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Poster

Weine aus der Tokaj-Region in Ungarn stellen eine komplizierte Matrix fir die Analytik mit Hilfe von
Biosensoren dar. Sie zeichnen sich durch gleichzeitig hohe Alkohol- und Glucosekonzentrationen aus.
Die geographische Lage des Anbaugebietes bedingt ein regionales Mikroklima, das den Befall der
Trauben durch die Edelfaule Botrytis cinerea férdert. Der Metabolismus dieses Pilzes erhdht den
Glyceringehalt der erhaltenen Weine um ein Vielfaches und fihrt zur Bildung von weiteren, die
Analytik stérenden Stoffen!".

Amperometrische Biosensoren auf der Basis von Oxidasen als biologischer Erkennungskomponente
erfordern ein hohes Arbeitspotential von 600 mV [vs. Ag/AgCI] zur Oxidation des katalytisch
gebildeten H,0,. Dies flhrt zur direkten Oxidation von Inhaltsstoffen der komplexen Probenmatrix an
der Elektrode und so zu einer geringen Spezifitat dieser Sensoren. Darlber hinaus verfigen die
kommerziell erhaltlichen Alkoholoxidasen Uber eine breite Gruppenselektivitat und Methanol ist das
bevorzugte Substrat. Folglich muf die Entwicklung von Biosensoren fur die Bestimmung von Ethanol
bzw. Glucose in Wein eine erhebliche Verbesserung der Selektivitat zu Folge haben, wobei zum einen
die Wahl eines geeigneten Enzyms, zum anderen eine Elektrodenarchitektur mit verringertem
Arbeitspotential wesentlich ist.

Fiir die Oxidation von Ethanol kommen NAD"-abhangige Dehydrogenasen bzw. eine Klasse kiirzlich
entdeckter und isolierter PQQ-abhangiger Dehydrogenasen in Betracht, die eine wesentlich geringere
Aktivitat fur die Oxidation von CH;OH aufweisen. Weiterhin wurde die Verwendung von Os-Komplex
modifizierten Redoxhydrogelen fir Anwendungen im Bereich amperometrischer Biosensoren in den
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letzten Jahren stark untersuch Durch Quervernetzung eines Os-Komplex-modifizierten

Polyvinylimidazols in Gegenwart des Enzyms kdnnen Biosensoren mit einem Arbeitspotential von
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200 mV erhalten werden. Biosensoren fiir die Bestimmung von Ethanol und Glycerin wurden durch
Einschluf3 der entsprechenden Dehydrogenasen in das Os-Redoxpolymer erhalten, wobei allerdings
das Coenzym NAD" zur Analysenlésung zugegeben werden muR. Die Coinjektion von NAD" erfolgt
automatisiert und reproduzierbar, so daf} prinzipiell auch Langzeitmessungen maoglich sind. Allerdings
zeigt NAD"-abhangige Alkoholdehydrogenase eine geringe Stabilitdt, insbesondere bei Kontakt mit
Realproben. Im Rahmen des Vortrages werden Ergebnisse zur katalytischen Oxidation von NADH an
Os-Redoxpolymeren, zur Stabilitdt der Sensoren im FlieBsystem und in Kontakt mit Realproben
gezeigt.

Um die Zugabe des Coenzyms NAD" zu vermeiden und gleichzeitig eine Verbesserung der Stabilitat
der Sensoren zu erreichen, wurde die Integration von Quinohemoprotein Alkoholdehydrogenase (QH-
ADH)*?! einem Membranenzym aus Gluconobacter sp. 33, in das Os-Hydrogel untersucht. Das
Multicofaktorenzym verfigt tber PQQ (Pyrroloquinolinquinon) als primaren Elektronenakzeptor im
aktiven Zentrum und 4 Ham-C Gruppen, Uber die intermediar die Elektronen zur Peripherie des
Proteins transportiert werden. Somit ist dieses Enzym optimal fUr einen schnellen Elektronentransfer
Uber ein Redoxpolymer geeignet. Die Quervernetzung von QH-ADH in ein Os-Redoxpolymer mittels
Polyethylenglycoldiglycidylether als bifunktionellem Reagenz auf Graphitelektroden konnten
reagenzlose Biosensoren flir die Detektion von Ethanol bei einem Arbeitspotential von 300 mV

entwickelt werden. Der Elektronentransferpfad dieser Sensoren ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abb. 1: Elektronentransferpfad des QH-ADH/Os-Hydrogel Biosensors

Die erhaltenen Sensoren sind iber mehrere Tage stabil. Allerdings erlaubt der Ky-Wert des Enzyms
lediglich einen linearen Melibereich der Sensoren bis zu 10 mM Ethanol. Die Konzentration von
Ethanol in Wein ist ca. 2.2 M und damit um einen Faktor 220 hoher als der Proportionalbereich der
entwickelten Biosensoren. Somit ist eine Verdlinnung der Probe vor der Messung unabdingbar
notwendig, wobei fur eine kontinuierliche Ferrmentationskontrolle diese Verdinnung automatisch, an
die zeitlich variable Konzentration im Fermenter anpafbar und durch Kalibrierung validierbar erhalten
werden mull. Auf der Basis eines friher entwickelten sequentiellen Injektionssystemsls] wurde durch
Implementierung eines Verdiinnungsreaktors, Anpassung der Software und des Analysenzyklus eine
variable Verdinnung der Probe erreicht. Gleichzeitig wird eine Umpufferung der Probe auf den
optimalen pH-Wert bei konstanter lonenstarke erreicht, und die Konzentration der interferierenden

Matrixkomponenten wird entsprechend vermindert.

Abbildung 2 zeigt die kontinuierliche Bestimmung von Ethanol aus einer Probe mit konstanten
Ethanolgehalt von 5 Vol% nach automatischer Verdiinnung um den Faktor 100. Die Streuung der

MeRwerte kann auf eine Anderung der Hydrogelcharakteristik (Quellfahigkeit) infolge der hydrophoben



Probeninhaltsstoffe zurlickgefiihrt werden. Untersuchungen mittels cyclischer Voltammetrie belegen
die Abhangigkeit der Sensorcharakteristik, insbesondere der Elektronentransferrate im Redoxpolymer,
von der Ethanolkonzentration. Durch Konditionierung des Sensors im Flie3system durch Prainjektion
einer konstanten Ethanolkonzentration konnte die Genauigkeit der Ethanolmessungen erheblich

verbessert werden.
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Abb. 2: Kontinuierliche Bestimmung von Ethanol nach automatischer Verdiinnung im sequentiellen
Injektionssystem
Im Rahmen des Vortrages werden die spezifischen Eigenschaften der entwickelten Ethanolsensoren
und die Anpassung des sequentiellen Injektionssystems (automatische Verdinnung, optimierte
Analysenzyklen, Modulation der Sensorcharakteristika durch hydrophobe Probeninhaltsstoffe)
erlautert. Ergebnisse, die mit dem optimierten Gesamtsystem bezilglich der on-line Bestimmung der
Ethanolkonzentration bei Laborfermentationen von Traubenmost mit Weinhefe sowie der Bestimmung

des Ethanolgehaltes von unterschiedlichen Weinen erhalten wurden, werden prasentiert.
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