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Abstract: Die Integration empfindlicher Katalysatoren in Re-
doxpolymere ist eine Mçglichkeit, diese vor desaktivierenden
Molekîlen wie O2 zu schîtzen. [FeFe]-Hydrogenasen sind
Enzyme, die die Oxidation sowie Produktion von H2 kataly-
sieren. Da sie aber durch O2 irreversibel desaktiviert werden,
war die Verwendung dieser Enzyme unter aeroben Bedin-
gungen bisher unmçglich. Die Integration solcher Hydroge-
nasen in mit Viologenderivaten modifizierten Hydrogelfilmen
ermçglicht auch in Gegenwart von O2 katalytische Strçme fîr
die H2-Oxidation und demonstriert damit einen Schutzme-
chanismus unabh�ngig von Reaktivierungsprozessen. Im Hy-
drogel werden die Elektronen aus der durch die Hydrogenase
katalysierten H2-Oxidation zur Hydrogel-Elektrolyt-Grenz-
fl�che transportiert, um dort die sch�dlichen O2-Molekîle
abzufangen, bevor sie die Hydrogenase desaktivieren kçnnen.
Wir illustrieren mçgliche Anwendungen dieses Schutzmecha-
nismus fîr eine Biobrennstoffzelle bei gemischter H2/O2-
Zufuhr.

Der Ausblick, Edelmetalle mit Elementen wie Co, Ni oder
Fe als Katalysatoren fîr die H2-Oxidation[1] und H2-Ent-
wicklung[2] zu ersetzen, erçffnet neue Perspektiven fîr kos-
teneffiziente Anoden in Brennstoffzellen und Kathoden in
Elektrolyseuren. Die aktivsten Fe/Ni-basierten Katalysatoren
fîr die H2-Oxidation und H2-Entwicklung leiden allerdings
unter der Desaktivierung durch O2,

[3] die selbst durch Spuren
von O2 verursacht wird. Daher basieren mçgliche technolo-
gische Anwendungen auf der Zufuhr von hochreinem H2 und
strikt anaeroben Bedingungen.

Hydrogenasen gehçren zu den aktivsten Katalysatoren
fîr die H2/H

+-Umwandlung.[4] Die Suche nach O2-toleranten
Hydrogenasen und die Aufkl�rung von Desaktivierungs- und

Schutzmechanismen[5] sind vielversprechende Forschungs-
strategien fîr das Design robuster Enzyme[3b, 6] und biomi-
metisch inspirierter synthetischer Katalysatoren.[3a] Aller-
dings wird generell die katalytische Leistung, sowohl in Bezug
auf die katalytische Produktivit�t als auch auf die �ber-
spannung, mit erhçhter O2-Toleranz geringer.[4b, 7]

Wir haben kîrzlich eine alternative Strategie vorge-
schlagen, um ohne ønderung der intrinsischen O2-Empfind-
lichkeit die technische Anwendung hochaktiver Katalysato-
ren zu ermçglichen.[8] Wir integrierten eine [NiFe]-Hydroge-
nase als H2-Oxidationskatalysator in mit Viologenen modifi-
zierten Redoxhydrogelen. Daraus resultierten bei geringer
�berspannung hohe Stromdichten fîr die H2-Oxidation,
sogar in Anwesenheit von O2 (5% Partialdruck im H2-Zu-
strom). Der vorgeschlagene Schutzmechanismus basiert auf
der durch Hydrogenase katalysierten H2-Oxidation innerhalb
des Films, welche die Elektronen fîr die Viologen-kataly-
sierte O2-Reduktion an der �ußeren Schicht des Films an der
Hydrogel-Elektrolyt-Grenzfl�che bereitstellt (Modell A,
Abbildung 1A). Der Inhibitor O2 wird reduziert, bevor er die
Schicht der aktiven Hydrogenase erreicht.

Andere Konzepte, die auf Viologen-haltigen Dînnfil-
men,[11] Chinon-haltigen Membranen[12] und porçsen Elek-
troden[1e] basieren, wurden genutzt, um die O2-Toleranz ver-
schiedener O2-empfindlicher [NiFe]-Hydrogenasen zu ver-
bessern. Dennoch wurde der O2-Schutz auf die Reaktivierung
der Hydrogenasen durch die Reduktionskraft des Viologen-
Radikalkations (Modell B, Abbildung 1B) oder auf die ein-
geschr�nkte O2-Diffusion in die porçse Elektrodenmatrix
zurîckgefîhrt.[1e] Der erste Mechanismus tr�gt auch zum
Schutz der reversibel gehemmten [NiFe]-Hydrogenase bei,
die im Viologen-modifizierten Redoxhydrogelfilm integriert
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ist. Der Reaktivierungsmechanismus wîrde allerdings vor-
aussetzen, dass nur reversibel gehemmte Katalysatoren ge-
schîtzt werden kçnnen. Der zweite Mechanismus, der auf die
eingeschr�nkte O2-Diffusion basiert, wîrde die Inaktivierung
verzçgern aber nicht vermeiden, wie fîr porçse Graphitma-
terialien gezeigt wurde.[1e] Daher ist unter Berîcksichtigung
dieser mçglichen Schutzmechanismen eine große Zahl irre-
versibel gehemmter Katalysatoren, beispielsweise die [FeFe]-
Hydrogenasen[13] und die meisten synthetischen Katalysato-
ren,[14] einer mçglichen technologischen Anwendung nicht
zug�nglich.

Simulationen auf der Basis von kinetischen und Masse-
transport-Parametern, die fîr die Analyse chemischer Re-
aktionen und der zugehçrigen zeitabh�ngigen Konzentrati-
onsprofile innerhalb des Redoxhydrogels, die [NiFe]-Hydro-
genase enthalten, angewendet wurden, legen nahe, dass die
Reaktivierung nicht zum Schutz des Katalysators erforderlich
ist.[9]

Hier wurde das Konzept des Hydrogelschutzes auf die
besonders O2-empfindliche [FeFe]-Hydrogenase aus
Chlamydomonas reinhardtii (CrHydA1) angewendet. Im
Unterschied zu [NiFe]-Hydrogenasen wird das aktive Zen-
trum der [FeFe]-Hydrogenasen durch O2 irreversibel ge-
sch�digt.[5b,15] Wenn das Modell zur O2-Reduktion, das wir in
unserer frîheren Arbeit vorgeschlagen hatten (Abbil-
dung 1A), stimmt, sollte das Redoxhydrogel auch die [FeFe]-
Hydrogenase CrHydA1 vor Desaktivierung durch Sauerstoff
schîtzen.

Das Redoxpolymer (P1), welches zuvor fîr die [NiFe]-
Hydrogenase genutzt wurde, war so konzipiert, dass es 1) die
Bildung stabiler Hydrogelfilme, 2) die Erzeugung hoher ka-
talytischer Stromdichten fîr die H2-Oxidation und 3) den

Schutz vor oxidativen Sch�den gew�hrleisten kann.[8] Die
Viologengruppen wurden ausgew�hlt, um fîr den Elektro-
nentransfer und fîr die Schutzprozesse im Polymer zu sorgen,
w�hrend das Polyethyleniminrîckgrat elektrostatische
Wechselwirkungen mit der partiell negativ geladenen [NiFe]-
Hydrogenase ermçglichte und diese an das Hydrogel band.
Fîr die Integration der [FeFe]-Hydrogenase musste die Po-
lymerstruktur angepasst werden, um es an die spezifischen
Eigenschaften des Proteins wie beispielsweise Ladungsver-
teilung und Grçße anzupassen (siehe die Hintergrundinfor-
mationen). Die Viologengruppen blieben unver�ndert, um zu
gew�hrleisten, dass die Redoxpufferung und die sauerstoff-
reduzierenden Eigenschaften des resultierenden Polymers
(P2, Abbildung 1) �quivalent zu den Eigenschaften von P1
sind, die fîr die [NiFe]-Hydrogenase verwendet wurde.

Die Viologengruppen von P2 haben ein Redoxpotential
von EV++/V+C =¢260 mV (gegen Standard-Wasserstoffelek-
trode, SHE), das nahezu mit dem von P1[8] identisch ist
(Abbildung 2A, blau). Bei Zugabe von H2 resultiert fîr den
Polymerfilm (P2) auf der Glaskohlenstoffelektrode kein ka-
talytischer Strom (Abbildung 2A und B, blau). Wenn P2 zu-
sammen mit CrHydA1 auf der Elektrode immobilisiert wird,
zeigt das entstandene Redoxhydrogel bei Zugabe von H2

einen katalytischen Oxidationsstrom mit einem Startpoten-
tial, welches dem der Viologengruppe im Hydrogel entspricht
(Abbildung 2A). Dies beweist, dass die Viologengruppen den
Elektronentransfer vom Enzym zur Elektrode bewirken. Die
katalytischen Strçme sind mit Stromdichten von (444�
55) mAcm¢2 (fînf individuell pr�parierte Elektroden) stabil
(Abbildung S2). Obwohl der Redoxhydrogelfilm auf einer
flachen Elektrode abgeschieden ist, sind die gemessenen
Stromdichten vergleichbar mit jenen nanostrukturierter
Elektroden, die mit einem Viologenpolymer und einer
[NiFe]-Hydrogenase modifiziert wurden.[16] Die signifikante
Triebkraft, die durch das Redoxpotential der Viologengruppe
bestimmt wird, begînstigt einen schnellen Elektronentransfer
von der Hydrogenase zum Viologen. Der umgekehrte Prozess
hingegen ist behindert. Daher wird fîr die in P2 eingebettete
[FeFe]-Hydrogenase kein katalytischer Strom fîr die H2-
Entwicklung beobachtet (Abbildung 2A).

Es wurde beschrieben, dass [FeFe]-Hydrogenasen in
Anwesenheit von H2 bei hohen Potentialen sowohl reversibel
als auch irreversibel inaktivieren.[17] Dieser Prozess ist, wenn
das Enzym auf einer Graphitelektrode adsorbiert ist (direkter
ET), durch den Abfall des katalytischen H2-Oxidationsstroms
bei Potentialen îber ¢100 mV gegen SHE deutlich sichtbar
(Abbildung 2A und B, rot). Alle Hydrogenasen leiden an der
Desaktivierung durch hohe Potentiale, unabh�ngig davon, ob
planare oder hochporçse Elektroden verwendet werden.
Deshalb sind die Anwendungen limitiert. Die Desaktivierung
durch hohe Potentiale wird bei der Elektrode mit der Hy-
drogenase im Viologen-modifizierten Hydrogel nicht beob-
achtet. Unter den Bedingungen eines auf Redoxmediatoren
basierenden Elektronenentransfers erfahren die Enzyme nur
das Formalpotential des Viologenredoxpaares unabh�ngig
von dem angelegten Potential an der Elektrode. Da EV++/V+C

niedriger ist als das Inaktivierungspotential der Hydrogenase,
kçnnen die oxidierten Viologengruppen im Redoxpolymer
die Inaktivierung der Hydrogenase nicht verursachen. Der

Abbildung 1. Links: vorgeschlagene Modelle fír den O2-Schutzmecha-
nismus im Redoxhydrogelfilm. A) O2 wird in einer dínnen Schicht
nahe der Hydrogel-Elektrolyt-Grenzfl�che reduziert, um die O2-indu-
zierte Desaktivierung der Hydrogenase in der inneren Schicht des
Films zu verhindern.[8] B) O2 desaktiviert das Enzym innerhalb des
Films und dieses wird am Redoxhydrogel reaktiviert, wobei die relati-
ven Anteile der Reaktion (durchgehende Pfeile) und der Diffusionspro-
zesse (gestrichelte Pfeile) die katalytische Gesamtleistung definieren.[9]

Inhibitor und Wege der Desaktivierung sind in rot dargestellt, Reakti-
vierung/Schutzmechanismen in Grín. Rechts oben: das Viologen-mo-
difizierte Polymers (P2) mit der reduzierten Viologengruppe in Blau.
Rechts unten: das aktive Zentrums der CrHydA1 (PDB-Nummer:
3LX4).[10]
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Schutz gegenîber der Inaktivierung bei hohem Potential ist
analog zu P1 und der [NiFe]-Hydrogenase gezeigt worden.

Die grçßte Herausforderung war der Schutz der [FeFe]-
Hydrogenase gegen die O2-Inaktivierung. Wenn die [FeFe]-
Hydrogenase an der Elektrode adsorbiert ist, sodass ein di-
rekter Elektronentransfer mçglich ist (Abbildung 2B, rot),
f�llt der katalytische Strom schnell ab und wird auch bei er-
neuter H2-Zufuhr (100%) nicht wieder erreicht. Ist das
Enzym allerdings in der Redoxhydrogelmatrix eingebettet,
kann die Aktivit�t bei der H2-Oxidation aufrechterhalten
werden, sogar mit 5% O2 in der H2-Gaszufuhr und zwar fîr
bis zu 5 min (Abbildung 2B, schwarz). Bei einer gemischten
H2/O2-Atmosph�re ist der kathodische Strom fîr die O2-Re-
duktion, der bei st�rker negativen Potentialen als EV++/V+C zu
erwarten ist, kaum erkennbar, was zeigt, dass H2 als Reduk-
tionsmittel dient (Abbildung S4). Wenn statt der O2/H2-At-

mosph�re wieder 100 % H2 verwendet wird, erreicht der ka-
talytische Strom der H2-Oxidation wieder den Ausgangswert.
Diese Ergebnisse sind ein deutlicher Beleg fîr das Modell A
(Abbildung 1), welches den Schutz vor O2 innerhalb des Po-
lymerfilms als Folge der Reduktion von O2 an der Außen-
schicht des Polymerfilms beschreibt. In Abwesenheit von O2

wird H2 von der Hydrogenase oxidiert, wobei Elektronen zu
nahegelegenen oxidierten Viologengruppen transportiert
werden. �ber die am Polymer gebundenen Viologene findet
der Elektronentransfer zur Elektrodenoberfl�che statt, wobei
das Viologen reoxidiert wird. Wenn O2 im Gasgemisch vor-
handen ist, wird es an der Oberfl�che des Hydrogelfilms
durch die Viologen-Radikalkationen reduziert, sodass das
Innere des Hydrogelfilms anaerob bleibt. Der beobachtete
Abfall des katalytischen Stroms in Gegenwart von O2 resul-
tiert also aus dem Verbrauch der an der durch die Hydroge-
nasereaktion erzeugten Viologen-Radikalkationen zur Re-
duktion von O2 an der Hydrogelfilmoberfl�che anstatt ihrer
Reoxidation an der Elektrodenoberfl�che. Somit wird ein Teil
der aus der Oxidation von H2 auf den Redoxpolymerfilm
îbertragenen Elektroden fîr die Reduktion von O2 geopfert.
Die Verminderung des katalytischen Stroms zur Entfernung
von O2 liefert einen deutlichen Beweis fîr den postulierten
Schutzmechanismus. Im Fall der [NiFe]-Hydrogenase kçnnte
jedoch angenommen werden, dass sich der Stromabfall in
Gegenwart von O2 auf die Desaktivierung und nachfolgende
Reaktivierung des Enzyms bezieht (Modell B, Abbil-
dung 1).[11] Dies ist jedoch fîr die [FeFe]-Hydrogenase un-
mçglich, da die Inaktivierung sogar in Anwesenheit sehr ge-
ringer O2-Konzentrationen vollst�ndig irreversibel ist, sodass
auch keine Regeneration nach Rîckkehr zu reinem H2 zu
erwarten war, was auch durch die Messung im direkten
Elektronentransfer belegt wird. Daher beruht der Schutz-
mechanismus auf Elektronen-„Hopping“ im Redoxpolymer-
film zur Hydrogeloberfl�che und der dort erfolgenden Re-
duktion von O2 (Modell A) und ist keine Folge einer En-
zymreaktivierung (Modell B).

Alternative Konzepte unter Nutzung von porçsen Koh-
lenstoffmaterialien, welche die O2-Diffusion einschr�nken,
wurden zuvor als Schutz fîr [NiFe]-Hydrogenasen vorge-
schlagen.[1e] Allerdings ist nicht zu erwarten, dass die Ver-
ringerung der O2-Diffusion einen �hnlichen Schutz erreichen
kann, wie er durch den Redoxhydrogelfilm erzielt wird, ins-
besondere da die Diffusion kleiner Molekîle in einer hoch-
solvatisierten Polymermatrix nicht signifikant verringert
werden kann.[19] Folglich wurde die Verwendung porçser
Kohlenstoffmaterialen zum Schutz fîr [FeFe]-Hydrogenase
noch nicht demonstriert.

Obwohl die [FeFe]-Hydrogenase zu den aktivsten Hy-
drogenasen gehçrt,[22] wurde sie aufgrund ihrer extremen O2-
Empfindlichkeit noch nicht in einer Brennstoffzelle genutzt.
Da unsere Experimente nahelegen, dass die Hydrogenase aus
CrHydA1 integriert in ein Redoxhydrogel die H2-Oxidation
in Gegenwart von O2 ohne signifikanten Aktivit�tsverlust
und ohne Desaktivierung durch hohe Potentiale aushalten
kann, testeten wir die Elektrode in einer Brennstoffzelle mit
ungeteiltem Anoden- und Kathodenraum bei durch die An-
odenreaktion limitierten Bedingungen. Dabei ist das Enzym
den h�rtesten Bedingungen, die in einer Brennstoffzelle

Abbildung 2. A) Vergleich der Zyklovoltammogramme (CV) des Poly-
merfilms (P2) ohne Hydrogenase auf der Elektrode (blau), mit
CrHydA1 [FeFe]-Hydrogenase/Polymer auf der Elektrode (schwarz) und
eine kovalent modifizierte Graphitelektrode mit der adsorbierten Hy-
drogenase in einer Konfiguration, die direkten Elektronentransfer
(DET) ermçglicht (rot). Experimentelle Bedingungen: Elektrodenrota-
tionsrate 2000 rpm; pH 7.0; 25 88C; 20 mVs¢1 und 1 bar H2 (schwarz
und rot) und 20 mVs¢1 und 1 bar H2 (blau). B) Chronoamperometrie
(CA) zur Auswertung der Sauerstofftoleranz. Schwarz: Glaskohlenstoff-
elektrode (GCE) beschichtet mit Polymer P2, rot: Graphitelektrode mit
dem gleichen Enzym bei Bedingungen fír direkten Elektronentransfer.
Der katalytische Strom nimmt vor O2-Zufuhr aufgrund der schnellen
Inaktivierung beim angelegten Potential ab. W�hrend der O2-Zufuhr
wurde die Konzentration an H2 konstant auf 95% gehalten, und N2

wurde als inertes Gas verwendet. CA aufgenommen bei +141 mV
gegen SHE; pH 7.0; 25 88C; 2000 rpm und einem Gasstrom von
2000 sccm.
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mçglich sind, ausgesetzt, n�mlich der Gegenwart von O2 und
hohen Potentialen. Diese Bedingungen fîhren zu geringen
Leistungen der Brennstoffzelle mit der Hydrogenase in einer
direkten Elektronentransferkonfiguration, sogar wenn O2-
tolerante Hydrogenasen eingesetzt werden.[18, 21] Um die Li-
mitierung durch die Anodenreaktion, also die Oxidation von
H2, sicherzustellen, nutzten wir eine îberdimensionierte O2-
reduzierende Kathode. Die Kathode basierte auf Bilirubin-
Oxidase (BOD), die kovalent auf der Oberfl�che eines
Kohlefaservlieses immobilisiert wurde.[22] Messungen der
zwei Halbzellen unter Gaszufuhr von 95 % H2/5 % O2 zeigen,
dass die Brennstoffzelle durch den Strom der Hydrogenase-
Redoxhydrogel-Elektrode limitiert ist (Abbildung S3). Die
Brennstoffzelle wurde bei ansteigender Last zwischen Anode
und Kathode getestet (Abbildung 3). Es wurden eine Leer-

laufspannung von 1080 mV, ein Kurzschluss-Strom von
280 mAcm¢2 und eine maximale Leistungsdichte von
225 mW cm¢2 ermittelt (bezogen auf die Fl�che der Anode).

Erhebliche Anstrengungen wurden gemacht, um den O2-
Inaktivierungsmechanismus dieser Klasse von Hydrogenasen
zu verstehen,[5b, 15, 23] wobei die bisherige Hauptstrategie zur
Verbesserung der O2-Toleranz entweder auf dem Design
spezifischer Proteinmutanten[24] oder auf der Entstehung und
Untersuchung großer zuf�lliger Mutagenesebibliotheken be-
ruhte.[25] Allerdings zeigten beide Strategien bisher nur be-
grenzten Erfolg. Diese Ergebnisse zeigen den erheblichen
Vorteil der von uns vorgeschlagenen chemischen Methode,
Viologen-modifizierte Hydrogele zu nutzen, um die �ußerst
O2-empfindliche Hydrogenase so effektiv zu schîtzen, dass
die Verwendung in Brennstoffzellen mit gemischter H2/O2-
Gaszufuhr mçglich wird. Die Leistung der Brennstoffzelle
war vergleichbar mit der bisher berichteten nicht nanostruk-
turierter Brennstoffzellen auf der Basis O2-toleranter Hy-
drogenasen.[26] Außerdem best�tigen die Ergebnisse das
Modell, da auch eine Hydrogenase, die durch O2 irreversibel
inaktiviert wird, innerhalb des Viologenhydrogels vor O2 ge-
schîtzt werden kann. Das Enzym bleibt aktiv in Gegenwart

von bis zu 5% O2 in H2. Dies ist weit mehr als die O2-Ver-
unreinigungen in Gasmischungen, die îblicherweise in tech-
nischen Anwendungen zu finden sind. Es werden so neue
Mçglichkeiten erçffnet, um �ußerst aktive aber hoch O2-
empfindliche und irreversibel desaktivierbare Katalysatoren
in Brennstoffzellen und in photokatalytischen H2-entwi-
ckelnden Systemen zu verwenden.[27] Kînftige Entwicklun-
gen des Redoxhydrogels werden den Schwerpunkt auf eine
Erhçhung der Kinetik fîr die O2-Reduktion zu Wasser
legen,[8, 28] um so den langsamen Verlust an Viologen durch die
nur teilweise reduzierten Reaktionsintermediate wie das Su-
peroxidradikal oder Wasserstoffperoxid[29] zu verhindern.

Stichwçrter: Biobrennstoffzelle · Biokatalyse · Hydrogenase ·
O2-Schutz · Viologen-Hydrogel
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