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Zusammenfassung

Das hier prasentierte Projekt beschéaftigt sich mit biomimetischen Katalysatoren flir die Sauerstoff- und
Wasserstoffperoxidreduktion und deren Elektrokatalyse. Die biomimetischen Peroxidasen besitzen
einen Porphyrinkomplex als katalytisch aktives Zentrum und sind entweder von natirlichen
Hamproteinen abgeleitet oder chemisch synthetisiert. Die Katalysatoren wurden auf leitfahigen
Unterlagen immobilisiert und die elektrokatalytische Reduktion von Wasserstoffperoxid untersucht.
Schwerpunkt der Studien war die Immobilisierung von Mikroperoxidase-11 auf mesopordsen
Metalloxid-DUnnschicht-Elektroden und der Vergleich mit einem synthetischen Pendant. Die optische
Transparenz der Elektroden ermdglichte die Kopplung elektrochemischer Methoden an
spektroskopische Analysen und so die ndhere Charakterisierung der immobilisierten Katalysatoren.
Die kathodische Reduktion von Wasserstoffperoxid durch immobilisierte Mikroperoxidase-11 startet
bei ca. +500 mV vs Ag/AgCl was auf die Bildung eines hochreaktiven Oxoferryl-Intermediats, wie fur
naturliche Peroxidasen beschrieben, hindeutet. Der biomimetische Katalysator wurde weiter bis auf
Protoporphyrin IX (Ham-Kofaktor) minimiert. Thiophensubstituenten am synthetischen Katalysator
werden fur die Immobilisierung durch Elektropolymerisation genutzt. So modifizierte Elektroden
zeigen in  Gegenwart von Wasserstoffperoxid einen deutlichen Reduktionsstrom. Die
Potentialabhangigkeit der Elektrokatalyse macht hier eine Reduktion sowohl Uber die Bildung eines
Intermediats bei héheren Potentialen als auch Uber die Fenton-Reaktion, die bei deutlich niedrigeren
Potentialen stattfindet, wahrscheinlich. Solche elektrokatalytischen Prozesse konnen sowohl attraktiv
fur chemische Synthesen sein, als auch in der Sensorik genutzt werden.
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geringere  Umsatzraten der biomimetischen
Katalysatoren ausgleichen kann.
Ein Beispiel fur ein hocheffizientes Enzym ist

Einleitung
Natlrliche oder synthetische Strukturanaloga

von Enzymen dienen der Erforschung von
Reaktionsmechanismen und finden als
Katalysatoren verschiedenster Reaktionen
auch Anwendung in der Bioanalytik und
Biosensorik. Die Minimierung einer komplexen
Proteinstruktur auf ihre katalytisch relevante
Einheit hat neben dem simpleren Design oft
den Vorteil einer hoheren Stabilitdt unter
extremen Reaktionsbedingungen und in
Lésungsmitteln  sowie  einer  einfacheren
Produktion oder kommerziellen Verfugbarkeit
[11 (Abb. 1). Desweiteren konnen bei
Immobilisierung auf Sensoren wesentlich
groRere Oberflachenkonzentrationen erzielt
werden, was wiederum haufig auftretende
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Peroxidase, dessen Funktion bereits mittels
(semi-)synthe-tischer Analoga imitiert wurde.
Die Meerrettich-Peroxidase (HRP) ist die am
besten untersuchte Ham-Peroxidase und als
Reporterenzym neben der Sensorik auch in
der Molekularbiologie und Bioanalytik weit
verbreitet. Peroxidasen katalysieren die
Reduktion von H202 zu Wasser bei
gleichzeitiger Oxidation diverser Substrate, wie
z.B. Phenole. Dabei werden die zwei
hochreaktive Oxo-Ferryl-Spezies Compound |
und Il als Intermediate gebildet. Das hohe
Reduktionspotential des Compound  I/lI-
Redoxpaares ist dabei mit ca. +700 mV vs.
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Abb. 1:  Schematische Darstellung der Miniaturisierung der Peroxidase aus Meerrettich bis zum
Héam als kleinste katalytische Einheit. Die Strukturen wurden mit PyMol erstellt (MP-11:
modifiziert von Cytochrom ¢, PDB-Code 1HCH; HRP: PDB 1ATJ)

Ag/AgCl essentiell fur die grofe Oxidations-
kraft der HRP [2,3].

Charakterisierung von Mikroperoxidase-11
immobilisiert in mpATO

Ein bekanntes Beispiel flir Hampeptide mit
peroxidatischer Aktivitat sind die durch
proteolytischen Abbau von Cytochrom ¢
gewonnenen Mikroperoxidasen. Diese ,Mini-
Enzyme® sind 8-20 Aminosauren lang und
beinhalten einen Hadm c-Kofaktor, der kovalent
Uber zwei Cystein-Reste an die Peptidkette
gebunden ist. Wie bei HRP dient ein Histidin-
Aminosaurerest als proximaler Ligand am
zentralen Eisenatom, wahrend die sechste
Koordinationsstelle frei und zuganglich fir
Substrate ist [4].

Die bei pH 7 negativ geladene Mikro-
peroxidase-11 (MP-11) wurde mithilfe des
positiv geladenen Polydiallyldimethylammo-
niumchlorid (PDADMAC) auf transparenten
mpATO-Elektroden immobilisiert [5]. Durch die
Porositat des Materials konnte das Enzym in
hohen  Konzentrationen von <ca. 1.5
+ 0.4 nmol cm2 adsorbiert werden, was einer
ca. 60fachen Monolage entspricht. Die
spektroskopischen Eigenschaften der
adsorbierten MP-11 stimmten mit denen des
Minienzyms in Ldsung in Anwesenheit von
PDADMAC uberein.

Der direkte Elektronentransfer wurde in
zyklovoltammetrischen Experimenten unter-
sucht, konnte aber auch durch Anderung der
spektroskopischen Eigenschaften des Hams
bei Reduktion verfolgt werden. Das
Redoxpotential des Fe?3*-Ubergangs ist mit
-374 mV vs. Ag/AgCl vergleichbar mit dem von
MP-11 in Lésung bei pH 7 [4]. Ein linearer
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Anstieg der Peakstrome mit Erhéhung der
Scanrate demonstriert die feste Adsorption der
MP-11 an der Oberflache (Abb. 2).
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Abb. 2: Zyklovoltammogramm von MP-11
immobilisiert in PDADMAC auf
mpATO und Abhéngigkeit der
Peakstréme von der Scanrate. Die
Messung wurde bei 100 mV/s in Oa-
freiem 100 mM HEPES Puffer, pH 7,
10 mM NaCl durchgefiihrt.

Die immobilisierte MP-11 kann mit
Wasserstoffperoxid reagieren, was schon bei
einem Potential um +500 mV vs. Ag/AgCI zur
Entstehung eines Reduktionsstromes fihrt.
Das deutet darauf hin, dass hier analog zu
HRP ein hochreaktives Intermediat gebildet
wird, dessen Reduktionspotential ahnlich dem
der Compound | ist.

260



Elektropolymerisation eines Hamin-
Derivats

Der Ham-Kofaktor selbst stellt die kleinste
katalytische Einheit der HRP dar (Abb. 1). Die
inharente peroxidatische Aktivitdt ist zwar
aufgrund fehlender Liganden ca. 1000fach
niedriger im Vergleich zum Enzym [6], jedoch
ist er stabil in organischen L&sungsmitteln.
Eine Mdglichkeit der stabilen Immobilisierung
von Hamen auf verschiedenen Oberflachen ist
die Elektropolymerisation von Hamin bzw.
seinen Derivaten. Als funktionelle Gruppen fur
die Polymerisation wurden dabei die
Vinylgruppen von Hamin [7] bzw. einem
Dimethylester-Derivat [8,9], sowie Pyrrole [7]
oder Thiophene [10,11] verwendet. Die
resultierenden Filme reagierten mit Superoxid
[10], Nitrit und Sticktoffmonoxid [7,9,11] und
wurden fir die Konstruktion verschiedener
Sensoren verwendet.

Wir haben die elektrokatalytische Aktivitat
eines elektropolymerisierten Thiophen-Derivats
(Tetra(thiophenyl-3-yl)-porphyrinato-Eisen(lll)-
chlorid, FeT3ThP) gegentber Oz sowie H202
untersucht. Die Polymerabscheidung konnte
durch Ethylendioxythiophen (EDOT) verstarkt
werden, was zu einer Steigerung der Aktivitat
fuhrt. Die Filme katalysierten die Reduktion
von Sauerstoff bereits ab einem Potential um
+140 mV vs. Ag/AgCl, bei pH 7.
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Abb. 3: Reduktionsstrom vor und nach Zugabe
von H>O2 aufgenommen mit einer
Elektrode, auf die ein FeT3ThP/EDOT-
Film abgeschieden wurde. Die LSV-

Messungen wurden in Oz-freiem
100 mM NPP, pH 7 unter Riihren
(300 rpm) bei 2 mV/s durchgefiihrt.

Die Reduktion von H20. startete dagegen
bereits bei Potentialen von ca. +270 mV vs.
Ag/AgCl, pH 7, was darauf hindeutet, dass
auch hier ein Intermediat mit einem hohen
Redoxpotential gebildet wird (Abb. 3). Eine
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weitere Verstarkung des Reduktionsstroms ab
ca. +100 mV deutet auf die zusatzliche
Reduktion von Wasserstoffperoxid Uber die
Fenton-Reaktion, welche durch Reduktion von
Fe3* zu Fe?* gestartet wird.

Zusammenfassend konnten Porphyrinderivate
auf Elektroden immobilisiert und die elektro-
katalytische Umsetzung von Sauerstoff und
Wasserstoffperoxid gezeigt werden. Die
Reduktionspotentiale der chemischen Elektro-
katalysatoren erreichen jedoch noch nicht die
Werte von Hampeptiden und natlrlichen
Peroxidasen. Durch weitere Funktionali-
sierungen und Liganden am Eisen-Porphyrin,
die die natirliche Umgebung des Ham-
kofaktors simulieren, wird eine Steigerung der
Katalyseeffizienz erwartet. Die damit ver-
bundene erhdhte Sensitivitdt ist von Be-
deutung fur die Sensorik, fur Brennstoffzellen
und attraktiv in der chemischen Synthese.
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