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Einleitung

In den letzten Jahren haben sich Antioxidantien aufgrund
ihrer zahlreichen gesundheitlichen Vorteile wie Anti-Aging
und entziindungshemmenden Eigenschaften als wichtige
Bestandteile von Lebensmitteln und Getranken etabliert [1].
Sie neutralisieren freie Radikale und reaktive Sauer-
stoffspezies, die Zellen schadigen und chronische Gesund-
heitsprobleme und Alterungsprozesse verursachen. Poly-
phenole, sekundare Pflanzenstoffe mit tber 8.000 Varian-
ten, sind die haufigsten Antioxidantien in Gemise, Obst,
Getreide und Getranken. In letzter Zeit werden sie in gro-
Rem Umfang als natlrliche Futtermittelzusatzstoffe anstelle
synthetischer Stoffe eingesetzt, um die Lebensmittelquali-
tat zu verbessern und die Gesundheit zu férdern [2]. Unter
ihnen haben Gallussaure (3,4,5-Trihydroxybenzoesaure,
GA) und ihre Derivate aufgrund ihrer auRergewohnlichen
biologischen Eigenschaften groRe Beachtung gefunden.
Die krebshemmenden [3], antidiabetischen [4], antiallergi-
schen [5], antimykotischen [6], antibakteriellen [7], entzlin-
dungshemmenden [8], neuroprotektiven [9] und kardiopro-
tektiven Eigenschaften [10] haben GA zu einer der am hau-
figsten verwendeten phenolischen Komponenten in der
Medizin, Lebensmittel- und Pharmaindustrie gemacht. In
Anbetracht dieser vielfaltigen biologischen und pharmazeu-
tischen Wirkungen ist der quantitative Nachweis von GA
von grofRer Bedeutung. Hochleistungsflissigkeitschromato-
graphie [11], Spektralphotometrie [12], FlieRinjektionsana-
lyse [13], Kapillarelektrophorese [14] und Chemilumines-
zenz [15] sind die konventionellen Analyseverfahren, die
zur |dentifizierung von GA eingesetzt werden. Trotz der ho-
hen Empfindlichkeit dieser Verfahren erfordern sie jedoch
eine komplizierte Ausristung, spezialisiertes Personal so-
wie eine komplexe Probenvorbereitung und -vorbehand-
lung. Da es sich bei GA um eine elektroaktive Phenolver-
bindung handelt, bieten elektrochemische Verfahren wie
die zyklische Voltammetrie (CV), die Differential-Puls-
Voltammetrie (DPV), die Amperometrie und die elektroche-
mische Impedanzspektroskopie (EIS) ein grolRes Potenzial
fur den GA-Nachweis. In Anbetracht der Vorteile dieser
Technologie, wie hohe Empfindlichkeit und Selektivitat,
niedrige Kosten, kurze Messzeit und Einfachheit, wurden
mehrere Studien zur elektrochemischen Bestimmung von
GA unter Verwendung verschiedener Elektrodentypen in
verschiedenen Lebensmitteln und pharmazeutischen Mat-
rices durchgefuhrt [2].

Es wurden mehrere elektrochemische Sensoren auf Koh-
lenstoffbasis zur Bestimmung von GA in Lebensmittelmatri-
ces entwickelt. Dazu gehdren modifizierte Glaskohlenstof-
felektroden (GCE), mit Nanomaterialien funktionalisierte
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Verbundelektroden auf Kohlenstoffbasis, modifizierte sieb-
gedruckte Elektroden und modifizierte Kohlenstoffpasten
Elektroden (CPE). Unter allen verfligbaren elektrochemi-
schen Methoden und Elektrodenmodifikationen scheinen
modifizierte Kohlenstoffpastenelektroden die Technik der
Wahl zu sein. Der Grund dafiir sind die geringen Kosten fur
die Modifizierung von Kohlenstoffpastenelektroden, der
niedrige Hintergrundstrom, die einfache Modifizierung und
die schnell regenerierbare Oberflache. Da CPEs jedoch
nicht ausreichend selektiv und empfindlich fiir den Zielana-
lyten sind, muss ihre elektrochemische Leistung durch Mo-
difizierung verbessert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein einfacher, kostengtins-
tiger, umweltfreundlicher und empfindlicher elektrochemi-
scher Sensor fir die effektive Bestimmung von GA auf der
Grundlage eines neuartigen Bio-Nanokomposits aus por6-
sem 3D-Schwamm, Atacamit (Cu2CI(OH)3) als hochakti-
vem Katalysator und mehrwandigen CNTs (MWCNTSs) (be-
zeichnet als Sp-At/MWCNTSs) entwickelt. Die vorbereiteten
3D-Sp-AtYMWCNTs/CPE wurden fir die Bestimmung von
GA in Schwarz-/Griintee- und Rotweinproben verwendet
(Abbildung 1).
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Abb. 1: Illustration eines Sensors auf der Basis von Sp-
At/MWCNTs/CPE und seine Reaktion auf GA-Oxidation.

Methoden und Materialien

Apparate und Reagenzien

Graphitpulver, GA-Monohydrat (HPLC > 98%), Natriump-
hosphat (NazHPO4 und NaH2PO4), MWCNT und Paraffindl
wurden von Sigma Aldrich bezogen. Das Schwammgerist
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des Meeresschwamms Hippospongia communis wurde
von der INTIB GmbH (Freiberg, Deutschland) bezogen.
Kupferchlorid-Dihydrat und Ammoniaklésung wurden von
Riedel-de Haén AG, Th. Geyer GmbH & Co. KG und abcr
GmbH, Deutschland.

Elektrochemische Messungen wurden mit einem Palm-
Sens 4 elektrochemischen Analysesystem mit der Software
PSTrace 5.8 bei Raumtemperatur in einer elektrochemi-
schen Zelle mit einer Drei-Elektroden-Plattform durchge-
fuhrt. Eine gesattigte Silber-/Silberchlorid-Elektrode
(Ag/AgCl) (3 M KCI-Lésung) und eine Platin-Drahtelektrode
wurden als Referenzelektrode bzw. als Hilfselektrode ver-
wendet. Blanke und modifizierte CPEs dienten als Arbeits-
elektroden. Phosphatpufferlésung (PBS, 0,1 M, pH 3,0-6)
wurde aus einer Mischung der Stammlésungen (NaH2PO4
und Na2HPO4) hergestellt und als Elektrolytldsung fur alle
Messungen verwendet.

Funktionalisierung der MWCNTs

Unbehandelte MWCNTs wurden mit einer Mischung aus
Salpetersaure und Schwefelsaure (Volumenverhaltnis 1:3)
nach Wang et al. mit leichten Modifikationen vorbehandelt
[16]. Im Detail wurden 0,1 g MWCNT in 75 mL gemischte
Saureldsung gegeben und anschlieRend 6 h lang bei 40 °C
mit Ultraschall behandelt. AnschlieRend wurde es zentrifu-
giert und gewaschen, bis der pH-Wert neutral war. SchlieR-
lich wurde das erhaltene Produkt bei 60 °C in einem Ofen
getrocknet.

Herstellung der CPEs

3D Sp-At wurde gemaf unseren friheren Berichten [17,18]
hergestellt und gemahlen. Der Sensor wurde durch Mahlen
von Graphit, MWCNTs, Sp-At-Pulver und Paraffindl als Bin-
demittel in einem Mdorser mit optimierten Verhaltnissen von
70:5:5:20 (W/W/W/W) und einer Mahldauer von 40 Minuten
hergestellt. Die Komponenten wurden zu einer Paste ho-
mogenisiert, die dann in einen Kohlenstoffpastenhalter mit
einem Innendurchmesser von 2 mm gepresst wurde. Diese
Elektrode wurde dann als Sp-AtYMWCNTs/CPE bezeich-
net. Die CPE ohne Sp-At-wurde auf vergleichbare Weise
hergestellt.

Ergebnisse

Fir die GA-Analyse wurden die DPVs-Antworten von Sp-
At/MWCNTSs/CPE in 0,1 M PBS-Puffer bei einer Scanrate
von 0,1 V.s' aufgezeichnet. In diesem Zusammenhang
wurden die Elektrodencharakterisierung in An- und Abwe-
senheit von GA sowie der pH-Effekt auf die GA-Oxidation
untersucht (Abbildung 2).

Die DPV-Reaktion von GA mit dem Sp-At/MWCNTs/CPE-
Sensor wurde bei verschiedenen GA-Konzentrationen wei-
ter untersucht. Abbildung 3 zeigt das entsprechende DPV-
Ergebnis von GA in verschiedenen Konzentrationen.

Um die praktische Anwendbarkeit weiter zu untersuchen,
wurde der Sp-At/MWCNTs/CPE-Sensor verwendet, um die
GA-Konzentration in Blind-, Griintee- und Rotweinproben
zu ermitteln, und die entsprechenden Ergebnisse sind in
Tabelle 1 und Abbildung 4 aufgefihrt.
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Abb 2: DPVs von Sp-At/MWCNTs/CPE in 0,1 M PBS pH 4
mit und ohne 30 uM GA bei einer Scanrate von 0,1 V.s™!. Ein-
schub: Auswirkung des pH-Werts auf den GA-Oxidations-

spitzenstrom
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Abb 3: DPV-Antworten von Sp-At/MWCNTS/CPE mit aufei-
nanderfolgenden Zugaben verschiedener GA-Konzentrationen
von 0.5 bis 930 uM in 0,1 M pBS pH 4 bei einer Abtastrate von
0,1 V.s". Einschub: Strom-GA-Konzentrationskalibrierungs-
kurve flr a) niedrige und b) hohe GA-Konzentrationen.

Tab. 1: Ergebnisse der Analyse von GA in schwarzem und grii-
nem Tee sowie in Rotwein

Probe Anreiche- | Nachgewiesene | Wiederfin-
rung (UM) | GA (uM) dung (%)

Schwarzer - 30.7 -
Tee 10 40.6 98.2

30 59.9 97
Griiner - 31.2 -
Tee 10 41 98

30 62 102
Rotwein - 18.2 -

10 27.8 95.2

30 47.4 97.1
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Abb 4: DPV-Antworten fiir die Bestimmung von GA in A)
Schwarzem Tee, B) Griinem Tee und C) Rotwein

Diskussion

Abbildung 2 zeigt die DPVs von 30 uM GA in 0,1 M PBS,
pH 4, an Sp-AYMWCNTs/CPE. Im Allgemeinen zeigt der
Puffer ohne GA keinen Peak. Die DPVs zeigen auch, dass
die elektrochemische Oxidation von GA durch zwei anodi-
sche Peaks definiert ist. Peak | (0,3 V) ist auf die Bildung
des Semichinon-Radikals zurlickzufihren, das dann zur
Chinonform oxidiert wird (Peak Il (0,6 V)) [19]. An beiden
Reaktionen sind jeweils ein Proton und ein Elektron beteiligt
(Abbildung 1).

Die Auswirkung des pH-Werts auf die Oxidation von 30 uM
GA wurde in einem pH-Bereich zwischen 3 und 6 mit einer
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0,1 M PBS-Pufferlésung untersucht. Die erhaltenen Ergeb-
nisse zeigten, dass die Stromwerte des anodischen Peaks
einen Maximalwert bei pH 4 erreichten, wie in Abbildung 2
dargestellt. Daher wird fur weitere Untersuchungen eine
PBS-Pufferlésung mit einem pH-Wert von 4 gewahlt.

Die GA-Bestimmung wurde unter den optimalen Versuchs-
bedingungen mittels DPV durchgefiihrt (Abbildung 3). Die
Kalibrierungskurven fir den Spitzenstrom in Abhangigkeit
von der GA-Konzentration wurden fir Sp-At/MWCNTs/CPE
mit zwei verschiedenen linearen Abschnitten ermittelt. Ab-
bildung 3 (Einschub A) zeigt den ersten linearen Teil, der
zwischen 0.5 - 130 pM fur niedrigere GA-Konzentrationen
mit der linearen Regressionsgleichung Ip (uA) = 0,306 CGA
(MM) + 0,2654 (R? = 0. 9952), und Abbildung 3 Einschub B
zeigt den zweiten linearen Teil fiir hdhere GA-Konzentrati-
onen zwischen 130 - 930 pM mit einer linearen Regressi-
onsgleichung von Ip (uA) = 0,1156 CGA (uM) + 28,86 (R? =
0,9918). Die Nachweisgrenze (LOD) wurde anhand der
Gleichung LOD=3 o/m berechnet (o: Standardabweichung
des Signals in der Blindldsung; m: Steigung der Kalibrier-
kurve). Das Detektionslimit von Sp-At/MWCNTs/CPE
wurde zu 96 nM ermittelt.

Wichtige Faktoren wie Selektivitat, Reproduzierbarkeit und
Stabilitat wurden untersucht, um die Anwendbarkeit der
vorgeschlagenen Methode abzuschatzen. Um die Repro-
duzierbarkeit zu testen, wurde die DPV-Reaktion von vier
frischen Sp-AtMWCNTs/CPE-Elektroden auf 0,1 M PBS
pH 4 mit 30 uM GA untersucht. Die relative Standardabwei-
chung (RSD) betrug 4,22 %, was darauf hindeutet, dass die
hergestellten Elektroden sehr gut reproduzierbar sind. Bei
der Wiederholbarkeitsprifung ergaben acht aufeinanderfol-
gende Messungen von 30 puM GA an einem Sp-
At/MWCNTs/CPE eine RSD von 0,62 %, was das gute wie-
derholbare Verhalten des hergestellten Sensors bestatigt.
Der Langzeitstabilitatstest wurde anhand der DPV-Messun-
gen des Sp-At/MWCNTs/CPE in Gegenwart von 30 uM GA
bewertet. Die Stromstéarke blieb nach einem Monat bei Uber
87 % des ursprunglichen Wertes, was darauf hindeutet,
dass der vorgeschlagene Sensor bemerkenswert stabil ist.
Dariber hinaus wurde die Stromreaktion des Sp-
At/MWCNTSs/CPE in Intervallen von 2000 s nach Injektion
von 30 uM GA aufgezeichnet. Die Spezifitdt des Sp-
At/MWCNTs/CPE-Sensors wurde fur 60 uM GA in Anwe-
senheit des 100-fachen moglicher Koexistenzspezies (Sac-
charose, Glukose, Ascorbinsaure und Harnsaure), die nor-
malerweise zusammen mit GA vorhanden sind, bewertet
[20]. Der Sp-At/MWCNTSs/CPE-Sensor zeigt eine relativ ge-
ringe Anderung des Spitzenstroms, die weniger als =5 %
betrug, was auf eine ausgezeichnete Selektivitat fir den
Nachweis von GA schlieRen lasst. Bestimmung des GA-
Gehalts in schwarzem und griinem Tee sowie in Rotwein
mit Hilfe eines Sp-AttMWCNTs/CPE-Sensors. Die Proben
wurden in 0,1 M PBS pH 4 vorbereitet und dann mit GA-
Standardlésungen versetzt, um einen GA-Bereich von 0 bis
30 uM zu erhalten, gefolgt von der Aufzeichnung ihrer ent-
sprechenden DPVs (Abbildung 4). Die Ergebnisse zeigten,
dass Sp-At/MWCNTSs/CPE in Abwesenheit von GA anodi-
sche Peaks aufwiesen. Dies bedeutet, dass die Elektrode
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GA nachweisen konnte. Dieser anodische Spitzenstrom,
der von den realen Proben erzeugt wird, wird im Allgemei-
nen auf die gesamte antioxidative Kapazitat der Probe zu-
rickgefuhrt. Mit zunehmender GA-Konzentration wurden
in allen Proben mehr Oxidationspeaks erzeugt. Die erziel-
ten ausgezeichneten Wiederfindungsergebnisse von 95 bis
102 % (Tabelle 1) bestatigten die Anwendbarkeit des ent-
wickelten Sensors zur Bestimmung von GA in Getrankepro-
ben.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass zum ersten Mal
das erneuerbare Biopolymer Spongin und Atacamit in Kom-
bination mit modifizierten MWCNTs (SP-At/MWCNTSs) er-
folgreich als Sensormaterial fur die Herstellung eines einfa-
chen, kostenglinstigen und zuverlassigen GA-Sensors ein-
gesetzt wurde. SP-At/MWCNTSs sorgten fuir schnellen Elekt-
ronentransfer, Ladungsleitung und effizienten Massen-
transport von GA an der Elektrodenoberflache. Darliber
hinaus zeigten die SP-AtYMWCNTs/CPE eine verbesserte
GA-Detektion bei einem niedrigeren Potential, was auf die
hohe elektroaktive Oberflache von 3D Sp-At mit der groRen
Adsorptionskapazitat von GA auf der Oberflache des CPE
zurlickzufiihren ist. Es wurden eine hohe Empfindlichkeit,
eine annehmbare Selektivitat unter verschiedenen Storfak-
toren, eine niedrige Nachweisgrenze und breite lineare Be-
reiche mit ausgezeichneter Stabilitdt, guter Wiederholbar-
keit und Reproduzierbarkeit erzielt. Auf dieser Grundlage
wurde eine empfindliche und selektive elektrochemische
Methode zur Bestimmung von GA in Getrankeproben wie
Schwarz-/Griintee und Rotwein entwickelt, die zufrieden-
stellende Wiederfindungsergebnisse liefert.
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