen Saft ersetzen soll. Der Vorteil hiertsti die Verwendung von immer gleichen
Substanzgemischen, die unter Laborbedingungen stefljaund verwendet werden kdnnen.
Der Nachteil dieser Vorgehensweise besteht daass dnan niemals die Komplexitat von
naturlichen Zusammensetzungen erreicht. Die anbi&glichkeit ist die Verwendung von
natlrlichen Zusammensetzungen, zum Beispiel Saftar wassrige Auszigen aus Tee.
Diese stellen die bessere Alternative dar. Im Gsggnzu den unter Laborbedingungen
hergestellten standardisierten Zusammensetzundgejedsch hier zu beachten, dass nur
Zusammensetzungen miteinander verglichen werdenndmn die aus der selben
Herstellungscharge (bei Proben, die einem Hersigdprozess unterzogen worden sind) oder
aus dem selben Pflanzenmaterial hergestellt worsiad, da ansonsten die natirliche
analytische  Schwankungen innerhalb der verschieden®roben flir eine

Vergleichsuntersuchung zu grol3 sind.

1.3.2.1 Fruchtsafte

Als Realproben wurden Fruchtsafte von Aronia un@dnBerry eingesetzt. Die Auswabhl
entfiel auf diese beiden Fruchtsafte, da sie watbreitet sind und der Gehalt an
Polyphenolen im Vergleich zu anderen FruchtsafteB, Apfel- oder Orangensaft deutlich

héher ist.

1.3.2.1.1Aronia (Apfelbeere)

Die Apfelbeere gehort zu der Familie der Rosengégéit (Rosaceae). Die am haufigsten in
der Literatur genannten Arten sind die Schwarzerédmhe Aronia melanocarpayeitere
Synonyme:Aronia nigra, Sorbus melanocarpader Pyrus melanocargaund die Kahle
Apfelbeere Aronia arbutifolig) [Friedrich, Schuricht, 1985]. Die Gattun§ronia stammt
ursprunglich aus dem Osten Nordamerikas. Sie wéaabktsauren, feuchten Bdden von
Kanada bis Florida in Gebieten mit einer jahrlich¢iederschlagsmenge von 1000 - 1200
mm.

Die Apfelbeere zeichnet sich durch ihren besontieleen Gehalt an Anthocyanen aus. Das
macht sie fur die Lebensmittelindustrie zur Gewmgpuwon natirlichem Farbstoff interessant.

Der Gesamtgehalt an Polyphenolen betragt 740 mggl6@ische-Substanz. Aufgrund des
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hohen Gehalts an Vitaminen und Mineralien ist siehaflr eine gesunde Ernahrung
interessant [Albrecht, 1996]. So sollen z.B. 10@og diesen Friichten ausreichen, um allein

den mittleren Bedarf an Folsaure abzudecken [Aldret al. 1993].

Tabelle 2 Inhaltsstoffe vonAronia nach Tanaka und Tanaka 2001. Die in den Tabelleyegebenen Werte
kénnen von den tatséchlichen Gehalten zum Teil bdidke abweichen. Abhangig von der Sorte, dem
Erntezeitpunkt und den anbaulichen Faktoren, wim &andort, kdnnen die Werte variieren. Sie steflan
Mittelwerte dar.

Gehalt in Friichten

[mg/100g Frische-Substanz]

Fettlosliche Vitamine

Provitamin A (Carotin) 0,77
Vitamin E (Tocopherol) 1,42
Vitamin K (Phyllochinon und Menachinon) 0,024

Wasserlosliche Vitamine

Vitamin B1 (Thiamin) 0,018
Vitamin B2 (Riboflavin) 0,020
Vitamin B6 (Pyridoxin) 0,028
Vitamin B9 (Folsaure) 0,003
Vitamin C (Ascorbinséure) 13,7
Niacin 0,30
Pantothenséure 0,28

Mineralstoffe

Kalium (K) 218
Calcium (Ca) 32,2
Magnesium (Mg) 16,2
Natrium (Na) 2,6
Eisen (Fe) 0,93

1.3.2.1.2Cranberry (grof3friichtige Moosbeere)

Die grof3frichtige Moosbeere (auch Kraanbeere odanleereVaccinium macrocarpgn
gehort zu der Gattung der Heidelbeeréradciniun), die wiederum zur Familie der
Heidekrautgewachse (Ericaceae) gehdrt [Franke, ]1997e Cranberry ist in Nordamerika
heimisch und wird seit 1810 in Massachusetts bar. £€nde des 19. Jahrhunderts in den
nordwestlichen Staaten der USA angebaut. Der Ardsénigt mittels Stecklingen, die in

grof3en Becken mit wechselndem Wasserstand gepflardien. Die Ernte erfolgt maschinell
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im September. Bei hohem Wasserstand werden discifigien, auf3en roten Beeren
abgeschlagen. Die Beeren schwimmen auf der Wassdiédhe und werden abgesammelt
[Franke, 1997].

Tabelle 3 Inhaltsstoffe vonVaccinium macrocarpomach USDA Nutrient Database. Die in den Tabellen
angegebenen Werte kdnnen von den tatséchlichenlt&elzam Teil erheblich abweichen. Abhangig von de
Sorte, dem Erntezeitpunkt und den anbaulichen Faktavie dem Standort, kdnnen die Werte variie&in.
stellen nur Mittelwerte dar.

Gehalt in Friichten

[mg/100g Frische-Substanz]

Wasserlosliche Vitamine

Vitamin B1 (Thiamin) 0,012
Vitamin B2 (Riboflavin) 0,02
Vitamin B6 (Pyridoxin) 0,06
Vitamin C (Ascorbinsaure) 13,3
Niacin 0,10
Pantothenséaure 0,30

Mineralstoffe

Kalium (K) 85
Calcium (Ca) 8
Magnesium (Mg) 6
Natrium (Na) 2
Eisen (Fe) 0,25
Zink (Zn) 0,10
Phosphor (P) 13

1.3.2.1.3Polyphenole in Aronia und Cranberry

Neben den hohen Vitamin-C-Gehalten weisen sowoldnir als auch Cranberry einen
hohen Polyphenolgehalt auf, wobei die hier vergreh Wildfrucht Aronia um den Faktor
acht hohere Gehalte an Polyphenolen aufweist @&sFdiichte der kultivierten Cranberry-
Sorte Ben Lear. [Zheng und Wang, 2003] (siehe datielle 4).
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Tabelle 4 Vergleich des Gehaltes an Anthocyaninéauggedriickt als Milligramm Cyanidin-3-glucosid
Aquivalent / Gramm Frischegewicht) und dem Gesaenplyehalt fausgedriickt als Milligramm
Gallussaure Aquivalente / Gramm Frischegewichtyindheng und Wang, 2003]

Gattung Anthocyanine *[mg/g] | Gesamtphenolgehalt b [mg/g]
Cranberry (Sorte: Ben Lear) 0,32 3,15
Aronia (Wildfrucht) 4,28 25,56

Tabelle 5 Vergleich der verschiedenen Gehalte an phenolisdfenbindungen in Cranberry und Aronia;
Myricetin-3-arabinosid ausgedriickt als pg Myrceliguivalente/g Frischgewicht; Quercitin-Aglykons
ausgedriickt pg Quercitin-Aquivalente/g Frischgewidtaemferol-Aglykons ausgedriickt als pg Kaempferol
Aquivalente/g Frischgewicht; Anthocyanidin ausgefitii als pg Cyanidin-3-glukosid-Aquivalente/g
Frischgewicht [nach Zheng und Wang, 20034nteil an Gesamtgehalt Polyphenole

Cranberry (Sorte: Ben Lear) Aronia (Wildfrucht)

Substanz Konzentration Anteil ! [%0] Konzentration Anteil *

[bg/g] [bg/g] (%]
Vanillinsaure 493,3+2,8 6,3 - -
Kaffeesaurederivate - - 1206,1 + 12,4 19,0
Kaffeesaure 425+1,7 5,4 1411,4+ 14,3 22,2
Myrcetin-3-arabinosid 375+3,1 4,8 - -
Qucercitin-3-galactosid 704+25 9,0 302,4+6,4 4,7
Quercitin-3-glukosid - - 273,1+5,7 4,2
Quercitin-3-arabinosid 34,4+35 4.4 - -
Quercitin-3-rhamnosid 41,6 +3,5 53 - -
Kaemferol-3-glucosid 56+0,6 0,7 - -
Kaemferol Derivate 40+0,5 0,5 - -
Cyanidin-3-arabinosid 48,0+ 4,3 6,1 1424,3 £ 18,2 22,4
Cyanidin-3-galactosid 88,9+5,2 11,4 1256,3+ 11,5 19,8
Cyanidin-3-glukosid 7,4+0,5 0,9 16,9+25 0,3
Cyanidin-3-xylosid - - 469,0 + 8,6 7,4
Peonidin-3-galactosid 213,6 +9,8 27,3 - -
Peonidin-3-glucosid 40,4 £ 2,8 52 - -
Peonidin-3-Arabinosid 99,7+£7,3 12,7 - -

Aronia und Cranberry enthalten Polyphenole ausGteppe der Phenolsduren, der Flavonole

und der Anthocyanidine. Die Flavonole und Anthodglare liegen in den Frichten als

Glykoside vor [Zheng und Wang 2003]. Eine ausfichei Darstellung der verschiedenen

enthaltenen Polyphenole in den beiden Friichtan iBabelle 5 dargestellt.

39



1. Einleitung

Wahrend der Polyphenolgehalt in Aronia sich aus gde&n Substanzgruppen Kaffesédure- und
deren Derivate, Quercitin-Glykoside und Cyanidin&aiside, zusammensetzt, enthalten

Cranberries zusatzlich Vanillinsaure, Kaemferol¥algide und Peonidin-Glykoside vor.

1.3.2.2 Tee

In den ,Leitséatzen flr Tee, teeahnlich Erzeugnisksen Extrakte und Zubereitungen“ des
deutschen Lebensmittelbuches ist der Bergriff TelgehdermalRen bestimmt: ,stammt
ausschlieBlich aus Blattern, Blattknospen und ma$tielen des Teestrauch&amellia
sinensisL.O. Kuntze aus der Familie der Teegewachse (Tdwgc die nach den Ublichen
Verfahren bearbeitet sind.” Alle anderen Erzeugnisde z.B. der zurzeit beliebte Roiboos-
Tee, fallen unter den Begriff der teedhnlichen kBgresse. Die Tatsache, dass im deutschen
Lebensmittelbuch dem Tee Leitsédtze gewidmet siasstldie Bedeutung dieses Produktes
auch in Deutschland erkennen. So wurden im Jd)08 2lleine in Deutschland 44.266 t Tee
importiert [Deutscher Teeverband, 2010]. Die geseitdférdernden Effekte des Tees

werden in erster Linie den Polyphenolen zugeordnet.

1.3.2.2.1Die Teepflanze

Die Teepflanze Thea sinensisyn. Camellia sinensisgehért zu der Familie der Theaceae.
Der Teestrauch wird algar. sinensigkleine Blatter) und alsar. assamicggrof3e Blatter)
kultiviert. Wahrend die Pflanze wildwachsend einéhE von bis zu neun Metern erreicht,
wird die Pflanze auf Plantagen durch standiges fBesden auf einer HOhe von ein bis
eineinhalb Meter gehalten [Belitz, Grosch, 1992 Pflanzen gedeihen bei mildem Klima
mit Temperaturen zwischen 18-28°C und Niederschigggien von ca. 2000 mm. Die besten
Produkte werden in H6henlagen von 500 m- 2000 mogeen. Die Pflanzung erfolgt im
Allgemeinen durch Stecklinge, aber sie kann auditid®éamlinge erfolgen. Nach vier bis
funf Jahren erfolgt die erste Vollernte [Franke91P

1.3.2.2.2Herstellung von Tee

Man unterscheidet bei der Herstellung von Tee deeschiedene Arten: Der unfermentierte
Gruntee, der halbfermentierte Oolong-Tee und dendatierte Schwarztee. Der Unterschied
liegt einzig in der Fermentation. Gruner Tee wirtdhh fermentiert, sondern nur gedampft.
Dabei werden die Enzyme in den Teeblattern inadtiviDanach werden die Teeblatter
gerollt und getrocknet. Bei der Herstellung desangtTees lasst man die Teeblatter welken

und rollt sie danach. Anschlie3end beginnt die feertation, die durch Rosten gestoppt wird.
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Daraufhin werden die Teeblatter getrocknet. Wie kmlong-Tee lasst man bei der
Herstellung vom schwarzen Tee die Blatter welkerd unllt sie dann. Es folgt die
Fermentation, bei der die Teeblatter bei 35-40 UDf fbis sieben Zentimeter hoch
aufgeschichtet werden [Schlesier, 2002]. Der Fetatemsprozess ist beendet, wenn die die
Blatter die Farbe einer angelaufenen Kupferminieeisen und einen Geruch abgeben, der
an saure Apfel erinnert. Es erfolgt das Rosten Timatknen der Teeblatter [Belitz, Grosch,
1992]. Eine Sonderform zur Herstellung von schwarkee ist das CTC-Verfahren (crushing,
tearing, curling = zerquetschen, zerreil3en, rollel@ss vor allem in Assam durchgefihrt
wird. Dabei werden die Rollzeit und die Fermentigrsdauer wesentlich verringert [Belitz,
Grosch, 1992]. Dadurch wird die Verarbeitung béligind schneller, wahrend das Ergebnis
ein gleichmalig geschnittenes Teeblatt aufweisalj@m, 1992; Bokuchava und Skobeleva,
1969].

1.3.2.2.3Polyphenole in Tee

In frischen und jungen Teeblattern sind 25 - 30 @& drockenmasse phenolischen
Verbindungen, von denen wiederum 80 % Flavanold. ghuf die restlichen 20 % verteilen
sich Polyphenole der Gruppe der Proanthocyanidumenolische Sauren, Flavonole und
Flavone. Als Folgeprodukt der enzymatischen Oxutatder Flavanole bei Schwarztee
entstehen die Theaflavine und Thearubigene [B&litosch, 1992]. Die haufig in grinen Tee
vorkommenden Flavanole sind (-)-Epicatechin, (-)eBfechingallat, (-)-Epigallocatechin und
(-)-Epigallocatechingallat [Schlesier, 2002]. InbEHle 6 ist die Zusammensetzung von

frischen Teeblattern bzw. Aufglissen von verschiedereesorten aufgefuhrt.
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Tabelle 6 Inhaltsstoffe von frischen Teeblattern und von Tégédssen des griinen, des Oolong- und des
schwarzen Tees; Angaben in % der Trockenmassdjdiireien Felder sind keine Daten bekannt

Frische Griner Tee, Oolong-Tee,
N Schwarzer Tee,

Blatter Aufguss Aufguss Aufguss [%Tr ]

[%Tr.] [%Tr.] [%Tr.] 9 '
Koffein 4 3-6 2,3-2,8 3-6
Catechine 30 30-42 1,4-5,7 3-10
Theaflavine 0 0 2-6
Flavonole 2 2 1
Andere Polyphenole 3 6 23
Theanin/Aminosauren 4 ie3 e3
Peptide/Proteine 15 6 6
Zucker/andere 7 714 7/4
Kohlenhydrate
Mineralstoffe 5-8 5-8

1.4 Ziel dieser Arbeit

Heutzutage werden Polyphenole im Allgemeinen nsittédS-Methoden (GC/MS oder
LC/MS) oder aber photometrisch (Folin-Ciacolteu-Mete / Gesamtgehalt an Polyphenolen)
analysiert. Dies Bedarf eines hohen apparativerwAnfles oder verursacht hohe Kosten
durch die verwendeten Chemikalien. Des Weiteren siie¢ eingesetzten Methoden nicht
flexibel einsetzbar. Es besteht keine Moglichkelirekt vor Ort Analysen schnell und
zuverlassig durchzufihren. Wesentliches Ziel diegabeit ist die Detektion von
Polyphenolen mittels eines Biosensors, zum eineneiimer FlieBinjektionsanalyse per
Makroelektrode und zum anderen mittels einer drtlimbegrenzt und flexibel einsetzbaren
.Handheld-Unit“ unter Verwendung einer Dickschielektrode (TFT).

Die daraus resultierende Aufgabe ist die Entwicllemes Biosensors, der spezifisch auf die
Gruppe der Polyphenole reagiert. Dabei sollte des@sor so unspezifisch sein, dass er alle
Gruppen an Polyphenolen erfasst, aber wiederumpsaifssch, dass er keine weiteren
chemischen Gruppen erfasst. Die Entwicklung desdisors kann in drei Abschnitte gefasst
werden. Zum einen muss Uberpruft werden, welches gieignete Enzym fir die oben
dargestellten Zwecke ist. Dies wiederum fuhrt zurfgabe, das Enzym derart auf die
Oberflache der Elektroden zu immobilisieren, dase Hlektroden moglichst einfach
transportiert werden kdnnen. Dazu werden zwei Asgsatir Immobilisierung von Enzymen
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erprobt. Zum einen wird die Verwendung von Polythctur Einhdllung und damit zur
Immobilisierung des Enzyms auf der Elektroden-Obehfe geprift, zum anderen werden
Photolinker zum vernetzen (Crosslinking und Co-slioking) des Enzyms mit der
Oberflache der Elektroden untersucht. Die Auswidemder Immobilisierungstechniken auf
die Detektionsfahigkeit des Sensors werden getedtetu werden unterschiedliche Puffer-
Lésungen mit verschiedenen pH-Werten Uberprift, din Milieu-Bedingungen fir den
Biosensor zu optimieren. Zusatzlich muss eine [&thbilitat und Robustheit des Biosensors,
so wie eine gute Lagerfahigkeit des Sensors enéligkerden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Alle fur die Experimente dieser Arbeit verwendetehemikalien und deren Bezugsquellen
sind in 2.1.1 bis 2.1.4 aufgefuhrt.

2.1.1 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

ABTS, Chromophor, Diammonium-Salz

Calbiochem, Schwalbach

Aceton, SupraSolv

Merck, Darmstadt

Aluminiumoxid

Metrohm, Filderstadt

Aminopropyltriethoxysilan, APTES

Fluka, Minchen

Aqua dest. Pharm.-Chemie Marburg
Aqua bidest. Pharm.-Chemie Marburg
Bronidox L. Sigma-Aldrich, Minchen

Carbon Nanotubes, multi-walled

Aldrich, Minchen

Charcoal activated powder puriss. p.a.

Riedel-de Haén, Seelze

Citronensaure Monohydrat, p.a.

KMF Laborchemie, Lohmar

Dichlormethan (fur die Gas-
chromatographie), SupraSolv

Merck, Darmstadt

Dichlormethan p.a.

Merck, Darmstadt

Dimethylsulfoxid, p.a.

Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat p.a.

Merck, Darmstadt

1,4-Dioxan

Merck, Darmstadt

Ethylacetat, p.a.

Merck, Darmstadt

4-Fluoro-3-nitrophenylazid

MP, Irvine (USA)

Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz

Merck, Darmstadt
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Bezeichnung

Hersteller

D-(+)-Glucose Monohydrat

Merck, Darmstadt

Glutardialdehyd, 50%, wassrige Losung

Merck, Darmstadt

Glutathion, reduziert, 98%

Acros Organics, Geel (Belgien)

Kaliumhydroxid, purris.

Riedel-de Haén, Seelze

Kupferpulver, (@ ca. 0,04 mm), purris.

Riedel-de Haén, Seelze

1-Methyl-2-pyrrolidon, p.a.

Sigma-Aldrich, Minchen

Natriumacetat, wasserfrei p.a.

Riedel-de Haén, Seelze

Natriumcarbonat, p.a. wasserfrei

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid, p.a.

Merck, Darmstadt

tri-Natriumcitrat-Dihydrat, p.a.

Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat, p.a.

Fluka, Minchen

-Nicotinamid-adenin-dinucleotid, Di-
Natrium-Salz, Hydrat, 98 %, reduzierte Form

Acros Organics, Geel (Belgien)

Natriumhydroxid, >99 %, p.a.

Carl Roth, Karlsruhe

Phosphorséaure

Fluka, Minchen

Salpeterséaure, 65 %

Riedel-de Haén, Seelze

Salzsaure, 32%, p.a.

Merck, Darmstadt

Schwefelsaure, 95-97%, zur Analyse

Merck, Darmstadt

Starke, l6slich, zur Analyse

Merck, Darmstadt

Span® 40, zur Synthese

Merck, Darmstadt

Span® 60, zur Synthese

Merck, Darmstadt

Span® 65, zur Synthese

Merck, Darmstadt

Sulfo-HSAB

Pierce, Rockford (USA)

Syringaldazin, 99%

Acros Organics, Geel (Belgien)

Tetramethylbenzidin, 99%

Merck, Darmstadt
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Bezeichnung

Hersteller

Thiomersal

Merck, Darmstadt

Tris ultrapure

AppliChem, Darmstadt

Tween 20%, zur Synthese

Merck, Darmstadt

Wasserstoffperoxid, 30% Perhydrol®, zur

Analyse

Merck, Darmstadt

2.1.2 Polylactide

Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller
PLLA L-Lactide Biomer, Krailling
Resomer R 203 S D, L-Lactide Boehringer-Ingelheim, Ingelheim
Resomer R 202 S D, L-Lactide Boehringer-Ingelheim, Ingelheim
Resomer L 206 S L-Lactide Boehringer-Ingelheim, Ingelheim
2.1.3 Enzyme

Bezeichnung Aus Hersteller

Glucoseoxidase

Aspergillus niger

Fluka BioChemika, Minchen

Laccase Agaricus bisporus Fluka BioChemika, Minchen
Laccase Rhus vernificera Sigma, Minchen
Laccase Trametes versicolor Fluka BioChemika, Minchen

Peroxidase (HRP)

Armoracia rusticana

Sigma, Miinchen

2.1.4 Referenzsubstanzen

Bezeichnung

Hersteller

p-Benzochinon, zur Synthese

Merck, Darmstadt

Brenzcatechin, p.a.

Fluka (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim)

Cyaninchlorid, Rotichrom HPLC

Carl Roth, Karlsruhe

3,4-Dihydroxy-DL-phenylalanin

Sigma, Minchen

(-)-Epicatechin

Carl Roth, Karlsruhe

Gallussaure >98%

Acros Organics, Geel (Belgien)
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Bezeichnung Hersteller

Hydrochinon, purris. Riedel-de Haén, Seelze

Kaffeesaure, 99+%, Trans-Isomer Acros Organics, Geel (Belgien)

Phenol, >99,5%, p.a. Fluka (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim)

Pyrogallol Sigma, Minchen

Quercitin Dihydrat, 99% Acros Organics, Geel (Belgien)

Resorcin p.a. Ph. Eur. Riedel-de Haén, Seelze

Resveratrol 99% Sigma, Minchen

2.1.5 Realproben

Bezeichnung Hersteller

»,China Chun Mee" griiner Tee, Tee Gschwender, Meckenheim
Klassik-Edition

.Formosa Pi Lo Chun® griiner Tee, Tee Gschwender, Meckenheim
Klassik-Edition

“China Gunpowder” griner Tee, Tee Gschwender, Meckenheim
Klassik-Edition

Aroniasaft “Pomum” Kelterei Walther, Arnsdorf

Cranberrysaft Rabenhorst, Unkel
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2.1.6 Loésungen und Puffer

Es wurden die in 2.1.6 verwendeten Losungen unéePtiir die Messungen, sowie fur die

Enzymlésungen und die Immobilisierung der Enzymesveadet.

Bezeichnung

Zusammensetzung

Herstellung

Citrat-Puffer I, pH 5,
unkonserviert

tri-Natriumcitrat-Dihydrat 29,41 g

In 800 ml H,O l6sen, auf
pH 5 mit Natronlauge
einstellen und auf 1 |
auffullen, entgasen

Citrat-Puffer Il, pH 5,
konserviert

tri-Natriumcitrat-Dihydrat 29,41 g

In 800 ml H,O l6sen, auf
pH 5 mit Natronlauge

Thiomersal 059 einstellen und auf 1 |
auffullen, entgasen
Citrat-Puffer Ill, pH 5, tri-Natriumcitrat-Dihydrat 29,41 g | In 800 ml H,O lésen, auf
unkonserviert Natriumchlorid 5,84 g pH 5 mit Natronlauge

einstellen und auf 1 |
auffullen

Stammldsung |
Natriumdihydrogen-
phosphat 0,1 M

Natriumdihydrogenphosphat 12,0 g

In 800 ml H,O l6sen und
auf 1 | auffillen

Stammldsung | Di-
Natriumhydrogen-
phosphat 0,1 M

Dinatriumhydrogenphosphat 14,2 g

In 800 ml H,O l6ésen und
auf 1 | auffillen

Stammldsung I
Natriumdihydrogen-
phosphat 0,1 M

Natriumdihydrogenphosphat 12,0 g

Natriumchlorid 5849

In 800 ml H,O l6sen und
auf 1 | auffillen

Stammlésung 1l Di-
Natriumhydrogen-
phosphat 0,1 M

Dinatriumhydrogenphosphat 14,2 g

Natriumchlorid 5849

In 800 ml H,O l6sen und
auf 1 | auffillen

Stammldsung 111
Natriumdihydrogen-
phosphat 1/15 M

Natriumdihydrogenphosphat 8,00 g

Natriumchlorid 58449

In 800 ml H,O l6sen und
auf 1 | auffillen

Stammldsung 1l Di-
Natriumhydrogen-
phosphat 1/15 M

Dinatriumhydrogenphosphat 9,47 g

Natriumchlorid 58449

In 800 ml H,O l6sen und
auf 1 | auffillen

Phosphat-Puffer I, pH 7,
unkonserviert

Natriumdihydrogenphosphat-
Stammldsung | 388 ml

Dinatriumhydrogenphosphat-
Stammldsung | 612 ml

Stammldsungen mischen
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Bezeichnung

Zusammensetzung

Herstellung

Phosphat-Puffer II, pH
7, konserviert

Natriumdihydrogenphosphat-
Stammldsung | 388 ml

Dinatriumhydrogenphosphat-
Stammldsung | 612 ml

Thiomersal 0,59

Eine Stammldsung
vorlegen, Thiomersal
zufiigen und l6sen, zweite
Stammldsung zufligen und
mischen

Phosphat-Puffer 1ll, pH
7, unkonserviert

Natriumdihydrogenphosphat-
Stammldsung Il 388 ml

Dinatriumhydrogenphosphat-
Stammldsung 612 ml

Stammldsungen mischen

Phosphat-Puffer IV, pH
7,2, unkonserviert

Natriumdihydrogenphosphat-
Stammldsung Il 274 mi

Dinatriumhydrogenphosphat-
Stammldsung 1l 726 ml

Stammldsungen mischen

Phosphat-Puffer V, pH
7,2, konserviert

Natriumdihydrogenphosphat-
Stammldsung 1l 274 ml

Dinatriumhydrogenphosphat-
Stammldsung Il 726 ml

Thiomersal 0,59

Eine Stammldsung
vorlegen, Thiomersal
zufiigen und l6sen, zweite
Stammlésung zufiigen und
mischen

Phosphat-Puffer VI, pH
6,2, unkonserviert

Natriumdihydrogenphosphat-
Stammldsung | 816 ml

Dinatriumhydrogenphosphat-
Stammldsung | 184 ml

Stammldsungen mischen

Phosphat-Puffer VII, pH
6,2, unkonserviert

Natriumdihydrogenphosphat-
Stammldsung Il 816 ml

Dinatriumhydrogenphosphat-

Stammldsungen mischen

Stammldsung 184 ml
Acetat-Puffer pH 4,5 Natriumacetat 8,204 g Natriumacetat in 800 ml
Essigséure 01M H,O l6sen, auf 1 | auffillen
449 ml Natriumacetat-Lsg.
+ 551 ml Essigséaure
mischen
TRIS-Puffer pH 7 TRIS 12,11¢g In 800 ml H,O Iésen und
HCl 0.1M mit HCI pH-Wert auf 7

einstellen, auf 1 | auffillen
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Bezeichnung

Zusammensetzung

Herstellung

Acetat-Citrat-Puffer Natriumacetat 0,1M Die beiden Lésungen

pH 4,9 Citronensaure 01M g_egenelnander auf pH 4,9
einstellen

TMB-L6sung TMB 10 mg TMB in DMSO lésen

DMSO 1ml

H,0O,-Ldsung H»0,, 30 % 0,1 ml Auf 1 ml mit H,O auffillen

Gesattigte NaCOs- NaCO; In 100 ml warmem demin.

Ldsung Wasser zugeben, bis sich
kein NaCO3; mehr lost

ABTS-L6sung 3 mM ABTS 0,019¢ In 12 ml Citrat-Puffer Il
l6sen

FNPA-LOsung FNPA 1mg In 0,1 ml Methanol l6sen

Sulfo-HSAB-L6sung Sulfo-HSAB 1mg In 0,1 ml Phosphat-Puffer
IV I6sen

Hydrochinon- Hydrochinon 1,1011¢g Mit jeweils 100 ml eines

Stammlésung 100 mM der hergestellten Puffern
auffullen

Hydrochinon- Hydrochinon 0,1101 g Mit jeweils 100 ml eines

Stammlésung 10 mM der hergestellten Puffern
auffillen

Brenzcatechin- Brenzcatechin 1,1011 g Mit jeweils 100 ml eines

Stammlésung 100 mM der hergestellten Puffern
auffullen

Brenzcatechin- Brenzcatechin 0,1101 g Mit jeweils 100 ml eines

Stammlésung 10 mM der hergestellten Puffern
auffllen

Kaffeesaure- Kaffeesaure 1,8016 g Mit jeweils 100 ml eines

Stammlésung 100 mM der hergestellten Puffern
auffillen

Gallussaure- Gallusséure 1,7102 g Mit jeweils 100 ml eines

Stammlésung 100 mM der hergestellten Puffern
auffillen

(-)-Epicatechin- (-)-Epicatechin 29,027 mg Mit jeweils 100 ml eines

Stammldsung 10 mM

der hergestellten Puffern
auffllen
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2.1.7 Gerate

Die in 2.1.7 aufgefihrten Geréate sind fur die Arlverwendet worden.

Bezeichnung Firma
Analysenwaage CP225D-0CE max.220g Sartorius, Gottingen
Elektrochemischer Detektor 656 Metrohm, Filderstadt
Glassy-Carbon-Elektrode, @ 5 mm Metrohm, Filderstadt
Glassy-Carbon-Elektrode, @ 3 mm Metrohm, Filderstadt
Injektionsventil mit Probenschleife (20 1) Knauer, Berlin
Magnetruhrer Typ RMH K Gerhardt, Kénigswinter
Magnetrihrer Ikamag Ret-G Ika-Labortechnik, Staufen
pH-Meter CG 701 Schott-Geréte, Mainz
pH-Meter Lab 850 Schott Instruments, Mainz

Platereader Multiskan EX Thermo Electron Corporation, Waltham

(USA)
Platin-Elektrode, @ 1 mm Metrohm, Filderstadt
Potentiostat PalmSens Palm Instruments BV, Houten (Niederlande)
Referenzelektrode — Ag/AgCl Metrohm, Filderstadt
Ruhrwerk RW11 basic ,Lab egg* Ika-Labortechnik, Staufen
Schlauchpumpe Abimed Gilson, Langenfeld
Schlauchpumpe Ismatec, Wertheim-Mondfeld
Sechswegeventil Knauer, Berlin
Spektrometer Uvikon 810 Kontron, Miinchen
Trockenschrank T6030 Heraeus, Hanau
Ultraschallbad Bransonic 12 Typ B16 PCE-Group oHG, Meschede
Ultraturrax Janke & Kunkel Ika-Werk, Staufen
UV-Lampe, wassergekuhlt Heraeus, Hanau
Vakuumpumpe KNF Neuberger Laboport, Freiburg
Vakuumpumpe KNF LAB Laboport, Freiburg
Vortexer Bioblock Scientific, Illkirch (Frankreich)
Waage max. 800g Mettler Toledo, Giessen
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2.1.8 Schlauche

Es wurden Schlauche der Firma Ismatec (Wertheimd¥idd) verwendet. Es wurde im
Allgemeinen ein Teflonschlauch verwendet. Fir derifRaltikpumpen wurden folgende

Schlauche verwendet:

Name Durchmesser [mm]
Tygon® ST R-3607 0,64
Tygon® MHSL 2001 0,64

2.2 Systemaufbau

2.2.1 Systemaufbau mit Wall-Jet-Zelle

In Abbildung 2.2.1 ist der schematische Aufbau &gstems dargestellt. Das komplette
Testsystem ist in einem Faradayschen Kafig unteagéb und von Stromschwankungen
durch einen Netzfilter abgesichert.

Das Testsystem kann in drei verschiedene Einhaitgrrteilt werden. Die erste Einheit
umfasst den Puffer, die Pumpe und das Injektiortdvddie zweite Einheit umfasst die

Proben (zusammen mit dem Puffer und der Spulllosangjie das Sechs-Wege-Ventil und

eine weitere Pumpe. Die dritte Einheit bildet déekeochemische Detektor mit dem

Potentiostaten.
AL
Elektrochemischer
Detektor /‘\
[]
© (35
% wall-jet Zelle
O =0 :
WWE AE
Fuffer Puripe RE

Injektionsventil

D D D /‘\ otentiosta
OOO Potentiostat
— OSO 7 @

Proben f Puffer f
Spullésung B-WWege-Ventil Fumpe

Abbildung 2.2.1 Schematischer Aufbau des Testsystems
(WE: Arbeitselektord®:: Referenzelektrode, AE: Hilfselektrode)
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Aufgrund dieser modularen Bauweise ist es mdgliem den einzelnen Einheiten

Veranderungen vorzunehmen, ohne die anderen Eenhedrandern zu mussen.

Im Gegensatz zum oben dargestellten Aufbau dessyistetns wurde nur eine Pumpe
verwendet, die sowohl den Puffer durch das Testsydtansportiert, als auch die Proben
bzw. Spullésung zum Injektionsventil hin transpentti

Dieser Aufbau hat sowohl einen Vor- als auch eiNaohteil. Der Vorteil besteht darin, dass
nur eine Pumpe verwendet werden muss, so dass madd&eschen Kafig mehr Platz

vorhanden ist. Daraus ergibt sich jedoch der Ndcldass die Probenlésung wahrend der
Messdauer standig abgepumpt wird, was zu einenerh@hemikalien-Verbrauch fuhren

wirde. Aus diesem Grund ist ein Sechs-Wege-Vemtisghen der Probenldsung und der
Pumpe installiert worden. Damit ist es moglich,ischen verschieden Lésungen zu
wechseln, ohne die Pumpe stoppen zu missen. BemelWechsel der Losungen ohne
Verwendung des Sechs-Wege-Ventils muss entweddPutigpe gestoppt werden, oder aber
es wird Luft in das Testsystem transportiert. Dilegtt wiederum wirde in der Wall-Jet-Zelle

akkumuliert, so dass es zu Signalstérungen wahtenMessungen kommen wirde.
L : '

—

Fotentiostat

_E_I-ektrot:hemischer Injektions- lf’umpe B-VWege-YWentil
Detektor we il

Abbildung 2.2.2 Aufbau des Testsystems
Als Faradayscher Kafig wurde ein alter Brutschraekvendet (elektrische Bauteile waren
ausgebaut); Zum Vervollstidndigen des Faradayscldigsikwurde die Vorderseite mit einem
Gitter verschlossen (In diesem Bild zu besserestetinng nicht vorhanden)
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Ein zusatzlicher positiver Effekt durch die Verwand des Sechs-Wege-Ventils ergibt sich
daraus, dass alle Schlauche durch den standigesgod von Puffer oder Spillésungen (im
Allgemeinen: HO) gereinigt werden, so dass es zu keiner Kontamimaler Testlosung

durch eine vorherige Probe kommen kann.

In Abbildung 2.2.3 ist die Wall-Jet-Zelle dargektdin diesem Fall handelt es sich um eine
Drei-Elektroden-Anordnung. Wie in der Abbildung etkennen ist, ist der Eluenteneinlass
genau gegenuber der Arbeitselektrode positioniertDie Hilfselektrode und die

Referenzelektrode sind im 90°-Winkel zur Arbeitk&lede angebracht. Ebenfalls im 90°-

Winkel ist der Eluent-Auslass angebracht.

Abbildung 2.2.3 AuRere Ansicht einer Wall-Jet-Zelle mit einer DEdektroden-Anordnung

Der Vorteil dieser Anordnung ist ein besseres Aimtrerhaltnis des Eluenten auf die
Arbeitselektrode (siehe dazu auch Abbildung 2.2m)Gegensatz zu einer Arbeitselektrode,
an dem der Eluent vorbeigeleitet und somit die Emalbht vollstandig erfasst wird, wird hier
die gesamte Probe erfasst. Daraus ergibt sichhgihere Sensitivitat. Des Weiteren wird so
der Abtransport von Reaktionsprodukten auf der mésa Elektroden-Oberflache

gewahrleistet.
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auftreffender
=trahl
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tsrenzachicht

Diffusioe - ____ -

Elektrode Elektrodenoherflache
Abbildung 2.2.4 Stromungsverhéltnisse an der ArbeitselektroderieréiVall-Jet-Zelle

Durch dieses Anstrém-Profil ergibt sich fur eineiodensor die Problematik, dass das Enzym
bei schlechter Immobilisierung von der Elektrodeme@lache abgespilt werden kann.

Als Arbeitselektrode wird sowohl eine Platin-Eledde eingesetzt wie auch eine Glassy-
Carbon-Elektrode (GC-Elektrode). Die Hilfselektrodesteht ebenfalls aus Glassy-Carbon.
Bei der Referenzelektrode handelt es sich um egid@Cl-Elektrode.

Abbildung 2.2.5 Makroelektrode fiir die Wall-Jet Zelle
Es handelt sich hierbei um eine Glassy-Carbon-Edekt mit einem Elektrodendurchmesser
von 3 mm.

2.2.2 TFT-Sensoren

Als TFT-Sensoren wurden Sensoren der Firma BVT feldgies (Brno, Tschechische
Republik) und der Firma BST Bio Sensor Technoldggr{in) verwendet.

Bei den BVT-Sensoren handelt es sich um amperosobti Dickschichtsensoren, die auf
einer Keramikoberflache Arbeits-, Hilfs-, und Refiezelektrode aufgedruckt haben.
Wahrend bei den Sensoren fur die Hilfselektrode drel Referenzelektrode immer die
gleichen Materialien verwendet worden sind (Hilés@fode: Pt/Au 15/85%;
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Referenzelektrode: Ag/AgCl 60/40%), wurden drei eusthiedliche Arbeitselektroden
getestet.

Dabei handelt es sich um zwei verschiedene Koldé&nstodifikationen (Sensor:
AC1.W4.R1 und AC1.W5.R1) und um eine Platin-Arbelggtrode (Sensor: AC1.W2.R1).

In Abbildung 2.2.6 ist ein TFT-Sensor der Firma BWilt Abmessungen dargestellt.

/.26
Drei-Elektroden
N Anordnung
A
N
« W Arbeitselektrode
& {1 mm Durchmesser)
- S
A v Referenz-Elektrode
A i
z::%
- Hilfs-Elektrode
1 | 2,54

Abbildung 2.2.6 Aufbau eines BVT-Sensors
Die Abmessungen eines Sensors sind 25,4 mm x 7n26die Arbeitselektrode (W) hat einen
Durchmesser von 1 mm. R: Referenzelektrode, AsHigfktrode (Quelle: BVT, 2008)
Bei den BST-Sensoren handelt es sich um eine ZVedtteden-Anordnung bestehend aus
Arbeitselektrode und Referenzelektrode. Die Refsslaktrode besteht aus
Silber/Silberchlorid. Bei der Arbeitselektrode hahdes sich um Kohlenstoff. Die

GroRRenverhaltnisse entsprechen denen der BVT-Samsor

Abbildung 2.2.7 TFT-Sensor der Firma BST; deutlich erkennbar dieiZilektrodenanordnung
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2.2.3 Messungen mit TFT-Sensoren

Durch die flexible Verwendungsmaoglichkeit der TF€ASoren gibt es fur die in dieser Arbeit
untersuchten Fragestellungen zwei Mdglichkeiterdim Einsatz dieser Sensoren.

Zum einen besteht die Moglichkeit, den Sensor e é?robeldsung zu tauchen. Wahlweise
kann dies mit oder ohne einen Rihrer gescheheme(sibb. 2.2.8).

Bei einer Verwendung eines Ruhrers wurde anstateseiMagnetriihres ein Ruhrwerk

verwendet, um evtl. magnetische Einflisse des Maigmers auf die Messwerte zu

unterbinden.

Abbildung 2.2.8 Aufbau einer Messanordnung
Der TFT-Sensor wird in die Probel6sung eingetaqatitt Riihrer). Das Volumen der
analysierten Losung betrug versuchsbedingt 80 miveirde mit einer Rihrgeschwindigkeit
von ca. 200 U/min gearbeitet. Eine genaue Ermigtlder Rihrgeschwindigkeit war aufgrund
des verwendeten Gerates nicht maglich.

Der in 2.2.8 gezeigte Messaufbau wird zum Beisppel der Messung von cyclischen
Voltammogrammen verwendet.

Die andere Mdglichkeit des Messaufbaus ahnelt desisystem mit dem elektrochemischen
Detektor (siehe Abbildung 2.2.1), wobei anstells dkektrochemischen Detektors eine TFT-
Sensor-Halterung verwendet wird (siehe Abbildurng9®. Der Ubrige Aufbau ist identisch.

Der Aufbau der Halterung entspricht einer Wall-detle. Der Eluent wird durch eine

Bohrung auf die Arbeitselektrode des TFT-Sensorkengie Seitlich des TFT-Sensors

befindet sich der Eluentenauslass.
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Abbildung 2.2.9 TFT-Sensor-Halterung fir BVT-Sensoren
Von der Pumpe und dem dahinter geschalteten Iojektentil erfolgt der Zufluss von Puffer
und Probelésungen durch den Eluenteneinlass. Uhabgeschirmtes Kabel wird die
Halterung an den Potentiostaten angeschlossenasteugprt

2.2.4 Bestimmung der FlieRgeschwindigkeit

Da die genutzten Peristaltikpumpen keine Einstaiintikeit fur die FlieRgeschwindigkeit
bzw. nicht auf die FlieBgeschwindigkeit kalibrievaren, musste die Flie3geschwindigkeit
experimentell bestimmt werden:

Die verwendete Pumpe wurde auf eine bestimmte Umodigszahl eingestellt, z.B. 5 rpm.
Die Zeit, die bendtigt wurde, um 10 mL® zu pumpen, wurde gestoppt. Uber folgenden

Dreisatz kann man dann die FlieRgeschwindigkeiKanrelation zur Drehzahl der Pumpe

setzen:
Formel 6
\Y/ U
ty=— X, =%t
F t

e
ti=Hilfsvariable, \l=experminetell eingesetztes Volumen, F=Flielgesutilgkeit, U=experimentell
verwendete Drehzahl~texperimetell ermittelte Zeit, die gebraucht wurde, das Volumen Yzu pumpen,
xy,=gesuchte Drehzahl der Pumpe fir die FlieRgeschgked F
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2.3 Methoden

2.3.1 Immobilisierung von Enzymen auf NHS-HiTrap ~ ®-Kartuschen

Zur Immobilisierung von Enzymen auf eine NHS-aldive HiTrafS-Kartusche wurde zuerst
ein Vorbereitungsschritt durchgefuhrt. In den Kactien enthaltenes Isopropanol, welches
das Gel gegen Austrocknung und die Aktivgrupperusthmuss entfernt und das Gel muss
aktiviert werden. Zum Austausch und zur Aktivieruwgrden die Kartuschen mit 1 mM
Salzsaure (3 x 2 ml) mit einer FluBrate von 1 mi/mgespult, bis kein Isopropanol mehr in
den Kartuschen enthalten war. Anschlieend wurdekKdirtusche mit dem Enzym-Puffer
(Phosphat-Puffer 1) zwei Minuten gespuilt.
Dann wurde die vorbereitete Enzym-Losung (siehed2L3 mittels eines Kreislaufsystems fir
15 min mit einem Fluss von 1 ml/min durch die Kadioe gepumpt. Nach dem Durchpumpen
der Enzym-LOsung wurde erneut mit Phosphatpuffie® Imin gespult. Zur Desaktivierung
der aktiven Gruppen wurde wie folgt vorgegangeng§iate: 1 ml/min):

a. Durchpumpen von 10 ml Glycin-Lésung, 0,5 M

b. Inkubieren der Losung fir 10 min

c. Durchpumpen von 10 ml Glycin-Lésung, 0,5 M

d. Inkubieren der Losung fir 15 min

e. 10 min spilen mit Lagerpuffer (Phosphatpuffer I)
Die Kartusche wurde bei +4°C gelagert.

2.3.2 Reinigung der Oberflachen der Makroelektroden

Der Oberflachenzustand der Elektrode ist fur eiesdBichtung entscheidend. Der Zustand
der Elektrodenoberflache wirkt sich direkt auf dienmobilisierungsfahigkeit der
Enzymkomponente auf der Elektrode aus. Zusatzlicth durch die Reinigung der Elektrode
fur alle Messungen eine immer gleichbleibende Ag&edingung geschaffen.

Die Reinigung der Oberflache der Makroelektrodefolgte in zwei Schritten. Im ersten
Schritt wurde die Elektrode mit Hilfe eines fusseién Tuches, welches mit Aceton getrankt
wurde, von Polymerriickstanden und Fetten gereinigt.

In einem zweiten Schritt wurde die Elektrode miudiniumoxid als Schleifmittel poliert.
Das Polieren mit Aluminiumoxid stellt sicher, dadge Elektrodenoberflache frei von
entstandenen Reaktionsprodukten ist. Wie vom Hestter Elektroden vorgegeben, wurden
die Oberflachen mindestens drei Minuten poliertciNdem Polieren wurde das Schleifmittel

mit dest. Wasser abgespult und mit einem fusseliréiuch getrocknet. Gegebenenfalls
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wurde die Elektrode jetzt erneut mit Aceton gemgtinifalls Fettablagerungen auf der

Oberflache der Elektrode zu erkennen waren.

2.3.3 Reinigung der Dickschichtsensoren

Da die Dickschichtsensoren vom Hersteller in Bfisterpackt werden, sind sie ausreichend
geschutzt und eine aufwendige Reinigung kann kemfaDie Sensoren wurden aus den
Blistern entnommen, mit demin. Wasser gespilt, Bitickluft getrocknet und dann
verwendet. Da die Sensoren nur fur jeweils einecBiebtung genutzt worden sind, mussten
sie auch nicht fur erneute Beschichtungen geremigtden. Die Sensoren sind mit einer
Lackschicht Uberzogen (aufRer den Elektroden undtdkoen). Deshalb wurde darauf
verzichtet, die Sensoren mittels eines Losungsinitfe.B. Aceton) von evtl. vorhanden

Fetten zu reinigen.

2.3.4 Messungen mit einer NHS-HiTrap®-Kartusche

Der Aufbau der Messapparatur entspricht im Wesdgrgh dem Systemaufbau nach 2.2.1. In
der ersten Einheit wird kontinuierlich mit einemus$ von 0,5 mL/min Puffer durch das
Injektionsventil in Richtung der Wall-Jet-Zelle mgportiert. Die zweite Einheit liefert die

Proben- bzw. Spulldsung zum Injektionsventil. Es jedoch zusatzlich eine Kartusche
zwischen Injektionsventil und elektrochemischem eR&ir eingebaut ist. Der

elektrochemische Detektor wird vom Potentiostatesteuert und liefert das gemessene
Signal an den Potentiostaten, der (siehe Abbildar2g8.1 und 2.3.2) wiederum das Signal an

den angeschlossenen Pocket-PC oder PC Ubertragt.

Abbildung 2.3.1 Schematische Darstellung der Messapparatur mit-NH®ap®-Kartusche
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Injektionsventil

Elektrochemischer
Detektor

Kartusche

Abbildung 2.3.2 Messapparatur mit NHS-HiTr&gKartusche

2.3.5 Herstellung von Enzym-L6sungen

Es wurden verschiedene Enzyme und Enzymkonzemmtioerwendet. Abhangig von der
benutzten Methode wurden verschiedene Puffer eatzfes

2.3.5.1 Peroxidase in Pufferldsung fiir NHS-HiTraB-Kartuschen

1 mg des Enzyms wurden in einem verschliel3barenrdRéheingewogen und in 5 ml
Phosphatpuffer 11l gelést. Dazu wurde die ProbeVMortexer geschittelt, bis das Enzym
vollstdndig gelost vorlag. Die Lagerung der so bstegliten Enzymlésung erfolgte fir

maximal eine Woche bei +4°C.

2.3.5.2 Laccase aus Trametes versicolor in Pufferlésung

Es wurden verschiedene Konzentrationen der Ladcaseng hergestellt. 5 mg, 10 mg, 25
mg, 35 mg, 50 mg und 100 mg des Enzyms in einerCAp! eingewogen und in 1 ml

Phosphat-Puffer IV geldst. Dazu wurde die ProbeViontexer geschuttelt, bis das Enzym
vollstdndig gelost vorlag. Die Lagerung der so bstegliten Enzymlésung erfolgte fir

maximal eine Woche bei +4°C.
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2.3.5.3 Laccase aus Agaricus bisporus in Pufferldsung

5 mg und 50 mg des Enzyms wurden in einem Epi*Caipgewogen und in 1 ml
Phosphatpuffer IV gelést. Dazu wurde die Probe iort®ker geschiittelt, bis das Enzym
vollstandig gelost vorlag. Die Lagerung der so bstegliten Enzymlésung erfolgte fir

maximal eine Woche bei +4°C.

2.3.5.4 Laccase aus Rhus vernificera in Pufferlésung

5 mg, 25 mg und 50 mg des Enzyms wurden in eineixCBEp° eingewogen und in 1 ml
Phosphatpuffer IV gelost. Dazu wurde die Probe imrt&er geschuttelt. Da auch bei
langerem vortexen Schwebteile vorhanden waren, evdid Losung mit Schwebteilen bei
+4°C gelagert. Vor der Entnahme der Losung wurdeaudageachtet, dass sich die
Schwebteile auf dem Boden abgesetzt haben und k8oievebteile aus der Lésung
entnommen wurden.

Des Weiteren wurden 25 mg des Enzyms mit 1 ml CRedfer Il versetzt und im Vortexer
geruhrt. Die in der Losung wurde fur maximal eineodNe bei +4°C gelagert. Vor der
Entnahme der Losung wurde darauf geachtet, daksatlie Schwebteile auf dem Boden
abgesetzt haben.

2.3.5.5 Glucoseoxidase aus Aspergillus niger in Pufferlosgin

10 mg des Enzyms Glucoseoxidase wurden in einerCEpi eingewogen und in 1 ml
Phosphat-Puffer IV geldst. Dazu wurde die ProbeViontexer geschuttelt, bis das Enzym

vollstandig gel6st vorlag. Die Lagerung der so bstellten Enzymldsung erfolgte bei +4°C.

2.3.6 Herstellung von funktionalisierten Carbon Nan  otubes

Zur Funktionalisierung der MWCNT sind verschiedéviethode angewendet worden. Alle
Methoden beruhen auf der Oxidation der Carbon Ndoes. Dabei werden in die Carbon

Nanotubes Carboxy- und Carbonylgruppen eingeflugt.

2.3.6.1 Funktionalisierung mittels Saure und Ultraschallbad

Dabei handelt es sich um zwei verschiedene Ans&ie.den ersten Ansatz wurde zur
Herstellung von funktionalisierten Carbon Nanotubege Mischung aus Schwefelsaure und
Salpetersaure verwendet, wahrend fur den zweitesat&reine Mischung aus Schwefelsaure
und Wasserstoffperoxid verwendet wurde [Chenxial.e2004, Abraham, 2005].

62



2. Material und Methoden

Erster Ansatz:

480 mg Carbon Nanotubes wurden mit 480 ml eineccMiag aus konz. Schwefelsédure (95-
97%) und konz. Salpeterséaure (Mischungsverhaltaly 8ersetzt. Das CNT/Saure-Gemisch
wurde dann 24 h bei 40°C in einem temperierbar@rattthallbad gegeben. Wahrend der 24
h erwarmte sich das Ultraschallbad auf 60°C. Naeh 84 h wurde das Gemisch auf
Raumtemperatur abgekihlt und mit 500 ml dest. Wasselliinnt. Dieses verdinnte Gemisch
wurde zentrifugiert (5000 rpm) und die dartbersteleeklare Flissigkeit abdekantiert. Es
wurde erneut 500 ml dest. Wasser hinzugefigt undugrzentrifugiert. Der Vorgang wurde
wiederholt bis das Waschwasser einen neutraleleisist sauren pH-Wert erreicht hatte (pH
6-7). Die CNT wurden im Trockenschrank bei 100°@agknet und konnten anschliel3end

direkt verwendet werden.

Zweiter Ansatz:

500 mg Carbon Nanotubes wurden mit 500 ml einecMiag aus konz. Schwefelsaure und
Wasserstoffperoxid 30%-ig (Mischungsverhéltnis 4wgysetzt. Das CNT/Saure-Gemisch
wurde dann fir 6 h bei 40°C in einem temperierbakitiaschallbad gegeben. Dabel
erwadrmte sich das Ultraschallbad auf 60°C. Nach @em wurde das Gemisch auf
Raumtemperatur abgekihlt und mit 500 ml dest. Wasselliinnt. Dieses verdinnte Gemisch
wurde zentrifugiert (5000 rpm) und die dartbersteleeklare Flissigkeit abdekantiert. Es
wurde 500 ml dest. Wasser hinzugefligt und erneutrihggiert. Der Vorgang wurde
wiederholt bis das Waschwasser einen neutraleteioist sauren pH-Wert (pH 6-7) erreicht
hatte. Die CNT wurden im Trockenschrank bei 100&@rarknet und konnten anschliel3end

direkt verwendet werden.

2.3.6.2 Funktionalisierung mit konzentrierter Salpetersaure

In einem 250 ml-Rundkolben wurden 500 mg MWCNT uhdbiedesteine vorgelegt. Es
wurde 50 ml 65%-ige Salpetersdure zugeflgt. UntéckRuss wurde das Gemisch 6 h
gekocht und dann bis auf Raumtemperatur abgekDhalhach wurde die Salpetersaure mit
100 ml dest. Wasser verdinnt und die MWCNT-Salgétgme-Mischung zentrifugiert. Nach

dem Zentrifugieren wurde vorsichtig die klare Flgksit dekantiert und erneut 100 ml dest.
Wasser zugefiigt. Es wurde wiederum zentrifugied dier Uberstand abdekantiert. Der
Vorgang wurde wiederholt, bis die MWCNT-L6sung maltgewaschen war. Die neutral
gewaschenen MWCNT wurden im Trockenschrank bei @O@e&trocknet und konnten

anschlie3end direkt verwendet werden [Abraham, 2G@fyanes et al., 2007].
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2.3.6.3 Funktionalisierung mit konz. Schwefelsdure und Wagstoffperoxid

Es wurden 500 mg der Carbon Nanotubes in einerm#@8undkolben eingewogen und mit
drei Siedesteinchen versetzt. Es wurden 40 ml ko8zhwefelsdure und 10 ml
Wasserstoffperoxid 30% hinzugefugt und acht Sturidag unter Rickfluss gekocht. Nach
dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das CNT/8t#eaure/Wasserstoffperoxid-
Gemisch mit 100 ml dest. Wasser verdiunnt und Zegtert. Nach dem Zentrifugieren wurde
der Uberstand abdekantiert und 100 ml dest. Wagsgefiigt. Es wurde wiederum
zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert. Desrgéng wurde wiederholt bis die
MWCNT-LOsung neutral gewaschen war. Die neutral amkenen MWCNT wurden im
Trockenschrank bei 100°C getrocknet und konnterchdie3end direkt verwendet werden
[Abraham 2005, Wei et al., 2002].

2.3.7 Herstellung der PLA-Probe

2.3.7.1 Lo6sung des PLAs

Ausgangsmaterialien fur eine PLA-Probe sind bisieuverschiedene Einzelsubstanzen bzw.
Losungen. Zum einen das PLA, welches von verscheuélerstellern (Biomer, Boehringer-
Ingelheim) und mit verschiedenen Mengen (50 mgmgh 100 mg, 125 mg oder 150 mg)
verwendet wurde (ndheres siehe Kapitel 3). Dahedesdas PLA mit 1 ml Dichlormethan

versetzt und innerhalb von 30 min unter schittelog.

2.3.7.2 Herstellung einer leitfahigen Probe

Da das Enzym nach 1.9.5 von der Matrix eingehstit muss die Matrix Elektronen vom
Enzym aufnehmen bzw. an das Enzym abgeben kénnen

Weil PLA nicht leitfahig ist, muss ein leitfahig€demisch aus PLA und einer leitfahigen
Substanz hergestellt werden. Dazu wurden die SubstaKupfer (als Pulver), Aktivkohle,
nicht funktionalisierte Carbon Nanotubes und fumkéilisierte Carbon Nanotubes verwendet.
Die Herstellung erfolgt analog zu 2.3.7.1 Zuséatelkam PLA wurden 25 mg der leitfahigen
Substanz hinzugefigt und mit 1 ml Dichlormetharseg&zt. Die Probe wurde fir 30 min in
den Schittler gestellt, bis sich das ganze PLAgjdiat und eine pastdése Masse entstanden

ist.
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2.3.7.3 Funktionalisierung mit einer Enzym-Ldsung

Je nach Versuchsaufbau wurde der PLA-Probe eiagneh 6sung zugesetzt (Konzentration
der Enzymldsung von 5 mg/ml bis zu 100 mg/ml). Datnerden verschiedene Volumina der
hergestellten Enzym-LAsungen (wie in 2.3.5 besbleng der leitfahigen Proben (wie in
2.3.6.2 hergestellt) zugegeben. Die Proben wurdeils fur 1 min im Vortexer gemischt.
Die Proben wurden bei +4°C in einem Puffer gelagert

2.3.7.4 Zugabe von Emulgatoren zu den PLA-Proben

Da sich die funktionalisierten PLA-Proben nach eigewissen Zeit entmischten, wurde
versucht, eine Verbesserung der Mischung mittelsil§atoren zu erzielen. Dabei wurden
den (wie in 2.3.7.3) hergestellten Proben zusdtzherschiedene Mengen (5-50 mg
Emulgator pro Probenansatz) an den Emulgatoren &@arSpan 66, Span 68 und Tween
20° zugegeben.

2.3.8 Beschichtung der Makroelektroden mittels PLA-  Emulsion

Da es sich bei den PLA-Proben um eine zahflissigssil handelte, wurden verschiedene
Beschichtungsstrategien getestet.

Die Trocknung erfolgte bei Raumtemperatur unter 25 an der Luft bzw. bei
Raumtemperaturen tber 25°C im Kuhlschrank. Da dsl@methan abdampfte, musste
darauf geachtet werden, dass das Abdampfen keid8egr Blasenbildung auf der
Elektrodenoberflache zur Folge hatte. Falls sicasBh gebildet hatten, wurde entweder die
Beschichtung verworfen und eine neue Beschichtwigehracht oder, falls moglich, die
Blasen, ohne die Beschichtung zu verletzen, zerstor

2.3.8.1 Aufbringen der PLA-Emulsion mittels Spritze

Die gesamte PLA-Probe wird ohne Kantle mittels ei@pritze aufgezogen. Da die Probe
sehr viskos war, musste dies sehr langsam erfol@anach wurde die Probe mittels Spritze
auf die Makroelektrode gegeben bis die Elektrodenpdett von der PLA-Proben-Paste
bedeckt war. Die Elektrode wurde bei Raumtempeiggtnocknet.

2.3.8.2 Aufbringen der PLA-Emulsion mittels Dippen

Die Makroelektroden wurden nach 2.3.2 gereinigt dadn die Elektrodenoberflache in die
gesamte PLA-Probe (nach 2.3.7.3 hergestellt) gatatdach 5 s wurde die Elektrode wieder

aus der Probe enthommen und bei Raumtemperatwicgeét.
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2.3.8.3 Aufbringen der PLA-Emulsion mittels Pipette

Die nun beschriebene Methode wurde als Standarduaetherwendet. Zum Aufbringen der
Probe auf die Elektrode wurde eine 250 ul-Pipetié variabel einstellbaren Volumen
verwendet. Diese wurde auf 35 pl eingestellt. Miteen Skalpell wurde der Einweg-
Pipettenspitzen ein Teil der Spitze entfernt, sesdder Durchmesser der Pipettenspitze
vergroBert wurde. Dies war notig, da es sich ber @&A-Emulsionen um zum Tell
hochviskose Flissigkeiten gehandelt hat. Die saemdmmene Probe wurde auf die
einzelnen Elektroden pipettiert. Wurde zu wenigkrauf die zu beschichtende Elektrode
pipettiert, wurde der Vorgang wiederholt. Die Proberde dann bei Raumtemperatur
getrocknet.

2.3.9 Beschichtung von Dickschichtelektroden mittel s PLA-Emulsion

Die Beschichtung der Dickschichtelektroden mit PEAwlsion erfolgte analog 2.3.8.3
mittels Pipette. Nach Aufgabe der PLA-Emulsion alié Arbeitselektrode wurde die
Emulsion bei Raumtemperatur getrocknet. Die so exaitete Elektrode wurde im Puffer bei
+4°C gelagert.

2.3.10 Beschichtung von Elektroden mittels APTES un  d GDA

Auf die zu beschichtende Elektrode wurde 1 pOk-L6sung (1 %-ig) aufgegeben und fur
eine Stunde mit UV-Licht bestrahlt. 0,5 pl eine¥ligen APTES-LOsung wurden auf die so
vorbereitete Elektrode pipettiert.

Zur Anbindung des Enzyms Laccase an aminofunktisiesie Trageroberflache wurden die
Proben mit einem Dialdehyd zur Reaktion gebrach¢. Beschichtung mit Glutardialdehyd
erfolgte bei Raumtemperatur in einer 1%igen wassrigdosung (50 mM Phosphatpuffer pH
7,0) fur 4 Stunden [Nanci, A. et al. 1998].

Danach wurden die Sensoren dreimal jeweils mit L@mosphat-Puffer Il abgespult und mit
einer Lésung des Enzyms (3%/ml) in Phosphatpuffer [l Gber Nacht inkubiertui@h
Eintauchen in die entsprechende Losung wurde dagnkran den freien Aldehydgruppen
fixiert. Nach der Beschichtung wurde der Sensor deit. Wasser gesplult und bei +4°C in

Phosphat-Puffer Il gelagert.
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Elektroden- H202 / UV2s4 Elektroden-
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Abbildung 2.3.3 Schematische Darstellung der Amino-Silanisierung
Auf der aktivierten Oberflache der Kohlenstoffdéteklen wird durch 3-Aminopropyl-
triethoxysilan (APTES) eine Aminooberflache erzeugt

2.3.11 Beschichtung von Dickschichtelektroden mitte Is Photolinker

Es wurden die Photolinker Sulfo-HSAB und FNPA amsnmobilisierungsreagenz fur die
Immobilisierung von Laccase auf den TFT-Sensoreestet.

2.3.11.1Beschichtung von Laccase mit Sulfo-HSAB
75 ul einer Sulfo-HSAB-L6sung (1 mg/0,1 ml) wurdent 25 ul einer Laccase-Ldsung (35

mg/ml) eine Stunde im Schattler gemischt. Es wur@é&nul der so hergestellten Losung auf
die Dickschichtelektroden aufgegeben. Es erfolgte einstiindige Bestrahlung mit UV-Licht
(Amalgam-Lampe). Danach wurde der Sensor mit dé&tsser gespult und bei +4°C in
Phosphat-Puffer Il gelagert.

Die oben beschriebene Methode wurde zusatzlickein/keise verandert, dass 3x jeweils 0,2
ul der oben hergestellten Sulfo-HSAB-/Laccase-Lgsanf die Arbeitselektrode des TFT-

Sensors pipettiert wurden und der Sensor zwischiehdiir 20 min mit UV-Licht bestrahlt
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wurde. Der Sensor wurde mit dest. Wasser gespidlt hen +4°C in Phosphat-Puffer |l

gelagert.

2.3.11.2Beschichtung von Glucoseoxidase mit Sulfo-HSAB

75 ul einer Sulfo-HSAB-L6sung (1 mg/0,1 ml) wurdent 25 pl einer Glucoseoxidase-

Losung (10 mg/ml; siehe 2.3.4.5) eine Stunde imi8kEhr gemischt. Es wurden 0,5 pl der so
hergestellten Losung auf die Dickschichtelektrodafgegeben. Es erfolgte eine einstindige
Bestrahlung mit UV-Licht (Amalgam-Lampe). Danachrdel der Sensor mit dest. Wasser

gespult und bei +4°C in Phosphat-Puffer 11l gelager

2.3.11.3Beschichtung von Laccase mit FNPA

Die Arbeitselektroden der TFT-Sensoren wurden edérvenit 1 x 1 pl, 2 x 0,5 pl oder 4 x
0,25 pl einer FNPA-LAosung (1 mg/0,1ml) beschicht@abei wurde bei der Aufgabe in
mehreren Schritten darauf geachtet, dass die Adlektrode jeweils trocken war. Danach
wurden die Sensoren eine Stunde lang mit UV-Lioksttahlt. Nach der Bestrahlung der
Sensoren, wurden 0,5 ul einer Laccase-Enzymlos@Bgn{g/ml) auf die Arbeitselektrode
aufgegeben und die Dickschichtelektrode bei Rampé&zatur getrocknet. Nach dem
Trocknen wurde der TFT-Sensor mit dest. Wasserudespd bei +4°C im Phosphat-Puffer
[l gelagert.

2.3.11.4Beschichtung von Glucoseoxidase mit FNPA

Die Beschichtung der Arbeitselektroden der TFT-8ems mit FNPA erfolgte analog zu

2.3.11.3.

Nach der Bestrahlung der Sensoren wurde 0,5 pl éhgcoseoxidase-Losung (10 mg/ml)
auf die Probe gegeben, der Sensor bei Raumtempegettocknet, mit dest. Wasser gespult
und bei +4°C im Phosphat-Puffer Il gelagert.

2.3.12 Uberpriifung der Immobilisierung auf Kartusch en mittels TMB

Zur Prifung, ob HRP auf einer NHS-HiTfafartusche immobilisiert werden konnte, wurde
eine spektroskopische Methode mit Tetramethylbemz/@MB) verwendet. Diese Methode
ist aufgrund der geringen Toxizitdt des TMBs (TM& weder mutagen noch cancerogen
[Bos, E.S. et al. 1981]) anderen Mdglichkeiten deestimmung von gebunden HRP

vorzuziehen. Dabei macht man sich zu Nutze, das®dioxidase TMB unter Abbau von H-
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20, oxidiert. Die oxidierte Form des TMBs absorbieitht bei einer Wellenlange von 450
nm (Referenzwellenlange 620 nm).

Es wurde wie folgt eine Substratlosung hergestellt:

14,820 ml Acetat-Citrat-Puffer 100 mM, pH 4,9

0,150 ml TMB-Stammldsung (10 mg TMB/mI Dimethylsakfd (DMSO))

0,030 ml HO,, 3%-ige Losung

Die Kavitaten einer Mikrotiterplatte wurden jeweitsit 210 pl der Substratiésung befullt.
Unter Lichtausschluss wurde bei Raumtemperatur ibinkubiert. Danach wurden 40 pl

einer 8 % HSO,-L6sung hinzugefugt, um die Reaktion zu beenden.

Die Absorptionen der einzelnen Kavitdten wurdentetst eines Mikrotiterplattenreaders
gemessen. Fiur eine quantitative Aussage kann djehzuige Menge an HRP mittels einer
Kalibriergeraden bestimmt werden [Josephy, P.[2l.et982, Welinder, K.G. 1976].

NH, NH
H,C uli! CH, H,C CH,
Peroxidase ‘
., ™0
H,C CH, H.C CH,
NH, NH
Abbildung 2.3.4 Reaktion von TMB (links) mit Peroxidase
2.3.13 Uberpriifung der Immobilisierung von Laccase mittels ABTS

Die erfolgreiche Immobilisierung von Laccase aufegiOberflache oder in einer Kartusche
wurde spektroskopisch Uberpruft. Dabei wurde eir®T8-Losung eingesetzt. Die durch
Laccase oxidierte Form des ABTS kann bei 420 nnmessen werden (siehe Abbildung
2.3.5).

Fur den Test wurden 200 pl Laccase-LOsung zu 79itpatpuffer Il bzw. Phosphat-Puffer
[l gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe vonplOeiner 3 mM ABTS-L6sung
gestartet. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur biekti und die Reaktion, je nach

Enzymmenge, mit 200 pl 5 M NaCl-Lésung gestoppt.
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Abbildung 2.3.5Reaktion von ABTS (2,2'-Azinobis-(3-ethylbenzthiimes-sulfonsédure) mit Laccase
Das Oxidationsprodukt ist griin und hat ein Absamtimaximum bei 420 nm, bei dem das
ABTS photometrisch vermessen werden kann.

2.3.14 Gesamtpolyphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu

Bei der Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes ndohrGiocalteu handelt es sich um eine
spektroskopische Methode. Die Methode basiert anfeéion und Rossi [Singelton und
Rossi, 1965] und wurde von Ritter [Ritter, 1994] difiziert. Proben mit einen hohen
Gesamtphenolgehalt (> 1g/l) wurden verdinnt.

8,4 ml demin. Wasser (beim Reagenzienblindwert r8|p wurden mit 0,1 ml der Probe
versetzt. Es wurde 0,5 ml Folin-Ciocalteu-Reageinzugefligt, gemischt und 5 min stehen
gelassen. Dann wurde 1,0 ml gesattigte Natriumeeath@sung hinzugefugt. Nach 60 min
Inkubation wurde die Absorption bei 720 nm in 1 cKilvetten gegen den
Reagenzienblindwert vermessen. Als Standard wujeepjcatechin verwendet, so dass sich

die Ergebnisse immer auf Epicatechin-Aquivalentadieen.

2.3.15 Herstellung von Realproben

Wahrend der Aroniasaft wie auch der Cranberrysafitrtbehandelt worden sind, sondern nur

zum Messen verdinnt worden sind, mussten die vg@gssrAusziige der Tees hergestellt

70



2. Material und Methoden

werden. Dabei wurde die Vorschrift auf den jewetigTeepackungen mit bestimmten

Abwandlungen befolgt.

2.3.15.1Teeproben

Laut der Vorschrift auf der Verpackung der Teedesoll2 g getrocknete Teeblatter fur 1 |
Wasser verwendet werden. Dazu verwendet man 9Q8i€2$, weiches Wasser, hier demin.
Wasser. Im Gegensatz zu der Packungsangabe wwd®itdizum Ziehen des Tees auf 5 min
erhoéht. Danach wurde der Tee Uber einen Faltenfiltaert und in Flaschen Uberfihrt. Der

Tee wurde bis zur Messung bei +4°C im Kiuhlschraglaggert.
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3 Ergebnisse

3.1 Tests mit der Wall-Jet Zelle

3.1.1 Messungen von Polyphenolen ohne Enzym

Um die Auswirkungen der Veranderung verschiedenarameter, z.B. die Wahl der
Arbeitselektrode im Messaufbau oder Veranderungen Rotentialen am amperometrischen
System beobachten zu koénnen, jedoch ohne Einflitkse biologischen Komponente
berticksichtigen zu missen, wurde in der ersten ePlo@s Versuche keine biologische
Komponente eingesetzt. In der Literatur sind fudyploenole Redoxpotentioal zwischen
0,600 V und 1,000 V angegeben. Der Versuchsaufdalge nach 2.2.1. Es wurde mit einer
FlielRgeschwindigkeit von 0,5 ml/min gearbeitet. Daufzeit einer Messung betrug zwischen
2,5 min und 5 min. Vor der ersten Messung bzw. naeténderung des Messsystems wurde

30 min gewartet, bis die Drift des Signals naheauskant bei null lag.

3.1.1.1 Amperometrie mit verschiedenen Potentialen und Aitbelektroden

Da fur das amperometrische System zwei verschieAenetselektroden (Platin und Glassy
Carbon) zur Verfugung standen, wurden beide Eldktno auf die elektrochemischen
Reaktionen gegeniuber Polyphenolen getestet. Dalreien jeweils eine 0,1 mM und eine 1
mM Probelésung der Substanzen p-Benzochinon, Hpdrton und 1,2-Dihydroxybenzen
(unter Verwendung eines 0,0667 M Phosphat-Puffdtisy,0) hergestellt und mit den beiden
Elektroden vermessen. Die Substanz p-Benzochinomdevuneben den Diphenolen
Hydrochinon und 1,2-Dihydroxybenzen vermessen, si@ieh hierbei um das Produkt der
enzymatischen Umsetzung von Hydrochinon handeltviizsle bei den Potentialen 600 mV,
700 mV und 800 mV gemessen, da je nach Literatatamgdas Redoxpotential von
Polyphenolen zwischen 600 mV und 800 mV liegt.

Die Bestimmung der Ergebnisse erfolgte durch diswertung der Flache des Signals.
Vergleicht man die Messungen zwischen der GlasspaaElektrode mit den Messungen
der Pt-Elektrode, so erkennt man, dass die beiMisssung der GC-Elektrode erzeugten
Signale deutlich gré3er sind (bis zu funfmal grgf3als die Signale, die durch Messungen mit
der Pt-Elektrode erhalten wurden. Besonders déutlicd dies bei den Messungen der 1 mM
1,2-Dihydroxybenzen-Lésung und der 1 mM Hydrochih@sung. Aber auch wenn man die
Messergebnisse der 0,1 mM Proben-Lésungen und ol Benzochinon-L6sung vergleicht
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(siehe Abbildung 3.1.1), erkennt man, dass das aBligonzentrations-Verhaltnis bei

Verwendung der GC-Elektrode deutlich groR3er isbaisvVerwendung der Pt-Elektrode.
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Abbildung 3.1.1Vergleich von verschiedenen Elektroden bei versi#nien Potentialen mit den Substanzen

p-Benzochinon (Benzo), 1,2-Dihydroxybenzen (Cat) #Hlydrochinon (Hydro); die Ziffern
0,1 und 1 geben die Konzentration der Losung dn=®,1 mM; 1 = 1 mM,

Pt = Platinelekbde (@ = 2 mm) und GC = Glassy-Carbon-Elektrode (& =rB)m
3.1.1.2 Einfluss von verschiedenen Puffern

Da die Wahl des Puffers sowohl Auswirkungen auf lceéfahigkeit der Messlosungen hat
und damit ebenfalls Auswirkungen auf das amperasoite System hat, wie auch auf die
Aktivitat des Enzyms Laccase, wurden vier versobmedPuffer-Systeme getestet. Bei allen
Puffersystemen handelt es sich um Puffer, die leei\(erwendung des Enzyms Laccase
genutzt werden (abhangig davon, aus welchem Ongasislie Laccase extrahiert worden
ist).

Es werden ein 0,0667 M Phosphat-Puffer mit einerétt 7,0, ein 0,1 M Acetat-Puffer mit
einem pH-Wert von 4,5, ein 0,05 M Acetat-Puffer giitem pH-Wert von 5,5 und ein 0,1 M
Citrat-Puffer mit einem pH-Wert von 5,0 getestet.
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Abbildung 3.1.2 Lésungsmitteleinfluss auf die amperometrische Diaakvon 1,2-Dihydroxybenzen

Stromstarke [pA]

Flache [AU]

60 -

50 1

40 4

30 1

20 1

10 1

30 60

90 120

Zeit [s]

— Phosphat-Puffer, pH 7, 1/15 M
—Citrat-Puffer, pH 5, 0,1 M

Acetat-Puffer, pH 4,5, 0,1 M

— Acetat-Puffer, pH 5, 0,1 M

Arbeitselektrode: Glassy-Carbon; Potential: 800 m
Konzentration der Probelésung: 0,1 mM

150

0,05 M Acetat- 0,1 M Acetat-
Puffer Puffer
pH 5,5 pH 4,5

0,1 M Citrat-Puffer 1/15 M Phosphat-

pH 5,0

Abbildung 3.1.3Vergleich der einzelnen Puffer auf das Ansprechaiéeh des Detektors
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In Abbildung 3.1.2 sind die Messungen dargesteis wurde eine 0,1 mM 1,2-
Dihydroxybenzen-Lésung bei einem Potential von 8% mit einer GC-Elektrode
vermessen. Man erkennt, dass der Phosphat-Puffé&egensatz zu den anderen Puffern eine
Basislinie nahe der Nulllinie aufweist. Den gro3@rundstrom weist der 0,05 M Acetat-
Puffer auf.

Vergleicht man nun die Flachen der einzelnen Pealesin Abbildung 3.1.3 geschehen, so
erkennt man, dass der Citrat-Puffer optimal fur dasprechverhalten des Detektors ist. Der
0,05 M Acetat-Puffer bewirkt gegeniber den anderBuoffern ein geringeres
Ansprechverhalten des Detektors. Der 0,1 M AcetdtelP und der Phosphat-Puffer sind
nahezu identisch  (Acetat-Puffer 45,3 Flacheneieheit Phosphat-Puffer 46,1
Flacheneinheiten).

3.1.1.3 Signal des Produktes bei der enzymatischen Reaktion

Bei der Reaktion von Hydrochinon mit Laccase ehtsgeBenzochinon. Um zu Uberprifen,
ob das Produkt der enzymatischen Reaktion im ampetrischen System eventuell stéren
kann bzw. die Messwerte verfalscht, wurde eine 1 pHdenzochinon-Losung mit einer

Glassy-Carbon-Arbeitselektrode vermessen bei effetantial von -800 mV.

0 L] L] L] L] L]
(I) 60 120 180 240 300
Zeit [s]

=
o
[

Stromstérke [pA]
IG 1

-20 -

-25

Abbildung 3.1.4 Strom/Zeit-Kurve von p-Benzochinon (¢ = 1mM)
Potential E = -800 mV; Puffer: Citrat-Puffer, pH05¢ = 0,1 M;
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Es wurde ein Potential von -800 mV gewahlt, da iesem Fall p-Benzochinon an der
Elektrode zu Hydrochinon reduziert werden solltei Binem positiven Potential ist wie in

Abbilddung 3.1.1 dargestellt mit nur einem kleirw. keinem Peak zu rechnen.

3.1.2 Versuche mit NHS-HiTrap ®-Kartuschen

Zur Uberprifung der biologischen Komponente und ederVerhalten gegeniiber

verschiedenen Substraten wurde eine Enzymkartussfneendet, in der das Enzym Laccase
(EC 1.10.3.2) immobilisiert worden ist. Die Immbd&ierung erfolgte nach 2.3.1. Die

amperometrischen Messungen erfolgten mit einer Glizifselektrode bei einem Potential
von 800 mV soweit nicht anders angegeben. Die leaigia der einzelnen Messungen
betrugen bei einer FlieRgeschwindigkeit von 0,5mwi/finf Minuten.

Dieses System dient als Vorlaufermodell fir deitesfen Biosensor.

3.1.2.1 Uberprifung der Immobilisierung des Enzyms Laccamef die Kartusche

Bevor eine Enzym-Kartusche verwendet wurde, wutakrprift, ob die Immobilisierung der
Laccase auf die NHS-HiTr8pSaule erfolgreich war.

Dazu wurde in die Kartusche mit einer FlielRgeschivgkeit von 0,5 ml/min eine ABTS-
Losung injiziert. Es zeigte sich bei einer erfeighen Immobilisierung eine deutliche
Grunfarbung der Kartusche, resultierend aus derktiea des ABTS mit Laccase
(Reaktionsschema siehe Abbildung 2.3.6). Durch &gilen mit Puffer konnte die
Grunfarbung wieder aus der Kartusche ausgewaschesew.

3.1.2.2 Messung von Hydrochinon, 1,2-Dihydroxybenzen undgnzochinon

Die Messung von Hydrochinon, 1,2-Dihydroxybenzen yaBenzochinon wurde mit dem
Systemaufbau nach 2.3.4 durchgefuhrt. Die mit Lsecéeschichtete NHS-HiTrap®-
Kartusche wurde zwischen Injektionsport und elattisomischen Detektor eingebaut. Da
Laccase Hydrochinon mit Hilfe von Sauerstoff zu @aBochinon oxidiert, wurde fur die
Messung der Hydrochinon-Lésung und der p-Benzochinisung dieselbe Peakgeometrie
erwartet, was auch experimentell bestatigt werdemte (siehe Abbildung 3.1.6). Da sich
1,2-Dihydroxybenzen von Hydrochinon chemisch nuctudie Position der Hydroxygruppen
unterscheidet (Hydrochinon: 1,4-Position; 1,2-Dilopg/benzen 1,2-Position), wurde
aufgrund der Substratspezifitat des Enzyms Laccés® Messungen von 1,2-
Dihydroxybenzen bei selber Peakgeometrie ein rgedes Signal erwartet, als bei den

Messungen von Hydrochinon, was das Experiment tigista
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OH O

Abbildung 3.1.5

_ + OH Reaktion von Hydrochinon mit Sauerstoff du

+ 0 Laccase
2 2 das Enzym Laccase (1.10.3.2)

OH @)

Ein Vergleich der Flachen der Elektropherogramme edlezelnen Substanzen bestétigt die
Erwartungen (siehe Tabelle 7). Betrachtet man diativen Standardabweichungen, so ist
auffallig, dass die Flachen der mit dem Enzym Laecamgesetzten Substanzen 1,2-
Dihydroxybenzen und Hydrochinon eine hdhere reta®tandardabweichung aufweisen als
das nicht vom Enzym umgesetzte p-Benzochinon.

0 L) L) L) L) L]
(I) 60 120 180 240 300
Zeit [s]
5 -
_10 -

Stromstérke [pA]
&

-20 -

-25 «

-30 - —p-Benzochinon Hydrochinon =——1,2-Dihydroxybenzen

Abbildung 3.1.6 Messung von p-Benzochinon, Hydrochinon und 1,2-Bibyxybenzen
Potential E = -800 mV; Puffer: Citrat-Puffer pH®1 M

Tabelle 7 Berechnete Flachen der Elektropherogramme der &uwtest p-Benzochinon, Hydrochinon und 1,2-
Dihydroxybenzen bei einem Potential von E = -800. A\ Puffer diente ein Citrat-Puffer 0,1 M mit
einem pH-Wert von 5,0. Die Mittelwerte wurden alusi Einzelwerten berechnet

Substanz I\I/I::tetlglr:; gr-t Standardabweichung Stan daerig;[/i/\::i}chung
p-Benzochinon 625,57 10,09 1,61 %
Hydrochinon 550,06 28,89 525%
1,2- 334,20 21,29 6,35 %

Dihydroxybenzen

77



3. Ergebnisse

Da bei einem Potential von -800 mV zum einen ewal@Btorsubstanzen mitoxidiert werden
kénnen und es, wie es in Abbildung 3.1.6 zu seberes keine ,saubere” Peakgeometrie gibt,
wurde zugleich das Potential auf -50 mV reduziget. diesem Potential sollten nur die zuvor
durch Laccase oxidierten Polyphenole reduziert ererd

0,5 1

Stromstérke [pA]

3,5 -

p-Bentochinon = 1,2-Dihydroxybenzen = Hydrochinon

Abbildung 3.1.7 Messung von p-Benzochinon, Hydrochinon und 1,2-Bibyxybenzen
Potential E = -50 mV; Puffer: Citrat-Puffer 0,1 pH 5

Wie man aus der Abbildung 3.1.7 erkennen kannpeigjch bei geringerem Potential eine
saubere Peakgeometrie. Auffallig ist, dass beichkr Konzentration von p-Benzochinon,
Hydrochinon und 1,2-Dihydroxybenzen, 1,2-Dihydrogghen im Gegensatz zu der
vorherigen Messung, den grof3ten Peak aufzeigigsaeich Tabelle 7). Wahrend die Werte
der Flachen bei einem Potential von -800 mV zwescB00 (1,2-Dihydroxybenzen) und 625
(p-Benzochinon) liegen, so liegen nun die Flachetevewischen 32 und 43. Dabei sind die
Standardabweichung der Flachen der Elektropheragemon 1,2-Dihydroxybenzen und

von p-Benzochinon gegentber der vorherigen Messufge -800 mV groRer geworden,

wéhrend die Standardabweichung der Flachen vondddron kleiner geworden ist.

78



3. Ergebnisse

Tabelle 8Berechnete Flachen bei einem Potential von E =m¥0Als Puffer diente ein Citrat-Puffer 0,1 M mit
einem pH-Wert von 5. Die Mittelwerte wurden ausi di@zelwerten berechnet

Substanz &:ﬁgm} Qr-t Standardabweichung Stan dasjig;[/ilveei}chung
p-Benzochinon 36,29 2,08 574 %
Hydrochinon 32,23 1,22 3,80 %

1,2- 43,75 8,35 19,09 %
Dihydroxybenzen

3.1.2.3 Linearitat des Messsystems

Um festzustellen, ob die Kombination aus Elektrodend Enzymkartusche als

Vorlaufermodell eines Biosensors eine quantitatBestimmung zulasst, wurden die
Substanzen Hydrochinon, 1,2-Dihydroxybenzen undepzBchinon mit unterschiedlichen

Konzentrationen mit einer GC-Arbeitselektrode vesasa.

Da die Signale bei -50 mV deutlich geringer ausfiehls bei -800 mV, jedoch bei -800 mV
die Peaks keine akzeptable Peakgeometrie mehr eaéwj wurde bei den Potentialen -150
mV und -250 mV gemessen und die Ergebnisse mitderanerglichen. Die Potentiale

wurden abgesenkt, um mit geringeren Probenkonzentea arbeiten zu kénnen (0,25 mM,
05, mM und 0,75 mM) und so eine komplette Reakten Proben mit dem Enzym Laccase

sicherstellen zu kdnnen.

3.1.2.3.1Messungen bei dem Potential E= -150 mV

In Abbildung 3.1.8 sind die Messergebnisse von pz@ehinon und Hydrochinon dargestellt,
sowie die Kalibriergerade fir Hydrochinon mit deogehdrigen Korrelationskoeffizienten.
Es wurde eine Doppelbestimmung der einzelnen Wirtehgefuhrt. Wie erwartet, erkennt
man deutlich die Korrelation zwischen Hydrochinotias durch die Laccase zu p-
Benzochinon umgewandelt worden ist, und dem divekinessenen p-Benzochinon. Jedoch
erhalt man bei der Vermessung der 0,75 mM Hydraohindsung eine Standardabweichung
von 18.12%. Dies stellt die grof3te Abweichung allrssungen bei einem Potential von -150
mV dar.
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Abbildung 3.1.8 Dreipunktkalibrierung von Hydrochinon und p-Benzioain
Potential von E = -150 mV; Puffer: Citrat-Puffed O, pH5

250 -1

200 1

150 4 *

100 -

Konzentration [mM]

50 1

0 y T
0,00 0,25 0,50 0,75
Flache [AU]

& p-Benzochinon 1,2-Dihydroxybenzen =——Kalibriergerade 1,2-Dihydroxybenzen

Abbildung 3.1.9 Dreipunktkalibrierung von p-Benzochinon und 1,2-3ltoxybenzen
Potential von E = -1%8¥; Puffer: Citrat-Puffer 0,1 M, pt®

Vergleicht man die Messungen von p-Benzochinon L2dDihydroxybenzen in Abbildung
3.1.9, so kann man eine Abweichung der 1,2-Dihygbexzen-Messungen im Bezug zur P-

Benzochinon-Messungen sowohl in der Signalintefjsitde auch in der Steigung der
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Geraden erkennen. Dies bedeutet, dass das Messsgsatefindlicher auf p-Benzochinon
reagiert. Ursache fir die unterschiedliche Empfaideit kann die Substratspezifitat des
Enzyms sein, welches auf Hydrochinon empfindliateagiert als auf 1,2-Dihydroxybenzen.
Eine weitere Moglichkeit besteht in der Untersdhahkeit der Redoxpotential von p-
Benzochinon und das durch das Enzym gebildete addrinon.

Vergleicht man die relativen Standardabweichungen ainzelnen Ergebnisse miteinander
(Tabelle 9), so erkennt man, dass sowohl bei p-8drnmon wie auch bei 1,2-
Dihydroxybenzen der kleinste Messwert die hochsemd@&rdabweichung hat. Im Gegensatz

dazu steigt mit zunehmender Konzentration bei Hghiroon die Standardabweichung.

Tabelle 9Vergleich der relativen Standardabweichungen beiddegen mit einem Potential von -150 mV

relative Standardabweichung (-150 mV)
Konzentration 1,2-
[mM] p-Benzochinon Hydrochinon Dihydroxybenzen
0,25 7,46% 1,29% 8,10%
0,50 1,33% 5,69% 3,56%
0,75 4,39% 18,12% 0,93%

Bei den Kalibriergeraden weisen neben der Steigangh die y-Achsenabschnitte
Unterschiede auf. Wahrend die y-Achsenabschnittgod@enzochinon-Kalibriergeraden und
der Hydrochinon-Kalibriergeraden positiv sind, ister y-Achsenabschnitt der 1,2-

Dihydroxybenzen-Kalibriergeraden negativ.

Tabelle 10Vergleich der Kalibriergeradenfunktionen und Koatenskoeffizienten bei Messungen mit einem
Potential von -150 mV

Substanz Funktion der Kalibriergeraden  Korrelations koeffizient
p-Benzochinon y =297,57 x + 2,62 1,0000
Hydrochinon y =276,43 x + 16,37 0,9974
1,2-Dihydroxybenzen y=172,38 x — 24,31 0,9976

3.1.2.3.2Messungen bei dem Potential E= -250 mV

Die Ergebnisse der Messungen bei dem Potential-266 mV kann man aus Abbildung
3.1.10 und 3.1.11 entnehmen. Es ist deutlich zersetass diesmal die Messpunkte fur

Hydrochinon und p-Benzochinon nicht zusammen lieg@nGegensatz zu den Ergebnissen
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bei Messungen mit einem Potential von -150 mV érm&En bei den Messungen mit einem

Potential von -250 mV ein besseres Signal-Konzéotraverhaltnis fir Hydrochinon.

350 -

300 4
250 4 i
200 1
150 4

100 4

Konzentration [mM]

50 1

O L] L] L]
0,00 0,25 0,50 0,75

Flache [AU]

& p-Benzochinon Hydrochinon =——Kalibriergerade 1,2-Dihydroxybenzen

Abbildung 3.1.10Dreipunktkalibrierung von p-Benzochinon und Hydrimcin

Potential von E =028V, Puffer: Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5
Stellt man nun die Messungen von 1,2-Dihydroxybanmed p-Benzochinon bei einem
Potential von -250 mV gegenlber, so ist auch hias deringere Signalintensitat der
vermessenen 1,2-Dihydroxybenzen-Proben wie beiMiessungen bei einem Potential von -
150 mV sichtbar (siehe 3.1.11).
Bei einem Vergleich der relativen Standardabweigemn sind die deutlich hdheren
Abweichungen bei p-Benzochinon und 1,2-Dihydroxytesn auffallig. Der Wert der
kleinsten Konzentration der 1,2-DihydroxybenzenkRraeveist sogar eine Abweichung von
fast 60% auf. Im Gegensatz dazu hat bei den p-Bémzon-Proben die mittlere
Konzentration mit 42% die hochste Abweichung. Deegenpitber stehen relativ geringe
Standardabweichungen bei Hydrochinon.
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Abbildung 3.1.11Dreipunktkalibrierung von p-Benzochinon und 1,2-@ihoxybenzen
Potential von E = -250 mV; Puffer: Citrat-Ruf0,1 M, pH 5

Tabelle 11Vergleich der relativen Standardabweichungen bessvegen mit einem Potential von -250 mV

relative Standardabweichung (-250 mV)
Konzentration 1,2-
[mM] p-Benzochinon Hydrochinon Dihydroxybenzen
0,25 3,97% 0,14% 59,66%
0,50 42,05% 4,22% 0,53%
0,75 17,32% 1,83% 3,27%

Die hohen Standardabweichungen spiegeln sich auden Korrelationskoeffizienten wider.
Wahrend der Korrelationskoeffizient fur die Hydraadn-Messungen mit 0,9999 sehr gut ist,
ist der Korrelationskoeffizient fir die p-Benzocbim und 1,2-Dihydroxybenzen-Messungen
mit je 0,9802 gering.

Tabelle 12Vergleich der Kalibriergeradenfunktionen und Koat@nskoeffizienten bei Messungen mit einem
Potential von -250 mV

Substanz Funktion der Kalibriergeraden Korrelations koeffizient
p-Benzochinon y =398,53 x-17,61 0,9802
Hydrochinon y = 424,02 x — 38,94 0,9999
1,2-Dihydroxybenzen y = 145,26 x — 10,76 0,9802
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3.1.2.3.3Vergleich der Messergebnisse bei unterschiedlicliotentialen

Um eine Aussage daruber zu erhalten, bei welchetenBal die nachfolgenden Messungen
durchgefuhrt werden sollen, werden die in 3.1.208H 3.1.2.3.2 ermittelten Ergebnisse
miteinander verglichen.

Es erfolgt der Vergleich der Standardabweichungkem, Korrelationskoeffizienten und der
Signal-/Konzentrationsverhaltnisse bzw. der Empiomteiten.

Die Standardabweichungen der Messungen bei eingent®d von -250 mV liegen, mit
Ausnahme von Hydrochinon, deutlich hoher. Auffabigd aber die Standardabweichungen
von Hydrochinon fur die Konzentrationen 0,25 mM ud® mM bei den Messungen bei
einem Potential von -150 mV, die den Standardaliweigen ahnlich denen der Messungen
bei einem Potential von -250 mV sind.

Bei den Messungen mit dem kleineren Potential siiedKorrelationskoeffizienten deutlich
besser als bei den Messungen mit dem grolRerentRht&o ist der Korrelationskoeffizient
fur p-Benzochinon 1,0000, was darauf schlieRent,l@@sss das elektrochemische System
optimal eingestellt ist.

Untersucht man nun noch die Verdnderung der Emipfhmckiten bei den verschiedenen
Potentialen (Vergleich der einzelnen Steigungenkddibriergeraden, siehe Tabelle 13), so
erkennt man, dass die Unterschiede in der Emptihkiéit teilweise sehr grof3 sind. Wahrend
bei p-Benzochinon und Hydrochinon bei Vergré3erdag absoluten Potentials die Steigung
der Kalibriergerade ebenfalls groRer wird, so st der Testsubstanz 1,2-Dihydroxybenzen

genau das Gegenteil der Fall.

Tabelle 13Vergleich der einzelnen Steigungen der Kalibrieagen

p- 1,2-
Potential Benzochinon Hydrochinon Dihydroxybenzen
-150 mV | 297,5694918 276,42725 172,38352
-250 mV | 398,5313744 424,01571 145,26239

Aufgrund der besseren Korrelationskoeffizienterr, gleringeren Standardabweichungen und
der Verbesserung der Empfindlichkeit des 1,2-Dibyglbenzens bei niedrigerem Potential,

wird in den folgenden Versuchen ein Potential viB0-mV an die Elektroden angelegt.

3.1.2.4 Amperometrische Messungen

Es wurden die Substanzen Hydrochinon, 1,2-Dihydoexygen, Gallussaure, Kaffeesaure und

DL-DOPA vermessen. Diese Substanzen wurden gewdldt, sie als Beispiele fur
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3. Ergebnisse

Substanzklasse verwendet werden kénnen. Dabei wuryelrochinon und 1,2-
Dihydroxybenzen fur die Substanzklasse der Diphenarwendet, Gallussaure fir die
Substanzklasse der Benzoesaurederivate, Kaffeesdiire die Substanzklasse der
Zimtsaurederivate und DL-DOPA fir die Substanzidadsr Aminosauren. Allen gemein ist,
dass die Substanzen jeweils mindestens zwei Hydrappen aufweisen. Um eine statistisch
relevante Aussage machen zu kénnen, wurden dieleerz Konzentrationen jeweils dreifach
bestimmt. Des Weiteren wurden mindestens Funf-RKakbrierungen durchgefuhrt.

Aus den in 3.1.2.3. ermittelten Daten ergibt sitiss die Versuche mit einem Potential von
E= -150 mV vorgenommen wurden. Dabei wurde eineABlaeitselektrode verwendet. Alle

Substanzen sind in Citrat-Puffer, der auch ald3rtigtel dient, gelést worden.

3.1.2.5 Amperometrische Messung von Hydrochinon

In Abbildung 3.1.12 ist die Messreihe fur Hydroamnabgebildet. Es handelt sich hierbei um
eine Sechs-Punkt-Kalibrierung. Wie man erkennen nkagibt es einen linearen
Zusammenhang in einem Konzentrationsbereich vob ;M bis 1,00 mM. Dies spiegelt
sich auch in dem Korrelationskoeffizienten von @@9wieder (siehe Abbildung 3.1.13).
Man erreicht bei einer Konzentration von 1,00 migeh ein Plateau, bei dem keine lineare
Abhangigkeit zwischen Flache und Konzentration ngdgeben ist. Die Nachweisgrenze fur
Hydrochinon betragt 0,062 mM, die Bestimmungsgremstragt 0,199 mM (berechnet nach
DIN 32645).
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Abbildung 3.1.12Messreihe von Hydrochinon bei einem Potential venE50 mV
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Abbildung 3.1.13Kalibriergerade von Hydrochinon bei einem Potent@t E= -150 mV
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3.1.2.6 Amperometrische Messung von 1,2-Dihydroxybenzen

In der Messreihe mit dem Substrat 1,2-Dihydroxyleengibt es zwei Auffalligkeiten (siehe
Abbildung 3.1.14). Zum einen ist die Standardabiweng sehr gering. Zum anderen scheint
es in dem Bereich zwischen 0,05 mM und 0,75 mM reisggmoiden Verlauf der
Kalibrierfunktion zu geben. Jedoch entsprechenkdiezentrationen zwischen 0,75 mM und
1,25 mM nicht dem erwartenden Verlauf einer sigrani&urve. Die Nachweisgrenze betragt
0,139 mM und die Bestimmungsgrenze betragt 0,414 Méigleicht man die Steigung der
Regressionsgeraden und damit die Empfindlichkeigrkennt man, dass wider erwarten das

System auf 1,2-Dihydroxybenzen empfindlicher redgits auf Hydrochinon.

250 -1

200 4 .

™

150 4

L\ ]

100 4

Flache [AU]

50 -

-50 4
Konzentration [mM]
Abbildung 3.1.14 Sieben-Punkt-Kalibriergerade von 1,2-Dihydroxybenkei einem Potential E= -150 mV
Puffer: Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5; Konzentrationger Mess-Losungen: 0,05 mM, 0,10 mM,

0,25 mM, 0,50 mM, 0,75 mM, 1,00 mM und 1,25 niMeifachbestimmung der einzelnen
Messpunkte

3.1.2.7 Amperometrische Messung von Gallussaure

FiUr die Substanz Gallussaure wurden Bestimmungelanzentrationsbereich von 0,5 mM
bis 2,5 mM vorgenommen (Abbildung 3.1.15), da imnEentrationsbereich unter 0,5 mM
kein Signal im Elektropherogramm mehr zu erkenrsn ©@bwohl die Kurve im unteren
Konzentrationsbereich abflacht, erhalt man einemréationskoeffizient von 0,9921. Dies
spiegelt auch die Regressionsgerade wieder, di€&s@gensatz zur 1,2-Dihydroxybenzen-

Regressionsgeraden durch alle Punkte der Kalihneekgeht. Auffallig im Vergleich zu 1,2-
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Dihydroxybenzen und Hydrochinon ist, dass bei selmnzentration die daraus resultierende
Flache bei Gallussdure deutlich kleiner ist. Da s@sh bei Gallussaure um eine
Trihydroxybenzoesdure im Vergleich zu den Dihydmhxgnyl-Derivaten 1,2-
Dihydroxybenzen und Hydrochinon handelt ist diegramit der Substratspezifitdt des
Enzyms Laccase zu erklaren. Daraus resultieren digclieutlich hohere Nachweisgrenze
von 0,455 mM und die Bestimmungsgrenze von 1,265 .mNeben der hohen
Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze fallt vorratiee geringe Empfindlichkeit auf. Sie
ist die geringste im Vergleich aller Testsubstanzen

Flache [AU]
D
.

'\

0 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,25 2,50
Konzentration [mM]
Abbildung 3.1.15 Sechs-Punkt-Kalibriergerade von Gallussaure ba&meiRotential von E= -150 mV

Puffer: Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5; Konzentrationger Mess-Losungen: 0, 5 mM, 0,75 mM
1,0 mM, 1,25 mM; 1,75 mM und 2,5 mM; Dreifachbestiomg der einzelnen Messpunkte

3.1.2.8 Amperometrische Messung von Kaffeesaure

Vergleicht man die Nachweis- und Bestimmungsgremaa Gallussaure (3.1.2.7) und
Kaffeesaure, das ein Zimtsaurederivat darstelltsiad in diesem Fall die Nachweisgrenze
mit 0,675 mM und die Bestimmungsgrenze mit 1,566 beMKaffeesdure nochmals deutlich
hoher als bei Gallussaure. Aus diesem Grund ist kleinste Konzentration der
Kalibriergeraden fur Kaffeesaure 1,00 mM (siehe ikhing 3.1.16). Im Gegensatz zur
Gallussaure lasst sich Kaffeesaure bis zu einez&aination von 3,00 mM in einem linearen
Bereich detektieren. Der Korrelationskoeffizient dRegressionsgeraden betragt 0,9972. Im
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Vergleich zur Gallussaure ist die Empfindlichkeait einen Faktor 3,2 wieder deutlich besser,

auch wenn sie immer noch deutlich geringer isbalHydrochinon.
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0,00 025 050 075 100 125 150 1,75 200 225 250 2,75 3,00
Konzentration [mM]
Abbildung 3.1.16 Fiinf-Punkt-Kalibriergerade von Kaffeesaure bei mirfgotential von E= -150 mV

Puffer: Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5; Konzentrationder Lésungen: 1,0 mM, 1,25 mM,
1,75 mM, 2,50 mM und 3,00 mM; Dreifachbestimmuigg einzelnen Messpunkte

3.1.2.9 Amperometrische Messung von DL-DOPA

Im Vergleich zur Benzoesaure und Kaffeesaure steih bei DL-DOPA fest, dass das
Messsystem die Substanz deutlich empfindlicherktiet¢ (Abbildung 3.1.17). Zwar ist die
Empfindlichkeit deutlich geringer als bei Hydrochim jedoch nur noch um einen Faktor von
ungefahr 5. Damit ist DL-DOPA deutlich empfindlichgetektierbar als die Testsubstanzen
Gallussaure und Kaffeesaure, jedoch nicht so emlpéim detektierbar wie die Testsubstanzen
Hydrochinon und 1,2-Dihydroxybenzen. Die Nachwessge fur DL-DOPA betragt 0,096
mM und die Bestimmungsgrenze betragt 0,292 mM. Dasmd Nachweisgrenze und
Bestimmungsgrenze fir DL-DOPA deutlich kleiner aldlachweisgrenze und
Bestimmungsgrenze von 1,2-Dihydroxybenzen, obwoki &,2-Dihydroxybenzen die
Empfindlichkeit deutlich hoéher ist. Der Korrelatskoeffizient der Regressionsgeraden
betragt 0,9985. Jedoch lasst sich ein sigmoidevéwrerlauf der Kalibrierkurve erkennen.
Der Arbeitsbereich des Messsystems fir DL-DOPAtsdich deshalb zwischen 0,10 mM
und 1,00 mM befindet.
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Abbildung 3.1.17 Sechs-Punkt-Kalibriergerade von DL-DOPA bei einesteRtial von E= -150 mV
Puffer: Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5; Konzeationen der Mess-Ldsungen:
0,10 mM, 0,25 mM, 0,50 mM, 0,75 mM, 1,00 mMduh 25 mM;
Dreifachbestimmung der einzelnen Messpunkte

3.1.2.10Beobachtungen zur NHS-HiTrap-Kartusche

Nach den Messungen mit den einzelnen Substanzenirsider Enzymkartusche deutliche
Verfarbungen zu sehen. Dies bedeutet, dass diarde&nen Produkte in der Enzymkartusche
polymerisieren, was jedoch anscheinend keinen vegatEffekt auf die Aktivitat des
Enzyms hat. Die verschiedenen Kalibriergeradenerekgine gravierenden Abweichungen.
In Abbildung 3.1.18 sind exemplarisch drei Kartusthotografiert worden.

Von links nach rechts:

- eine neue, noch nicht benutzte Kartusche

- eine Kartusche, mit der Hydrochinon vermesserdewiist

- eine Kartusche, mit der Kaffeesaure vermesseudevoist
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Abbildung 3.1.18Drei HiTrap*-Kartuschen
Links: neue, unbenutzte HiTr&Kartusche; Mitte: mit Laccase immobilisierte Karthe
nach Messungen mit Hydrochinon; Rechts: mit Laedasnobilisierte Kartusche nach
Messungen mit Kaffeesaure

3.1.2.11Substratspezifitat des immobilisierten Enzyms Lasea

Aufgrund der Substratspezifitat des Enzyms kommt zas deutlich unterschiedlichen

Empfindlichkeiten gegeniber einzelnen SubstanzeabeDfallt auf, dass das Enzym die
geringste Aktivitat gegentber den Substanzen Gasilluge und Kaffeesdure aufweist. Dies
verdeutlicht Abbildung 3.1.19.
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Abbildung 3.1.19Unterschiedliche Flachen berechnet aus den Peakslektropherogramme der
verschiedenen Testsubstanzen

3.1.3 Versuche mit Polylactiden

3.1.3.1 Loéslichkeit von verschiedenen Polylactiden

Um festzustellen, welches der zur Verfigung stebenBLAs das geeignete ist, wurden
zuerst Losungsversuche mit unterschiedlichen Lésmitteln unternommen (siehe Tabelle
14). Bei der Auswahl der Loésungsmittel wurde besosdberiicksichtigt, inwieweit das

Losungsmittel die Enzyme inaktivieren kann. Dabellt® sich heraus, dass sowohl 1,4-
Dioxan wie auch Dichlormethan und NMP geeigneteun@smittel sein kdnnen, bei denen
das Enzym seine Aktivitdt am wenigsten verliertigl@2000].

Eine sehr gute Loslichkeit von ,Resomer R203S* yRésomer R202S* gibt es mit allen

Losungsmitteln (siehe Tabelle 9), fur das fastrgeht I6sliche ,Resomer L206S* bietet sich
nur Dichlormethan an. Das Biomer-PLLA ist in Dichhethan sehr gut I6slich. Eine gute
Loslichkeit ist noch mit 1,4-Dioxan und NMP gegebBie Loslichkeit des jeweiligen PLAS

wurde nur mit der Reinsubstanz getestet.
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Tabelle 14Unterschiedliche Léslichkeit von verschiedenen Ratyden in Lésungsmitteln
++ = sehr gut 16slich; + = gutllél; +/- = schwach I8slich; - = nicht I8slich

Resomer ® Resomer ® Resomer ® Biomer
R 203 S R 202 S L 206 S PLLA
1,4-Dioxan ++ ++ - +
Ethylacetat ++ ++ - -
Aceton ++ ++ - -
DMSO ++ ++ +/- -
NMP ++ ++ +/- +
Dichlormethan ++ ++ + ++

In Abbildung 3.1.20 ist exemplarisch PLA nach dermopcknen dargestellt. Man kann
deutliche Locher erkennen, die durch das AbdamgésnLosungsmittels entstanden sind. Bei
der relativ planen Flache handelt es sich um ditetdrite des PLAs, die bei der Trocknung

auf eine Oberflache aufgegeben wurde.

Abbildung 3.1.20

Aufnahme von PLA bei einer 1facher
VergréBerung und Auflicht. Aufnahme vodel
Unterseite. Deutlich erkennbar sind die durch
Trocknung entstandenen Blasen

3.1.3.2 Herstellung eines Polymerfilms auf der Elektrodenatilache

Da neben dem Polymer und dem Losungsmittel zusktziur Herstellung eines elektrisch
leitfahigen Polymers (siehe auch 3.1.1.3) eindéleige Substanz benétigt wird, wurde zur
Herstellung eines Polymersfilms auf einer Elektrameerfliche dem PLA-/Losungsmittel-
gemisch Aktivkohle zugefiigt. Des Weiteren wurdermd&emisch Phosphatpuffer als
Simulanz zugesetzt, um die Auswirkungen einer Eddguong auf das Polymergemisch zu

untersuchen.
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L202 Dioxan L202 GEl,

L 203 Dioxan L 203 GEl,

Biomer CHCI,

Abbildung 3.1.21 Aufnahme verschiedener Polylactid/Kohlenstoffmisuiien, die vorher mit Dioxan oder
Dichlormethan gelst worden sind und an der Luftagknet wurden

3.1.3.3 Erhohung der Leitfahigkeit von PLA

PLA ist nicht leitend. Um eine Leitfahigkeit zu aften, muss ein leitender Stoff in das PLA
dotiert werden. Um eine feine Verteilung des laiiem Materials im PLA zu erhalten, wurden
zwei verschiedene Pulver getestet. Zum einen wigdgferpulver verwendet, da Kupfer

einer der besten elektrischen Leitern ist. Die \@rdung sollte das Enzym nicht zu sehr
schadigen, da es sich bei Laccase um ein Enzyr{upier als Kofaktor handelt.

Zum anderen wurde Kohlepulver bzw. Aktivkohle ais weiterer sehr guter elektrischer
Leiter eingesetzt.

Vergleicht man beide Elektropherogramme (Abbild@nt.22), so erkennt man, dass die mit
dem Kupferpulver dotierte PLA-Beschichtung ein h@se Grundrauschen liefert als die
Aktivkohle dotierte PLA-Beschichtung. Da es zu lam signifikanten 1,2-

Dihydroxybenzenpeak an beiden Elektroden kommt, deuraufgrund der besseren
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Moglichkeit zur Verarbeitung und aufgrund des ggeiren Grundrauschens die Kohlenstoff-

Dotierung bevorzugt.
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Abbildung 3.1.22 Messung mit einer GC-Elektrode
Die mit kupferdotiertem PLA bzw. mit aktivkohledettem PLA beschichtet worden.is
Testsubstanz: 10 mM 1,2-Dihydroxybenzen in Citraffér 0,1 M pH 5; Potential E = 800
mV

3.1.3.4 Vergleich Platin- und Glassy-Carbon-Elektrode

Da es fur das bestehende Wall-Jet-Zellen-Systenschimdene Materialien fir die

Arbeitselektrode gibt, wurde in diesem Versuch dnatin-Arbeitselektrode mit einer GC-

Arbeitselektrode verglichen. Dabei wurden beidekEtglen mit einem PLA beschichtet,

welchem vorab Aktivkohl zugesetzt worden war.

Wie sich in Abbildung 3.1.23 erkennen lasst, erh@dn mit der GC-Elektrode ein deutliches
Signal fur 1,2-Dihydroxybenzen, wahrend mit dertiRt&lektrode kein Peak zu erkennen ist.
Daraus ergibt sich, dass mit der GC-Elektrode wgdtarbeitet wurde.
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Abbildung 3.1.23 Messung mit einer Platin- und GC-Elektrode
Die Elektroden sind mit Aktivkohle dotiertem PLAdwmhichtet worden ist. Substanz: 10 mM
1,2-Dihydroxybenzen in Citrat-Puffer 0,1 M pH 5ptBntial E = 800 mV

3.1.3.5 Uberprifung der Linearitat mittels Referenzsubstanz

Zur Uberprifung der Linearitit des Systems wurdene eil,2-Dihydroxybenzen-
Kalibriergerade mit einem Konzentrationsbereich \&6 — 10,0 mM vermessen. Dabei
handelt es sich um eine Vier-Punkt-Kalibriergerade.

Wie in Abbildung 3.1.24 zu erkennen ist, gibt aseei linearen Zusammenhang zwischen der
erhaltenen Flache und der Konzentration. Der Kati@hskoeffizient betragt 0,9941. Damit

ist es mit dem Testsystem maglich, die nachsteisiare durchzuftihren.
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Abbildung 3.1.24 Vier-Punkt-Kalibriergerade von 1,2-Dihydroxybenzesi einem Potential von E = 800 mV
Puffer: Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5; Konzentien der Mess-Ldsungen:
2,5 mM; 5,0 mM; 7,5 mM; 10,0 mM; Dreifactstienmung

3.1.4 Messungen PLA-beschichteter Enzym-Elektroden

3.1.4.1 Messungen mit beschichteter Elektrode und Enzymksaithe

Bevor die Immobilisierung des Enzyms direkt auf didbeitselektrode erfolgte, wurde ein
weiterer Vortest durchgefuhrt. Dabei wurde eine Alitivkohle dotierte PLA beschichtete
Elektrode als Arbeitselektrode verwendet und vorr d&all-Jet-Zelle erneut eine
Enzymkartusche in die FlieBinjektionsanlage eingeb&uch in diesem Fall wird die
Linearitat des Systems getestet. Da das Enzym ljegioe hohere Empfindlichkeit gegentber
Hydrochinon als gegen 1,2-Dihydroxybenzen hat, wurddiesem Test als Probensubstanz

Hydrochinon verwendet.
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Abbildung 3.1.25Vier-Punkt-Kalibriergerade von Hydrochinon bei eam@otential von E = -800 mV
Puffer: Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5; Konzentoaten der Mess-Ldsungen:
2,5 mM; 5,0 mM; 7,5 mM; 10,0 mM; Dreifachbesthung

Wie man aus Abbildung 3.1.25 erkennen kann, gibteggn sigmoiden Verlauf der
Kalibriergeraden. Ebenfalls fallen die groRen Staddbweichungen auf. Das die Messungen
bei einem negativen Potential vermessen worden, @rthlt man einen negativen Peak.
Durch die Berechnung der Flachen erhdlt man wiepesitive Werte, die in der

Kalibriergeraden dargestellt sind.

3.1.4.2 Puffersysteme flr Laccase

Zur Vermeidung von grol3eren Verlusten der Laccasgde die Laccase nicht direkt der
Polymer-Mischung zugefiigt, sondern in geléster Farm eine Hydrathille um das Enzym
zu erhalten. Zur Lésung der Laccase wurde sowahCiteat-Puffer verwendet, das auch als
Laufmittel diente, sowie ein Phosphat-Puffer miteen pH von 7,2 und einer Konzentration
von 0,07 M.
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Abbildung 3.1.26 Messung einer 1,2-Dihydroxybenzen-Lésung c= 10 mMearschiedene Puffer
Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5 und Phosphat-Puffer O\M,7pH 7,2; Verwendung einer GC-
Elektrode; Potential E= 200 mV; Zusammensetzungradgmers: Aktivkohle: 25 mg; PLA
125 mg geldst in 1 ml Dichlormethan; Laccase-L@gm 5 mg Laccase in 1 ml Puffer
gelost

Wie man deutlich in Abbildung 3.126 erkennen kagibf es fir die in Citrat-Puffer geltste
Laccase einen deutlich positiven Peak. Bei derhosphat-Puffer geldsten Laccase erhalt
man hingegen im Vergleich einen schwachen negativeak. Da jedoch nach den
Ergebnissen der vorangegangenen Versuche ein weg®eak erwartet worden ist, wurde

mit der in Phosphat-Puffer geldsten Laccase wedtattpitet.

3.1.4.3 Cyclische Voltammetrie

Mit Hilfe der cyclischen Voltammetrie ist es modglic qualitative Aussagen Uber
elektrochemische Vorgange zu erhalten. Betrachtt mun Abbildung 3.1.27, so erkennt
man einen Oxidations-Peak bei 280 mV und den dagel®rigen Reduktions-Peak bei -10
mV. Daraus ergibt sich, dass die zukunftigen Megsaralle bei einem Potential von E = 280

mV vermessen worden sind.
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Abbildung 3.1.27Cyclisches Voltammogramm von Hydrochinon
Arbeitselektrode GC-Elektrode mit Polymer/Lace8sschichtung

3.1.4.4 Tests mit verschiedenen Polymer-Zusammensetzungen

Da es sich bei dem Polymer nicht um eine Einzelkamepte handelt, sondern um ein
Gemisch aus verschiedenen Stoffen (Basis: PLA gaib®ichlormethan, Dotierung von
Aktivkohle und Zugabe einer Laccase-Ldsung besigtars geléstem Enzym in Phosphat-
Puffer), wurden verschiedene Zusammensetzungeneibzelnen Komponenten getestet.
Dabei wurden nur die Mengen an PLA und Aktivkoheréandert, wahrend die Zugabe der
Laccase-Losung und des Ldsungsmittels gleich dadatigst. Als Lésungsmitteln wurden
NMP, 1,4-Dioxan und Dichlormethan verwendet.

Es wurden Testmischungen mit den PLAs ,Resomer B &0 ,Resomer R 202 S* und
Biomer untersucht. Da das PLA ,Resomer L 206 S‘lexdite Losungseigenschaften hat,
wurde es bei diesen Versuchen nicht mehr bertdigich

In Tabelle 15 wurden die beiden Resomer-PLAs nateder verglichen. Dabei ist in diesem
Fall die Zusammensetzung von PLA und Aktivkohleidiegeblieben. Verandert wurde das

Lésungsmittel. Es wurde zum einen Dichlormethamesdet, zum anderen 1,4-Dioxan.
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Tabelle 1 Vergleich von ,Resomer R 202 S* und ,Resomer R &I3mit verschiedenen Ldsungsmitteln;

FlieRinjektionanalyse von Hydrochinon; Potential 280 mV, Arbeitselektrode: GC-Elektrode;
FlielBmittel: Citrat-Puffer, 0,1 M, pH 5

Probe | Probe I Probe Il Probe IV
PLA Resomer Resomer Resomer Resomer
R 203 S R 203 S R202 S R202 S
200 mg 200 mg 200 mg 200 mg
Aktivkohle 100 mg 100 mg 100 mg 100 mg
1,4-Dioxan 1mL ImL
Dichlormethan 1mL ImL
Laccase: 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL
5mg/mL Puffer
Detektion von Hydrochinon - - - -

Wie man erkennt, war es bei diesen Zusammensetaunight moglich, Hydrochinon zu

detektieren. Aus diesem Grund wurden die Zusamnteunsgen nicht weiter bertcksichtigt.

Tabelle 2 Vergleich von verschiedenen Biomer-PLA Zusammensgfen; Messungen mit einer GC-
Arbeitselektrode; + = Detektion moglich; -- = Detiek nicht méglich

Probe V VI VI VI IX X XI Xli Xl | XIv
PLA [mg] 100 75 75 50 50 125 125 150 150 | 150
Aktivkohle [mg] 25 25 50 25 25 25 50 100 25 50
Dichlormethan 1 1 1 NMP 1 1 1 1 1 1
[m] 1mL

Laccase-Ldsung 200 200 200 200 200 200 200 200 200 | 200
[uL]

Detektion von + + -- -- Nicht + -- -- + --
Hydrochinon getestet

In Tabelle 16 sind verschiedene Biomer-PLA-Zusanse&aungen getestet worden. Auffallig
ist, dass bei allen Proben, mit denen es mogliah Mydrochinon zu detektieren, die Menge
an Aktivkohle gleich ist. Eine zu hohe AktivkohlesKzentration bewirkte, dass die

Adhé&sionskrafte zwischen Beschichtung und Elektmoidat stark genug waren, so dass die
Beschichtung nicht an der Arbeitselektrode haftébb
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Tabelle 17Vergleich von verschiedenen Resomer-PLA Zusammemsgen; Messungen mit einer
GC-Arbeitselektrode; + = Adhasion, -- = kefahasion

Probe I Il 11 v Y, VI
PLA R 203 S R 203 S R 203 S R 202 S R 202 S R 202 S
PLA [mg] 100 75 150 100 75 150
Aktivkohle [mg] 50 25 25 50 25 25
Dichlormethan 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Laccase Lésung 200 200 200 200 200 200
[uL]
Adhésion der -- -- -- -- -- --
Beschichtung

Zur Uberprifung, ob die mit dem Biomer-PLA eingeten Zusammensetzungen auf die
Resomer-PLAs Ubertragbar sind, wurden identischeoRer-Zusammensetzungen getestet.
Wie aus Tabelle 17 zu erkennen ist, haben die Res®As auf der GC-Arbeitselektrode
nicht gehaftet.

Vergleicht man die Viskositat der einzelnen Biordeisammensetzungen, so ergibt sich, dass
eine Zusammensetzung mit 125 mg PLA und 25 mg Akhle diejenige ist, die sich am
besten verarbeiten lasst. Dies ist die resultiesei®andardzusammensetzung fur die

nachfolgenden Messungen.

3.1.4.5 Mehrfachmessungen von Hydrochinon

Die Robustheit eines Systems kann man einfachsterpiiifen, indem man mehrer
Messungen einer Substanz mit gleicher Konzentratiorchfiihrt. Dabei sollte sich der
erhaltene Wert nicht oder nur kaum verédndern. BEslevdie Substanz Hydrochinon achtmal
hintereinander vermessen (siehe Abbildung 3.1.Z&bei wird deutlich, dass es eine
Korrelation gibt zwischen Anzahl der Messungen eivter Verringerung der resultierenden
Flachen. Dabei ergibt sich in diesem Beispiel eitidvert der Flache von 1,58 + 0,35 AU.
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Abbildung 3.1.28Zusammenhang zwischen der Anzahl der Messungenlasehichteten
GC-Elektrode mit der Abnahme dichen
Probel6sung: Hydrochinon-L6sung c= 10 mM; Flietehi Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5,
Potential E= 280 mV
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Abbildung 3.1.29Voltammogramme hintereinander durchgefiihrter Megsn
Es ist deutlich die Basislinienveranderung ndem Peak zu erkennen.
Probelésung: Hydrochinon-Lésung c= 1,0 mM; FliekehitCitrat-Puffer 0,1 M, pH 5,
Potential E= 280 mV
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Die Veranderung der Flache resultiert aus eineminkles der Stromstarke der Basislinie,
wie man in Abbildung 3.1.29 erkennen kann. Darassiltierend ergibt sich, dass es mit der
bestehenden Konfiguration keine Méglichkeit gilwbuste Messungen durchzufiihren. Die
Komponente fur diesen Effekt ist das Enzym, da Megen ohne Enzym nur mit der reinen

Beschichtung keine signifikante Anderung der eineglFlachen aufwies.

3.1.4.6 Messungen mit negativen Potentialen

Da die benutzte Konfiguration nicht die gewinsdRtebustheit aufweist, sind verschiedene
Parameter geandert worden. Der erste Parametevedi@ndert worden ist, ist das Potential.
Um zu Uberprifen, ob das System bei negative Ralenteventuell an Robustheit gewinnt,
wurde Potentiale im Bereich zwischen -200 mV ur@ 8/ variiert.

Dabei wurde festgestellt, dass sich die immobitisiePLA-Zusammensetzung bei den
Potentialen von -200 mV, -150 mV, und -100 mV aef &lektrode zersetzt. Bei einem

Potential von -50 mV war jedoch eine Messung vodrdghinon mdglich.

Tabelle 3 Vergleich von verschiedenen negativen PotentiaRrobelosung: Hydrochinon-Lésung c= 1 mM;
FlieBmittel: Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5; + = Messungglich bzw. Adhasion der Beschichtung der

Elektrode; -- = keine Messung mdglich bzw. keirghAsion der Beschichtung
Potential Potential Potential Potential
E=-200 mV E=-150 mV E=-100 mV E=-50 mV
IAdhasion der -- -- -- +

Beschichtung

Detektion von -- - - +
Hydrochinon

Wie zu erwarten war, haben die Peaks im Vergleicpasitiven Potentialen die umgekehrte
Orientierung. Zur Verdeutlichung siehe Abbildund.30. Auffallig ist, dass es bei der mit

Laccase beschichteten Elektrode ein grol3eres Gauschnen als bei der ohne Laccase
beschichteten Elektrode gibt. Jedoch ist das Gawsidbhen so klein, dass es maoglich ist,

Proben im Bereich von 100 uM zu vermessen.
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Abbildung 3.1.30 Messung bei einem Potential von E= -50 mV
Es wird eine Beschichtung mit Laccase und eine lidebtung ohne Laccase auf derselben
GC-Elektrode vermessen. Probeldsung: Hydrochinosuhg c= 0,1 mM; FlieRBmittel: Citrat-
Puffer 0,1 M, pH 5

Um die Robustheit dieser Konfiguration zu Uberpniifgurden mehrere Messungen mit einer
Hydrochinon-L6sung (c = 1 mM) vermessen. Wie beivadwherigen Konfiguration korreliert
die Anzahl der Messungen mit der Abnahme der Flésiebe Abbildung 3.1.31). Dabei sinkt
die ermittelte Flache auf bis zu 62,5 % der Ausgflaghe ab.

Daraus resultierend wurde diese Anderung der Kandigon nicht mehr weiter
bertcksichtigt.
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Abbildung 3.1.31Messung einer 1 mM Hydrochinon-Lésung bei einerte®al von E = -50 mV.
Die Messungen erfolgten in einem Abstand von jswid Minuten (dies entspricht die Zeit
eines Laufes).

3.1.4.7 Verwendung von nicht konservierten FlieBmitteln

Zur Stabilisierung der Puffer wurde jeweils 0,1 %idmersal verwendet, da es sonst nach
kurzer Zeit zur Schimmelbildung in den Vorratsgefdlkam. Es wurde Uberprift, ob der
konservierte Puffer einen Einfluss auf das MelRsyskat. Daflr wurden unkonservierte
Puffer hergestellt und vermessen. Es konnte festifesverden, dass Thiomersal einen

Einfluss auf das Mel3system hat.

Na O e) Abbildung 3.1.32
2 Thiomersal, auch Merfamin

Vergleicht man die Flachen der in Abbildung 3.1d&&8gestellten Peaks, so stellt man fest,
dass die Flache bei der Messung mit dem unkonstri&lie3mittel um fasst 700 % groRRer
ist als die Flache bei der Messung mit konservmerdie3mittel (Flache unkonserviert 3,588
AU; Flache konserviert: 0,513 AU).
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Abbildung 3.1.33 Messung bei einem Potential von E= 280 mV
Es wird eine Beschichtung mit Laccase auf derset®@rElektrode vermessen. Probeldsung:
Hydrochinon-L6sung c= 0,1 mM; FlieBmittel: Citratfier 0,1 M, pH 5, konserviert mit
0,2 % Thiomersal/Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5, unkongert

3.1.4.8 Verwendung von Emulgatoren zur Stabilisierung deL R-Zusammensetzung

Da es bei den Testgemischen mit der Zeit zu Pha&sening gekommen ist (es war deutlich
eine Phase mit Aktivkohle und eine Phase ohne Ré&tile zu erkennen), wurde versucht, die
Stabilitat der Emulsion mit Emulgatoren zu erhohes.wurden Tests mit den Emulgatoren
,Tween 26™, ,Span 46*, ,Span 60 und ,Span 68* durchgeftihrt.

Obwohl die Emulsion stabilisiert wurde und es zeinkn Phasentrennung mehr kam, hat dies
keinen positiven Effekt auf die Messergebnisse geh&ie in Abbildung 3.1.34 beispielhaft
hervorgeht, kommt es zu einem deutlichen RausclenBasislinie. Aus diesem Grund

wurden Emulgatoren nicht weiter verwendet.
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Abbildung 3.1.34Zwei Messungen von Hydrochinon c= 10 mM mit dem Eyator Span 49
FlieBmittel: Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5, Potal E= 280 mV, GC-Elektrode

3.1.4.9 Verwendung von Carbon Nanotubes anstelle von Akatile

Anstelle von Aktivkohle wurden in der PLA-Zusammetzaingen MWCNT verwendet. Erste
Messungen wurden ohne Enzym durchgefihrt.
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— Aktivkohle MWCNT

Abbildung 3.1.35Messung einer Hydrochinon-Lésung c= 10 mM
FlieBmittel: Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5, Potentiat 280 mV, GC- Elektrode;
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Probe ohne Enzym

Wie in Abbildung 3.1.35 zu erkennen, ist die Sigtédke der mit Aktivkohle hergestellten
Probe deutlich héher im Vergleich zu der mit MWCN@argestellten Probe.

Um dies auszugleichen wurden die MWCNT funktionalts in dem sie in oxidierendem,
sauerem Milieu fir mehrere Stunden unter Ruckflgskocht wurden. Durch das Kochen
wurden in die MWCNT Hydroxyl-, Carbonyl- und Carlytgruppen eingefuhrt. Des
Weiteren werden die einzelnen MWCNT-R6hren in itu@nge gekurzt.

Aus diesen funktionalisierten MWCNT wurden neue dshtungs-Proben hergestellt, mit
denen eine 10 mM-Hydrochinon-Lésung an verschieddragen vermessen worden ist. Das

Ergebnis ist aus Tabelle 19 zu enthehmen.

Tabelle 4Messungen einer 10 mM Hydrochinon-Lésung mit ebeschichteten GC-Elektrode an
verschiedenen Tagen; fur die Werte 7,7159158595 wurden Ausreif3er-Tests nach
Grubbs vorgenommen; beide Werte sind mitreilahrscheinlichkeit von 95 % keine Ausreil3er;
FlieBmittel: Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5, Potiath E= 280 mV

Datum Flache Mittelwert Standardabweichung
24.01.2007 3,8751 5.011 ng6e
24.01.2007 3,4406
24.01.2007 7,7159
25.01.2007 4,0071 4,0071
26.01.2007 5,1003 3,6042
26.01.2007 2,1081
29.01.2007 16,5595 9.290 5268
29.01.2007 9,3689
29.01.2007 4,3125
29.01.2007 6,9191
30.01.2007 7,9801 7,9801
31.01.2007 5,8610 5,8610

Der berechnete Mittelwert aus allen Tagen betrg§6 5 2,26. Es zeigt sich, dass die
Funktionalisierung der MWCNT eine Verbesserung Bissergebnisse hervorbringt. Aus
diesem Grund wurde eine Hydrochinon-Kalibriergeradg funktionalisierten MWCNT-
Beschichtungen erstellt (siehe Abbildung 3.1.36).

Im Vergleich zu den udbrigen Konzentrationen derbetdsungen ergibt sich bei einer
Konzentration von 10 mM eine grol3e Standardabweighvan erkennt ansatzweise einen

sigmoiden Verlauf der Kurve. Der Korrelationskoe#int der Kalibriergerade betragt 0,9959.
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Abbildung 3.1.36Hydrochinon-Funf-Punkt-Kalibriergerade
Mit einer MWCNT-PLA-Beschichtung funktionalisieionzentration der Hydrochinon-
Lésungen: 1 mM, 2,5 mM, 5 mM, 7,5 mM und 10 mMleAPunkte wurden dreifach
vermessen. FlieBmittel: Citrat-Puffer 0,1 M, pHP®tential E= 280 mV, GC-Elektrode

In vorherigen Versuchen wurde gezeigt, dass dieaAhder Messungen mit einer Abnahme
der erhaltenen Flachen korreliert. Um dies hier @berprifen, wurden von der
Kalibriergeraden die ersten drei Konzentrationenm(¥, 2,5 mM und 5 mM) verglichen
(siehe Abbildung 3.1.37). Die ersten beiden Messungurden an einem Tage durchgefuhrt,
die dritte Messung am nachsten Tag. Im Vergleicderubeiden anderen Konzentrationen ist
bei einer Konzentration von 2,5 mM eine leichte Albme des Signals zu beobachten. Bei
den Konzentrationen von 1 mM und 5 mM erkennt maae kichte Zunahme der Signale bei
der letzten Messung, die erst am darauffolgendendliachgefihrt wurde. Auffallig ist auch,
dass bei der ersten Messung das Signal der 1 mMnAgogroRRer ist als das der 2,5 mM-

LOsung.
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Abbildung 3.1.37Mehrfachmessung von verschiedenen Hydrochinon-Kunagonen
FlieBmittel: Citratsffer 0,1 M, pH 5, Potential E= 280 mV, GC-Elekteod

Es wurde ein erster Lagerstabilitatstest mit eid€r mM Hydrochinon-Probelésung
durchgefuhrt (Abbildung 3.1.38). Die Elektrode wertei einer Temperatur von 4°C im
Kluhlschrank im Lagerpuffer gelagert. Betrachtet mdie Werte, so ergibt sich ein
uneinheitliches Bild. Vergleicht man die ersteni drgge, so ist eine Abnahme der Flachen zu
erkenne.

Vergleicht man die letzten drei Tage, so gibt esde® signifikanten unterschied zwischen
den einzelnen Werten. Im Vergleich zu den ersten Tagen fallt aber auf, dass die letzten
drei Tage signifikant groRere Flache haben. Beachtgden muss, dass es sich bei den
Messungen am 25.01.07, 30.01.07 und 31.01.07 umemBessungen handelt. Tendenziell

lasst sich sagen, dass es keinen grol3en Verlusttantat des Enzyms tber eine Woche gibt.
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Abbildung 3.1.38 Lagerstabilitatstest; Messungen einer 10 mM HydramiLdsung
Potential E= 280 mV; GC-Elektrode; FlieBmittel: i@ttPuffer 0,1 M, pH 5, an dem Tagen
27.01.2007 und 28.01.2007 wurden keine Messungerchdefiihrt; am 25.01.2007,
30.01.2007 und 31.01.2007 wurden nur Einzelbestingan durchgefihrt

3.1.4.10Vergleich von verschiedenen Laccasen

Die in den Tests verwendete Laccase stammt Vommetes versicolor Da es viele
verschiedene Laccase gibt, die unterschiedlich edoazfgt sind und auch unterschiedliche
Molmassen haben, besteht die Méglichkeit, dassrarideccasen in dem bestehenden System
eine hohere Stabilitat, Robustheit und Sensitivitdben. Exemplarisch wurden neben der
Laccase vonTrametes versicolorauch die Laccase vomgaricus bisporusgetestet
(Abbildung 3.1.39). In dem bestehenden System earwieh die Laccase vomrametes
versicolor als die Effektivste. Ebenfalls wurde die MengeErzym in der Enzym-L6sung
erhoht. Dies hatte ebenfalls einen positiven Efeektdie Signalstabilitat und Robustheit des

Systems.
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Abbildung 3.1.39Vergleich der Enzymaktivitdten der Laccasen ¥garicus bisporusind Trametes versicolor
Es wurde eine 10 mM Hydrochinon-Lsg. vermesseffeP. 0,1 M Citrat-Puffer pH 5,0;
Die Messung erfolgten amperometrisch bei einetarRial von 280 mV

3.1.4.11Vergleich von verschiedenen Fliel3mittel

Da die zu verandernden Optionen in der PLA-Zusansetznng fast vollstdndig optimiert
sind, jedoch der Biosensor die erwartete Stabilitdi Robustheit nicht vorwies, wurden
durch die Wahl der Flie3mittel erneut versucht,aben genannten Validierungsparameter zu
verbessern. Da in den ersten Versuchen zur WahFlieBmittels (siehe 3.1.2) neben dem
Citrat-Puffer der verwendete Phosphat-Puffer eimge gempfindlichkeit des Biosensors
ergab, wurde erneut ein Phosphat-Puffer getestieDhandelt es sich um einen Phosphat-
Puffer mit einer Konzentration von 0,1 M und einpi-Wert von 7. Zusatzlich wurde ein
Phosphat-Puffer vermessen, der zusatzlich eine-Ka@ktentration von 0,1 M aufwies. Des
Weiteren wurde dem Citrat-Puffer ebenfalls zuséitz0,1 M NaCl hinzugeflgt.

Wie in Abbildung 3.1.40 zu erkennen ist, erhalt nthe besten Resultate, wenn man als
Lagerpuffer weiterhin den 0,1 M Citratpuffer vervden, aber zur Messung der Probe einen

0,1 M Phosphat-Puffer als Pufferlosung verwendet.
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Abbildung 3.1.40Vergleich der verschiedenen Puffer auf das Detektierhalten des Messsystems
Testsubstanz: 0,2 mM Hydrochinon-L&sung; PideBt=280 mV; Flnfachbestimmung

3.1.4.12Quantitative Bestimmung von Referenzsubstanzen

Aufgrund der Verdnderung des FlieBmittels wurdenneet Messungen mit
Referenzsubstanzen im vorhandenen FIA/Biosensaefydurchgefihrt.

Mit folgenden Parametern erfolgten die Messungen:

FlielBmittel und Losungsmittel fur die Proben: Phegpuffer Il

Arbeitselektrode: GC-Elektrode

Potential: E= 280 mV

Laccase: Trametes versicolor

Die PLA-Probe wurde mit Multi-Walled Carbon Nano#éisbversetzt.

Wurde eine langere Zeit nicht gemessen, so wurdebekchichteten Elektroden im Citrat-
Puffer bei +4°C gelagert.

Die Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrerfadgte nach DIN 32645.

3.1.4.12.1 Quantitative Bestimmung von Hydrochinon

Durch die Verwendung des Phosphat-Puffers und éidlkeeren Laccase-Konzentration ist es

nun maoglich, Hydrochinon in uM Bereich zu detekdie(siehe Abbildung 3.1.41).
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Abbildung 3.1.41Vier-Punkt-Kalibriergerade fir Hydrochinon
Messpunkte: 100 puM, 200 uM, 400 uM und 600 pktjfdch Bestimmungen aller
Messpunkte; GC-Elektrode; Potential E= 280 mN&Fmittel: Phosphat-Puffer 0,1 M, pH 7,
NaCl 0,1 M

Nachdem mit der obigen Vier-Punkt-Kalibriergeradzejgt werden kann, dass das System
mit kleinen Standardabweichungen in kleinen Konagitunsbereichen funktionstiichtig ist,
wurden weitere Kalibriergeraden (siehe Abbildunggri.42 und 3.1.43) erstellt. Zur
Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzeemeirte Kalibriergerade im Bereich
von 12,5 uM bis 200 pM erstellt. Es erfolgte eineeilachbestimmung der Messwerte.
Aufgrund eines Ausreil3ers beim Wert 12,5 puM wurder nur zwei Werte bericksichtigt.
Der Korrelationskoeffizient der Kalibriergeradert 18,9987. Die Kalibriergerade ist im
Bereich von 12,5 uM bis 200 uM linear. Aus der Kekrgeraden errechnen sich ein Wert
fur die Nachweisgrenze von 15,06 uM und ein Wertd& Bestimmungsgrenze von 45,17
MM.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine weitere Kaligerade in dem Bereich von 50 uM
bis 600 uM erstellt.
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Abbildung 3.1.42 Sieben-Punkt-Kalibriergerade fiir Hydrochinon
Messpunkte zwischen 12,5 uM und 200 uM; Dreifactibesungen aller Messpunkte; GC-
Elektrode; Potential E= 280 mV; FlieBmittel: PhioapPuffer 0,1 M, pH 7, NaCl 0,1 M

In Abbildung 3.1.43 ist die Funf-Punkt-Kalibriergele dargestellt. Aufgrund der zuvor
erhaltenen Ergebnisse und der damit bewiesenendRabudes Systems wurde hier, wie im
Produktiveinsatz Ublich, eine Einfachbestimmung darzelnen Werte durchgefihrt. Die

Linearitat der Kalibriergeraden ist mit einem Kdateonskoeffizient von 0,9988 gegeben.
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Abbildung 3.1.43Finf-Punkt-Kalibriergerade fiir Hydrochinon
Messpunkte: 50 uM, 100 puM, 200 uM, 400 uM und G0D GC-Elektrode;
Potential E= 280 mV; FlieRmittel: Phosphat-Pufigk M, pH 7, NaCl 0,1 M

Fur diese Funf-Punkt-Kalibrierung wurde erneut diachweis- und Bestimmungsgrenze
berechnet. Es ist eine Nachweisgrenze von 36,71unl eine Bestimmungsgrenze von
110,13 uM ermittelt worden.

3.1.4.12.2 Quantitative Bestimmung von 1,2-Dihydroxybenzen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Bestimmuwnge Hydrochinon robust sind und
sich Hydrochinon und 1,2-Dihydroxybenzen chemischr nn der Position einer
Hydroxygruppe unterscheiden, wurde fir 1,2-Dihygtmenzen direkt eine einfache Sechs-
Punkt-Kalibrierung durchgefiihrt (siehe Abbildundl.34). Der Korrelationskoeffizient der
Geraden ist 0,9993. Die Gerade ist im Messberearh 00 uM bis 1000 uM linear. Die
Nachweisgrenze betragt 40,04 uM und die Bestimngnegze 120,12 uM.
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Abbildung 3.1.44 Sechs-Punkt-Kalibriergerade fir 1,2-Dihydroxybenzen
Messpunkte zwischen 100 uM und 1000 uM; Einfachimstingen aller Messpunkte; GC-
Elektrode; Potential E= 280 mV; FlielRmittel: PhogpRuffer 0,1 M, pH 7, NaCl 0,1 M

3.1.4.12.3 Quantitative Bestimmung von Gallussaure

Die Berechnung der Nachweisgrenze und der Bestigsgrenze erfolgt dber eine Sechs-
Punkt-Kalibriergeraden (Abbildung 3.1.45). Die Masgskte sind dreifach bestimmt worden.
Die Messung erfolgte in einem Bereich zwischen B,18M und 2,000 mM. Der
Korrelationskoeffizient betragt 0,9972. Aus der Bleshe ergeben sich eine Nachweisgrenze

von 0,28 mM und eine Bestimmungsgrenze von 0,86 mM.
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Abbildung 3.1.45 Sechs-Punkt-Kalibriergerade fur Gallussaure
Messpunkte: 0,125 mM, 0,250 mM, 0,500 mM, 1,000 Mis00 mM und 2,000 mM; GC-
Elektrode; Potential E= 280 mV; FlieBmittel: PhioapPuffer 0,1 M, pH 7, NaCl 0,1 M

3.1.4.12.4 Quantitative Bestimmung von Kaffeesaure

Es wurde eine Sechs-Punkt Kalibrierung fur Kaffeesam Konzentrationsbereich zwischen
0,5 mM und 10 mM erstellt (Abbildung 3.1.46). Edodgte eine Dreifach-Bestimmung.

Aufgrund eines Ausreil3ers erfolgte die Berechnumgnmit zwei Werten fur die Bestimmung

von 10 ,0 mM.

Die Gerade hat einen Korrelationskoeffizienten 0¢g8973.

Die Nachweisgrenze hat einen Wert von 1,30 mM umdBestimmungsgrenze hat einen
Wert von 3,98 mM. Auffallig ist die grol3e Standdvdeichung bei den Werten 2,5 mM, 7,5

mM und 10,0 mM im Vergleich zu den anderen Werten.
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Abbildung 3.1.46Kalibriergerade fir Kaffeesaure in dem Konzentraglmereich von 0,5 mM bis 10 mM
GC-Elektrode; Potential E= 280;nFlieBmittel: Phosphat-Puffer 0,1 M, pH 7, NGl M

3.1.4.12.5 Quantitative Bestimmung von DL-DOPA

Die veranderten Parameter (Zusammensetzung degr&ufusammensetzung der PLA-
Paste) brachten nicht den gewlnschten Erfolg beBéstimmung von DL-DOPA. Es war

nicht moglich, Werte in guter Ubereinstimmung ddppew. dreifach zu vermessen. Des
Weiteren war die Linearitat der Messergebnisseémeinem kleinen Bereich von 0,5 mM bis

2,0 mM gegeben.

Der Korrelationskoeffizient der Kalibriergeraderief®e Abbildung 3.1.47) betragt in dem

Bereich von 0,5 mM bis 2,0 mM 0,9916. Da bei diggessreihe ein hohes Grundrauschen
vorhanden war, wurde auf eine Berechnung der Nashwend Bestimmungsgrenze

verzichtet. Stattdessen wurde eine zweite Messiieirenem Bereich von 0,5 mM bis 1,5

mM vermessen (siehe Abbildung 3.1.48). Dabei handsl sich um eine Finf-Punkt-

Kalibrierung, die wieder nur einfach bestimmt wordst.
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Abbildung 3.1.47Kalibriergerade fir DL-DOPA in dem Konzentrationsiieh von 0,5 mM bis 2 mM
GC-Elektrode; Potential E= 280 mV; FlieBmitt@hosphat-Puffer 0,1 M, pH 7, NaCl 0,1 M

Die Gerade hat einen Korrelationskoeffizienten 0¢g8059 und ist somit in dem vermessenen
Bereich linear. Im Vergleich zur ersten Messreiimel die Signale deutlich kleiner, jedoch ist

auch das Grundrauschen deutlich geringer.

0,40 -
0,35 1
0,30 1
0,25 1

0,20

Flache [AU]
‘\

0,15 1

0,10

0,05 1

0,00 v y T T Y 1
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50
Konzentration [mM]

Abbildung 3.1.48Kalibriergerade fur DL-DOPA in dem Konzentrationstieh von 0,5 mM bis 1,5 mM
GC-Elektrode; Potential E= 280 mV; FlieRmittehd3phat-Puffer 0,1 M, pH 7, NaCl 0,1 M
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Deshalb wurde fir diese Kalibriergerade eine Nadbgvenze und Bestimmungrenze
errechnet. Die Nachweisgrenze flr DL-DOPA betrgd20mM und die Bestimmungsgrenze
betragt 0,80 mM.

3.1.4.13Lagerstabilitat

Die Lagerstabilitat der PLA-beschichteten Elektrodeirde mittels Steigung einzelner
Hydrochinon-Kalibriergeraden ermittelt. Die Steigueiner Kalibriergeraden korreliert direkt
mit der Empfindlichkeit des Messsystems, eine gr&leigung entspricht einer hohen

Empfindlichkeit und eine geringe Steigung einelirgggren Empfindlichkeit.
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Abbildung 3.1.49 Lagerstabilitat einer PLA-beschichteten GC-Eleké&rod
Zeitraum: vom 19.07.07 bis zum 10.10.07 (83 TaBs)wurden zur Bestimmung der
Lagerstabilitat die Steigung verschiedener HydnochiKalibriergeraden herangezogen. Die
Elektrode wurde bei +4°C gelagert. Die schwarzea@erzeigt die Tendenz der Steigung.
Obwohl es zum Teil deutliche Ausreil3er gibt (z.Br. 26.07.07), ist die Tendenz eindeutig zu
erkennen, dass die Steigung und damit die Signdiediighkeit abnimmt. Eine weitere
Ausnahme stellen die ersten beiden Tage nach derohitisierung des Enzyms auf der
Elektrode dar, an denen die Steigung deutlich igedrist als an den darauffolgenden

Messungen.
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3.1.5 Amperometrische Detektion von Polyphenolen mi  ttels des Enzyms

Glucoseoxidase

Glucose, Glucoseoxidase und NADH (als Co-Enzym)nele als Puffersystem, um
Polyphenole zu reduzieren. Die reduzierte FormsePayphenols reagiert mit Glucose und
Glucoseoxidase/FAD zur oxidierten Form des Polyplen Gluconolacton und
Glucoseoxidase/FADH(siehe Abbildung 3.1.50Dies fuhrt zu einem Kreislauf, indem das
Signal amplifiziert wird [Vickova et al., 2005]. Umin anderes Enzym-System einsetzen zu
kénnen, welches evtl. stabiler und robuster als wlapriingliche System mit Laccase ist,
wurden deshalb auch Tests mit Glucoseoxidase defichg.

Elektrode PReq+ NAD"

+[mv]

GOX/FADH, + J

Gluconolacton

Abbildung 3.1.50Schematische Darstellung der cyclischen OxidatinasePolyphenols (PP) an einer Elektrode
in zwei unabhangigen Enzymsysteme: NADH und Gludiseoseoxidase (Gox); red =
reduziert, Ox = oxidiert

3.1.5.1 Test von Hydrochinon in TRIS-Puffer

Das Enzym Glucoseoxidase hat ein Aktivitdtsmaxintaneinem pH-Wert von 7. Um diesen
pH-Wert wéhrend den Messungen zu konstant zu haltende ein TRIS-Puffer (TRIS =
Tris(hydroxymethyl)-aminomethargls Fliemittel verwendet. Um eventuelle Stérungen
dem verwendeten Puffer auszuschlie3en, wurden lglestsungen ohne Enzym durchgefihrt.
Dadurch konnen durch den Puffer verursachten Sg@mnm elektrochemischen System
festgestellt werden. Wie in Abbildung 3.1.51 zuesmken ist, sind die erhaltenen Signalpeaks
nicht identisch. Wéhrend der Peak der ersten Megssimer 10 mM Hydrochinon-Losung am
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Signalmaximum steil abfallt, fallt der Peak der #em Messung einer 10 mM Hydrochinon-
Lésung erst nach dem Signalmaximum steil ab. EauBerdem erkennbar, dass der zweite
Peak mit einer Flache von 1339 Einheiten groRealsster erste Peak mit einer Flache von
1216 Einheiten. Da keine biologische Komponenteveedet worden ist, wurde dies nicht so
erwartet. Ohne Stdreinfliisse sollte es zu gleich3gn Signalen der elektrochemischen
Komponente kommen.
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Abbildung 3.1.51 Messung einer 10 mM Hydrochinon-Ldsung
Flielmittel: TRIS-Puffer 0,1 M, pH 7, Potential 280 mV, GC-Elektrode

3.1.5.2 Tests mit immobilisierter Glucoseoxidase auf GC-Eimden.

Zuerst wurde das bestehende Setup der FIA beileehaitd das Enzym Laccase gegen das
Enzym Glucoseoxidase ausgetauscht.

Um im pH-Optimum des Enzyms zu arbeiten, wurdestedle des Citrat-Puffers TRIS-
Puffer mit einem pH-Wert von sieben verwendet. dhérersten Tests wurde ein Potential von
280 mV beibehalten. Man erkennt in Abbildung 3.1ei#n sehr breiten Peak, der wiederum
ein Tailing aufweist. Im Vergleich zu laccasendd&a Beschichtungen, die einen steilen
Anstieg aufweisen, ist der Anstieg hier relativcfia

Da schon bei Messungen ohne Enzymsystem die eltantté/erte um ca. 10 % abweichen,
die Peakgeometrie des Enzymsystems nicht eine ¥seheng erkennen lasst (grol3ere

Tragheit des Systems, was sich aus dem FrontingTailthg ergibt) und ein das System
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insgesamt komplexer geworden ist ohne eine deeth&rbesserung, wurden keine weiteren

Versuche mit dem System Glucoseoxidase/GlucosgiRehol durchgefihrt.
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Abbildung 3.1.52Messung einer 10 mM Hydrochinon-L6sung mit einer-El€ktrode
Beschichtung mit immobilisierter Glucoseoxidaske3mittel: TRIS-Puffer 0,1 M pH 7;
Potential: 280 mV

3.2 TFT-Sensoren mit PLA-Beschichtung

Es wurde versucht, die Beschichtungsstrategie i@rMbkroelektroden auch auf die TFT-
Sensoren anzuwenden. Dabei wurde auf die Erkesetndie mit den Makroelektroden
erhalten worden sind, zurtickgegriffen.

Das groRte Problem bei der Ubertragung der Methatie, fir die Makroelektroden
verwendet worden ist, war das Aufbringen der PLA#ase-Paste auf der Arbeitselektrode
der BVT-Sensoren. Der Durchmesser der Arbeitsaddktrauf dem Sensor betrug nur 1 mm.
Der Abstand zwischen der Arbeitselektrode und d#ésélektrode betrug weniger als 1 mm.
War die PLA-Paste zu viskos, so konnte man sie auéder Arbeitselektrode positionieren,
jedoch bildeten sich durch das verdampfende Dicmétihan Blasen. Dieser Effekt konnte
auch nicht durch Temperaturabsenkung, um ein langsss Abdampfen des Dichlormethans
zu ermoéglichen, verhindert werden.
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War die PLA-Paste noch zu dunnflissig, so verlieflaste auf den Sensoren und bedeckte
nicht nur die Arbeitselektrode, sondern stellteesiiKontakt zur Hilfselektrode her, so dass
diese Sensoren nicht mehr fir Messungen geeignmehwa

Ein verlaufen der PLA-Paste konnte jedoch verhindearden, indem man kleinste Mengen

der PLA-Paste verwendete.

3.2.1 Cyclische Voltammetrie

Zur cyclischen Voltammetrie kamen sowohl BVT-Seesodes Typs AC1.W4.R1 wie auch
AC1.W5.R1 zum Einsatz. Ein cyclisches Voltammograrsnin Abbildung 3.2.1 dargestellt.

Die Messung erfolgte mit einer 1 mM Hydrochinon{edtsung. Es wurde eine Scanrate
von 0,1 V/s verwendet. Erwartet wurde ein Signaldositivem Potential. In diesem Bereich
ist kein Signal zu erkennen. Die Verwendung dess&enAC1.W4.R1 brachte keinen

Unterschied zum unten dargestelltem Voltammogramm.
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Abbildung 3.2.1 Cyclisches Voltammogramm

Probe: 1 mM Hydrochinon in Citrat-Puffer Il pH % 8canrate 0,1 V/s; Messbereich -0,8 V
bis 0,8 V; Sensor AC1.W5.R1; Arbeitselektrode nattase/PLA-Paste beschichtet.

Eine hohe Scanrate kann dazu fuhren, dass der Stmeller durchgefihrt wird, als die
Elektroden-Reaktionen stattfinden. Deshalb wurdevegiteres cyclisches Voltammogramm
erstellt mit einer Scanrate von 0,01 V/s (Abbildi&8.2).
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Abbildung 3.2.2 Cyclisches Voltammogramm

Probe: 1 mM Hydrochinon in Citrat-Puffer 11l pH 5 8canrate 0,01 V/s; Messbereich -0,8 V
bis 0,8 V; Sensor AC1.W5.R1; Arbeitselektrode nattase/PLA-Paste beschichtet.

Da diese Ergebnisse keine Aussagen uber das Asbtatdial zulassen, wurde ein weiteres
Mal ein cyclisches Voltammogramm aufgenommen. UmszaschlieRen, dass die
Konzentration der verwendeten Hydrochinon-Losuradninzu gering flr eine Messung war,
wurde bei einer weiteren Messreihe die Konzentnaties Hydrochinons auf 10 mM erhoht.
Die Scanrate wurde nicht verandert und betrug ¥/81 Wie in Abbildung 3.2.3 dargestellt,
brachte auch die Erhéhung der Hydrochinon-Konzénttaum den Faktor 10 kein
auswertbares Voltammogramm. Da die cyclische Vattatnie mit den BVT-Sensoren
AC1.W4.R1 und AC1.W5.R1 keine eindeutigen Ergelmigferte, wurde auf weitere Tests
verzichtet.
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Abbildung 3.2.3 Cyclisches Voltammogramm

Probe: 10 mM Hydrochinon in Citrat-Puffer Il pHO% Scanrate 0,01 V/s; Messbereich -0,4 V
bis 0,8 V; Sensor AC1.W4.R1; Arbeitselektrode natctase/PLA-Paste beschichtet.

3.2.2 Amperometrie

Obwohl das cyclische Voltammogramm keine Aussager ilas Potentialoptimum liefert,

wurden amperometrische Messungen mit BVT-Sensowveochdefuhrt. Das Potential wurde

auf 280 mV eingestellt, das Optimum, das fur digkhMbelektrode ermittelt worden ist. Die

ersten Messungen mit BVT-Sensoren wurden nicht smcBfluss gemessen, sondern durch
Eintauchen in verschieden Lésungen.

Auch hier kamen sowohl Sensoren des Typs AC1l.W4iRd auch Sensoren des Typs
AC1.W5.R1 zum Einsatz.

In Abbildung 3.2.4 ist eine Messung dargestellt, der der Sensor in zwei verschiedene
Lésungen getaucht wurde. Die Messung im Zeitraum@®ag bis 1800 s fand in Citrat-Puffer

[l statt, in dem Zeitraum von 1800 s bis 3600 sradeueine 1 mM Hydrochinon-L6sung

(Puffer: Citrat-Puffer 1lI) vermessen. Unter Beramhtigung aller vorher erhaltenen

Ergebnisse wurde nach dem Wechsel der Losung dilléi der Stromstarke gegeniber der
Basislinie erwartet. Jedoch stieg die Stromstatkeksan und fiel dann leicht wieder ab

(Bereich 1800 s- 2100 s). In dem Bereich von 210flss3600 s steigt das Signal wieder
langsam an.
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Abbildung 3.2.4 Messung mit Sensor-Typ AC1.W5.R1
0 s — 1800 s: Citrat-Puffer Ill; 1800 s — 3600m¥ Hydrochinon-L&sung in Citrat-Puffer I

Aufgrund der nicht erfolgreichen Messungen mit &andard-PLA-Parametern, wurde eine
neue PLA-Zusammensetzung getestet. Dabei wurd®digge an PLA von 125 mg auf 75
mg gesenkt. Dies hatte zum einem eine geringereosiit der Paste zu Folge, zum Anderen
ein besseres Abdampfverhalten des Dichlormethasmisl@uPaste heraus.

Die Messung mit der so veranderten PLA-Zusammeusgtzist in Abbildung 3.2.5
dargestellt. Dabei wurde der Sensor wahrend dersies in die unterschiedlichen
Messlosungen getaucht.

In den ersten 600 s wurde der Sensor in CitratePliff vermessen, von 600 s — 1200 s wurde
eine 1 mM Hydrochinon-Lésung vermessen, von 12601800 s wurde eine 1 mM 1,2-
Dihydroxybenzen-Lésung vermessen und von 1800400 2 wurde wieder Citrat-Puffer IlI
vermessen.

Im Bereich der Hydrochinon-Lésung ist deutlich, wisvartet, eine negative Signalanderung
zu sehen. Jedoch steigt die Stromstérke nach ddail Aleder an.

Im Vergleich dazu sinkt das Signal bei der Messdag1,2-Dihydroxybenzen-Lésung nicht
so stark ab. Jedoch bleibt dieses Signal relaaivilst

In der letzten Messphase steigt die Stromstarkdevievie erwartet an, jedoch nicht auf den
Wert der ersten Messphase, sondern die Stromstdbeesteigt den Wert der ersten

Messphase noch.
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Abbildung 3.2.5Messung mit Sensor-Typ AC1.W5.R1
0 s — 600 s: Citrat-Puffer Ill; 600 s — 1200 s: Midydrochinon-Lésung in Citrat-Puffer 111,
1200 s — 1800 s: 1 mM 1,2-Dihydroxybenzen-LésunGitnat-Puffer Ill; 1800 s — 2400 s:
Citrat-Puffer Il

Da die unterschiedlichen Beschichtungsstrategien, A-Busammensetzungen und

Messanordnungen zu keinem Ergebnis fuhrte, wurdei ests mit PLA beschichteten TFT-

Sensoren abgebrochen und anderen Immobilisieruagsgien getestet.

3.3 Anderen Beschichtungsstrategien bei TFT-Sensore  n

Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Beschichtuiog VLA auf die Arbeitselektroden der
TFT-Sensoren wurden weitere Beschichtungsstrategiersucht. Dabei wurden die
Photolinker Sulfo-HSAB und FNPA eingesetzt, sowieas d Beschichtungssystem
APTES/GDA.

3.3.1 Vergleich der Beschichtungen APTES, Sulfo-HS AB und FNPA

Zum Vergleich der Beschichtungsstrategien wurdeduit unterschiedlichen TFT-Sensoren

eine 2 mM-Hydrochinon-Lésung (Phosphat-Puffer ¥iymessen.
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Abbildung 3.3.1 Vergleich von unterschiedlichen Beschichtungssgiate
Die Auswertung erfadtber die Flache der Peaks. Es erfolgte eine Diopgtanmung.

Die Auswertung erfolgte Uber die Flache der eringitePeaks in den Elektropherogrammen.
Es ist in Abbildung 3.3.1 zu erkennen, dass diehktic Signalintensitat die Elektroden

erbrachten, deren Laccase mit FNPA beschichtetevurDie Signale sind mehr als finfmal

groer als die Signale der mit APTES beschichtélektroden. Die Signale der mit Sulfo-

HSAB beschichteten Elektroden sind mit 0,19+0,11gedng, dass sie in Abbildung 3.3.1

nicht mehr deutlich dargestellt werden kdnnen.

3.3.2 Beschichtung mit FNPA

Die Beschichtungsstrategie fir FNPA-Beschichtungem Kapitel 2.3.11.2 beschrieben.
Aufgrund der neuen Beschichtungsstrategie wurdén Bésts, die auch schon mit PLA

durchgefuhrt worden sind, erneut durchgefuhrt.

3.3.2.1 Vergleich von verschiedenen Laccasen und BVT-Semsor

Um das Messsystem optimal nutzen zu kdnnen, werdeTest durchgefuhrt, um zwei

Parameter zu prifen. Zum einen wurde gepruft, veelstbeitselektrode der TFT-Sensoren
fur die Beschichtung mit FNPA am geeinigten istnZanderen wurde getestet, welche
Laccase die hochste Aktivitat nach BeschichtungFNPA besitzt. Dazu wurde der ABTS-

Test verwendet.
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Bei den verwendeten TFT-Sensoren handelt es sictsansoren der Firma BVT mit den
Arbeitselektroden Platin (AC1.W2.R1) und Kohlens{@&C1.W4.R1 und AC1.W5.R1)

0,45 -
0,4 1

o

w

&)
'l

’

BAC1.W2.R1
HAC1.W4R1
OAC1.W5.R1

o
N o
o w
| —
|

o

=

(€]
"

’

el DN SRl Sw |

Absorption [AU]
o o
= N

o
N

& S $ o >
& & @& & & K
? © < @ ) N
Q?Q? & & & N

2 O ((\Q‘ > Q‘S\

& S &) .

N ‘5‘ & e :

O & RN & O

N S N >
& N & S
F S & &®
&
Q?‘ (s}(\\ o)é\ Q)@9
& i ¥

Abbildung 3.3.2 Vergleich von verschiedenen Laccasen auf unterglitiieen BVT-Sensoren
AC1.W2.R1: Platin-Arbeitselektrode; AC1.W4.R1 un@AWS5.R1: Kohlenstoff-
Arbeitselektroden; Die Kohlenstoffelektroden untdeiden sich in der Kohlenstoff-
Modifikation.

Die eingesetzten Laccasen stammenTaasnetes versicolo(30,6 U/mg),Agaricus bisporus
(6,3 U/mg) undRhus vernificerg120 U/mg). Wie man in Abbildung 3.3.2 erkennhdsdie
Werte des Blindwertes, der Sensoren ohne Besclnightund der mit FNPA behandelten
Sensoren quasi identisch.

Vergleicht man die mit Enzym beschichteten Sensaerfallt auf, dass die Ergebnisse der
mit Laccase aus Rhus vernificera beschichtetentifldén keinen grofien Unterschied zum
Blindwert aufweisen. Die Absorptionen der mit Laseaus Agaricus bisporus beschichteten
Sensoren sind hingegen mehr als doppelt so grolidigiales Blindwertes. Die hdchsten
Absorptionen liefern die Sensoren, die mit Laccase Trametes versicolor beschichtet
worden sind. Im Vergleich sind die Absorptionswertéir die Sensoren mit
Kohlenstoffelektroden, die mit Laccase aus Trametsicolor beschichtet worden sind
doppelt so gro3 wie die Absorptionswerte der Semsodie mit Laccase aus Agaricus
bisporus beschichtet worden sind. Es fallt dartftieaus auf, dass der Sensor mit Platin-
Arbeitselektrode, welcher mit Laccase aus Trametesicolor beschichtet ist, die grofite
Absorption im Vergleich aller getesteten Systemavaist.
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3. Ergebnisse

3.3.2.2 Verwendung von Glucoseoxidase

Obwohl die unter 3.1.4 ermittelten Ergebnisse fig Makroelektroden keinen Vortell
gegenuber dem Laccase-System erkennen lieRen, vaimdeangzeitversuch mit FNPA-
immobilisierter Glucoseoxidase durchgefuhrt. Dabairde ein Zeitraum von 75 min

gemessen (Abbildung 3.3.3).

_ Glucose 100 mM/
Hydrochinon 2 mM ~, Hydrochinon 0,2 mM

3 307 Glucose/NADH
g Glucose Hydrochinon 2 mM/
g 20 1 Glucose/NADH
£ 15 }
£ 10 -
.
Waschen
O T T T : T T T : T T T : T T T : T T T : T T T : T T T :
0 600 1200 1800 2400 3000 3600 4200

Zeit [s]

Abbildung 3.3.3 Messung einer 0,2 mM Hydrochin-Lésung mit einemddheoxidase-System

Die ersten 15 Minuten wurden bis zur Einstellungesistabilen Drifts auf eine Messung

verzichtet. FlieBmittel: Phosphat-Puffer 0,05 M, p|8; Potential E=800 mV
Nach 15 Minuten (900 s) wurde eine 100 mM Glucoésting vermessen, was aber zur
keiner Signalveranderung fuhrte. Von Minute 27 (182 bis zu Minute 35 (2100 s) wurde
eine 2 mM Hydrochinon-Losung vermessen. Hier i$tadlig, dass sich kein stabiles Plateau
ausbildet, sondern weiterhin ein Drift zu erkenimsnAb Minute 35 bis Minute 42 (2520 s)
wurde eine Kombination aus 100 mM Glucose und OM hiydrochinon vermessen. Im
Vergleich zu vorher vermessenen 2 mM Hydrochinosund erhélt man ein stabiles Plateau.
Der nachste Messabschnitt beginnt bei Minute 42zhisMinute 57 (3420 s), bei der eine
Mischung aus Glucose und NADH vermessen worderHigt: ist das Signal in Héhe der
Basislinie. Vor dem letzten Schritt, einem Spulgthwurde von Minute 57 bis zu Minute 67
(4020 s) nochmals eine Mischung aus Glucose, NAD#H21imM Hydrochinon vermessen.
Man kann festhalten, dass sowohl Glucose und eoralination aus Glucose/NADH keinen
signifikanten Einfluss auf das Messsystem hat,idagdmessene Stromstarke auf dem Niveau
der Pufferldsungen liegt. Vergleicht man die verseeen Losungen ,Hydrochinon 2 mM*
und ,Glucose 100 mM /Hydrochinon 0,2 mM* so stefitan fest, dass die Maxima der
Stromstarken ahnlich hoch sind (28,43 pA fir dieswdy ,Hydrochinon 2 mM* und 25,40
WA flur die Losung ,Glucose 10 mM/Hydrochin 0,2 mM'Dies deutet auf einer héheren

Sensitivitat des Systems bei Zugabe von Glucose bDies wurde auch so erwartet. Im
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3. Ergebnisse

Gegensatz dazu brachte die Zugabe von NADH zu elriismung von Glucose und
Hydrochinon 2 mM keine Verbesserung, obwohl diesaetet worden ist. Vergleicht mein
die Losungen ,Hydrochinon 2mM/Glucose/NADH* (Maxam: 12,45 pA) mit den anderen
beiden Losungen, die Hydrochinon enthalten, sorisBegenteil noch festzustellen, dass das
Signal deutlich kleiner ist (Faktor ca. 0,5 beimryieich der Peakmaxima der Lésungen
»Hydrochinon 2mM/Glucose/NADH" und ,Glucose 10 mMytrochin 0,2 mM*®).

3.3.2.3 Cyclische Voltammetrie

Um das optimale Potential zur Messung von Hydramhirzu bestimmen, wurde eine
cyclische Voltammetrie eines TFT-Sensors mit Piatibeitselektrode durchgefiihrt. Als
Beschichtung wurde die Laccase von Trametes véosia@rwendet, da sie die hdchste
Aktivitat im gebunden Zustand auf der ElektrodeViergleich zu den anderen Laccasen hat
(vergleiche auch Abbildung 3.3.2).

Die Messung erfolgte bei einer Scanrate von 1,0 Egswurden insgesamt fiinf Messungen
hintereinander durchgefuhrt. Wie man in Abbildun8.8 erkennen kann, kann man die funf
Laufe in zwei Gruppen unterteilen. Der 1. Lauf uhel 2. Lauf weisen einen ahnlichen
Verlauf auf. Die Laufe 3 bis 5 sind identisch unakilagern sich gegenseitig. Wéahrend fur
die ersten beiden Laufe der Oxidations-Peak beD+69 liegt, liegt der Oxidations-Peak bei
den restlichen Laufen bei +670 mV.

20 ¢
g 1. Lauf
-6' 2. Lauf
S 157 3. Lauf
Hool
b — 4. Lauf
e
£10 -
)]

|—I—|—I—|—I'e/_ z T T T T T T L : T : L :
-0,3 02 _« , , 03 04 05 06 07 08 09 10 11

Potential [V]
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Abbildung 3.3.4 Cyclisches Voltammogramm einer 0,2 mM Hydrochindisiing
Phosphat-Puffer 11l, BVT-Sensor AC1.W2.R1; Scanr&{8000 V/s
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Das Maximum des Reduktions-Peaks liegt bei allemférd bei 0,0 V, jedoch ist das
Maximum des Reduktions-Peaks fir die Laufe 3-5laduausgepréagter als bei den Laufen 1
und 2.

Die Verschiebung des Oxidations-Peaks von 630 mehna/0 mV, welche mit einer
deutlicheren Auspragung des Maximums einhergebst lermuten, dass es sich um eine
Uberlagerung der Oxidation des Polyphenols undddédation méglicher Folgeprodukte, die

bei einem ahnlichen Potential oxidiert werden hénde

3.3.2.4 Amperometrische Messungen von Referenzsubstanzen

Zum Testen des Messsystems mit immobilisiertem BEnmurden die Referenzsubstanzen
Hydrochinon, 1,2-Dihydroxybenzen und Gallussaureweadet. Alle drei Substanzen

konnten vermessen werden, wenn auch in stark ehiedlichen Konzentrationsbereichen.

3.3.2.4.1Hydrochinon

Hydrochinon kann in einem Konzentrationsbereich ¥6rnuM bis hin zu 250 uM detektiert
werden (Abbildung 3.3.5). In diesem Bereich wurdeeeNeun-Punkt-Kalibriergerade in
Dreifachbestimmung erstellt. Der Korrelationskaa#int betragt 0,9994. Auffallig sind die
gro3en Standardabweichungen im Konzentrationstbereia 10 uM bis 50 pM. Berechnet
man die Nachweisgrenze und die Bestimmungsgrenzali@il Kalibriergerade nach DIN

32645, so erhalt fur die Nachweisgrenze einen Wem 12,82 uM und fur die

Bestimmungsgrenze einen Wert von 43,13 puM. Daneigdn die Werte mit den grof3en
Standardabweichungen unterhalb bzw. in der Nah&estimmungsgrenze,
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Abbildung 3.3.5Bestimmung von Hydrochinon Uber die Flachen dekPea

Puffer: Phosphat-Puffer Ill; Potential E=670 mVeidachbestimmung,
Neun-Punkt-Kalibrierung

3.3.2.4.21,2-Dihydroxybenzen

1,2-Dihydroxybenzen kann im Bereich von 0,125 mM 5imM linear vermessen werden
(Abbildung 3.3.6). Fur diesen Konzentrationsberdi$st sich ein Korrelationskoeffizient
von 0,9998 berechnen.

Die Bestimmung der Kalibriergeraden erfolgte Ubdnee Elf-Punkt-Kalibrierung in

Dreifachbestimmung. Aus den Messwerten errechiobteane Nachweisgrenze von 9,33 uM
und eine Bestimmungsgrenze von 34,26 uM.
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Abbildung 3.3.6 Bestimmung von 1,2-Dihydroxybenzen lber die Peakfa
Puffer: Phosphat-Puffer Ill; Potential E=670 niMgifachbestimmung,
Elf-Punkt-Kalibrierung

3.3.2.4.3Gallusséaure

Wahrend Hydrochinon und 1,2-Dihydroxybenzen peektpn durch eine Probenschleife in
das System eingebracht worden sind und in einecliussmesszelle vermessen worden
sind, war dies bei Gallussaure so nicht moglichethalb einer Messreihe waren die Werte
homogen, jedoch waren einzelnen Messreihen untaréer nicht vergleichbar, da die
Peakflachen deutlich unterschiedlich war. Deshalbrde hier ein anderes Verfahren
angewandt. Dabei wurde zwar weiterhin mit einer dbflussmesszelle gemessen, jedoch
wurde kontinuierlich jeweils fur funf Minuten eindesslésung vermessen. Dabei ergab sich
eine Messung wie in 3.3.6 dargestellt. Aus denddéhizen der Signalhbhen wurde dann eine
Kalibriergerade abgeleitet.

Als Messlosungen wurden sowohl eine Pufferlosurgy Blindwert sowie Galllussaure-
Lésungen mit den Konzentrationen 0,125 mM, 0,250,100 mM, 1,000 mM, 1,500 mM,
2,000 M, 2,500 mM, 3,000 mM, 3,500 mM, 4,000 mMgGY mM und 5,000 mM verwendet.

Die Messreihen wurden insgesamt viermal durchgéfthr
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Abbildung 3.3.7 Bestimmung von Gallussaure

Puffer: Phosphat-Puffer Ill; Potential E=670 mV
Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte ausmtleren Peakhéhen. Dabei wurden die
Differenzen zwischen den verschiedenen Messlosumggdildet und die vier Messreihen
zusammengefasst. Daraus ergibt sich eine Kaliletade nach 3.3.8. Aufgrund von nicht
mehr aussagekraftigen Messwerten in dem Konzeomstiereich von 2,000 mM bis 5,000
mM wurde dieser Bereich nicht mehr bertcksichtigi.Bereich von 0,125 mM bis 1,5 mM

lasst sich eine Kalibriergerade erstellen mit ein@mrelationskoeffizienten von 0,9986.
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Abbildung 3.3.8 Bestimmung von Gallussaure tber die DifferenzenRéskhthen
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Berechnet man aus den erhaltenen Werten die Nashwed Bestimmungsgrenze, so erhalt

man eine Nachweisgrenze von 0,15 mM und eine Bastimgsgrenze von 0,51 mM.

3.3.2.5 Amperometrischen Messungen von Realproben

Es soll getestet werden, ob Realproben mit demeBi® zuverlassig quantitativ gemessen
werden konnen. Um den Gehalt in den untersuchteipR¥en zu bestimmen, damit man
dann diese mit den ermittelten Werten des Biosens@rgleichen kann, wird eine
nasschemische Methode verwendet. Hierbei handalicksum die Folin-Ciocalteu-Methode
(Referenzmethode fir Polyphenole). Da sowohl dieos&nsor- wie auch die
Referenzmethode alle Polyphenole erfassen, mussBanugssubstanz bestimmt werden, auf
der die Ergebnisse normiert werden. In diesem \Wwall (-)-Epicatechin als Bezugssubstanz

verwendet. Die Ergebnisse werden somit in ,mg Bpitlasin/L* als Epicatechin-Aquivalente
angegeben.

3.3.2.5.1Bestimmung der Realproben per Referenzmethode

Wie erwartet liefert die Referenzmethode nach FGliocalteu eine gute Korrelation (0,9994)
der Kalibriergeraden (Abbildung 3.3.9). Der Messher umfasst eine Zehnerpotenz und
liegt zwischen 0,4 mg Epicatechin/L und 4 mg Epchtn/L.
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Abbildung 3.3.9 Photometrische Bestimmung von (-)-Epicatechin rfaa@im-Ciocalteu
Konzentrationsbereich von 0,4 mg/10 ml bis 4 mgfil0Doppelbestimmungen;
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3. Ergebnisse

In Tabelle 20 sind die ermittelten Werte fur Polgpble in den verschiedenen Teesorten und
Saften aufgefuhrt. Auffallig ist, dass die Standdmdeichung der ermittelten Werte des

Aroniasaftes um fast ein Faktor 10 gro3er sinddasStandardabweichungen der restlichen

Realproben.
Tabelle 20Berechnechte Ergebnisse der Realproben; Doppetirasiig
1. Messung 2. Messung Konzentration Mittelwert Standard-

Probe [ma/] [ma/l] [mg Epicatechin/I] abweichung
Chan Mee 705,800 744,235 725,02 27,18
Gun Powder 752,970 826,345 789,66 51,88
Pi Lo Chun 728,512 768,693 748,60 28,41
Aroniasaft 5730,26 5227,11 5478,69 355,78
Cranberry 1104,12 1171,21 1137,67 47,44

3.3.2.5.2Bestimmung der Teeproben per Biosensor

Die Epicatechin-Kalibriergerade zeigt eine gute rétation. Es konnte im Bereich von 0,1
mg Epicatechin/10 ml bis 1 mg Epicatechin/10 ml gesen werden. Die Nachweisgrenze
wurde mit 0,077 mg Epicatechin/10 ml berechnet diedBestimmungsgrenze mit 0,231 mg
Epicatechin / 10 ml (Nachweisgrenze 25,0 mM; Bestungsgrenze 75,0 mM).
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Konzentration [mg Epicatechin / 10 ml]

Abbildung 3.3.10 Kalibriergerade von (-)-Epicatechin in Phosphateuffl
Die Messung erfolgte bei einem Potential von E=6iX0mit einem AC1.W2.R1-BVT-
Sensor (Beschichtung mit FNPA).
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3. Ergebnisse

Daraus lie3en sich folgende Werte fir die drei Peahben ermitteln:

Tabelle 21Berechente Ergebnisse der Dreifachbestimmung defTeben mittels Biosensor

Konzentration [mg Epicatechin /1]
Messung Chan Mee Gun Powder Pi Lo Chun
1 1065,66 1130,63 1224,64
2 1194,53 1066,63 1123,56
3 706,05 831,91 779,72
Mittelwert 988,75 1009,72 1042,64
Standardabweichung 253,16 157,28 233,23

3.3.2.5.3Vergleich der ermittelten Werte fir Tee

Vergleicht man die ermittelten Werte der Refereniho@e und der Biosensormethode so
sind zwei Dinge auffallig (siehe Abbildung 3.3.1Zum einem sind die ermittelten Werte der
Biosensormethode im Schnitt um ca. 260 mg Epicatdctinoher als die ermittelten

Referenzwerte. Zum anderen sind die Standardabwagem der Biosensormethode bis zum
Faktor 10 groRRer als die Standardabweichungen d&réhzmethode. Dies deutet auf eine
groRere Robustheit der Referenzmethode hin. In thatiet der Selektivitat des Biosensors
muss aber davon ausgegangen werden, dass die iafethode nicht alle Polyphenole

erfasst oder aber nicht alle Polyphenole mit denbféagenz umgesetzt werden.

1400 -
1200 A
1000 -

800 -

-

600 4

400 -

200 4

Konzentation [mg Epicatechin/L]

0 -

Mittelwerte mit Standardabweichungen

OBiosensor Chan Mee M Referenz Chan Mee M Biosensor Gun Powder
B Referenz Gun Powder BEBiosensor Pi Lo Chun [OReferenz Pi Lo Chun

Abbildung 3.3.11Vergleich der Ergebnisse des Biosensors und der&e&fmethode
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3.3.2.5.4Bestimmung der Saftproben per Biosensor

Die Epicatechin-Kalibriergerade zeigt eine gute fé@tion (siehe Abbildung 3.3.12). Es
konnte im Bereich von 0,4 mg Epicatechin/10 mL b4 mg Epicatechin/10 mL gemessen
werden. Die Nachweisgrenze wurde mit 0,208 mg HEeatan/10 mL berechnet und die
Bestimmungsgrenze mit 0,416 mg Epicatechin/10 mLmgerechnet in molare

Konzentrationen (Molmasse Epicatechin u=290 g/Modibt dies eine Nachweisgrenze von
71,7 mM und eine Bestimmungsgrenze von 143,4 mMs®MWerte unterscheiden sich von
den ermittelten Werten der Kalibriergerade fir d@ee-Versuche. Dies resultiert aus den
verschiedenen Konzentrationen, die fur die Kalilgeeaden eingesetzt worden sind.
Aufgrund der statistischen Auswertung zur Bestimgwumon Nachweisgrenze und

Bestimmungsgrenze haben die verwendeten Konzemtemti einen direkten Einfluss auf

Nachweis- und Bestimmungsgrenze.
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Abbildung 3.3.12Kalibriergerade von (-)-Epicatechin in Phosphateuffl
Die Messung erfolgte bei einem Potential von E8 V mit einem
AC1.W2.R1-BVT-Sensor

In Tabelle 22 sind die ermittelten Werte fir die ft$aoben, die mit Hilfe der

Kalibriergeraden errechnet worden sind, aufgefihrt.
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Tabelle 22Berechente Ergebnisse der Doppelbestimmung deiPSalfien mittels Biosensor

Konzentration [mg Epicatechin/L]
Messung Aroniasaft | Cranberrysaft
1 3181,18 1357,87
2 3321,18 1280,78
Mittelwert 3251,18 1319,33
Standardabweichung 99,00 54,52

3.3.2.5.5Vergleich der ermittelten Werte fir die Saftproben

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Tee-Probehc@hVerte flr alle Teesorten jeweils
fur die Biosensor- und Referenzmethode) unterseleidich die Ergebnisse fir die
Messungen des Aronia-Saftes deutlich von den Eigebm der Messungen des Cranberry-
Saftes (Abbildung 3.3.14). Wahrend fur den Cranb8aft Werte in der gleichen
GroRRenordnung ermittelt werden konnte, weicht degelenis der Biosensor-Messung des
Aronia-Saftes deutlich von dem Ergebnis der Refeidessung ab (~ Faktor 1,5). Eine
Sattigung des Biosensors kann ausgeschlossen weatdesich der ermittelte Polyphenol-
Gehalt innerhalb der Kalibriergeraden befunden ladép im linearen Messbereich des
Sensors. Nichtsdestotrotz ist die Anwendung alse&ting-Methode erfolgreich verlaufen.

Ein weiterer Unterschied im Vergleich zu den Untersingen mit den Tee-Proben ist in
beiden Fallen die Standardabweichung der BioselM&sisungen, die geringer ist als die
Standardabweichung der Referenzmethode. Wéahrendhetle Standardabweichung bei den
Messungen fur den Cranberry-Saft nur einen kleingmerschied aufweist, ist die
Standardabweichung der Referenzmethode fir deni@d®ait deutlich gré3er (~ Faktor 3,5)
als die Standardabweichung der Biosensormethodee Egrol3ere Robustheit der
Referenzmethode scheint bei den Saften im Gegermatden Tee-Proben damit nicht

gegeben zu sein.
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Abbildung 3.3.13Vergleich der Ergebnisse des Biosensors und dar&efmethode

3.3.2.6 Lagerstabilitat

Zur Bestimmung der Lagerstabilitat der einzelneokBchichtsensoren wurde ein ABTS-Test
durchgefuhrt (fur die Methode siehe Kapitel 2.3.1Ber Versuch wurde mit funf TFT-
Sensoren durchgefuhrt, auf deren Platin-Arbeitsedele eine mit FNPA immobilisierte
Laccase-Beschichtung aufgebracht worden ist. Zusidkierung der Messwerte wurde ein
Reagenzienblindwert mitgefluhrt.

Wie aus Abbildung 3.3.14 zu erkennen ist, steigtMittel die Absorption der vermessenen
Losungen und damit die Aktivitat der mit Laccasesdbgchteten Platinelektrode im
Untersuchungszeitraum von vier Wochen. Fir die k&ges25.10.07 und 05.11.07 kann man
deutliche Ausrei3er nach oben fir einzelne Sensteststellen. Am 12.11.07 kann man
erkennen, dass die Elektrode AC1.W2.R1-1 im Vechletu den anderen Elektroden eine
deutlich niedrigere Aktivitat hat.
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Abbildung 3.3.14Messung der Lagerstabilitat Gber einen Zeitraum2®iagen
Die Lagerung der Sensoren erfolgte bei +4°C iosphatpuffer IV.

3.4 REM-Aufnahmen

Um die Elektrodenoberflache der mit PLA-beschidmnelakroelektroden optisch bewerten
zu konnen, wurden Rasterelektronenmikroskopaufnahsiechgefuhrt. Dazu wurde sowohl
eine Elektrode mit neuer Beschichtung, sowie zwektEodenbeschichtungen, die zuvor fir

Messungen verwendet worden sind, rasterelektrorlenskopisch untersucht.

3.4.1 REM-Aufnahmen einer ungenutzten PLA-beschicht eten Elektrode

In Abbildung 3.4.1 sind REM-Aufnahmen einer ungeten mit einem PLA/Enzym-
Gemisch beschichteten Elektrode dargestellt. Ald Bi der Abbildung 3.4.1 ist ein kleiner
Ausschnitt aus der Oberflache dargestellt. Neben derhandenen Poren erkennt man
deutlich groRere Offnungen, die durch das Entweicties Dichlormethans und die damit
einhergehende Blasenbildung entstehen. Dies wixh an Bild B der Abbildung 3.4.1
nochmals deutlicher dargestellt. Man erkennt amdRdie Aufwoélbungen, die durch das
Platzen einer Blase entstanden sind. Im Bereickedigeplatzten Blase sind keine weiteren
Poren erkennbar.

Bild C der Abbildung 3.4.1 zeigt zwar auch eine Wiig bzw. eine Kraterbildung, jedoch ist
im Gegensatz zu Bild B der Abbildung 3.4.1 deutltib Porung tber die ganze Flache der

Wolbung zu erkennen.
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Aufgrund des Inneren des Kraters ist davon ausargeldass es sich hier um
eingeschlossenes Material handelt z.B. Aktivkoaitgkel.

Abbildung 3.4.1 REM-Aufnahmen einer unbenutzten mit PLA /Enzym-CGsrhibeschichteten Elektrode

Von links oben nach rechts unten jeweils Vergrofigrer Aufnahmen.
In Bild D der Abbildung 3.4.1 erkennt man in derttdides Bildes ein wolkenartiges Gebilde,
welches auf der Oberflache liegt. Dabei hande#igs entweder um ein Partikel, der wahrend
der Trocknung auf die Oberflache gelangt ist odem minen Partikel, der aus der
Enzymlésung auf die Oberflache gelangte. Links nedlem Gebilde erkennt man durch die
Poren die Struktur unterhalb der Oberflache. Audr Ischeinen sich weitere Poren zu
befinden, so dass man daraus ableiten kann, daspadose Struktur auch innerhalb der
Beschichtung vorhanden ist. Neben den vor allencidulie Blasenbildung bei Trocknung
bedingten Kratern, erkennt man aber eine in siamdgene Struktur, die verhaltnismanRig
glatt ist.
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3.4.2 REM-Aufnahmen benutzter PLA-beschichteter Ele  ktroden

Abbildung 3.4.2 Darstellung einer mit PLA/beschichteten Elektrode
Mit dieser Elektrode wurde 9 Tage zuvor 28 Messuardygchgefuhrt

In Abbildung 3.4.2 und Abbildung 3.4.3 sind zweirsehieden Elektroden dargestellt, die
sich hinsichtlich ihres Alters und der Anzahl deeddungen unterscheiden. Die in Abbildung
3.4.2 dargestellte REM-Aufnahmen zeigen eine Eteldnoberflache, die neun Tage alt ist
und insgesamt 28 Messungen durchgefuhrt worden Bad erkennt deutliche Unterschiede
zwischen Bild A der Abbildung 3.4.2 und Bild A d&bbildung 3.4.1. Im Gegensatz zu der
unbenutzten Elektrode ist auf Bild A der AbbilduBig.2 eine deutlich zerkliftete Struktur zu
erkennen. Des Weiteren sind deutlich weniger Parererkennen als auf der unbenutzten
Elektrode. Bei genauerer Betrachtung der Oberfléatkennt man, dass neben den groben
Strukturen auch Mikrostrukturen auf der Oberflaeméstanden sind (Bild B der Abbildung
3.4.3). Auf Bild C der Abbildung 3.4.3 sind deullee Ablagerungen auf der Oberflache zu
sehen.

Bei der in Abbildung 3.4.3 dargestellten Elektrddendelt es sich um eine Elektrode, deren
Beschichtung 50 Tage alt ist und mit der insgesa#m Messungen durchgefiihrt worden
sind. Schon in Bild A der Abbildung 3.4.3 erkennanmden Unterschied zu den vorherigen

Elektroden. Die Struktur der Elektrode ist hochmzdsklifteter gegeniber der vorherigen
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Elektrode. Man kann auf dieser Aufnahme nur noateiwveelt Poren erkennen. Schaut man
sich die néchste VergroRerungsstufe an (Abb. B4BB + Bild C), so sind auch hier nur

noch wenige Poren zu erkennen. Auf diesen Aufnahsodeint es so, als ob sich auf der
Oberflache der Elektrode Partikel angelagert hgladab. 3.4.3 Bild C, Mitte und Abb3.4.3

Bild B, oberer, rechter Rand, langliches Gebild®enn man sich die Aufnahmen D und E
der Abbildung 3.4.3 anschaut, so erkennt man adetli dass die Elektrodenoberflache mit
einem Belag Uberzogen ist. Auch auf diesen Aufrezhmst im Vergleich zu den anderen
beiden Elektroden die deutlich geringere AnzahParen zu erkennen. In Abbildung 3.4.3-F
ist nochmals eine Pore naher betrachtet worden. d&fieennt innerhalb der Offnung weitere
Poren, so dass davon ausgegangen werden kann,diagsrose Struktur, wenn auch
erheblich schwéacher als bei den beiden Ubrigentilé&n, noch vorhanden ist. Die auf der
Oberflache zu sehnende Risse, sind Risse der Gadiohtung, die fur die REM-Aufnahmen

aufgebracht werden muss, und gehdren nicht zuigenttichen Elektrodenoberflache.
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Abbildung 3.4.3REM-Aufnahmen einer mit PLA/beschichteten Elektrode
Diese Elektrode ist 50 Tage alt und es wurderimi247 Messungen durchgefuhrt.
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4 Diskussion

4.1 Verwendung von PLA als Immobilisierungsreagenz

PLA hat als Immobilisierungsreagenz einige Vorteigegeniber den klassischen
Immobilisierungsverfahren. Als ,griner Kunststofist PLA zum einen nicht vom Erdol
abhéangig und kann unbegrenzt jederzeit produziestden. Des Weiteren wird PLA
biologisch vollstandig abgebaut. Diese Punkte s@and Zukunfts- und Umweltsicht nicht
aulBer acht zu lassen. Dariber hinaus bietet PLAyrandl seiner Porositat eine gute
Moglichkeit Enzyme mittels Matrixeinhillung auf einElektrode zu binden. Dieses

schonende Verfahren ermoglicht eine hohe Enzymigdttiauf der Elektrode.

4.1.1 Mdoglichkeiten zur Verflissigung von PLA

Da es, wie bei Kunststoffen Ublich, nicht eine Fodes PLAs gibt, sondern durch die
Herstellungsweisen verschiedene KonformationerPdéss moglich sind, die sich z.B. in der
Kettenlange und deren Verzweigung unterscheiden dadiit sich auch in ihren
physikalischen Eigenschaften unterscheiden, musgegrst untersucht werden, welches
Polymer sich fur die Anwendung als Immobilisieruregggenz am Besten eignet. Untersucht
wurden Polymere der Firma Boehringer-Ingelheim @idmer. Das Polymer muss zwei
entscheidende Eigenschaften haben, um als Matrgesetzt werden zu kénnen. Zum einen
muss es gut in den flissigen Aggregatzustand Utrfierden konnen. Zum anderen muss
es aber auch schnell und unkompliziert auf der tEdele wieder in die feste Form zurlck
uberfuhrt werden kdnnen.

Um das PLA in einen flissigen Zustand Uberfuhrerkdonen, gibt es zwei Moglichkeiten.
Die erste Moglichkeit besteht darin, dass Polymersehmelzen. Dabei sind Temperaturen
von dber 100°C noétig. Weiterhin besteht die Modteih, das PLA in einem organischen
Lésungsmittel zu l6sen. Das Schmelzen des Polym@isrsndgliche Methode wurde jedoch
nicht weiter verfolgt, da dies praktisch nicht utabar ist. Um eine geringe Viskositéat des
PLAs zu erhalten, sind deutlich h6here Temperataterdl00°C nétig (mind. 170°C), die Uber
einen langeren Zeitraum eingehalten werden misBees wirde einen komplizierten
Versuchsaufbau erfordern. Es kénnen zwar ausgesvélaltcasen Temperaturen bis 80°C
vertragen (Laccasen audsicholoma giganteum, Bacillus licheniforpniBRENDA Enzyme
Database, 2009], aber in dem Bereich, indem das fRls&ig ist, gibt es keine Laccase, die
nicht degenerieren. Die zweite Mdglichkeit, um dakA in eine flissige Form zu
Uberfihren, besteht darin, das PLA mit einem oigdm@n Losungsmittel zu I6sen. Studien
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zeigen, dass das Enzym Laccase durch organischengémittel zwar an Aktivitat verliert,
jedoch nicht vollstandig inaktiviert wird [Ruiz, Q0.

Aus diesen beiden Mdglichkeiten ergeben sich elisrdavei Moglichkeiten um das Enzym
auf der Elektrode erharten zu lassen. Erhitzt mas Eolymer, so muss es nur auf der
Elektrode abkihlen, um wieder in den festen Zustdredfihrt zu werden. Das Polymer kiihlt
bei Raumtemperatur aufgrund der geringen Menge sgimell wieder ab. Dabei bildet das

PLA Tropfen, die aufgrund ihrer glatten Oberfla¢ast farblos erscheinen.

Abbildung 4.1.1 Polylactid vor dem Schmelzen (links) und nach destidtren (rechts)
(VergréRRerung 1:200) Deutlich zu erkennen ist Tdigpfenform des erstarrten PLAS im
Gegensatz zum Granulat (links). Aufgrund der Oletfe des erstarrten PLAs ist das Polymer
nun fast farblos

Wahrend beim Schmelzen des PLAs einzig und alldieeTemperatur der entscheidende
Faktor ist, sind bei der Verwendung eines Ldsuntisteimehrere Faktoren zu beachten. Ein
Faktor ist die Wahl des Losungsmittels selbst, sodie Menge des Ldsungsmittels, die
zugegeben wird. Des Weiteren ist auch hier die Teratpr ein bestimmender Faktor.

AulRerdem muss es eine Mdglichkeit geben, dass Rolwieder in einen festen Zustand zu

uberfuhren.

4.1.1.1 Unterschiede in der Loslichkeit verschiedener PLAS

Es wurden PLAs von Boehringer Ingelheim (ResShigrp: L206S, R202S und R203S) und
von Biomer (PLLA) untersucht. Dabei wurde die Lokkeit der PLAs in den organischen
Losungsmitteln 1,4-Dioxan, Aceton, DichlormethanmBthylsulfoxid (DMSO), Ethylacetat
und N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) Uberprift. Wahreres sich bei den PLAs vom Typ
»,R202S" und ,R203S" um D,L-Lactide handelt, sindedPLAs vom Typ ,L206S" und
-PLLA" L-Lactide. Dies hat unterschiedliche physilisshe Eigenschaften zur Folge, die sich
auch in der jeweiligen Loslichkeit der PLAs widdeggelt (siehe auch Tabelle 14, Kapitel
3.1.3.1). Wahrend die D,L-Lactide in allen Losungssin sehr gut 16slich waren, waren die
L-Lactide nur bedingt l6slich. Das PLA ,L206S" wawur in Dichlormethan l6slich, das
-PLLA* war sehr gut in Dichlormethan und gut in NM#&slich. Ein Vergleich zwischen dem
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Biomer PLLA und den ResonfePLAs ist schwierig, da fiir das Biomer PLLA in der
Literatur nur ein Molekulargewicht (200.000 kDa)gageben ist, fir die ResorfiePLAs

jedoch die inharente Viskositét, so ist der Verdidhnerhalb der ResonfePLAs méglich.

Tabelle 23Vergleich der inharenten Viskositat der verschiesieResomer PLAs. Die Messung der inharenten
Viskositat erfolgte mittels Viskosimeter bei 25°Es wurde eine 0,1 %-ige Losung in Chloroform
vermessen

Resomer® L206S Resomer® R202S Resomer® R203S

Inh&rente Viskositat 0,8-1,2 dl/g 0,16-0,24 dl/g 0,25-0,35 dl/g

Vergleicht man die inharente Viskositat des PLLAG&S mit den D,L-Lactiden (R202S und
R203S), so fallt auf, dass die Werte fir die D,ldlide deutlich kleiner sind. Dies bedeutet,
dass die D,L-Lactide ein kleineres Molekulargewitiatben als das L,L-Lactid (L206S).
Damit lasst sich die gute Loslichkeit der D,L-Laeti gegentuber dem L,L-Lactid in

organischen Losungsmitteln erklaren. Durch dasnkle Molekulargewicht der einzelnen
Polymerstrange der D,L-Lactide konnen die Ldsungsii zwischenmolekulare

Verbindungen leichter trennen. Aufgrund der Lodtieih des Biomer PLLAs im Vergleich zu

den Resomé&rPLAs lasst sich sagen, dass das Biomer PLLA eticites, etwas geringeres
Molekulargewicht haben muss als das ResSréA L206S.

Da das PLA ,L206S" sich in Dichlormethan nur langsaufléste, wurde dieses PLA nicht
weiter bericksichtigt. Mit den anderen drei Polyeme(R202S, R203S und Biomer PLLA)
wurden weitere Versuche zur Adhasion des Polymears der Elektrodenoberflache

durchgefuhrt. (siehe 3.1.3.2).

4.1.2 Die Adhasion von PLA an Glassy Carbon Elektro  den

4.1.2.1 Unterschiedliche Adhasionstheorien

Es existiert eine groRe Anzahl von Modellen zur &glbn, die Adhasionstheorien genannt
werden. Dabei werden zwei Theorien in der Literd@ufig erwdhnt [Nikolova, 2005]. Zum
einen das mechanische Modell und zum anderen @asfisphe Modell. Als Grundlage des
mechanischen Adhasionsmodells dient der Druckkrifgifie Dabei dringt die Substanz in
Unebenheiten des Substrats ein und bildet formssigé Verbindungen. Dies gelingt nur,
wenn die Substanz entweder flussig ist oder miBgno Druck auf das Substrat gepresst wird.
Dieses Modell funktioniert jedoch nicht bei glatt®berflachen. Deshalb bedient man sich
hier einem spezifischen Adhasionsmodell, in dem dieolekularphysikalischen,
thermodynamischen und chemischen Vorgédnge erfassten. Dabei wird das spezifische

Adhasionsmodell in die Polarisationstheorie, dieek&bstatischen Theorie, die
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thermodynamischen Theorie und die chemischen Adhéfiieorie unterteilt. Die
Polarisationstheorie beruht auf der Annahme, dasgleb Kontaktpartner Uber polare
Atomgruppen verfugen, was wiederum zu Dipolwechs&bmgen fuhrt [De Bruyne, 1935].
Bei der elektrostatischen Theorie wird postuliedass durch die Differenz des
thermodynamischen Potentials zwischen SubstanzSuthdtrat eine Ladungstragerdiffusion
an der Grenzschicht stattfindet. Die daraus reseitide elektrische Doppelschicht wird fir
die Adhasion verantwortlich gemacht [Derjagin, 198ei der thermodynamischen Theorie
wird die Adhasion als Benetzungsvorgang betraciidabei ist die wichtigste KenngroRe
dieser Theorie die Oberflachenenergie [Zismann, Kesw Good, 1963]. Diese wird als
bendtigte Arbeit zur VergroRerung der Oberflacheaine Flacheneinheit definiert.

Bringt man eine feste Oberflache in Kontakt mitenesh Stoffen, seien sie gasformig, flissig
oder fest, dann nimmt die Energie der Atome arRifie&sengrenze durch Absattigung ihrer
freien Valenzen ab. Bei Kenntnis der jeweiligen @lBehenenergie lassen sich quantitative
Ruckschlisse auf die Adhasionsenergie ziehen [Nual 2005]. Die chemische
Adhasionstheorie basiert auf der Annahme, dassaden Grenzflache zwischen Substanz
und Substrat zu kovalenten Bindungen kommt [Nika|®005].

4.1.2.2 Glassy Carbon und seine Oberflache

Glassy Carbon hat eine stark fehlgeordnete Grathitktur. Die Kohlenstoffatome sindZsp
hybridisiert und weisen eine hexagonale Struktdr Buder Arbeit von H.J.F. Harris wird
beschrieben, dass Glassy Carbon eine fullerenakligeostruktur aufweist [Harris, 2004].
Obwohl die Oberflache von Glassy Carbon glatt exsthweist unpoliertes Glassy Carbon
.Krater* mit mehren Mikrometern Tiefe auf [Kuhnk2D04]. Um eine glatte Oberflache zu
erhalten und um die Glassy Carbon Oberflache vamBkoérpern zu befreien, wurde die

Oberflache der Elektroden mit Aluminiumoxid poliert

4.1.2.3 Adhasive Eigenschaften von PLA

Zu den adhasiven Eigenschaften gibt es nur wenigeraturstellen. Die vorhandenen
Literaturstellen fihren PLA mit schwacher bis serRdhasion auf [Natureworks, 2010]. Da
eine streng empirische Ermittlung der Adhasion hialiglich war, wurden die verwendeten
Polylactide auf die verwendeten Elektrodenoberi#ichaufgegeben und visuell und
mechanisch auf deren Bindungsverhalten Uberpriéi d&en untersuchten Polylactiden
Resomer L202% Resomer L203% und Biomer PLLA wurde unterschiedliches

Adhé&sionsverhalten beobachtet (siehe 3.1.3.2).mBé&ergleich der Polylactide erwies sich
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das Produkt ,Biomer PLLA" als das Polylactid mitrdeesten Adh&sion gegenuber der
Glassy Carbon-Elektroden.

4.1.2.4 Erlauterung der unterschiedlichen Adhasion der vetsedenen PLAS

Um das unterschiedliche Haftungsvermdgen der vaadehen PLAs zu erlautern, muss
zuerst die Stereochemie der Polylactide betrachwatden. Dies ist vor allem fur die
Polarisationstheorie wie auch fur die chemische &iinstheorie von Bedeutung. Wahrend
im Biomer PLLA nur L-Milchséaure zur Herstellung deslylactids verwendet worden ist,
bestehen die ResonfePolylactide aus den beiden Enantiomeren L-Milchsdund R-
Milchsdure. Wahrend Enantiomere sich in ihren pajischen Eigenschaften nicht
unterscheiden, abgesehen von der Drehrichtung ipielden Lichtes, haben Polymere aus
verschiedenen Enantiomere bzw. Mischungen aus IBnarten unterschiedliche
physikalische Eigenschaften, falls keine Racemisigr eintritt [Kleine, 1959]. Einen
weiteren Einfluss auf die physikalischen Eigens@mafvon PLA hat der verwendete
Katalysator zur Herstellung des PLAs, zum Beisgm®D oder SnGl* H,0 [Garlotta, 2001].

In Tabelle 24 sind unterschiedliche physikaliscigeBschaften dargestellt.

Tabelle 24Effekte der Stereochemie und der Kristallstruktes @LAs auf die mechanischen Eigenschaften

L-PLA Geglihtes L-PLA D,L-PLA
Dehnbarkeit [MPa] 59 66 44
Reil3dehnung [%] 7,0 4,0 5,4
Elastizitatsmodul [MPa] 3750 4150 3900
Streckfestigkeit [MPa] 70 70 53
Biegefestigkeit [MPa] 106 119 88
Ungekerbter I1zod Aufprall [J/m] 195 350 150
Gekerbter I1zod Aufprall [3/m] 26 66 18
Rockwell Harte 88 88 76
Formbestandigkeitstemperatur [C] 55 61 50
Vicat Penetration [C] 59 165 52

Aufgrund der unterschiedlichen physikalischen Espéraften verschiedener PLAs lasst sich
auch die unterschiedliche Adhasion erklaren. Diesgibt sich aus den stereochemisch
unterschiedlich eingesetzten Milchsduren, aus debdt A, D-PLA oder D, L-PLA

hergestellt wird. Wie schon in 4.1.2.3 erwéhnt, iesnsich das L-PLA oder auch PLLA

aufgrund empirischer Ermittlungen als PLA mit dessten Adhasion gegentuber der Glassy
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Carbon Elektrode. Aufgrund der besten Adhasionseigfeaften des PLLAs auf den GC-

Elektroden ist dies das PLA, mit dem weitere Vensdarchgefihrt worden sind.

4.1.3 Herstellung eines elektrisch leitfahigen PLA-  Polymers

Da PLA im Gegensatz zu leitenden Polymeren wieansPolyacytelen (PA),
Poly(para)phenylen (PPP) oder Polyanilin (PANI), die aufgtuilrer delokalisierten -
Elektronensysteme elektrisch leitend sind, eledfiem Strom nicht leitet, musste eine
geeignete Substanz gefunden werden, die in Kombmatit PLA ein ,leitendes Polymer*
erzeugt. Dabei darf der Stoff die physikalischergelBschaften des PLAs nur wenig
beziehungsweise gar nicht verandern. In dieser iAvkerden die Substanzen Kupfer (als
Pulver) und Aktivkohle getestet. Diese beiden Sartmn wurden aufgrund folgender
Uberlegungen gewahlt. Zum einen musste berlickgichterden, dass die Substanzen als
elektrischer Leiter eingesetzt werden konnen unpuirriger Form erhaltlich sind. Dies sind
sowohl Aktivkohle wie auch die metallischen Elengerdie den Strom leiten, z.B. Kupfer,
Eisen oder Silber. Weiterhin musste die inhibieeeirkung der elektrisch leitenden
Substanz auf das Enzym beriicksichtigt werden. BaEtaym in der Polymerpaste mit dem
elektrisch leitenden Element in Kontakt kommt, kigndas Element einen Teil der Enzyme

inhibieren und somit die Enzymaktivitat auf derktede herabsetzten.

4.1.3.1 Verwendung von Kupfer als elektrischer Leiter

Wahrend Kupfer-lonen (Gl) laut Literatur sowohl inhibierende (Laccase vbrametes
versicolor) wie auch aktivierende (Laccase ®iws vernificerpEigenschaften auf Laccasen
haben [BRENDA Enzyme Database, 2009], ist die ESgkaft von elementarem Kupfer auf
Laccasen in der Literatur nicht beschrieben. Daf&upehr gute leitende Eigenschaften hat
und im Vergleich zu anderen leitenden Elemente gimestigste Kosten/Nutzen-Relation hat,
wurden Leitfahigkeitstests mit Kupferpulver durchiget. Es wurde ein Kupfer-Pulver mit
einer KorngroRe von ca. 40 um fur die Untersuchongawendet. Im direkten Vergleich der
kupferdotierten PLA-Beschichtung mit kohlenstofiedier PLA-Beschichtung fallt eine
hohere Basislinie des Signals bei der Messung mit kiipferdotierten Beschichtung auf
(siehe auch Abbildung 3.1.21).
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4.1.3.2 Verwendung von Aktivkohle als elektrischer Leiter

Aktivkohle hat auf das Enzym Laccase keine inhdmelen Eigenschaften. Aufgrund dieser
Eigenschaft und der guten Leitfahigkeit von Kohlerge Aktivkohle als elektrisch leitendes
Material im PLA getestet. Im Vergleich mit kupfetdwtem PLA ist die Basislinie bei mit

aktivkohledotiertem PLA deutlich geringer. Aufgrurder geringeren Basislinie ist eine
empfindlichere Messung mdglich (ein ,Autozero* wehebt nur den Rahmen der
Messungen, die hohere Stromstéarke der Basisliggtbbestehen). Des Weiteren stellt sich
ein konstanter Drift bzw. ein Null-Drift schnellem als bei PLA, welches mit Kupfer dotiert

ist.

4.1.3.3 Erlauterung der unterschiedlichen Basislinien

Die Abhéangigkeit von Stromstarke und Spannung wihdrch das Ohmsche Gesetz
beschrieben. Dabei ist die Stromstéarke | propoalicrur Spannung U geteilt durch den
Widerstand R.

Formel 4: Ohmsche Gesetz

U=R*I
U = Spannung, R = Widerstand, | = Stromstarke

Bei einem homogenen ohmschen Material (also z.Bnekdédalbleiterelemente) ist der
Widerstand R proportional zur Langi@ind umgekehrt proportional zum Querschnitt A des
Leiters [Gerthsen, Vogel, 1993].

Formel 5

R=( *I)/A
R = Widerstand|, = Lange des Leiters, A = Querschnitt des Leiters spezifischer Widerstand

Aufgrund der gleichen Lange und des gleichen Qbeigs des elektrischen Leiters ist nur
der spezifische Widerstand des Leiters relevanthiéfid Kohlenstoff einen spezifischen
Widerstand von 3,5*1® m hat, so hat Kupfer einen spezifischen Widerstamu 1,7*10®

m und damit einen um den Faktor 2000 kleinereniBpelzen Widerstand als Kohlenstoff.
Damit ergibt sich fur Kupfer ein geringer WidersdamNach dem ohmschen Gesetz ist damit
die Stromstarke bei gleichbleibender Spannung hobBemit erklart sich die hohere
Basislinie bzw. die hdhere Ausgangsstromstarke ldesferdotierten PLA-Beschichtung

gegeniber der aktivkohledotierten PLA-Beschichtung.
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4.1.3.4 Verwendung von Carbon Nanotubes (CNT) als elekthec Leiter

Wahrend Kohlenstoff einen spezifischen Widerstand 8,510° m hat, haben Carbon
Nanotubes einen spezifischen Widerstand zwischdé®@%* m bis hin zu 1d m. Fur die
verschiedenen spezifischen Widerstande gibt es @nigide. Zum einem muss zwischen den
Single Walled Carbon Nanotubes (SWCNT) und den iMAlalled Carbon Nanotubes
(MWCNT) unterschieden werden. Wahrend sich die SVWWQiNe ein Halbleiter verhalten,
verhalten sich die MWCNT wie ein metallischer LeitBie Leitfahigkeit ergibt sich aus den
freien Elektronen im -Orbital. Aus diesem Grund ist fir den spezifischétiderstand
zusatzlich auch die ,Reinheit* der Carbon Nanotubetscheidend. Haben die CNT viele
Defekte  im -Elektronensystem, z.B. durch  Hydroxy-,  Carbonyl- deo
Carboxylverbindungen, so steigt aufgrund der Defeldr spezifische Widerstand und damit
nimmt die Leitfahigkeit ab.

Da in den verwendeten Carbon Nanotubes fir einebes€Emulsionsverhalten Hydroxyl-,
Carbonyl- und Carboxylgruppen eingefiigt worden sind damit Defekte im-Orbital, war
eine geringere Leitfahigkeit der CNT im Vergleiah &ktivkohle zu erwarten. Dies spiegelt
auch die Abbildung 4.1.2 wieder.

25,0 1
20,0 1
15,0 4

10,0 1

Stromstarke [pA]

5,0 1

010 _-‘J L] L] L] L] —‘l- . L] . = l’ — = AA’IA 7777777] 1

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600
Zeit [s]

— Aktivkohle MWCNT

Abbildung 4.1.2 Messung einer Hydrochinon-Lésung c= 10 mM
Flielmittel: Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5, Potentiat 280 mV, GC-Elektrode; Probe ohne
Enzym
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4.2 Immobilisierungsstrategien bei TFT-Sensoren

Da die Elektroden auf den TFT-Sensoren sehr nahanzuen liegen (Abstand

Arbeitselektrode — Referenzelektrode ca. 1 mm) drel Arbeitselektrode sehr klein ist
(Durchmesser 1 mm), kann es zu Komplikationen withrder Beschichtung kommen.
Deshalb wurden fiur die TFT-Sensoren im GegensatderuMakroelektroden verschiedene
Immobilisierungsstrategien getestet. Neben der Be&ehichtung wurden auch Versuche
mit APTES und verschiedenen Photolinkern (FNPA 8aotlo-HSAB) durchgefihrt.

4.2.1 Immobilisierung mit PLA

Aufgrund der Dimensionierungen der Elektroden awn dTFT-Sensoren (Abstand
Arbeitselektrode — Referenzelektrode < 1,0 mm)este Aufgabe des Polymer-Enzym-
Gemisches auf die Elektrode nicht einfach maglies.muss darauf geachtet werden, dass es
bei der Aufgabe des Polymer-Enzym-Gemisches zu ekeinKontakt mit der

Referenzelektrode kommt. Dies wirde das Elektrodtmgial verfalschen.

Abbildung 4.2.1 TFT-Sensoren AC1.W5.R1
Die Arbeitselektrode wurde mit einem PLA/Enzym-Gsahi beschichtet.

Da es sich bei dem Polymer-Enzym-Gemisch um eiskoge Substanz handelt, ist eine
einfache und repréasentative Aufgabe des GemisclisigrPipettieren nicht méglich. Zum
einen kann aufgrund der Fliel3fahigkeit des Gemische Probe nicht richtig mit der Pipette
aufgezogen werden, zum anderen ist das AufgeberPdesen-Gemisches auf den TFT-
Sensor aufgrund der kleinen Offnung der Pipetténspnit einer bestimmten Dosierung nicht
mdoglich. Daher wurde die Offnung der PipettenspitmrgroRert. Dies brachte keine
Verbesserung. Weiterhin war die gleichméaRige Auégdbs Proben-Gemisches nicht unter
Wiederholbedingungen maglich.

Eine weitere Mdglichkeit das Polymer-Enzym-Gemisalf den TFT-Sensor aufzubringen
besteht darin, eine Nadel oder einen Spatel inGEsisch zu tauchen und das anhaftende
Material auf die Arbeitselektrode aufzutragen. Admér ist eine gleichmafige Aufgabe des
Proben-Gemisches nicht mdglich, da zum einem erdwexie zu geringe Menge an Proben-
Gemisch aufgegeben werden kann (bei der Verwendimeg Nadel) oder aber bei grol3eren

Mengen des Proben-Gemisches das Gemisch tropftiépé’erwendung eines Spatels). Dies
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hangt mit der FlieRBeigenschaft des Polymer-EnzymiGehes zusammen. Auf glatten
Oberflachen ist aufgrund des verringerten Reibumdsistandes die Flie3geschwindigkeit
einer viskosen Flussigkeit groler.

Formel 6

du
F=h*A*—
dx
Newton’sches Reibungsgesetz: F = Reibungswiderstan®iskositat, A = Flache, = Geschwindigkeit,

X = Schichtdicke

Dies ergibt sich bei Flissigkeiten aus der innemed auf3eren Reibung. Bei konstanter
Viskositat und gleicher Flache hangt die Geschvgkeit vom Reibungswiderstand ab (siehe
Formel 6). Dieser wiederum ist von der auf3eremiey (Coulomb Reibung) abhangig.
Formel 7
Fr = n* F,

Coloumb’sches Reibungsgesetz FReibungskraft, = Reibungskoeffizient, \-= Normalkraft

Fur die auRere Reibung ist der Reibungskoeffizimaf3geblich. Der Reibungskoeffizient
wird empirisch ermittelt und hangt von vielen ustdriedlichen Faktoren ab (z.B.
Oberflachenbeschaffenheit, Materialpaarung, Tentpgra Bei gleichen Bedingungen
(Materialpaarung, Temperatur, usw.) héngt somit @eschwindigkeit einer viskosen
Flissigkeit von der Oberflachenbeschaffenheit alei Bauer Oberflache ist die

Geschwindigkeit niedriger als bei glatter Oberf&ch

4.2.2 Vergleich der Beschichtungsstrategien mit APT  ES, Sulfo-HSAB
und FNPA

Aufgrund der in 4.2.1 erlauterten Schwierigkeitesi 8er Immobilisierung des Enzyms auf
die TFT-Sensoren mit PLA wurden weitere Immobilisiggsstrategien untersucht. Zum
einen handelt es sich um eine in der Literatur igdbkeschriebene klassische kovalente
Bindung mit APTES/GDA [Quan 200¥%andenberg 1991]. Zum anderen handelt es sich um
eine Beschichtungsstrategie mit Photolinkern. Dahetde die Beschichtung mit Laccase und
Glucoseoxidase mit Hilfe des Photolinkers FNPA uhein Photolinkers Sulfo-HSAB
getestet.

4.2.2.1 Immobilisierung mit APTES

Bevor eine Immobilisierung der Laccase mit APTESghothh war, musste zuerst die
Kohlenstoff-Elektrodenoberflache behandelt werdea.APTES zur kovalenten Bindung an
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das Tragermaterial einen Reaktionspartner bendtigiurde die  Kohlenstoff-
Elektrodenoberflache mit 4@, unter UV-Licht inkubiert. Die aus dem Wassersteffpxid
entstandenen Hydroxyl-Radikale fuhren zur BildungnvHydroxylgruppen auf der
Kohlenstoff-Elektrodenoberflache (radikalische Siibson am Kohlenstoffatom). Die
Hydroxylgruppen kénnen nun mit APTES reagieren Wadalent binden (siehe Abbildung
2.3.4). Dabei entsteht Ethanol, das beim Reinigen Elektrode entfernt wird. Um die
Aminooberflache zu aktivieren, wurde die Sensoridene mit Glutardialdehyd inkubiert.
Dabei bindet eine Carboxygruppe des Glutardialdedaycdie Amino-Gruppe des APTES. Die
zweite Carboxygruppe des Glutardialdehyd kann niinemer Amino-Gruppe eines Proteins
kovalent bindenNlanci, A. et al. 1998]

4.2.2.2 Immobilisierung mit Photolinkern

Bei der Immobilisierung mit Photolinkern gibt es eaMdoglichkeiten, das Enzym auf dem
Tragermaterial kovalent zu binden. Zum einem karan rdas Enzym zusammen mit dem
Photolinker auf die Elektrodenoberflache aufgebeth dann unter UV-Licht reagieren lassen.
Dabei entsteht eine Vernetzung des Photolinkerszalm Teil auch mit dem Enzym reagiert.
Aufgrund der teilweisen Vernetzung der Enzyme naindPhotolinker sind diese Enzyme
nicht unbedingt fir die Analyten zuganglich. Danst die Empfindlichkeit des Systems
reduziert. Zum anderen besteht die Moglichkeit d@motolinker zuerst mit UV-Licht

reagieren zu lassen um dann das Enzym kovalentimiem Dabei kommt es nur zur
Vernetzung des Photolinkers. Das Enzym bindet am wkrnetzten Photolinker und ist
dadurch fir die Analyten zuganglich. Hierbei wirce cEmpfindlichkeit des Systems nur
geringfligig aufgrund der kovalenten Bindung desylBrzan den Photolinker herabgesetzt.

4.2.2.2.1lmmobilisierung auf Kohlenstoff-Elektroden mit Sut--HSAB

Wie in 2.3.11.1 beschrieben, wird Sulfo-HSAB aut dDberflache der Arbeitselektrode
pipettiert. Unter UV-Licht reagiert das Sulfo-HSABter Abspaltung von Stickstoff gNmit
dem Kohlenstoff der Arbeitselektrode. Da der Kobteff aufgrund der Graphit-Struktur%sp
hybridisiert ist, befindet sich das vierte Elektrioneinem p-Orbital. Diese p-Orbitale bilden
delokalisierte (p-p)-Bindungen aus. Das aus dem Sulfo-HSAB entstandémen ist
elektrophil und es kann zu einer radikalischen Addi(wenn es sich um ein Triplettnitren
handelt) oder zu einer elektrophilen Addition (Silagtnitren) an die Doppelbindungen des
Kohlenstoffs kommen [Voigt, 1998]. Damit erhalt maine stabile Bindung des Sulfo-HSAB

an die Elektrodenoberflache.
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Das zu immobilisierende Enzym reagiert mit einer idonGruppe durch Substitution der
Hydroxysulfosuccinimidyl-Gruppe. Aufgrund der GroBeser Gruppe kommt es jedoch zu
einer sterischen Hinderung mit dem Enzym, so dass Bindung im Vergleich zu den

anderen Immobilisierungsstrategien seltener zustakdmmt. Des Weiteren kann die
Hydroxysulfosuccinimidyl-Gruppe aufgrund des readti Sauerstoff-lons selbst mit dem
Enzym reagieren, so dass es zu einer Konformitdé&sang des Enzyms kommt und dadurch

die Enzymaktivitat gesenkt wird bzw. keine Enzymatdt mehr vorhanden ist.

4.2.2.2.2lmmobilisierung auf Kohlenstoffelektroden mit FNPA

Wie in 2.3.11.3 beschrieben, wird FNPA auf die GlBehe der Arbeitselektrode pipettiert.
Unter UV-Licht reagiert das FNPA unter Abspalturan\stickstoff (N) mit dem Kohlenstoff

der Arbeitselektrode. Da der Kohlenstoff aufgruret Graphit-Struktur sphybridisiert ist,

befindet sich das vierte Elektron in einem p-Otbifaese p-Orbitale bilden delokalisierte (p-
p) -Bindungen aus. Das aus dem FNPA entstandene Mitniucleophil und es kommt zu
einer nucleophilen Addition an die Doppelbindunges Kohlenstoffs. Damit erhalt man eine
stabile Bindung des FNPA an die Elektrodenobertdddas zu immobilisierende Enzym
reagiert mit einer Amino-Gruppe durch Substitutidas Fluorid-Atoms. Dabei entsteht
FluRsaure. Man erhalt eine kovalente Bindung desymr auf die Trageroberflache. Die
gebildete Flul3séure reagiert mit dem verwendetesuhgsmittel Methanol zu Fluormethan
und Wasser. Das gebildete Fluormethan ist bei Remmperatur leicht flichtig

(Siedetemperatur bei -78,4°C). Somit wird das Flugiteren unerwinschten Reaktionen

entzogen.

4.2.2.3 Unterschiedliche Ergebnisse aufgrund der Beschichgsstrategien mit APTES,
Sulfo-HSAB und FNPA

Wie in Abbildung 3.3.1 dargestellt, ist ein deutke Unterschied zwischen den einzelnen
Beschichtungsstrategien im Detektionsverhalterzéessellen. Wahrend die Beschichtung mit
Sulfo-HSAB keine positiven Ergebnisse lieferte, ktmm mit der APTES-Beschichtung und
der FNPA-Beschichtung auswertbare Resultate erzieilen. Dabei ist auffallig, dass bei
ahnlicher Standardabweichung die FNPA-Beschichtenmge mehr als funfmal hdhere
Empfindlichkeit aufweist als die APTES-Beschichtung
Aufgrund der Einfachheit der Beschichtungsmethoded der guten Empfindlichkeit im
Vergleich zu den anderen untersuchten Methoden,d witie Beschichtung der
Arbeitselektrode mit Hilfe von FNPA fur weitere Wnsuchungen verwendet und als im
Vergleich beste Immobilisierungsstrategie eingestuf
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4.2.3 Verwendung unterschiedlicher Elektroden ftr d ie FNPA-

Beschichtung

Wie unter 4.2.2 beschrieben ist eine Beschichturttels FNPA die beste Methode. Diese
wurde unter Verwendung einer Kohlenstoff-Arbeitkglede ermittelt. Die in dieser Arbeit
verwendeten Sensoren waren mit verschiedenen taebaktroden ausgestattet. Wahrend die
Sensoren vom Typ AC1.W2.R1 mit einer Platin-Arbadggtrode ausgestatten waren, waren
die Sensoren vom Typ AC1.W4.R1 und AC1.W5.R1 mithl¢astoff-Arbeitselektroden
ausgestatten. Der Unterschied zwischen AC1.W4.Rfl AC1.W5.R1 liegt ist der
Kohlenstoff-Modifikation des verwendeten Kohlen$sofLeider war die Hersteller-Firma
BVT nicht in der Lage, die genauen Modifikationerzuteilen.

Wie aus Abbildung 3.3.2. hervorgeht, sind zwei [@Rindpei der Beschichtung der
verschiedenen TFT-Sensoren mit zu beobachten. Zoem énat das verwendete Enzym zur
Beschichtung einen entscheidenden Einfluss auEdhefindlichkeit des Sensors (siehe auch
4.3). Zum anderen ist die hochste Enzymaktivitdtden Sensoren des Typs AC1.W2.R1
gegeben, zumindest wenn man LaccaselTaasetes versicoloverwendet.

Es erstaunt nicht, dass die Empfindlichkeit derdeei Kohlenstoff-Arbeitselektroden in
ahnlichen GréRenordnungen liegt, da man davon aesgenuss, dass die Kohlenstoff-
Modifikationen keinen grél3eren Unterschied aufweigg.B. keine Verwendung von
Fullerenen oder Carbon Nanotubes in einer Elekttott eine Graphit-Modifikation in der
anderen Elektrode). Vielmehr kann davon ausgegangenden, dass es sich um
unterschiedliche Graphit-Modifikationen handelt.

Wahrend es bei den verwendeten Laccasemgaricus bisporusindRhus verniciferkeine
signifikanten Unterschiede bei der Verwendung datifArbeitselektrode gegeben hat, ist
die Empfindlichkeit bei der Kombination Laccase alametes versicolound Platin-
Arbeitselektorde signifikant gré3er.

Da die Verwendung von Sensoren mit Platin-Arbedisiebden mit der Beschichtung der
LaccasenRhus verniciferaund Agaricus bisporuskeinen grofRen Unterschiede in der
Enzymaktivitat verglichen mit der Enzymaktivitdt rde<ohlenstoff-Arbeitselektroden
beschichtet mit den beiden oben genannten Lac@beachte, kann ausgeschlossen werden,
dass die Beschichtungsstrategie mit FNPA ein Gruiid die unterschiedlichen
Empfindlichkeiten ist.

Aufgrund des Versuchsaufbaus deuten die Ergebmsskenehr darauf hin, dass die
Immobilisierung der Laccase au3rametes versicolorder Grund fur die erhohte

Enzymaktivitat ist.
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4.3 Verwendung von Laccasen

Die Verwendung von Laccasen in Biosensoren zur Kdiete von Polyphenolen wird in der
Literatur haufig beschrieben [Kulys und Vidziunai#903; Quan und Shin, 2004]. Die mit
den Biosensoren untersuchten Substanzen reicherPlvenolen Uber substituierte Phenole,
Naphtolen, Hydroxycarbonsauren, Ascorbinsauren, SCEugenol und Hexacyanoferraten
bis hin zu Polyphenolen. Als Cosubstrat dient ifgéineinen Sauerstoff [ BRENDA Enzyme
Database, 2009]. Durch die Vielzahl an untersciibdh Laccasen, die wiederum
unterschiedliche pH- und Temperaturoptima sowiect@edene Lagerstabilitaten haben, ist
die Bestimmung der geeigneten Laccase fir den zviekelnden Biosensor Voraussetzung
fur die Bestimmung von Polyphenolen. In dieser Arlnurden die Laccasen adsametes
versicolor, Agaricus bisporusindRhus verniciferagetestet.

Die Funktionskontrolle des immobilisierten Enzymtokgte bei den Makro-Elektroden direkt
durch amperometrische Detektion. Im Gegensatz deplgte die Funktionskontrolle bei den
BVT-Sensoren photometrisch mittels ABTS.

4.3.1 Laccase aus Rhus vernicifera

Die Laccase auRhus verniciferavurde schon 1883 von Yoshida isoliert [Yoshida, 388
und gehort damit zu den am besten erforschten kaocaDa das Temperaturoptimum der
Laccase bei 25°C liegt [Casella et al, 2006] unsl Eiazym bei einer Temperatur von 5°C bei
einem pH-Wert von 5,5 in destilliertem Wasser getagverden kann [Peisach et al, 1965], ist
es fur den Einsatz als biologische Komponente eBiesensors geeignet. Das Enzym lasst
sich in einem pH-Bereich von 4,3 bis 9,0 einsetaeabei das pH-Optimum bei 7,0 liegt
[Casella et al, 2006]. Nach Peisach et al liegtatdgOptimum des Enzyms zwischen 5,0 und
5,5 bei der Verwendung eines Tris-Acetat-Puffeeigch et al, 1965].

Wahrend die Laccasen voAgaricus bisporusund Trametes versicolorauch auf den
Makroelektroden mittels amperometrische Detektietestet worden sind, ist dies mit der
Laccase ausRhus verniciferaaufgrund der schlechten Loslichkeit des Enzyms in

Pufferlésung nicht erfolgt.

4.3.1.1 Verwendung von Laccase aus Rhus vernicifera auf HSEnsoren

Obwohl die Laccase im Vergleich zu den LaccasenTaametesversicolor undAgaricus

bisporusschlecht 16slich ist, wurde ein Versuch mibhus vernificerd-accase auf den TFT-
Sensoren durchgefihrt, da fur die Beschichtungssgfia mit Photolinkern maoglichst viele
Daten gesammelt werden sollten. Vergleicht man idi€.3.2 ermittelten Werte fiur den
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Blindwert, den Wert des Sensors ohne Beschichtumgy die Werten des Sensors mit

Beschichtung von Laccase aRbus verniciferaso féllt auf, dass diese Werte im Rahmen der
Messunsicherheit identisch sind (siehe Tabelle R8s bedeutet, dass es nicht méglich war,
eine Beschichtung mit Laccase &isus verniciferauf den TFT-Sensoren mit den gewahlten

Immobilisierungsstrategien durchzufuhren.

Tabelle 25Vergleich der ermittelten Absorptionen fiir den Blivert, eine Elektrode ohne Beschichtung, eine
Elektrode mit nur einer FNPA-Beschichtung und ders@hichtung mit Laccase augjaricus
bisporus ermittelt wurden die Werte mittels ABTS-Test (seauch 3.3.2)

Blindwert O_hne Mit ENPA— Beschichtung mit !_accase
Beschichtung Beschichtung aus Rhus vernicifera
AC1.W2.R1 0,052 0,049 0,046 0,048
AC1.W4.R1 0,052 0,047 0,043 0,047
AC1.W5.R1 0,053 0,047 0,044 0,050

Da die Laccasen voAgaricus bisporusind Trametes versicoloein Molekulargewicht von
96.000 Da bis 110.000 Da aufweisen, die Laccase Rbns verniciferajedoch ein
Molekulargewicht zwischen 52.000 Da bis 70.000 [, kkann sich die Fixierung des
Enzyms am Trager unterscheiden. Dies kann dazwefiiilttass die Laccasen vdrametes
versicolor und Agaricus bisporusunter Verwendung von FNPA immobilisiert werden
konnen, wahrend die Laccase vBfMus verniciferanicht immobilisiert werden kann. Es
besteht die Mdglichkeit, dass Laccase ®inus verniciferaufgrund seiner unterschiedlichen
Struktur im Vergleich zu den Laccasen véwgaricus bisporusund Trametes versicolor

wahrend des Immobilisierungsvorgang inaktiviert eheor ist.

4.3.2 Laccasen aus Agaricus bisporus und Trametes versicolor

In der Literatur ist beschrieben, dass LaccaseAaasicus bisporusl,2-Dihydroxybenzen,
Pyrogallol, Gallussdure und Ascorbinsdure umsetzodd, 1980]. Das macht sie fur die
Nutzung als biologische Komponente eines Biosengars Detektion von Polyphenolen
interessant. Die Laccase hat zwei pH-Optima beiud® 5,6 [Wood, 1980]. Des Weiteren
wurde von Timur et al. gezeigt, dass bei Verwenduwum Agaricus bisporussewebe (mit
Polyanilin als Immobilisierungsreagenz) das pH-@ptin bei 5,5 liegt [Timur et al., 2004].
Im Vergleich dazu hat Laccase aummetes versicoloein pH-Optimum bei 3,0 [Han et al.,

2005 und Madzak et al., 2006]. Darluber hinaus wdtdemmobilisierte Laccase ein pH-
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Optimum von 4,3 ermittelt [Rogalski et al., 1990janeben wird in der Literatur auch noch
ein pH-Optimum von 5,5 postuliert [Quan, Shin, 2004

Unter Berlcksichtigung der experimentell ermitteltérgebnisse und den oben genannten
Literaturwerten wurde fur die Makroelektroden eir&-Puffer mit einem pH-Wert von 5,0

gewabhlt, welcher fur beide Laccasen eingesetzt @rorst.

4.3.2.1 Verwendung der Laccasen auf Makroelektroden

Der Vergleich der Laccasen afilgaricus bisporusind Trametes versicolowurde bereits in
3.1.4.10 beschrieben. Dabei wurde deutlich, dasslLdiccase auggaricus bisporusim
Vergleich zu der Laccase ausametes versicolodeutlich geringere Werte lieferte (ca.
Faktor 20 geringer), was jedoch auch mit einer lad@n Verringerung der
Standardabweichung einhergeht. Die VerringerungStandardabweichung deutet auf eine
hohere Prazision und/oder Robustheit der verwend®taekroelektrode im Vergleich zu
Makroelektroden mit Laccasen alisametes versicolohin. Dieser positive Effekt wird
jedoch komplett durch die deutlich schlechtere HEngbichkeit kompensiert. Diese ergibt
sich aus der deutlich niedrigeren Aktivitat der tase aug\garicus bisporugAktivitat 6,3
U/min) im Vergleich zu der Aktivitat der Laccasesalrametes versicolofAktivitat: 30,6
U/mg).Im Gegensatz zu der oben genannten Streuunggei§tceuung der Ergebnisse bei der
Verwendung der Laccas€rametes versicolomsignifikant hoch. Dies ist eine Folge der
geringeren Robustheit des Messsystems. Dies esgibtaus den ermittelten Einzelwerten.
Dabei sind bei Wiederholungsmessungen die Signeaidlidh geringer als bei der ersten
Messung.

Da die Abnahme der Signalstarke bei konstanter dhiainzentration von Messung zu
Messung abnimmt, ist davon auszugehen, dass diohibbtete Arbeitselektrode ,vergiftet”
wird. Dies kann die Folge der Abbauprodukte seir, loki der Messung entstehen. Als
Reaktionsprodukt bei der Messung von Hydrochinasteht 1,4-Benzochinon, welches mit
Biomolekilen wie DNA und Proteinen reagiert [Pet389; McDonald et al., 1993]. Hierbel
ist vor allem die Addition von 1,4-Benzochinon ahidigruppen des Cysteins zu nennen.
Bekannt ist der Effekt der Inhibierung von Enzynarch Benzochinon zum Beispiel bei
Urease, welche mehrere Cystein-Einheiten enthalbdzska, W. et al., 2002]. Dies kann zur
Reduktion der Signalstarke fuhren. Da jedoch nauigérer Zeit ohne Messung (bzw.
Lagerung der beschichteten Elektrode in Lagerpuftke Signalstarke bei der nachsten
Messung wieder steigt, kann dies nur ein Aspekt sei

Eine weitere Mdglichkeit ist, dass das 1,4-Benzachipolymerisiert und sich als Film Uber

die beschichtete Elektrode legt. FUr diese Thesihipdie oben genannte Erhdhung der
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Signalstarke nach langeren Zeitraumen ohne Mes@owgohl im Lagerpuffer als auch im
Messsystem). Da sowohl als Lagerpuffer, als aush-géRpuffer im Messsystem ein Citrat-
Puffer Verwendung findet, kann davon ausgegangemieme dass die Alkoholgruppen des
Citrats mit den Carbonylgruppen des Benzochinonsiallbacetalen oder Acetalen reagiert.
Dabei wird das Reaktionsprodukt von der Elektroddtst, was eine Erhéhung der
Sensitivitat und damit der Signalstarke zu Folge ha

Da aufgrund der grof3en Standardabweichung und dgeritgen Stabilitét der beschichteten
Makroelektroden ein Produktiveinsatz nicht mogligt, wurde mit der mitTrametes
versicolorLaccase beschichteten Elektrode ein weiteres Med ©ptimierung des Lager-
und Messpuffers durchgefiihrt. Dazu wurde neben logkannten Citrat-Puffer ein Phosphat-
Puffer (0,1 M, pH 7.0, 0,1 M NaCl) eingesetzt. Pieffer wurden sowohl als Lagerpuffer als
auch als FlieBmittel fur das Messsystem einges&abei stellte sich heraus, dass die
Verwendung des Phosphat-Puffers als FlieBmitteldexlCitrat-Puffers als Lagerpuffer eine
deutliche Verbesserung des Signals bei akzept&tderdardabweichung ergab.

Aufgrund der Reversibilitdt der Reaktion an der éitkelektrode kann davon ausgegangen
werden, dass sich bei héheren pH-Werten sich daktiRasgleichgewicht auf Seiten des
Hydrochinons verschiebt und es somit zu einer Jiiatien® Amplifizierung des Signals
kommt. Die Lagerung im Citratpuffer bewirkt wie obaufgezeigt eine Reaktivierung der
beschichteten Elektrode. Beide Effekte fihren nerca. siebenfach hoheren Signalstarke
bei nur marginal gré3erer Standardabweichung.

4.3.2.2 Verwendung der Laccasen auf TFT-Sensoren

Wie in 3.3.2.1 beschrieben wurden die LaccaserRéuwus vernicifergAgaricus bisporusind
Trametes versicolorauf drei verschiedenen TFT-Sensoren untersuchbeivdie TFT-
Sensoren sich in der Arbeitselektrode unterscheiDén Ergebnisse der Messungen mit der
Laccase auRhus verniciferawurden schon im Abschnitt 4.3.1.1 diskutiert.

Auch bei den Untersuchungen mit den Laccasemgasicusund Trametes versicolokamen
die bekannten drei TFT-Sensoren zum Einsatz, darbaitselektroden aus Platin bzw. aus
verschiedenen Kohlenstoff-Modifikationen besteh2abei fallt zuerst auf, dass sich, wie in
den Versuchen mit den Makroelektroden bestatigts die Laccase aldsametes versicolor
die leistungsfahigste ist. Unabhangig von der vedegen Arbeitselektrode sind die Signale
bei den Versuchen mit der Laccase duametes versicolound damit die Sensitivitat des
Systems deutlich héher (ca. Faktor 2; bei der mdé&ktrode ca. Faktor 3) als beim System
TFT-Sensor/Laccase adgjaricus bisporusDies lasst sich mit der geringeren Aktivitat der

Laccase ausAgaricus bisporus(6,3 U/mg) im Vergleich zu der Laccase aliametes
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versicolor(30,6 U/mg) erklaren. Weiterhin auffallig ist, dass bei der Verwendung des TFT-
Sensors AC1.W2.R1, der eine Platin-Arbeitselekinodat, eine signifikante Signalerhéhung
im Vergleich mit den beiden TFT-Sensoren mit Kobteff-Arbeitselektroden bei
gleichzeitiger Verwendung der Laccase duametes versicoloals Biokomponente gibt.
Dies lasst sich nicht ohne weiteres erklaren. Wid.2.3 beschrieben kann ausgeschlossen
werden, dass der Effekt der Beschichtung fur dgn&erhéhung verantwortlich ist. Wenn
dies der Fall wéare, musste auch das Signal deramd&ccasen, die auf der Platin-Elektrode
immobilisiert worden sind, ein héheres Signal auéep. Bei der Verwendung der Laccase
ausAgaricus bisporusst es jedoch sogar so, dass das Signal mit dginFArbeitselektrode
am geringsten ist (wenn auch nicht signifikant).

Somit muss der Grund fiur die Signalerh6hung in idembination der Laccase mit der
Platinelektrode in Verbindung mit dem Immobilisiegsreagenz liegen. Uberspannung als
Grund kann aufgrund der oben genannten Beobachiutg®ait ausgeschlossen werden. Ein
Einfluss auf die Sensitivitat des Messsystems uadR@éaktionen hat jedoch die Kombination
aus der verwendeten Elektrode, der verwendeten asacaund der Verwendung des
Fliel3mittels im System. Hier ist vor allem der pHMVdes FlieRmittels zu nennen. So haben
schon Quan et al. beschrieben, dass die Revedlnér 1,2-Dihydroxybenzen-Oxidation bei
hoheren pH-Werten groR3er ist und dies einen Eisflagf die Sensitivitdt der Laccase-
Elektrode hat [Quan et al., 2004]. Die unterschobdin ermittelten Werte fur die Laccase-
Elektroden Trametesversicolor) mit den Arbeits-Elektroden Platin undifenstoff lassen
sich also mit der Kombination pH-Wert des FlieRetgtund Elektrode erklaren, welche einen

Einfluss auf die Sensitivitat der Enzym-Elektrods. h

4.4 Verwendung von Glucoseoxidase

Neben den Laccasen wird in der Literatur auch deewéndung von Glucoseoxidase zur
Verwendung in Biosensoren zur Detektion von Phanal#gefihrt [Schwarz, 2004]. Wie in
3.1.5 beschrieben wurden deshalb Messungen mito&daxidase auf den Makroelektroden-
Systemen durchgefuhrt. Eine wesentliche Beobachtlaigi war, dass es bei der Messung
mittels Biosensors zu Fronting und Tailing gekommisin (siehe Abbildung 4.4.1). Des
Weiteren ist zu erkennen, dass der GlucoseoxidasseBsor ein deutlich niedrigeres Signal

liefert und damit weniger sensitiv als der LaccBsasensor ist.
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Abbildung 4.4.1Vergleich der Enzymsysteme Glucoseoxidase/Laccase
Messung einer 10 mM Hydrochinon-Ldsung; FlieBpufterdas Glucoseoxidase-System:
TRIS-Puffer 0,1 M, pH 7,0; FlieBpuffer fir das Lase-System: Citrat-Puffer Il

Die grol3en Signalunterschiede lassen sich untderam mit der Spezifitat der Enzyme
erklaren. Wahrend Laccasen spezifisch PolyphenoleChinonen umwandeln, ist das
Zielsubstart der Glucoseoxidase die Glucose, beai €il@ee Hydroxylgruppe in eine
Carbonylgruppe umgewandelt wird. Dabei ist Sao#frsier Reaktionspartner, der zu
Wasserstoffperoxid reagiert [Belitz, Grosch, 1992lisétzlich wird in der Literatur die
Verwendung von Glucoseoxidase zur Herstellung voydrechinon aus Benzochinon
beschrieben [Alberti et al., 1982]. Zur Verbesser des Signals wurde in der Literatur der
Zusatz von NADH aufgeftihrt, um das Hydrochinon anBochinon zu reduzieren und damit
der Glucoseoxidase das Benzochinon als Cosubatraverfiigung zu stellen [Schwarz,
2004]. Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dasttrdas komplette Hydrochinon an der
Elektrode umgesetzt worden ist, sondern dass desriadiar gebildete Semichinon mit der
Glucose zu Arbutin, dem Hydrochinon-Glycosid reagieat. Die Komplexitat des Systems
und damit die Storanfalligkeit des Systems erhdtih sind es kann nicht ausgeschlossen
werden kann, dass Hydrochinon durch die ReaktidrGiicose zu Arbutin reagiert.

Auch wenn die Verwendung von Glucoseoxidase keiogeile gegenuber der Verwendung
der Laccasen fur das Makroelektroden-System brachterde ein Versuch mit
Glucoseoxidase durchgefuhrt. Dabei handelt es sith eine Langzeitmessung von 75

Minuten, in der verschiedene Kombinationen aus @&ac NADH und Hydrochinon, sowie
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die Einzelsubstanzen vermessen worden sind. Inll€éab@ sind die einzelnen Messintervalle

aufgefuhrt.

Tabelle 5Langzeitmessung von verschiedenen Substanzensrt€l-Sensor bei einem Potential E=800 mV

Von Minute Bis Minute Analyt

0 15 FlieRmittel: Phosphat-Puffer pH 7, 0,05 M

15 27 Glucose 100 mM

27 35 Hydrochinon 2 mM

35 42 Glucose 100 mM + Hydrochinon 0,2 mM

42 57 Glucose 100 mM + NADH 5 mM

57 67 Hydrochinon 2mM + Glucose 100 mM + NADH 5 mM
67 75 FlieRmittel: Phosphat-Puffer pH 7, 0,05 M

In Abbildung 3.3.3 kann man erkennen, dass zursMigg zwar ein stabiler Drift vorhanden
ist, dieser jedoch sehr stark ausgepragt ist. Eift Bt in allen amperometrischen Systemen
vorhanden. Ein Drift dieser Auspragung erschwetogh die Auswertung von Daten. Grund
fur den Drift kdnnen unter anderem das Auftretesckierter Grenzflachen, Auflésungs- und
Auslaugungserscheinungen oder ein Drift der verwtsd Messwertschaltung sein
[Marstalerz, 2003]. Aufgrund der Messergebnisse sd@von ausgegangen werden, dass
nicht gebundenes Enzym oder aber nur adsorptivrgimes Enzym durch das Flie3mittel
abgespult wurde.

Da es sich bei dem FlieBmittel und allen vermesseA@alyten um nicht entgaste
Flissigkeiten handelt, kann davon ausgegangen wemigss sich Sauerstoff in den zu
untersuchenden Analyten befindet. Daher wurde amgeren, dass bei der Messung einer
100 mM Glucose-Lésung ein Signal ausgelost wird, @micoseoxidase Glucose zu
Gluconsaure umwandelt und im weiteren Schritt Was$sHperoxid entsteht, welches bei
einem angelegtem Potential von 800 mV reduzierdessollte [Xu, Chen, 2000]. Es konnte
jedoch keine Signalanderung beobachtet werden. IBggsden Schluss nahe, dass das zuvor
immobilisierte Enzym von der Elektrode abgespultrdem ist, was auch den Drift in den
ersten 15 Minuten erklaren kann. Gegen diese Tepsechen jedoch die weiteren Signale,
die durch verschiedene Ldsungen erhalten worded. sto ist zwar das Signal bei der
Messung der 2mM Hydrochinon-Losung ebenfalls aucheoEnzym zu erwarten, jedoch
kann ohne vorhandenes Enzym nicht der SignalvedauiKombinationslésung aus Glucose
und Hydrochinon erklart werden. Aufgrund der ereliin Werte muss davon ausgegangen
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werden, dass die Glucose in der Kombinationslosamg Amplifizierung des Signals
bewirkt, da sich die Signale der Kombinationslosumg 0,2 mM Hydrochinon nicht
wesentlich von der davor gemessenen 2 mM Hydrodhirisung unterscheiden. So
unterscheiden sich die beiden Plateaus im Maximunmum 2,7 pA, wahrend die Signalhdohe
bei der Messung der 2 mM Hydrochinon-Lésung 17,4beiagt.

Bei der Verwendung von NADH in Kombination mit Gase und Hydrochinon wurde
erwartet, dass, wie bereits diskutiert, Hydroohirdurch NADH zu Benzochinon oxidiert
wird und dabei der Glucoseoxidase als SubstratVarfiigung steht. Dabei kann bei der
Oxidation des Hydrochinons die Glucose mit demrmgliar gebildeten Semichinon zur
Arbutin reagieren. Dies ware eine Erklarung flur degringerte Signalhdhe. Eine andere
Mdoglichkeit ist, dass die Arbeitselektrode verdift&t und dadurch die Signalhéhe deutlich
geringer ist, als bei der Messung der Hydrochindue@se-Kombinationsldsung. Unter einer
vergifteten Elektrode versteht man, dass sich Raeadgirodukte auf der Elektrode ablagern.
Im Allgemeinen kann festgestellt werden, dass els bei dem Glucoseoxidase-System um
ein deutlich komplexeres System handelt als beildmtase-Systemen, was eine geringere
Robustheit des Systems zur Folge hat.

4.5 Messungen von Polyphenolen mit Makroelektroden

Neben Hydrochinon wurden auch noch die Substanz2iDihydroxybenzen, Gallussaure,

Kaffeesaure und DL-DOPA verwendet, um die Empficittieit und Robustheit des Sensors
bei den Substanzklassen Diphenole, BenzoesauraterivZimtsaurederivate und

Aminosauren zu untersuchen. Alle untersuchten &uobkklassen weisen zwei

Hydroxygruppen am Benzolring auf, entweder in ortbder para-Stellung. In Tabelle 27

sind die Werte der berechneten Nachweis- und Bestingsgrenzen der analysierten
Substanzen aufgefihrt.

Aufgrund der Spezifitat der Laccase war zu erwartdass fur die unterschiedlichen

Referenzsubstanzen unterschiedliche Empfindlicekeitund damit unterschiedliche

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ermittelt wurderes konnte auch experimentell

bestatigt werden. Dabei kdnnen die einzelnen Refsidstanzen aufgrund der Position der
Hydroxylgruppen und der Seitenketten in verschied8ruppen unterteilt werden.
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Tabelle 6Berechnete Nachweis- und Bestimmungsgrenzen féckiexdene Referenzsubstanzen; 95%-
Konfidenzintervall

Messbereich [mM] Regression NG [mM] BG [mM]
Hydrochinon 0,0125 - 0,200 0,9987 0,01506 0,04517
Hydrochinon 0,050 - 0,600 0,9988 0,03671 0,11013
1,2-Dihydroxybenzen 0,100 — 1,000 0,9993 0,04040 0,12012
Gallussaure 0,125 - 2,000 0,9972 0,28 0,860
Kaffeesaure 0,5-10,0 0,9973 1,30 3,98
DL-DOPA 05-15 0,9959 0,32 0,80

Fasst man die Referenzsubstanzen in Gruppen zusanimdem man nur die Position der
Hydroxylgruppen unterscheidet (para-Gruppe: Hydimam  ortho-Gruppe: 1,2-
Dihydroxybenzen, Gallusséure, Kaffeesaure und DLIPBY) so sind die Ergebnisse fiur die
Nachweis- und Bestimmungsgrenze und damit der Eipéhkeiten und Spezifitdten nicht
eindeutig. Unterteilt man jedoch die Referenzsuizsa nach ihren zusatzlichen Seitenketten,
so ergibt sich hier ein anderes Bild. Wahrend ldgbdmon und 1,2-Dihydroxybenzen eine
Bestimmungsgrenze von ungefdahr 0,05 mM bis 0,12 raMweisen, so liegt die
Bestimmungsgrenze bei DL-DOPA und Gallussaure inmeisBk von 0,8 bis 0,9 mM.
Kaffeesdure bildet hier einen Ausreil3er mit einestBnmungsgrenze von 3,98. Dazu muss
erwahnt werden, dass die Bestimmung der Nachwemt Bestimmungsgrenzen rein
rechnerisch erfolgte und die Messwerte einen Essfluauf die Nachweis- und
Bestimmungsgrenze haben. Dies wird auch bei dem Ewyarochinon-Messungen, bei denen
die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ermittelt worgdind, deutlich. Aufgrund von
starken Stérungen war es nicht moglich, Kaffeesaukteineren Konzentrationsbereichen zu
messen. Die Stérungen entstehen aufgrund der Rjlstan Folgeprodukten an der Elektrode
[Renner, 2005].

4.6 Messungen von Polyphenolen mit TFT-Sensoren

Fur die Messung von Polyphenolen an den TFT-Sensaereden die Referenzsubstanzen
Hydrochinon, 1,2-Dihydroxybenzen und Gallussauraeweadet. Dabei wurden zwei
verschiedene Methoden zur Bestimmung der Kalibeieden verwendet. Wahrend die Werte
der Referenzsubstanzen Hydrochinon und 1,2-Dihydremzen wie bei den Makro-
elektroden mittels Bestimmung der Flache unterleatles Peaks bestimmt worden sind, sind
die Gallussaure-Werte fur die Kalibriergerade nsttBifferenz der Signalhéhe bestimmt
worden (siehe Abbildung 3.3.7).
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Tabelle 7 Berechnete Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fuschexdene Referenzsubstanzen; 95%-
Konfidenzintervall

Messbereich [mM] Regression NG [mM] BG [mM]
Hydrochinon 0,010 - 0,250 0,9994 0,01282 0,04313
1,2-Dihydroxybenzen 0,125 - 5,000 0,9998 0,00933 0,03426
Gallussaure 0,125 - 1,500 0,9986 0,15 0,51

Vergleicht man die ermittelten Werte mit denen Bitkroelektrode, so stellt man fest, dass
die Werte fur die Nachweis- und Bestimmungsgrerdmneinzelnen Referenzsubstanzen im
selben Konzentrationsbereich liegen, wobei man dile Referenzsubstanzen niedrigere
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen erhalt im Verglaa den mit der Markoelektrode
ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen. Quisauch fur die Referenzsubstanz
Gallusséaure, bei der die Werte mittels Differenz 8eggnalhdhen ermittelt worden ist. In
einem Bereich von 0,125 bis 1,5 mM erhélt man eilmegaren Verlauf. Erst bei hdheren
Konzentrationen ist die Linearitat nicht mehr gegebAb einer Konzentration von 1,5 mM
Gallusséaure kann das Enzym die vorhandene Galliesssdacht mehr vollstandig umsetzen.
Im Vergleich mit den Makroelektroden féllt bei d&@RT-Sensoren zusatzlich auf, dass die
Nachweis- und Bestimmungsgrenze von 1,2-Dihydroryba kleiner ist als die Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen des Hydrochinons. Dies klen aufgrund der unterschiedlichen
vermessenen Konzentrationsbereiche als statistigeffiekt betrachtet werden. Wie bei den
Makroelektroden ist der Einfluss einer Seitenkedta Dihydroxyphenol gréfl3er als die

Position der Hydroxygruppen an dem Benzolring.

4.7 Messungen von Realproben mit TFT-Sensoren

Die Bestimmung der Polyphenol-Gehalte von Realpnobairde mit (-)-Epicatechin als
Referenzsubstanz durchgefuhrt. Damit beziehen st ermittelten Werte auf (-)-
Epicatechin-Aquivalente. Der Bezug auf ein Subsigoalent ist notig, da die Selektivitat
des Biosensors wie bereits erdrtert bei verschema&ubstanzen unterschiedlich ist. Um die
ermittelten Werte vergleichbar zu machen, mussalbshit Aquivalenten gearbeitet werden.
Als Realproben wurden verschiedene Grintee-Sortawies ein Aroniasaft und ein
Cranberrysaft vermessen. Sowohl Gruner Tee, wid #&roniasaft und Cranberrysaft sind
reich an Polyphenolen und damit ideale Proben znméssung von Polyphenolen. Griner
Tee enthalt dariber hinaus wenig andere Substadmewlie Messungen storen kdnnen. Bei

den Saften dagegen kann es zu Stérungen zum Belspod vorhandenen Zucker kommen.
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Die Kalibriergeraden des (-)-Epicatechin zeigen emiter Regression von 0,9992 eine gute
Linearitdt in den untersuchten Bereichen von 0,1 BEpjcatechin/ 10 ml bis 1,0 mg

Epicatechin/ 10 ml sowie von 0,4 mg Epicatechinfi®is 2,4 mg Epicatechin/ 10 ml.

4.7.1 Verschiedene Griintee-Sorten

Es wurden die Griuntee-Sorten ,Chan Mee*, ,Gun Paotded ,Pi Lo Chun* untersucht.
Vergleicht man die Werte, die mit der Referenzmééhermittelt worden sind, mit denen des
Biosensors, so fallt auf, dass die mit dem Bioserswittelten Werte deutlich gréf3er sind als

die mit der Referenzmethode ermittelten Werte.

Tabelle 8 Vergleich der unterschiedlichen Teesorten; Messnitiggls Referenzmethode und Biosensor; alle
Werte in ,mg Epicatechin/I"

Referenzmethode Biosensor
Mittelwert Standard- Mittelwert Standard- Differenz
abweichung abweichung (absolut)
I,leeee::Cha” 725,02 27,18 988,75 253,16 263,73
Tee,Gun 789,66 51,88 1009,72 157,28 220,06
Powder
I:iiﬁf’l Lo 748,60 28,41 1042,64 233.23 294,04

Des Weiteren sind die ermittelten Standardabweigbondie mit dem Biosensor ermittelt
worden, deutlich gro3er als die mit der Referenhodd ermittelten Standardabweichungen
(Faktor 4-10), wobei die Differenzen in gleicherdGenordnung liegen (siehe Tabelle 29).
Dies ist aufgrund der Untersuchungen mit Referdmatsunzen auch so erwartet worden, da
die Referenzmethode robuster sein sollte als desdBisor. Trotzdem reicht die Prazision des
Biosensors aus, um ihn als Screening-Verfahrerusetzen. Mittelt man die Differenzen der
Mittelwerte beider Methoden fir die verschiedeneegroben, so erhalt man einen Wert von
260,28 mg Epicatechin/l. Aufgrund der grol3en Saadabweichungen der Biosensor-
Ergebnisse kann nicht ausgeschlossen werden, dassrdittelte Mittelwert der Differenzen
nur ein statistischer Zufall ist. Geht man jedodm der Annahme aus, dass es sich um einen
statistischen Zufall handelt, detektiert der Bias®nlInhaltsstoffe des Tee-Auszugs, die
mittels Referenzmethode nicht erfasst werden. lma@at kommen hier zum Beispiel das im

Tee enthaltene Coffein, welches ggfs. an der Edeletiohne zutun des Enzyms oxidiert wird.
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4.7.2 Aroniasaft und Cranberrysaft

Wahrend bei den untersuchten Tee-Proben jeweil8amensor héhere Signale und damit
hohere Konzentrationen lieferte, ist dies bei deifteéd nicht so. Wahrend bei dem
Cranberrysaft eine gute Korrelation zwischen Bigserund Referenzmethode existiert, sind
die mit Hilfe der Referenzmethode ermittelten Wdtte den Aroniasaft deutlich groRer als

die Werte, die mit Hilfe des Biosensors ermittettrden sind.

Tabelle 30Vergleich der unterschiedlichen Safte; MessungetsiiReferenzmethode und Biosensor; alle Werte
in ,mg Epicatechin/I

Referenzmethode Biosensor
Mittelwert Standard- Mittelwert Standard- Differenz
abweichung abweichung (absolut)
Aroniasaft 5478,69 355,78 3251,18 99,00 2227,51
Cranberrysaft 1137,67 47,44 1357,87 54,52 220,20

Bei den Biosensormessungen sind im Vergleich zuTeémproben die Standardabweichungen
bei den Saftproben deutlich geringer. Aufgrund ti@naltsstoffe des Aroniasaftes (im

Direktsaft sind z.B. bis zu 12 % reduzierende Zuckad zwischen 65-100 g/l Sorbit

enthalten [Misfeldt, 2007]) besteht die Mdglichkeitass die Referenzmethode zu hohe
Konzentrationen an Polyphenolen liefert. Es begedioch auch die Moglichkeit, dass die
ermittelten Biosensor-Werte zu niedrig ausfallenenw die Polyphenole glykosidisch

gebunden vorliegen und aufgrund von sterischen étumthen nicht mehr vom Enzym

umgewandelt werden kdnnen. Eine genaue Aussage wighh getroffen werden. In der

Literatur wird nur ein Polyphenolgehalt von 740 @@ g Frischegewicht aufgeflhrt

[Albrecht, 1996]. Fur Aronia-Saft sind keine Polgniolgehalte in der Literatur bekannt. Bei
einer moglichen Saftausbeute von 75 bis 80 % [&ikf 2007], errechnet sich ein

theoretischer Wert von ca. 590 mg/100 ml. Dies etiath entspricht dem ermittelten Wert

der Referenzmethode.

Die ermittelten Werte fur den Cranberrysaft sintemander vergleichbar. Aufféllig ist, dass

der mittels Biosensor ermittelte Wert hoher ist dir mittels Referenzmethode. Dies
wiederum deckt sich jedoch mit den UntersuchunganT@e-Proben. Auch hier kann davon
ausgegangen werden, dass Substanzen mit dem Biloskitsktiert werden, welche nicht mit

der Referenzmethode erfasst werden.
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4.8 Stabilitat des Biosensors

Die Stabilitat des Biosensors lasst sich aus dessayerfahigkeit ableiten. Eine lange
Lagerdauer ohne grof3en Verlust der Sensitivitat Biesensors bedeutet gleichzeitig eine
hohe Stabilitdt des Biosensors. Im Wesentlicherghdie Stabilitat eines Biosensors von
zwei Faktoren ab: Wie schnell wird das Enzym vormsBnsor ausgewaschen, also wie gut ist
das Enzym auf der Elektrodenoberflache immobilisiBer zweite Faktor ist, wie gut das
Enzym selber stabilisiert wird. Aufgrund der ReakBn an der Arbeitselektorde und den
damit erhaltenen Produkten kann ein Enzym gehemertdem (Enzymvergiftung). Druck

oder Temperatur kdnnen das Enzym denaturieren.

4.8.1 Lagerstabilitdt der mit PLA-beschichteten GC-  Elektrode

Um die Stabilitét eines Biosensors zu bestimmen g mehrere Mdoglichkeiten. Fir die
Enzym/PLA-beschichteten GC-Elektroden wurde die igBtey einer vermessenen
Kalibriergerade als BezugsgrofRe zur Bestimmung Hdagerstabilitit gewahlt. Dabei
korreliert die Steigung der Kalibriergeraden mit &ensitivitdt des Enzymsystems. Je grol3er
die Steigung ist, desto groRer ist die Empfindleibkles Biosensors. Da die Empfindlichkeit
des Biosensors nur von der Enzymaktivitat abhaldgst sich also eine Aussage Uber die
Enzymaktivitat des Biosensors durch die Steigung Kalibriergeraden treffen. Diese
Versuchsanordnung hat den Vorteil, dass man digrialtivitat mit den zu untersuchenden
Substanzen durchfihren kann und keine Ersatzsuestarerwenden muss (wie z.B. bei einer
photometrischen Bestimmung der Enzymaktivitat)dieser Arbeit wurde die Lagerstabilitat
einer mit Enzym/PLA-beschichteten GC-Elektrode Ulegnen Zeitraum von 83 Tagen
getestet (siehe Abbildung 3.1.49). Wahrend wie dmtvadiber den gesamten Zeitraum die
Steigung der Kalibriergeraden abnimmt, gibt es dowhrere Ausreil3er, die das Ergebnis
nicht eindeutig erscheinen lassen. So ist die Gbgican den ersten beiden Tagen nach der
Immobilisierung geringer als an den sechs daraggfoadlen Messtagen. Hier wird vermutet,
dass aufgrund der Immobilisierung und damit der fidonitatsdnderung des Enzyms, die
Enzymaktivitat gehemmt war. Erst durch erneute Koniftatsdnderung in einer zweitatigen
Messpause hat das Enzym seine hdchste Enzymakiividd@m System erreicht.

Schaut man sich die ermittelten Steigungen genaoerso fallt weiterhin auf, dass nach
eintdgigen Messpausen die Steigung hoéher liegbalsien vorherigen Messungen. Es kann
davon ausgegangen werden, dass es wahrend derndessmur Enzymvergiftung kommt.
Des Weiteren deuten die REM-Aufnahmen darauf hassdaich wahrend der Messungen eine
Schicht auf der PLA/Enzym-Elektrode bildet. Diesehi8ht passiviert ebenfalls die
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Elektrode. Bei der Lagerung der Elektrode im Pukénnen zumindest Subtanzen, die das
Enzym vergiften, in die Pufferlosung tUbergehen wtas Enzym steht so wieder zur
Verfigung. Da dies jedoch nur bei den ersten Magsu relevant ist, sinkt die
Enzymaktivitat in den darauffolgenden Messungendetie da der Zeitraum fir einen
Ubergang von Substanzen in den Lagerpuffer zu istirDie Passivierungsschicht kann nicht
abgebaut werden, so dass allgemein die Steigunigaldariergeraden sinkt.

Da das Messsystem nicht temperiert war, ist aueh Temperatur ein Faktor fur die
Enzymaktivitat. Dies erklart kleinere Schwankungemerhalb des Diagramms fur die
Lagerstabilitat. Laut Literatur hat Laccase vbrametes versicoloein Temperaturoptimum
von 25°C [BRENDA, AMENDA und FRENDA, 2008]. Abweiochgen vom
Temperaturoptimum senken die Empfindlichkeit degylams. Da die Messungen zum Teil im
Hochsommer in nicht klimatisierten Raumen stattgdén haben, ist hier eine Schwankung
der Temperatur von bis zu 10°C nicht auszuschlig&&AC vom Temperaturoptimum des

Enzyms).

4.8.2 Stabilitit des TFT-Biosensors

Im Gegensatz zur GC-Elektrode, in der das EnzyrmLA eingebettet ist, wird das Enzym
auf dem TFT-Sensor nur oberflachlich durch den &lmter auf der Elektrode immobilisiert.
Da sich in der Durchflusszelle der Eluenteneinigessau tUber der Arbeitselektrode befindet
(&hnlich wie bei einer Wall-Jet-Zelle), bestehtrhige Moglichkeit, dass das Enzym relativ
schnell von der Arbeitselektrode gewaschen wircki der Messung der Lagerstabilitat von
funf TFT-Sensoren wurde mittels ABTS die Empfinbkeit der TFT-Sensoren in einem
Zeitraum von 28 Tagen miteinander verglichen, wabeischen den Messungen mehrere
Tage nicht gemessen worden ist (siehe Abbildungl3)3 Dabei korreliert die gemessene
Absorption direkt mit der Enzymaktivitat. Wider eamten steigt in diesem Zeitraum die
Empfindlichkeit der TFT-Sensoren. Nur von der vtatien zur letzten Messung fallen die
Absorptionen, wobei dies nicht signifikant ist. D@utor kann nicht erklaren, wie es
innerhalb eines Zeitzraumes von 21 Tagen zur &iteigerung der Enzymaktivitat kommen
kann. Aufgrund der Selektivitdt des verwendeten SBIllests konnen Stérungen jedoch

ausgeschlossen werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Biosensoren sind sowohl in der Industrie (Lebengtitind Pharmaindustrie), sowie in den
Bereichen medizinische Diagnostik, Biotechnik, @ehnik sowie Lebensmittel- und
Umwelttechnik (,Life Sciences“yon immer gro3er werdender Bedeutung. Sie werden al
Quicktests in der Produktion von Lebensmitteln es®jzt oder bei High-Throughput-
Systemen in der Pharmaindustrie. Das Anwendungsgebn Biosensoren wéchst stetig. Ein
grof3es Feld ist die Anwendung von Biosensorenach@mischen Analysensystemen (UTAS
— Miniaturized Total Analysis System). Durch die Vemdung von uTAS kdnnen aufgrund der
geringen Mengen an Reagenzien Kosten reduziertemeufgrund ihrer hohen Spezifitaind
Biosensoren fur solche Systeme sehr gut geeigri#targig vom Analyten und der Matrix
besteht des Weiteren die Mdglichkeit, ohne grol3geMigungsschritte den Analyten vor Ort
zu vermessen. Dies macht Biosensoren fir Screeatgeden vor Ort zu einem
interessanten Einsatzgebiet (z.B. die Verwendung Kandheld Units zur Detektion von
Substanzklassen in Pflanzen noch am WachstumsoRfldeze).

Der entscheidende Schritt bei der Herstellung vars@&soren ist die Immobilisierung des
Enzyms auf der Elektrodenoberflache. Hierzu gibtiek verschiedene Herangehensweisen.
Wichtig ist fir das oben genannte Einsatzgebietseimr robuster Biosensor. Dies verlangt
nach einer Immobilisierungstechnik, die das Enzyamnend der Immobilisierung schtzt und
seine Aktivitat nicht oder nur wenig herabsetzts Méeiteren sollte die Immobilisierung das
Enzym auch beim Einsatz vor z.B. Auswaschungentzehiiso dass die Biosensoren sowohl
in sowohl Mikrofluidik-Systemen verwendet werdemkén, wie auch fur Inline-Messungen

in der Produktion von z.B. Lebensmitteln.

Es wurde die Verwendung von Polylactid zur Immaidéiung von Laccase auf
Makroelektroden untersucht, um die Makroelektroddés Biosensor flr die Analyse von
Polyphenolen nutzen zu kénnen. Dabei wurden uriggliche Polylactide eingesetzt. Die
Unterschiede der Polylactide in den physikalischieigenschaften resultieren aus der
unterschiedlichen Herstellungsweise, dem eingesefZionomer (D-Milchsaure und/oder L-
Milchséaure) und der Kettenlange der Polymere. Degwéndung von D,L-PLA fihrte zu

keinem Ergebnis, da die Beschichtung entweder raciitder Makroelektrode haftete, das
D,L-PLA sich nicht in den verwendeten Losungsmittélsen liel3 oder das D,L-PLA nach
dem Losen mit den verschiedenen Lésungsmittelnt miginr Gber die nétigen physikalischen

Eigenschaften verfugte. Dies scheint eine Folge\awendung der D-Milchsdure und L-
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Milchsaure als (racemisches) Gemisch zur Herstgllvan Polylactid zu sein, da eine
Etablierung eines Biosensors mit L-PLA moéglich wafieles deutet darauf hin, dass
Polylactide, die nur aus L-Milchsaure hergestellorden sind, die beste Wahl zur

Immobilisierung von Enzymen auf Sensoroberflached.s

Die Herausforderung des Signaltransports vom in Pk/kgebetteten Enzym zur
Makroelektrode konnte mittels leitfahigen Materigessitiv gestaltet werden. Obwohl die
Verwendung von Kupfer zu keinem Ergebnis fuhrteyrike mit Aktivkohle beziehungsweise
Carbon Nanotubes der Signaltransport vom EnzynEkektrode hergestellt werden. Da die
Verwendung von Single Walled Carbon Nanotubes gégemden Multi Walled Carbon
Nanotubes zu noch besserer Leitfahigkeit des SSgrah gekoppeltem Enzym zur Elektrode
fuhren sollte (aufgrund der besseren Leitfahigklsit SWCNT gegentiber den MWCNT),
kann mit eine Verbesserung der Signal-Empfindlichgerechnet werden. Dabei besteht die
Moglichkeit, dass es auch zu einer VerbesserundgNdehweis- und Bestimmungsgrenze fur
die einzelnen Substanzen kommen kann.

Eine Verbesserung der Empfindlichkeit konnte auahckl die Verwendung von anderen
Laccasen mdoglich sein. In dieser Arbeit wurden Baen vonRhus vernicifera, Agaricus
bisporus und Trametes versicolorverwendet. Dabei zeigte die Laccase duametes
versicolordas beste Ansprechverhalten fur die ModellanalyterBiosensor. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, das andere Laccasen zuwaiteren Verbesserung des Signals
fuhren konnen. Im Gegensatz hierzu zeigte die Vedueg von Glucoseoxidase keine
Verbesserung der Empfindlichkeit des Sensors. Alieh/erwendung von Mediatoren fuhrte
bei der Verwendung von Glucoseoxidase zu keinenbé&&serungen. Inwieweit die
Verwendung von Mediatoren eine Verbesserung derLadcase beschichteten Sensoren
erbringen wirde, kann nicht abschliel3end beustaiden.

Es wurden die Modellanalyten Hydrochinon, 1,2-Ditoypg/benzen, Gallussaure, Kaffeesaure
und DL-DOPA vermessen. Dabei wurden Hydrochinon uh@-Dihydroxybenzen als
Modellanalyten fiur die Gruppe der Diphenole verwaeindsallusséure als Modellanalyt flr
die Gruppe der Benzoesaurederviate, KaffeesaureMaldellanalyt fur die Gruppe der
Zimtsaurederviate und DL-DOPA als Modellanalyt Aminosauren. Wahrend Hydrochinon
erwartungsgemal die niedrigsten Nachweis- und mestngsgrenzen aufweist (jedoch in
Abhéngigkeit des vermessenen Konzentrationsbengighb es zwei unerwartete Ergebnisse
fur die ubrigen Analyten. Obwohl erwartet worden, idass 1,2-Dihydroxybenzen eine

ahnlich Nachweis- und Bestimmungsgrenze aufweist deis Hydrochinon, ist festzustellen,
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dass die Werte deutlich hoher liegen. So konntgarstur die Gallussaure und fir das DL-
DOPA niedrigere Grenzen bestimmt werden. Des Waiteist auffallig, dass die
Unterschiede in der Nachweis- und Bestimmungsgremmeschen DL-DOPA und
Kaffeesdure sehr grol3 sind, obwohl die Molekulgtrukmit Ausnahme der Aminogruppe
beider Substanzen identisch ist. Erwartet wurdess ddie Grenzen fur die Kaffeeséure
deutlich niedriger sind als fur das DL-DOPA. Diest jedoch genau umgekehrt. Die
Kaffeesdure hat im Vergleich aller getesteten Suilzein die hochste Nachweis- und
Bestimmungsgrenze.

Eine beschichtete Makroelektrode wurde Uber ein@itraim von 83 Tagen benutzt
(Lagerung der Elektrode in Citrat-Puffer pH 5 bdP€). Es wurde an verschiedenen Tagen
Kalibriergeraden erstellt. Uber die Steigung delilt@rgeraden kann man nun eine Aussage
uber die Empfindlichkeit des Systems machen. JBagrdie Steigung, desto empfindlicher ist
das System. Es sind zwei Punkte besonders auffalligden ersten beiden Tagen nach der
Immobilisierung des Enzyms ist die Empfindlichkdds Systems deutlich geringer als auf
den darauffolgenden Tagen. Des Weiteren fallt aldss, trotz eines Verlustes der
Empfindlichkeit Uber den gesamten Zeitraum, die Emdlichkeit an den einzelnen
Messtagen stark unterschiedlich ist. Dies deuteauhin, dass &ulRere Parameter einen

Einfluss auf die Untersuchungen haben.

Da die Verwendung von PLA als Immobilisierungsreegauf den gestesteten TFT-Sensoren
nicht moglich war, wurde die Beschichtung von Laecauf die Arbeitselektrode der TFT-
Sensoren mit Hilfe des Systems APTES/GDA und nifiettler Photolinker Sulfo-HSAB und
FNPA untersucht. Im direkten Vergleich der Besctiolgsmethoden stellte die Beschichtung
mit FNPA die beste Mdoglichkeit dar. Wéahrend es Hen Versuchen mit Sulfo-HSAB
anscheinend zu keiner Bindung des Enzyms auf dieeifselektrode erfolgte, war die
Beschichtung mit APTES/GDA erfolgreich. Vergleichtan jedoch das Ergebnis der
Beschichtung mit APTES/GDA mit dem Ergebnis derdéshtung mit FNPA, so stellt man
fest, dass der mit FNPA beschichteten Sensor eammal hohere Laccase-Aktivitat aufweist
als der mit APTES/GDA beschichtete Sensor.

Die Beschichtungsstrategie mit FNPA wurde mit usthredlichen TFT-Sensoren getestet.
Dabei handelte es sich um zwei TFT-Sensoren, dse Aabeitselektrode Kohlenstoff
verwendeten (in unterschiedlicher Modifikation),duom einen TFT-Sensor, bei dem als
Arbeitselektrode Platin verwendet worden ist. QGieatig wurde wie bei den

Makroelektroden getestet, welches Enzym die hoclhdtevitat nach der Beschichtung
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aufweist. Im Vergleich zu den TFT-Sensoren, diee dfiohlenstoff-Arbeitselektrode hatten,
ist die Aktivitat der Laccase bei dem TFT-Sensot Riatin-Arbeitselektrode signifikant
groBer. Dies gilt fur alle getesteten Laccasen. We den Makroelektroden konnte
festgestellt werden, dass die Beschichtung der $€&isoren mit der Laccase vbrametes
versicolor die hochste Aktivitdt aufweist (bei allen verwetate TFT-Sensoren mit
unterschiedlicher Arbeitselektrode). Da sowohl dreferenzelektrode, wie auch die
Arbeitselektrode von dem System der Makroelektrodbmwichen, wurde ein cyclisches
Voltammogramm durchgefiihrt, um das Potentialoptimzum Detektion von Polyphenolen
festzustellen. Das Potentialoptimum fur die TFT<ean ist mit 670 mV deutlich
unterschiedlich zu dem Potentialoptimum von 280 fiimdie Makroelektroden.

Auch fur die TFT-Sensoren wurde zunachst mit Madelyten getestet. Bei den Analyten
handelte es sich um Hydrochinon, 1,2-Dihydroxybenzed Gallussdure. Hier ist das
Ergebnis wie erwartet. Wahrend Hydrochinon und Oif2ydroxybenzen Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen im gleichen Konzentrationsblerdiaben, ist die Nachweis- und
Bestimmungsgrenze fur Gallussaure um einen FaklogrdRer. Bei der Vermessung der
Realproben wurde (-)-Epicatechin als Referenzsubstaingesetzt. Die Nachweis- und
Bestimmungsgrenze ist um einen Faktor 1000 groRkEr @e Nachweis- und
Bestimmungsgrenze fur Hydrochinon oder 1,2-Dihyglm®nzen. Vergleicht man die
ermittelten Ergebnisse der Tee-Proben der Referetimmde mit der Biosensor-Methode
fallen zwei Dinge besonders auf: Zum einem sind dianittelten Werte der
Biosensormethode im Schnitt um ca. 260 mg Epicatdctinoher als die ermittelten
Referenzwerte. Zum anderen sind die Standardabumgem der Biosensormethode bis zum
Faktor 10 grofRer als die Standardabweichungen déréhzmethode. Wie erwartet ist bei
den Tee-Proben die Referenzmethode robuster alsBdesensor. Jedoch erhalt man
vergleichbare Ergebnisse. Dass der durch den Biosegrmittelte Polyphenolgehalt héher
liegt als die ermittelten Werte der Referenzmethoileerrascht. Hier mussten weitere
Untersuchungen durchgefuhrt werden, um die Ursaldfér festzustellen. Fir die Saft-
Proben ist das Bild inhomogener. Wahrend die Bisse&rgebnisse fur den Cranberrysaft
identisch sind mit dem Ergebnis der Referenzmethade in diesem Fall die
Standardabweichung der Biosensor-Methode kleirtealssdie der Referenzmethode (wenn
auch nicht signifikant), weisen die Ergebnisse #&éessungen des Aroniasaftes einen
groBeren Unterschied auf. Daflr ist die Standar@abiwvaing der Biosensor-Messung
signifikant kleiner als die Standardabweichung Beferenzmethode. Hier mussten noch

weitere Untersuchungen erfolgen. Aufgrund der dgedihrten Untersuchungen kann davon
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ausgegangen werden, dass der Biosensor eine guthodide fir das Screening auf
Polyphenole ist.

Die Lagerstabilitat der Sensoren wurde Uber einelralim von 28 Tagen gestestet, wobei
einmal pro Woche die Aktivitat der Laccase mit Hides ABTS-Tests uberprift worden ist.
Im Gegensatz zu den Makroelektroden lasst sich dbaroben genannten Zeitraum kein
eindeutiger Trend feststellen. Es scheint zumingesdass in den letzten zwei Wochen eine
Abnahme der Enzymaktivitat zu beobachten ist. Inaker der ersten zwei Wochen scheint
jedoch die Enzymaktivitdt zuzunehmen. Auch zwischen unterschiedlichen Sensortypen
(unterschiedliche Arbeitselektroden) gibt es hier @n inhomogenes Bild. Es scheint jedoch
so, dass die Enzymaktivitat Gber einen ZeitraumwenWochen am starksten auf den TFT-
Sensoren mit Kohlenstoff-Arbeitselektrode erhaliéibt.

Durch die durchgefihrten Untersuchungen zur Dedakibn Polyphenolen konnten die Ziele
der Arbeit zum grol3en Teil erreicht werden. Die Wemndung von PLA als
Immobilisierungsstrategie fur Makroelektroden kanatfolgreich getestet werden. Jedoch ist
die Robustheit und Empfindlichkeit des Biosensaut Basis der PLA-Beschichtung noch
verbesserungswiirdig. Die Verwendung von PLA auf -B€hsoren konnte nicht erfolgreich
abgeschlossen werden. Jedoch brachten die Untersgem mit dem Photolinker FNPA
erfolgversprechende Resultate. Dies konnte auctelmiRealproben bestétigt werden. Auch
hier ware eine hothere Empfindlichkeit gepaart mitee héheren Robustheit zweifellos
wunschenswert. Beide Methoden sind jedoch als 8trgé/erfahren durchaus einsetzbar.
Gerade beim Einsatz vor Ort ohne grol3e Mdglichkeigr Aufreinigung der Proben haben
beide Methoden aufgrund ihrer leichten Handhabbiatked des geringen Verbrauchs an
Chemikalien ihre Berechtigung.
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