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Bioelectrochemical2-Propanol Biosensors 

Abstract. 2-Propanol biosensors for 02-detectors based on 
bienzyme membranes with sequentially installed catalase and 
alcohol oxidase are described. Measurements were performed 
in undiluted media up to 20 v01.-% 2-propanol according to 
the principle of intermediate carrier analysis by use of a micro- 
dialysator, an oxygenating pump and a pressure adjusting 
chamber. For the extension of the measuring scale in the en- 

zyme membrane 0, is released out of hydrogen peroxide wi- 
thin the phosphate buffered carrierstream by catalase. There- 
fore, oxygen is available to the serially installed alcohol oxi- 
dase for the enzymatic substrate transformation beyond the 
physically soluted part of oxygen in the measuring medium. 
Molecular selectivities of bienzyme membranes are descri- 
bed for normally used moisturizing concentrates in printeries. 

AuBer als Desinfektionsmittel wird 2-Propanol u.a. in 
Feuchtmitteln der Offsetdruckereien, Frostschutzmitteln 
sowie als Losungsmittel in Kosmetika und Einreibe- 
mitteln verwendet. Daher besteht ein erhebliches Inter- 
esse an einer verlaolichen elektrochemischen MeBme- 
thode ohne aufwendige Probenvorbereitung . 

In Offsetdruckereien beispielsweise machen Arbeits- 
und Umweltschutz sowie Kosteneinsparung eine Re- 
duzierung des Verbrauchs an 2-Propanol erforderlich. 
Isopropylalkohol als Bestandteil von Feuchtmitteln 
werden als Funktionen schnelle Einstellung des Farbe- 
Wasser-Gleichgewichtes mit daraus folgender Maku- 
latureinsparung, stabilere Wasserfuhrung, gleichmal3i- 
ger Ausdruck, Reinigungseffekte bei bakterizider Wir- 
kung auf die bezogenen Feuchtwalzen, Herabsetzung 
der Oberflachenspannung, Verdunstungskuhlung des 
Druckwerkes und schnellere Trocknung der Druckfar- 
be zugeschrieben [ 11. 

In der Drucktechnologie sol1 vorzugsweise ein Ge- 
halt von 5 bis 8 Vo1.-% im Feuchtmittel angestrebt wer- 
den [l]. Da aber in Offsetdruckereien nach unserem 
Kenntnisstand gegenwiirtig durchaus zwischen 10 und 
15 Vo1.-% vorkommen konnen, sollte der MeBbereich 
eines 2-Propanol-Sensors zur ProzeBkontrolle bis 
20 Vo1.-% ausgelegt sein. 

Material und Methodik 

Wie andere kurzkettige Alkanole wird auch der sekun- 
dire Alkohol2-Propanol durch Alkohol-Oxidase (AOD) 
oxidiert : 

Alkoholoxidase 
R-CH-OH + 0 ,  >H,O, + R-C=O (1) 

H(R) H(R) 

Bioelektrochemische Sensoren auf der Basis von En- 
zymmembranen mit Alkohol-Oxidase (AOD) aus Pi- 
chia pastoris (EC 1.1.3.13) sprechen mit folgender Se- 
lektivitatssequenz auf einwertige Alkohole an: Metha- 
nol > Ethanol > 1-Propanol > 2-Propanol [2]. Daher 
sollte sich 2-Propanol in Abwesenheit der anderen ge- 
nannten Alkohole elektroanalytisch bestimmen lassen. 

Drei verschiedene Enzym-Membranen wurden ent- 
wickelt (Tab. 1). Da die Quervernetzung von AOD 
durch Glutardialdehyd zu einer erheblich nachlassen- 
den enzymatischen Aktivitat - wahrscheinlich ausge- 
lost durch Konformationsanderungen im Bereich des 
aktiven Zentrums - fuhrt, erfolgte entweder eine Ma- 
kroverkapselung zwischen zwei Dialysemembranen 
oder zusatzlich eine Immobilisierung an Cellulosefa- 
sern. 



634 

Tab. 1 Enzvmmembranen fur 2-Propanol-Biosensoren 
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SBC-Nr. Katalase Immobilisierung Alkoholoxidase Immobilisierung 

1310 - - 16,7 U Adsorption undoder ionische Bindung an Cel- 
lulosefasem zwischen zwei Dialysemembranen 

1309 2,6x 104 U makroverkapselt durch 33,3 u makroverkapselt durch Dial ysemembranen 

1314 2,6x1@ U makroverkapselt durch 33,3 u Adsorption undoder ionkche Bindung 
Dialy semembranen 

Dialy semembranen an Cellulosefasem zwischen zwei Dialysemembranen 

Die Losung des Problems des kleinen MeBbereiches 
von AOD-Membranelektroden und damit der Notwen- 
digkeit starker Probenvorverdunnung lag darin, der 
AOD beim Substratumsatz Sauerstoff in hoher Kon- 
zentration anzubieten: im Tragerstrom wurde uber den 
physikalisch gelosten Anteil hinaus in Form von 150 
mg/l H202 zusatzlich chemisch gebundener Sauerstoff 
mitgefuhrt, dessen Freisetzung in den Bienzymmem- 
branen (Abb. 1 und Tab. 1) durch die der AOD sequen- 
tiell vorgeschaltete Katalase erfolgt: 

Membransystem 

Durchtlullkammer 
(Quenchnitt) 

Membransvrtem : 

gaspermeable Membm 
Enzynrmembran 2 

Katalase - - - - -__ Enzyrmnembnn 1 

Durchtltdkarmner 
(LHngSSChnitt) 

Abb. 1 O,-sensitiv-enzyrnatischer 2-Propanol-Biosensor mit 
Bienzymmembran aus Alkoholoxidase und Katalase zur bio- 
elektrochemischen Analyse im DurchfluBverfahren 

2H2O,-2H,O Katalase + 0, (2) 

Als Detektor fungierte eine DurchfluBmeBzelle mit 02- 
Elektrode. Die Messungen wurden entweder unter Vor- 
ververdiinnung direkt oder nach der in [2] dargestellten 
Zwischentrageranal yse ausgefuhrt. Dabei wird der Ana- 
lyt unter Venvendung eines im Gegenstrom betriebe- 
nen Mikrodialysators in den auf pH 7,04 phosphatge- 
pufferten (PPL) und wasserstoffperoxidhaltigen Carrier- 
strom ubernommen, der eine Oxigenatorpumpe zur Ein- 
stellung eines konstanten p 0 2  im MeBmedium durch- 
lauft. Eine dem Biosensor nachgeschaltete Rollenpum- 
pe saugt das MeBgut aus einer hinter dem Mikrodialy- 
sator positionierten Druckausgleichskammer an, um 
durch die Oxigenatorpumpe ausgeloste Pulsationen auf 

die Enzymmembran zu vermeiden. 
Fur die Berechnung des zu bestimmenden Analytge- 

haltes aus den MeBstromen im Rahmen einer Zwei- 
punktkalibrierung gilt bei 2-Propanol-Biosensoren mit 
AOD-Membranen an 02-Detektoren: 

( 3 )  

c ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  
cI 
c2 
I ,  

I ,  
Z2 

Gehalt an 2-Propanol in der MeBlosung 
niedrigerer Substratgehalt in der Kalibrierlosung K1 
hoherer Substratgehalt in der Kalibrierlosung K2 
Stromstarke entsprechend c ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  in der MeBlosung 
ln.41 
Stromstarke entsprechend c, in K, [nA] 
Stromstarke entsprechend c2 in K, [nA] 

Alle Messungen wurden bei 25 "C durchgefiihrt. Dabei 
wurde zur Polarisation der Biosensoren - fur eine Pola- 
risationsspannung von -750 mV (MeB- gegen Referenz- 
elektrode) - ein nA-MeBwandler (NAMW) eingesetzt, 
der eine Wandlerkonstante 1 mV/nA aufwies. Die mV- 
Signale des NAMW wurden von einem 21 Bit-AD- 
Wandler uber eine serielle Schnittstelle (RS 232) in ei- 
nen Rechner (PC) ubermittelt und aus den gemessenen 
Stromstarken anhand einer speziell erstellten Software 
die errechneten Volumengehalte (vgl. G1.3) fortlaufend 
(ca. 1 MeBwert/Sekunde) registriert. 

Ergebnisse 

Direktmessungen von 2-Proganol wurden nach Losung 
des Analyten in frisch entnommenem Marburger Lei- 
tungswasser (LW) zwischen 1,OO und 15,OO Vo1.-% un- 
ter Verwendung von 02-sensitiven Biosensoren rnit 
AOD-Membranen (SBC-13 LO in Tab. 1) bei einer Vor- 
verdunnung von 1 : 10 1 mit PPL ausgefuhrt. Fur prazise 
Elektroanalysen sollte der MeBwert innerhalb eines 
Kalibrierungsintervalles von 5,OO Vo1.-% liegen (Abb. 
2, links im Bild). Bei Lage der Kalibrierpunkte K, = 
5,OO Vo1.-% und K2 = 10,OO Vo1.-% kann auch ein MeB- 
bereich von 1,OO bis 15,OO Val.-% rnit einer in den mei- 
sten Fallen hinreichenden Genauigkeit erreicht werden 
(Abb. 2). 

Vorverdunnung ist eine unnotige MaBnahme, wenn 
Katalase/Alkoholoxidase-Membrans ysteme (SBC- 1309 
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Abb. 2 Volumengehalt-Zeit-Kurve zur Darstellung der Re- 
produzierbarkeit von Direktmessungen mit Sensor SBC- 13 10 
(vgl. Tab. 1) nach Zweipunktkalibrierung. 1: 101-Vorverdiin- 
nung rnit Phosphatpuffer pH 7,04: K, = 5,OO Vo1.-%, K, = 
10,OO Vo1.-%, Probenlosungen 1,00, 7,50, 12,50 und 15,OO 
Vo1.-% 2-Propanol jeweils in Leitungswasser 

4.00 VOl - O h  

SubstiflxHD 8301 19 
in Leiiungswasser -- 

/ 0,34 Val entsp!; -Oh 2-Prapanal 

K2 

1 
" "  I " " ;  " "  

und 1314 in Tab. 1) vor einem 02-Detektor eingesetzt 
werden und in der Zwischentragerlosung Wasserstoff- 
peroxid als Carrier fur chemisch gebundenen Sauerstoff 
dient, der katalatisch innerhalb der Bienzymmembran 
additiv zum physikalisch gelosten Sauerstoff im MeB- 
medium fur die Alkoholoxidase zum Analytumsatz frei- 
gesetzt wird. Es wurden Versuche durchgefiihrt, die 
belegen, daB die der AOD vorgeschaltete Katalase die 
Einwirkung von H202 auf die Alkoholoxidase drastisch 
mindert. Katalase selbst sprach unter den Bedingungen 
der angewandten wasserstoffperoxidfuhrenden und 
phosphatgepufferten Zwischentrageranalyse (vgl. Abb. 
2 in [2]) im Gegensatz zu Ethanol [2] auf 15,OO Gew.- 

-410 

% I -440- - 

470 

1 2.W Gew.-X 
Ethanol 

-L 

/"T""' \ 
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Abb. 3 Selektivitatsiiberpriifung der Katalase-Membran SBC- 
1306 [2] gegenuber 2-Propanol. Ethanol bzw. 2-Propanol je- 
weils in Leitungswasser 

% 2-Propanol nicht an (Abb. 3). ZweckmaBigerweise 
sind fur kontinuierliche Messungen mit Katalase/AOD- 
Membranen zwischen 5,OO und 15,OO Vo1.-% des Ana- 
lyten die Kalibrierpunkte K1 und K2 bei 7,50 und 12,50 
Vo1.-% 2-Propanol zu plazieren (Abb. 4). Allerdings gilt 
auch hier fur eine exakte bioelektrochemische Analy- 
tik, daB der MeBwert innerhalb eines Kalibrierungsin- 
tervalles von 5,OO Vo1.-% liegen sollte (Abb. 4, links im 
Bild). 

17,50 I I 

0 40 t[minl 120 

Abb. 4 Reproduzierbarkeit der Zwischentrageranalyse mit 
Sensor SBC-1309 (vgl. Tab. 1) nach Zweipunktkalibrierung: 
K, = 7,50 Vo1.-%, K2 = 12,50 Vo1.-%, Probenlosungen 5,00, 
10,OO und 15,OO Vo1.-% 2-Propanol in Leitungswasser 

In die Untersuchungen einbezogen wurde eine Be- 
stimmung der molekularen Selektivitat der 2-Propanol- 
Biosensoren gegeniiber gangigen Feuchtmittelkonzen- 
traten (FMK). Da deren Gehalte im Druckbetrieb vor- 
zugsweise unter 4,OO Vo1.-% FMK in Leitungswasser 
(LW) liegen, erfolgte die Kalibrierung der Biosensoren 
zur Ermittlung der Querempfindlichkeit gegenuber 4,OO 
Vo1.-% FMK mit K1 = 0,50 Vo1.-% und K2 = 1,OO 
Vo1.-% 2-Propanol in Leitungswasser. Die erwartungs- 
gemaB stets positive MeBwertabweichung ist dement- 
sprechend sinnvollerweise auf Vo1.-% 2-Propanol be- 
zogen und in Tab. 2 entsprechend angegeben (zum Ver- 
fahren der Selektivitatsbestimmung vgl. auch Abb. 5) .  

Aufgrund der vergleichbaren Selektivitaten von Al- 
koholoxidase- und AODKatalase-Membranen darf der 
SchluB gezogen, daB die relativ geringen Querempfind- 
lichkeiten vorzugsweise durch die AOD bedingt sind. 
Allerdinga&3 beispielsweise Ethanol im FMK abwe- 
send sein, da ansonsten aul3er AOD auch Katalase we- 
gen der Anwesenheit von H,02 in betrachtlichem Aus- 
ma13 ansprechen wurde [2]. Fur eine Uberpriifung auf 
Ionenselektivitat gab es keinen Bedarf, da die gasper- 
meablen PTFE-Membranen der 02-Detektoren fur Io- 
nen undurchlassig sind. 

Da die Feuchtmittelkonzentrate uber die Benetzbar- 
keit der Dialysemembran des Mikrodialysators einen 
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Tab. 2 Molekulare Selektivitat der 2-Propanol-Biosensoren gegen- 
iiber 4,OO Vo1.-% Feuchtmittelkonzentraten in Leitungswasser als 
positive MeRwertabweichung in Vo1.-% 2-Propanol 
Feuchtmittelkonzentrate Sensor Sensor Sensor 
Bezeichnung SBC- SBC- SBC- 

1309 1310 1314 

Alcofount R 171/50 0,49 0,69 0,35 
Aquarol H 4849 0,69 0,53 0,54 
Combifix XL 8054 19 0,15 0,12 0,17 
Dampstar 1360 DH 1,64 1,59 
Hydrofix S 8093 69 0,14 0,32 0,45 
Substifix HD 8301 19 0,22 0,34 
Wassertop DH ,,Plus“ 0,03 0,03 
Wassertop 104-Plus (UN 1993) 0,54 0,35 

EinfluB auf den Dialysevorgang ausuben konnen, soll- 
te das im jeweiligen Druckverfahren angewandte FMK 
im drucktechnisch eingesetzten Gehalt den Kalibrier- 
losungen zugesetzt werden. Diese Maljnahme erhoht 
zudem im Hinblick auf die oben beschriebenen Selek- 
tivitatsergebnisse die Analysenrichtigkeit. 

Den die Funktionsdauer begrenzenden Anteil der 
Bienzymmembran stellte die Alkoholoxidase dar. In Ab- 
hangigkeit von der Enzymcharge betrug ihre Aktivitat 
1 bis 6 Wochen; hierfiir kann ein Grund gegenwiirtig 
nicht angegeben werden. Hingegen bleibt die Katalase 
uber einen Zeitraum von mindestens 4 bis 6 Monaten 
aktiv. 

Diskussion 

Funktionstuchtige 2-Propanol-Sensoren mit H202-De- 
tektoren (SBC- 13 13 mit 16,7 U AODEnzymmembran) 
wurden zwar erstellt und vermessen, aber gegenwartig 
nicht weiter verfolgt, da die Verwendung eines H202- 
Chemosensors mit AOD-Membranen das Risiko nicht 
vorhersehbarer Querempfindlichkeiten auf der Basis 
anodischer Oxidationsprozesse in sich birgt; denn in den 
einzelnen Druckereien werden zum Teil erheblich dif- 
ferierende Chemikalien beim DruckprozeB angewandt. 
Hingegen schutzt eine Ausnutzung von O2 als moleku- 
larer Transducer zwischen Enzymmembran und Detek- 
tor uber die gaspermeable, aber ionenundurchlassige 
PTFE-Membran (Abb. 1) die Pt-Kathode der 02-Elek- 
trode vor unerwiinschten Reaktionen gegeniiber nicht 
fluchtigen, polarographisch aktiven Substanzen. 

Leider erfordert eine Direktmessung mit AOD-Mem- 
branen von 2-Propanol zwischenl ,OOund 15,OO Vo1.-% 
eine Probenvorverdunnung von I: 101 mit einem Phos- 
phatpuffer (pH = 7). Dabei hat unterschiedliche Schiit- 
telintensitat naturgemaB einen EinfluB auf den Sauer- 
stoffpartialdruck des MeBmediums und ist Ursache von 
Fehlmessungen. 

In das Gebiet der Angewandten Bioelektrochemie 
fallt auch die Entwicklung von Enzymelektroden als 
Biosensoren [3]. Um zeitraubende muhevolle Irrwege 
bei der Entwicklung neuer bioelektrochemischer Mem- 

branelektroden zu vermeiden, ist es oftmals hilfreich, 
Prinzipien der Bionik anzuwenden; denn biologische 
Vorbilder vermogen wertvolle Informationen zur Lo- 
sung technischer Probleme zu liefern. SchlieBlich hatte 
die Natur im Laufe der Evolution Millionen Jahre Zeit. 
ihre biologischen Konstruktionen zweckangepdt zu op- 
timieren. 

Bei der Entwicklung der hier beschriebenen 2-Pro- 
panol-Sensoren lieferten biologische Konzepte Ideen 
zur Losung des Problems einer Erweiterung des MeB- 
bereiches ohne Probenvorverdiinnung. Den AnstoB bil- 
deten der Sauerstoff-Transport im Blut der Saugetiere 
aus physikalisch gelostem und chemisch gebundenem 
Anteil am Hamoglobin in den Erythrocyten sowie se- 
quentiell arbeitende Enzymsysteme in den Zellen der 
Gewebe von Organen. Daher wurde bioanalng der phy- 
sikalisch geloste Sauerstoff im Tragerstrom ebenfalls 
um einen chemisch gebundenen Anteil - aber unter Ver- 
wendung von Wasserstoffperoxid - erhoht, um ihn in 
den Bienzymmembranen durch Katalase freizusetzen 
und der seriell nachgeordneten Alkoholoxidase fur den 
sauerstoffabhangigen enzymatischen Umsatz des Ana- 
lyten zusatzlich zur Verfugring zu stellen. Eine weitere 
Ausdehnung des MeBbereiches sollte sich gegebenen- 
falls durch hohere Wasserstoffperoxid-Konzentrationen 
im Tragerstrom bei SubstratangepaBter Alkoholoxidase- 
aktivitat in der Bienzymmembran realisieren lassen. 

Funktionell unterliegt die AOD in den Bienzymmem- 
branen einem katalatischen Schutz vor einem Uberan- 
gebot von H202 aus dem Tragerstrom. Eine Produkt- 
hemmung der AOD konnte verfahrensbezogen nicht 
nachgewiesen werden. Dariiber hinaus schutzt die des- 
infizierende Wirkung von H202 gegeniiber einer mikro- 
biellen Anreicherung des MeBsystems im Sinne eines 
“Biofoulings” [4]. Peroxidatische Querempfindlichkei- 
ten sind prinzipiell moglich [2], aber bisher auf die im 
DruckprozeB angewandten Chemikalien nicht bekannt 
geworden und lassen sich durch deren Auswahl ver- 
meiden. 
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