
J. prakt. Chem. 340 (1 998) 738 - 743 

Journal fur praktische Chemie 
Chemiker-Zeitung 

0 WILEY-VCJH Verlag GmbH 1998 

Full Paper 

Ionenselektive Durchflufisensoren mit licht- und sauerstoffunempfindlichen 
Festkontakten zur pflanzenphysiologischen On-line-Elektroanalytik 
transmembranoser Ionentransporte wahrend der Photosynthese 

J. G. Schindler, K. Herna und S. Pfaff 
Marburgkahn, ZABS Zentrum fur Angewandte Bioelektrochemische Sensorik 
Gesellschaft fur Forschung, Entwicklung und Produktion mbH 

M. M. Schindler 
Marburgkahn, Schindler Bio- und Chemosensoren Forschungslabor 

R. Hedrich und D. Becker 
Wurzburg, Lehrstuhl fur Molekulare Pflanzenphysiologie und Biophysik, Botanik I 

Eingegangen am 22. Juni bzw. 4. September 1998 

Ion-Selective Flow-Through Sensors with Solid-state Contacts Insensitive to Light and Oxygen for 
Plant Physiological On-Line Electroanalysis of Transmembraneous Ionic Transports During 
Photosynthesis 

Abstract. A bioelectrochemical multiple measurement system 
with ion-selective flow-through sensors for determination of 
pH, ionic activities and concentrations of transmembraneous 
ionic transports is described. Non-invasive electroanalysis 
during photosynthesis was realized by development of new 

solid-state contacts insensitive to light and oxygen. Conti- 
nuous measurement of Ca2+, K+, C1- and pH demonstrates the 
known intake of potassium ions by Viciafuba L. guard cells 
under the influence of light. Glucose intensifies the effect. 

Eine nichtinvasive Analytik in der Biologie und Medizin 
ist immer dann attraktiv, wenn Messungen an unver- 
sehrten Zellen im Gewebeverband durchgefuhrt wer- 
den sollen oder eine fortlaufende Entnahme auch klei- 
ner Blutmengen zur kontinuierlichen Mebwertuberwa- 
chung von Risikopatienten zwecks Vermeidung nicht- 
uberwachter Intervalle in der Intensivmedizin und Peri- 
natologie eine unvertretbare Belastung darstellen wur- 
de . 

iiber in vivo Messungen der Sauerstoffaufnahme 
durch die Cornea mittels direkter Oberflachenmessun- 
gen oder unter Anwendung einer in Kontaktlinsen befe- 
stigten PO2-Elektrode haben bereits 1963 Hill und Fatt 
berichtet [ 1-3].1967/68 erfolgten Beschreibungen uber 
p02-Auflegeelektroden fur die Haut sowie transcutane 
02-Messungen durch Evans und Naylor [4-61, und 1969 
erschien eine Arbeit von Huch et al. uber die Sauer- 

stoffmessung an der hyperamisierten Kopfhaut des Neu- 
geborenen [7].  

Bei der Mukoviszidose lafit sich im HautschweiB ein 
erhohter Elektrolytgehalt an Na+ und C1- nachweisen. 
Eine direktpotentiometrische Bestimmung von Cl- mit 
der AgC1-Kristall-Membranelektrode auf der Innensei- 
te des Unterarmes ist gegenuber der Na+-Messung mit 
der Glasmembranelektrode wegen deren Hochohmig- 
keit einfacher durchfuhrbar [8]. 

Prinzipiell sollte auch eine nichtinvasive Elektroana- 
1 ytik zur kontinuierlichen Verfolgung transmembranoser 
Ionentransporte wahrend der Photosynthese an Ober- 
flachen intakter pflanzlicher Gewebe moglich sein. Al- 
lerdings mu13 aber aus pflanzenphysiologischen Griin- 
den eine lichtunempfindliche und sauerstoffunabhangi- 
ge Funktionsweise der ionenselektiven Sensoren ge- 
warleistet sein. 
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Material und Methodik 

Zur bioelektrochemischen Messung der Ionenaktivita- 
ten und -konzentrationen von K+, Ca2+ und C1- sowie 
des pH-Wertes stehen Sensoren mit Carrier-PVC-Mem- 
branen 19-1 21 und verschiedenen sauerstoffunabhan- 
gigen Festableitungen 113 -1 81 zur Verfugung. Aufgrund 
ihrer Gehalte an AgCl sind grundsatzlich Einfliisse durch 
Licht zu erwarten. 

Die beschriebenen lichtunempfindlichen und auljer- 
dem sauerstoffunabhangigen Festkontakte fur ionense- 
lektive Carrier-PVC-Membranen beruhen auf einer 
elektrisch leitenden und kaltaushartenden hier jedoch 
AgC1-freien VerguBmasse mit einem Zinkphosphatze- 
ment als Basis [18], der aus den Grundsubstanzen ge- 
branntes ZnO und H3P04 besteht. Diese Zemente ent- 
halten typischerweise an weiteren Pulverkomponenten 
MgO, CaF2, Si02, AI2O3 und Spuren anderer Oxide wie 
Bi203 1191. In die lichtunempfindliche Zementfestablei- 
tung (Zf-Abll,) wurde zur Erhohung ihrer Leitfahigkeit 
KCL bis zur Sattigung inkorporiert. Die Kontaktstelle des 
Silberdrahtes, der im Schutze eines schwarzen PVC- 
Schlauches verlauft und die Verbindung zum Elektro- 
denstecker herstellt, wird von der Zf-Abl,, (Abb. 1) ge- 
geniiber Lichteinflussen wirksam abgeschirmt. 

Ag-Dra ht 

lichtundurch- 

Festkontakt , 1////@ 

Pflanzenmaterial wannenformig abgeflachte 
DurchfluRkammer 

Abb. 1 Ionenselektiver Sensor mit lichtunempfindlichem und 
sauerstoffunabhangigem Festkontakt (Zf-Abl,,). Durchmes- 
ser von Festkontakt und DurchfluBkanal3 mm. 

Die ionenselektiven Membransysteme [9 -121 enthal- 
ten neben der polymeren PVC-Matrix ionophore Trans- 
portmolekule in einem Weichmacher, wobei zusatzlich 
in die protonen- und calciumselektiven Membranen in- 
tegrierte lipophile Anionen vom Typ des Tetraphenylbo- 

rats [Tetrakis(4-~hlorphenyl)borat als Kalium-Salz = 
TpClpbK] der Repulsion negativer Ladungstrager sei- 
tens der MeBlosung dienen. Als Ionophore fungieren 
zur Messung von Ca2+ der synthetische elektrisch neu- 
trale Carrier ETH 1001, von K+ das Transport-Antibio- 
tikum Valinomycin, des pH-Wertes der Protonen-Car- 
rier Trioctylamin und fur die Bestimmung von C1- der 
geladene Ligand Trioctylmethylammoniumchlorid 
(TOMA-Cl). Weichmacherfunktionen iibernehmen in 
den K+- und Ca2+-selektiven PVC-Membranen Bis(2- 
ethylhexy1)sebacat (BEHS) sowie in der Protonen-Car- 
rier-PVC-Membran ein Phthalsaurepolyester (PPE) mit 
einer Viskositat von 1200-1500 mPa s bei 20 "C. In der 
C1--selektiven Membran dient das flussige TOMA-CI 
gleichzeitig als Weichmacher. 

Abb. 2 Ionenselektivitat der Ca2+-, K+- und H+-selektiven Sen- 
soren auf der Basis von Carrier-PVC-Membranen 
SBC-054-Ca2+ [ 10,111: Calciumselektive PVC-Membran mit ETH 
1001, TpClpbK und BEHS. SBC-222-K+ [9]: Kaliumselektive 
PVC-Membran mit Valinomycin und BEHS. SBC-663-H+ [ 121: 
Protonenselektive PVC-Membran mit Trioctylamin, TpClpbK 
und PPE. 

Gegenuber den relevanten Storionen sind die Mem- 
branselektivitaten in Abb. 2 und 3 als negativer dekadi- 
scher Logarithmus des Selektivitatskoeffizienten Kms 
im Balkendiagramm zusammengestellt. Ein Vergleich der 
Balkenhohen von Me& zu Storionen kennzeichnet das 
Ausmalj der Storionendiskriminierung. Experimentell 
erfolgte die Selektivitatsbestirnmung gemalj IUPAC- 
Empfehlung nach der fixierten Interferenz-Methode [20]. 
n e r  eine drastische Selektivitat gegeniiber Na+ und K+ 
verfugt die Protonen-Carrier-PVC-Membran. Die Ca2+- 
selektive Membran darf hinsichtlich der in Abb. 2 auf- 
gefuhrten Storionen als hochselektiv eingestuft werden, 
ebenso das K+-selektive Membransystem mit Ausnah- 
me gegeniiber NH4+. Dieses Phanomen diirfte vor al- 
lem mit dem geringen Unterschied der Ionenradien von 
K+(rIo, = 1,33. 10-1°m)undNH4+ (rIon= 1,48- 10-lOm) 
zu begrunden sein. Wie aus Abb. 3 hervorgeht, zeichnet 
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die durch anodische Galvanisierung hergestellte, jedoch 
lichtempfindliche Silber-/Silberchlorid-Elektrode eine er- 
hebliche Uberlegenheit in der S torionendiskriminierung 
gegenuber der C1--selektiven PVC-Mernbran-Elektro- 
de aus. Es ist zu beachten, daB TOMA-C1 sogar NO3- 
und NO2- gegenuber C1- bevorzugt. Daher sollten diese 
beiden Storionen im MeBmedium nicht oder in nur ver- 
nachlassiger Konzentration vorliegen. 

Abb. 3 Vergleich der Ionenselektivitat von Chelektiven Sen- 
soren 
SBC-7 1 1 -Cl-: Trioctylmethylammoniumchlorid-PVC-Membran 

SBC-7 18-C1-: Silber-/Silberchlorid-Elektrode 
(TOMA-C1) 

Jeder MeBfuhler wird in einen die DurchfluBkammer 
enthaltenden Block eingeschraubt und dichtend gegen 
ihre Berandung angezogen, wobei die ionenselektive 
Membran einen dachartigen AbschluB der MeBkammer 
bildet. 

In SpritzguBtechnik wurden auf der Basis von Me- 
thylmethacrylat, Butadien und Styrol Mefikammerblock 
und Elektrodenkorper gefertigt, in den die Funktionsele- 
mente der Disk-Elektrode integriert werden. Eine seri- 

Ca” K’ H’ C l  
n 3 

I 
Stromschlussel 

des 
Referenzsystems 

Abb. 4 Ionenselektives MultimeBsystem mit lichtunempfind- 
lichen und sauerstoffunabhangigen Sensoren zur DurchfluB- 
analyse von Ca2+, K+, H+ und C1- 

elle Anordnung der vier Sensoren fuhrt unter Komplet- 
tierung durch eine Ag/AgCl-Bezugselektrode mit 3M 
KC1 als Bezugslosung zur MultimeBkette mit Uberfuh- 
rung (Abb. 4). Die Installation der Referenzelektrode in 
einem schwarzen Kunststoffgehause entzieht sie dem 
LichteinfluB. 

Der nahezu ideal aquitransferente Stromschlussel- 
Elektrolyt wird hinter den MeBfuhlern uber eine in den 
DurchfluBkanal mundende monokapillare Stromschlus- 
selkontaktzone der MeBlosung zudosiert, so dal3 die sich 
stetig erneuernde Stromschliisselkontaktzone frei Fremd- 
ionen oder anderen Verunreinigungen gehalten werden 
kann. Mit einer dem DurchfluBsystem nachgeschalte- 
ten Rollenpumpe werden luftblasengetrennt MeB- und 
Kalibrierlosungen angesaugt sowie der Referenzelek- 
trolyt abtransportiert. 

Die in modularer Bauweise konzipierten lichtdurch- 
lassigen ionenselektiven Sensoren sind gegenuber elek- 
trostatischen Aufladungen durch eine metallische Ab- 
schirmung geschutzt, deren Unterseite einen Beleuch- 
tungsschlitz aufweist, durch den einfallendes Licht uber 
einen Spiegel fur das zu untersuchende Pflanzengewe- 
be eingeblendet werden kann. 
Die elektrochemische Schreibweise des MultmeBket- 
t enau fb au s 

I II I Ca’+-Membran I Zf-Abl,, IAg 
Ag/AgCI I KCl I1 Me& I K+-Membran I Zf-Abl,, IAg 

I (3 mold) I1 losung I H+-Membran I Zf-Abl,, I Ag 
I II I CI--Membran I Zf-Abl,, IAg 
& I  A (P~=A(PD A(P~=A(PM 4 4  43 

weist die an den Grenzflachen entstehenden und mit 
Acp bezeichneten Galvanispannungen aus, wobei Acp 
und Acp2 sowie A(p4 und Acps fur eine einwandfreie 
MeBtechnik konstant zu halten sind. A(p3 ist die durch 
Phasentransferkatalyse an der Grenzflache von Car- 
rier-PVC-MembranMeBlosung in Abhkgigkeit von der 
MeBionenaktivitat uM entstehende Potentialdifferenz 
A q M ,  fur die im bioelektrochemischen Gleichgewichts- 
zustand die Nernst-Gleichung gilt. 

Die von den vier Impedanzwandlern mit einem Ein- 
gangswiderstand von > 1000 Teraohm gelieferten elek- 
trischen Gleichspannungen wurden von den beiden zwei- 
kanaligen 21 -Bit-AD-Wandlei-n in entsprechende digi- 
tale Signale umgesetzt, die uber eine serielle Schnitt- 
stelle (RS 232) an einen IBM-kompatiblen Rechner uber- 
mittelt werden, um rechnergestutzt mit Hilfe einer ei- 
gens geschriebenen Software eine MeBdatenauswer- 
tung vorzunehmen. 

Die Kalibrierung der im MultimeBsystem seriell an- 
geordneten Ca2+-, K+, H+- und C1--selektiven Senoren 
zur gleichzeitigen Messung der Ionenaktivitaten (ai) und 
-konzentrationen (ci) sowie des pH-Wertes erfordert 
beziiglich ai und q zwei exakt definierte gepufferte Elek- 
trolytlosungen. Deren Gehalt - ai und ci - an Ca2+-, 
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K+- und C1- wird jeweils unter Verwendung zweier wei- 
terer waBriger Kalibrierlosungen ermittelt, in denen die 
Kationen als vollstandig dissoziierte Chloride vorliegen; 
in analoger Weise folgt separat die Ermittlung der pH- 
Werte mit NBS-Puffern [21, 221. Fur die waBrigen 
CaC1,- und KC1-haltigen Elektrolytlosungen werden aus 
den eingewogenen Ionenkonzentrationen nach der De- 
bye-Huckel-Onsager-Theorie 123 - 261 unter Beriick- 
sichtigung der Ionenstarke die Ionenaktivitaten fur Kat- 
und Anionen berechnet [ 13,271. Im iibrigen ist aus phy- 
sikalisch-chemischen Griinden der Grundsatz zu beach- 
ten, daB die Kalibrierlosungen den MeBlosungen soweit 
als moglich in der Zusammensetzung anzugleichen sind. 

Auf den Sensoren erfolgte anschlieljend die Positio- 
nierung des pflanzlichen Zellmaterials. Dieses ist durch 
einen Fliissigkeitsfilm von den ionenselektiven Carrier- 
PVC-Membranen getrennt, der durch Lucken des Ge- 
webestreifens (z.B. in den Randbezirken) in ungehin- 
dertem Austausch uber eine Celluloseacetat-Membran 
zum DurchfluBkanal steht. Dadurch ist elektrochemisch 
eine direkte Verbindung zwischen den Sensoren und dem 
Referenzsystem gewahrleistet. 

Praparation und Auftragen des Pflanzenmaterials 

Bohnenpflanzen (Vicia faba L.) wurden im Gewachs- 
haus im natiirlichen Tagesgang und einer Temperatur 
von 22 "C am Tage sowie 18 "C in der Nacht kultiviert. 
Zur Praparation der Epidermisstreifen dienten Blatter 
von 2-3 Wochen alten Pflanzen. Dazu wurden die Blat- 
ter mit H20 (dest.) benetzt, die Epidermis der Blattun- 
terseite mit einer Uhrmacherpinzette abgezogen und di- 
rekt auf eine feuchte Dialysemembran aus Cellulose- 
acetat transferiert. Im Gegensatz zu den Epidermiszel- 
len bleiben die SchlieBzellen durch diese Praparations- 
weise vital. Nach Beschickung der ionenselektiven Elek- 
troden mit Epidermisstreifen beschichteten Dialysemem- 
branen fand unverzuglich der Einbau in die bereits kali- 
brierte MeBapparatur statt. Die Untersuchungen began- 
nen, nachdem sich unter kontinuierlicher Perfusion der 
MultimeBkette der elektrochemische Gleichgewichtszu- 
stand uber einen Zeitraum von ca. 15 min eingestellt 
hatte. 

Ergebnisse 

Unter Belichtung uber Spiegel und Beleuchtungsschlitz 
durch die transparenten DurchfluBkammergehause mit 
einem Projektor unter Einhaltung eines adaquaten Ab- 
standes der Lichtquelle zur Vermeidung von Thermoef- 
fekten kann bei AgC1-haltigen Festableitungen und noch 
ausgepragter bei metallischen Ag-Festkontakten eine 
analytisch relevante Verschiebung der EMK in MeB- 

und Kalibrierlosungen g e m s  Abb. 5 nachgewiesen wer- 
den. Dort wird ferner die Eliminierung der storenden 
Lichtempfindlichkeit bei Einsatz der Zf-Abl,, belegt. 

ERlK 
rmvl 

40,O 

1 

0 

Licht 

I I  

ll I I I- 

Zf- Abli, 

120' 
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Abb. 5 Eliminiemng der Lichtempfindlichkeit von Festkon- 
takten ionenselektiver Sensoren auf der Basis von Carrier- 
PVC-Membranen am Beispiel von pH-Elektroden rnit der Mem- 
bran SBC-663-H+. Die mit Rechtecken markierten Zeitraume 
entsprechen den beiden Belichtungsintervallen. 
Zf-Abl,,: ........ Lichtunempfindliche und sauerstoffunabhln- 
gige Zementfestableitung 
Ag-Fk: ___ Lichtabhangiger Ag-Festkontakt 
Kalibrierung bei 25 "C mit 
NBS I: alkalischer NBS-Puffer = Standardpufferlosung E nach 
DIN 19266 [2lJmitpH-Wert7,413 
NBS 11: saurer NBS-Puffer = Standardpufferlosung D nach 
DIN 19266 [21] mitpH-Wert6,865 
Messung bei 25 "C: Phosphat-Puffer rnit pH-Wert 7,040 

Wie envartet, reagieren die Sensoren trotz der Gas- 
permeabilitat ihrer ionenselektiven Carrier-PVC-Mem- 
branen nicht auf eine Anderung des Sauerstoffpartial- 
druckes in den MeBlosungen. Der Nachweis wurde 
durch rnit O2 beziehungsweise N2 bei 1 atm und 25 "C 
aquilibrierten und gepufferten Elektrol ytlosungen gefiihrt. 

Aufgrund der Entwicklung der hier beschriebenen 
lichtunempfindlichen und sauerstoffunabhangigen Fest- 
kontakte fur ionenselektive Sensoren konnte eine konti- 
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6 -  

nuierliche bioelektrochemische Detektion transmembra- 
noser Ionentransporte wahrend der Photosynthese rea- 
lisiert werden. Am dargestellten Beispiel einer nichtin- 
vasiven Messung wird in Abb. 6 die bekannte [28 - 301 
lichtabhangige Aufnahme von Kaliumionen durch die 
SchlieBzellen von Vicia faba L. demonstriert, die unter 
dem EinfluB von Glucose eine weitere Stimulierung er- 
fuhr. 

- 7.5 

0 -  

bran aus. Durch Aufschmelzen von AgCl auf Pt wird 
eine glasflufiartige Schicht erzeugt, die zwar als Sauer- 
stoffdiffusionssperrschicht bzw. -reaktionsbarriere wirk- 
sam ist [ 13 - 151, aber ebenfalls Lichtempfindlichkeit er- 
warten IaBt. Daran andert sich auch grundsatzlich nichts 
bei einem Einsatz von coated glass-Elektroden [13, 161, 
solange eine Ag/AgCl-Ableitelektrode angewandt wird. 
Die Losung des Problems lag daher in der applikations- 
orientierten Weiterentwicklung der von uns beschriebe- 
nen kaltaushartenden elektrisch leitenden VerguBmas- 
se mit Sauerstoffunabhangigkeit auf der Basis von Me- 
talloxiden wie ZnO, ferner CaF2 und AgClC13, 17, 181 
unter Verzicht auf die lichtaktive Komponente. Erwar- 
tungsgemaB verlangt der dadurch bedingte Anstieg in 
der Hochohmigkeit des Sensors die Inkorporation von 
KCI in den Zementfestkontakt zur Erhohung seiner Leit- 
fahigkeit und den Einsatz von Impedanzwandlern mit 
Eingangswiderstanden > 1000 Teraohm. 

- 5.5 - Ca2+ 

Diskussion 

Die Gaspermeabilitat von Carrier-PVC-Membranen 
fuhrt an Platin-Festkontakten zu einer elektrochemischen 
Reaktion, die von der 02-Elektrode her bekannt ist: 

Pt 
0 ,+4e-  - 2 0 2 -  

Als Folge dessen resultieren in einer MeBlosung trotz 
konstanter Ionenaktivitat durch p02-Anderungen aus- 
geloste Verschiebungen im Standard-MeBkettenpoten- 
tial [ 131. Auch deshalb scheiden schon Pt-Festkontakte 
wegen der bei einem Wechsel von Licht- und Dunkel- 
phasen pflanzenphy siologisch verursachten Anderungen 
des Sauerstoffpartialdruckes im Flussigkeitsfilm zwischen 
Zellmaterial und gasdurchlassiger Carrier-PVC-Mem- 
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