DEUTSCHE pEM:OKRATISf:HE REPUBLIK | PATE N TS CH Rl FT
_(15) ‘Wirtschaftspatent | '_ (19) DD (1\1) '- 220 142 . A1

‘Erteilt gema® § 17 Absatz 1 Patentgesetz 4(51) GO1N33/48
: L ' €12Q1/00

AMT FUR ERF‘NDUNGS-‘UND PATENTWESEN - In der vom Anmelder einge&eichfcen Fassung ve;'éﬁenilicht

(21) - WPGO1 N/ 256151 4 (22) 01,1183 ©(44) © 20.03.85

/ (71) Akademie der Wissenschaften.der DDR, 1199 Berlin, RuddWer Chaussee 5, DD
(72) Renneberg Reinhard, Dipl.-Biochem.; Weise, Hartmut, Dipl.-Ing.; Liebs, Peter, Dr. sc. Dipl.-Biol.; Rxedel
Klaus Dr. rer. nat. Dipl.-Biol.; Schetler Frieder, Dr. sc. Dipl.-Chem.; Dorn, Inge, DD

'

(54) Verfahren 2ur Bestimmung von 'Néturstoffen mittels selektiver mikrobiologiébher Elektro‘dev'n .

(57) Die Erfmdung betrn‘ft gin Verfahren zur spezifischen Bestimmung von Naturstoffen mittels m|krob|ologlscher
Elektroden. Sie hat das Ziel, durch Einsatz mikrobiologischer Elektroden eine den Enzymelektroden vergleichbare
Spezifitdt und Schnelligkeit bei der Bestimmung zu erhalten. ErfindungsgemaR werden die fiir die Bestimmung eines
‘Naturstoffes in mikrobiologischen Elektroden benutzten Mikroorganismen in Nahrldsungen mit diesem bestimmten
Stoff angezogen. Nach Dosierung des zu bestimmenden Substrates in die MeRzelle wird die
Anderungsgeschwmdlgkent der Atmung als MaR fiir dessen Konzentration genutzt. Dabei wird Stromstarkeanderung
" pro Zeit gemessen. Das Verfahren ist geeignet fiir den Einsatz in der Mikrobiologie, der Landwirtschaft, der

, Lebensmittelindustrie und -analytik, der Pharmazie und Toxikologie sowie im Umweltschutz.

\

| ISSN0433-6461 o -  13Seiten

N



Riedel
Renneberg

Weise

Liebs
Dorn
Scheller

f

~ "Verfahren zur Bestimmung von Naturstoffen mittels selektlver

mikrobiologischer Elektroden“

Anwendungsgebiet der Erfindung ,
Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur spezifischen Sestim-

mung von Naturstoffen (Kohlenhydraten, .organischen 33uren,

" Alkoholen, Aminosduren usw.) in komplexen Ldsungen mit mikro-

biologischen Sensoren, die spezifisch wirkende Mikroorganis-

"men enthalten.

Das Verfahren ist geeignet f{ir den Einsatz in der Mikrobiolo=
gie, der Landwirtschaft, der Lebensmittelindustrie und -ana-
lytik, der Pharmazie und Toxikologie sowie .im Umweltschutz,

/

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Fir die Bestimmung natirlicher Substrate, wie Kohlenhydrate,
Alkohole, organische Sauren und Aminos3uren werden neben den
herkdmmlichen spektrometrischen und chromatographiéchen Ver=-
fahren in zunehmendem MaBe elektrochemische Sensoren in Form
von Enzym=- und Mikroorganismenelektrdden eingesetzt
(GUILBAULT, G« G., Enzyme microb. Technol., 2, 258 = 264
(1980), SUZUKI, S. and KARUBE, I., Proc. 6. Int. Fern. Synp.,
London (Canada), Vol. III, p 355 - 360 (1980), FUKUI and
TANAKA, Ann. Rev. Microbiol., 36, 145 - 172 (1982)).

Der Einsatz von Enzymelektroden ist dabe1 im wesentlichen auf
solche Reaktionen beschrénkt, die zur Bildung bzw. Verbrauch
von 02 und H202 fihren in Verbindung mit dem polarographi-
schen Nachweis. Weiterhin limitiert die Verfigbarkeit von
Enzymen, die teilweise sehr aufwendige Praparation und gerin-



ge Stabilitat derehyEihsatzbreite. Die Kofaktorpegenerierung
bereitet ebenfalls groBe Schwierigkeiten.'Mikrobiologische
Elektroden kénnen Uberall dort, wo durch Substratnutzung O
verbraucht wird, eingesetzt werden. Eine aufwendige :nzympra-
© paration und eine Kofaktorregenerierung entfallt. Multienzym=-
reaktionen kénnen sehr einfach durch Mikroorganismen durchge-
fihrt werden. Diese Vorteile der mikrobiologischen Zlektroden’
werden ‘aber durch den Nachteil defvunspezifischen Wirkung zum
Teil wieder aufgehoben. Ein spezifischer Nachweis bestimmter .
Stoffe in komplexen Losungen, Z. B. Fermentatlonslosungen,

. ist desnalb mit mlkroblologlschen hlektroden nur unter E£in-

schrankungen mogllch. '

»Ziel der Erfindung

Die Ehfinduhg hat das ziel, o. Je Nachteil'der'mikrobiolcgi-
schen Elektrode zu beseitigen und einenden Enzymelektroden

" vergleichbare Spe21f1tat und SChﬂGlllngIt einer Messung zu
erhalten. s |

v Darlegung des Wesens der Erfzndung

~Die- Aufgabe der Erfindung besteht darin, nlttels mvkroowolo-
glscher Elektroden speZLflsche Vaturstoffe ‘in natlrlichen
Systemen und komplexen Losungen zu bestimmen. ErflndungsgemaB
“werden die in den Mikroorganismenelektroden eingesetzten
Mikroorganismen kultiviert, indenm jeweils die fur die Analy-
tik eines bestiﬂmteh Naturstoffes (Hohlenhydrate, organisché
"Sauren, Alkohole, Aminosduren usw.) benutzten Mlkroorganlsmen
in einenm N&hrmedium angezogen werden, das bevorzugt dlesen
Naturstoff als C-Quelle enthélt, Durch diese Anzucht wird das
far den entsprechehden Naturstoff benétigte‘Aufnahmesystem
der Mikroorganismen induziert und andere'TranSportsysteme
(deren Substrate nicht vorhanden sind) nicht oder nur schwach
aﬁégebildet; Die Nutzung der .jeweiligen spezifischen Trans=
portsysteme\der Mikroorganismen fGr die Substratanalytik er--
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moglicht nicht nur eine hohe Spez;fitét, sondern auch eine
sehr schnelle Messung, indem die Anderung der Atmungsgeschwiﬁ-
digksit als Folge der Substrataufnahme erfaBt wird.

Die auf o. g. Art und Weise angeziichteten Mikroorganismen
werden immobilisiert bzw. fixiert zur Herstellung'mikrobiolo-
gischer Elektroden benutzt. Nach Dosierung des zu bestimmen-
den Stoffes in die MeBzelle wird die Anderungsgeschwindigkeit
der Atmung als MaB fir die Substratkonzentration genutzt. -
. Diese Anderung wird als Stromstarke pro Zeiteinheit gemessen.
Der Vorteil des Verfahrens besteht darin, daB Naturstoffe,
mit denen die verwendeten Mikroorganismen kultiviert wurden,
,ohne groBen zeitlichen Aufwand bestimmt werden kénnen. Ein
weiterer Vorteil besteht in der Mogllchkelt der simultanen
Substratbestimmung. Dabei werden mehrere selektive mlkroblo-
loglsche Elektroden elngesetzt.

Ausfihrungsbeispiele

Die Erfindung wird nachfolgend an Ausfihrungsbeispiélen naher
erliutert., '

1. Beispiel

GlUkosebestimmung mittels im Glukosemedium angezogenen
Bacillus subtilis-Zellen

In einem Glukose enthaltenden Medium (20 g Glukose, 5 9
Casamino acids, 5 g Ammoniumchlorid, 20 aml Stammldsung Salze
ad 1 10,134 M Phosphatpuffer pH 6,0; Stammlﬁsung salze:

0,4 % FeCl « BH,0, 0,13 % CaClZ, 0,2 % 2Zns0, « 74,0, 2,46 2

2 4 27

MgSQ, - 7H20 3.7 % HCl) angezogene B, subtmlzs-Zellen werden

nach 18 = 20stundlger Kultivierung auf Rotationsschittlern
bei 20°C zu Beginn der stationdren Phase geerntet und zur

Herstellung einer mikrobiologischen Elektrode nach der in
DD-WP G 01 N/238 412/8 beschriebenen Art und Weise benutzt.
Hierzu werden 100 /ul Kulturldsung auf' ein Filferpléttchen
von 2 - 5 mm Durchmesser zentrifugiert, so daB eine Zellkon-
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zentration von ca. 0,2 mg Trockengewicht pro Filter erreicht

wird. Das Filter wird auf eine Polyathylenmembran einer Sau=-

erstoffelektrode plaziert und durch eine Dialysemembran'zur
Lésungsseite/abgeschloséen. In eine geriihrte bei 30°C tempe-
rierte MeBzelle wird 2,5 ml O 1 mol Phosphatpuffer pH 6,8

'elngebracht. Die Sauerstoffkonzentratlon wird in Ampere mit-

tels Mererstarker bei einer angelegten Spannung von ~600 mV

- gemessen bzw. die Anderung der Stromstdrke nach D031erung des
Substrates in A/min. Diese Knderungsgeschwindigkelt wird als
. MaB fur die Substratkonzentratlon genutzt. Nach Dosierung von

100 /ul Glukose enthaltende Lésung fallt die Sauerstoffkon-

“zentration (genessen als Strom) infolge der verstarkten At-

‘mung rapid. Diese Anderung der Stromstarke pro Zeltelnhelt
,(A/mln) ist proportlonal der Glukosekonzentratlon (Taballe 1).

P

- Die Ansprechzelt der Elektrode betrégt 2 sek. Werden Maltose=-
'losungen doszert, tritt nur eine duBerst geringe Anderung der
otromstarke, d. he des aauerstoffverbrauchs auf (Tabelle 1).
Nach einer Substratbestlnmung wird die VeBzelle 2 mal mit

Phosphatpuffer gespult.

\

Taoalle'l . o -

Glukoseoestlmmung mittels glukoseselektlver Mlkroorgahlsmen-
elektrode (B. Subtllls) im Glukosemedium angezogen.

- Zur Kontrolle w1rd die Anderungsgeschwindlgkelt der Strom-

starke pro min. nach Maltosed081erung angegeben

¥

Substrat Konz. [hm]l) Anderung der Stronstarke pro Zelte’n-'

he:.t [4“’“‘]
min_
- 0 ' 0

Glukose 0,15 0,14
0,6 0,64
1,2 0,89
. o 0 g .0
Maltose 0,15 - 0,02
0,6 I 0,03

1)-ndkonzentratﬂon im<MeBansatz, d. h, bei Dos:erung von
100./ul Lésung enthalt diese das 25fache.



2 Beispiel'

taltosebestimmung mittels in Maltose. angezogener B. subtilis~
Zellen -
Die zur Praparation einer maltoseselektiven Mikroorganismen-

elektrode benutzten B. subtilis-Zellen werden in dem im Bei-
/’splel 1 beschrlebenen Medium, das an Stelle von Glukose 20 g
Maltose enthalt, angezogen. Anzucht, Herstellung der Elektro=-
de und Art der Messung entspricht der Beschreibung in Be1~
spiel 1. _ ,
Tabelle 2 demonstriert die Abh&ngigkeit der Anderung der
Stromstédrke pro Minute von der Maltose und Glukosekonzentra-

tion. Ein Vergleich mit den in der Tabelle 1 glukoseangezoge-
nen Zellen verdeutlicht die selektive Wirkung der Anzucht.

Tabelle 2

Maltosebestlmmung mlttels maltoseselektlver Mlkroorganlsmen-
elektrode (B. subtilis).,

Zur Kontrolle wird die Anderungsgeschwlndlgkelt der Strom=
starke pro min. nach Glukosedosierung angegeben '

Substrat Konz. [hM/i) Anderung der Stromstdrke pro Zeitein-

heit [Lui]
jt‘i'ﬂl.f'lJr
Maltose 0 | O
| 0,15 o 0,25
0,6 S 0381
| 1,2 . ..0,76
Glukose 0 : 0.
0,15 ) 0,09
( 0,6 0,21
| 1,2 ' 0,22

1) siehe Anmerkung Tabelle 1



3 Beispiel

~ Gleichzeitige Bestimmung von Maltose und Glukose in L&sungen

mittels selektiver Hikrborganismenelektroden  -

Eine simultane Bestimmung von Glukose und Maltose in natirli-

chen Losungen wird durch den glelchzeltlgen Einsatz von mal- -

'tosa- und glukoseselektlven Mlkroorganlsmenelektroden in

‘einer MeBzelle erreicht. Die selektiven Elektroden werden wie

© in Beispiel 1 und 2 beschrieben, bereitet und in eine Doppel-

| meBzelle eingebracht. * . -

' Durch Glukoseelchlosungen werden die _lektroden elngeelcht

und die- verschledenen Empfindlichkeiten 'der Elektroden ausge-

~ glichen (mit Hilfe verschiedener Enpflndllchkeltselnstellun~

Lgen an den Mererstarkern), d. h. die Empfindlichkeit der

glukoseselektiven Elektrode wird auf die Empfindlichkeit der

'maltoseselektlven :lektrode eingestellt, da die Glukose-

- glektrode, wie aus dem Vergleich Bﬁlsplel 1 und 2 er31cntllch;

emprlndllcher auf Glukose reagiert.’ .

Die glukosesel=kt1ve Elektrode zeigt die Glukosekonzentratlon

direkt an. Die Differenz der Stromstérke der maltosé- und

' glukoseselektlven Elektrode entsprlcht der Paltosemenge
(Tabelle 3).

*



Taoelle 3
simultane Glukose~ und Maltoseoestlmmung mit Hilfe von selek-
‘tiven Mikroorganismenelektroden

Testldsungen Anderung der Stromstarke pro Ermittelte Kon=-
/mMol/ Zeiteinheit [- ‘ zentrationen
g Rin /ol 7

Glukose_Maltose Glukose- Maltose- Differenz Glukose Maltose
selekti- selekti- Maltose- '
ve Elek=- ve Elek- elektr., -

trode ‘trode Glukose~ "
elektrode
0,15 - 0,06 = 0,06 o 0,15 -
0,60 - 0,20 0,20 0 0,60 -
- 0,15 0,00 0,25 0,24 - 0,15
- 0,6 0,02 0,81 0,79 - 0,6
0,15 0,15 0,06 0,31 0,25 0,15 0,16
0,15 0,6 0,07 0,87 0,80 0,17 0,61
0,6 0,15 0,20 0,26 0,06 0,60 0,15
0,6 0,6 0,22 1,00 0,78 0,65 0,59

4, Beispiel

Glutaminsiurebestimmung mittels 8. subtilis-Zellen, die in
einem glutaminsdureenthaltenden Medium angezogen wurden

Die zur Glutamins&urebestimmung benutzte Elektrode wurde, wie
im Beispiel 1 beschreiben, pripariert, wobei die B. subtilis-
Zellen ohne Kohlenhydrate angezogen werden. Hierdurch wird
zwar eine 8fache Erhdhung der Empfindlichkeit gegeniber
Glutaminsdure im Vergleich zu Zellen, die in elnem Glukoseme=-
dium angezogen wurden, erreicht, die Glukoseempflndllchkelt
w1rd aber nur um 50 % reduziert (Tabelle 5), so daB eine di=-
rekte GIutaminséurebestimmung mit einer Elektrode in Gegen-
wart von Glukose nicht méglich ist. Durch Nutzung von 2
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’:lektroden, einer. glukcsespe21flschen :lektrode (mit Zsllen,”
die im Glukosemedlun angezogen werden), die nicht auf )
Glutaminsiure ansprlcht,'und einer sog. glutamlnsaureselektl-
ven Elektrode (Zellen kohlenhydratfrei angezogen), die . eine
Empfindlibhkeit gegenﬂber’Glutaminséure aufweist, aber noch

- Glukese anzeigt, ist es moéglich, durch leferenzblldung

- Glutamlnsaure mlttels mlkroblologlscher Elektroden zu bestlm-
men. Lo ’

Tabellée 4 -

Glutamlnsaurebestzmmung mittels glutamlnsaureempflndllcher/”
Mlkroorganlsmenelektrode , v

~ Zum Verglelch wird die Anderung der Stroms*arke nach Dosie-

rung von Glutamlnsaure und Glukose einer Elektrode, die in

Glukose aqgezogene Zellen enthal;, angegeben.

Substrat | 'Konz._”Anderung der tromstarke pro Zelteln-
B  heit [KUA] '
) Jmln_
li)». Elektrode mit Zelien'vElekt?ode mit ,
' ‘gus Glutamins&ure- zellen aus Gluko-
-medium. , semedium
Glukose 0,15 0,13 0,25
Glutamlnsaure 1,2 0,16 ' 0,02

-1 Anmerkung Tabelle 1

5 Belsplel

Glukosebestimaung nittels 1mnob11131erter, auf Glukose ange- !
zogener B. subtilis=-Zellen: o , v

Die Kult1v1erung erfolgt wie im Belsplel 1. Die speziell auf
leucose kult:vmerten Zellen werden durch Zentrifugation von
~der Nahrboillon abgetrennt wobei 100 ml verwendet werden,
Der Ruckstand wird ‘mit 10 ‘ml Phosphatpuffer versetzt und auf—
gerihrt. '
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5 /ul der Kleberldsung (2,5 g handelsiblicher Kleber, Epasol-
ontakt, wird mit 30 ml Essigséduredthylester gemischt) werden
auf eine Polyathylenfolie gegeben. Direkt auf den 'trocknenden
Kleber werden 10 /ul der Zellsuspension aufgebfacht.'Die‘so
préaparierte Polydthylenfolie wird 20 Minuten in einem Exika-
tor unter Vakuum aufbewahrt. Danach werden auf die Zellen
weitere 5 /ul der KleberiésUng gegeben und mit einer Dialyse=-
membran abgedeckt. ’
'Am nachsten Tag wird die tragerfixierte Mikroorganismeh-Fdlie
zum Bespannén einer Sauerstoffelektrode benutzt. Die Herstel=-
lung'def Elektrode und die Art der Messung entsprecheh dem im
Beispiel 1 Beschriebenem. Tabelle 5 gibt die Stromwerte fur’
Glukose und Maltose wieder.
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Tabelle 5
*rGlukose- und Maltosebestlmnung mittels anoolllslerter,

glukoseselektlver B suotllls Zellen

Glukosezugaba- o Maltosezu abe:

10,15 mM [}uA/nlq7 10,15 M /}Un/nlq7

[

 ~1. Tag ‘Messung - 0,12

0
© 2. Messung .7 0,112 - o
.7 3. Messung - 0,13 0
.,45 Messung - 0,12 0
2. Tég‘ 1. Méssﬂng ' 0,11 0
2. Messung o 0,12 o
3. Messung | 0,10 0
3. Tag- 1. Messung ., 0,11 Lo
2. Messung 0,10 © 0
3. Mgséung ~ . 0,10 0
6. Tag: 1, Messung 0,09 e}
o 2. Messung 0,10 0
0

3. Messung 0,09

6. Belsplel

altoseoestlmnung nlttels lmmOOLllelerter, auf Maltose anse—

'

.zogener B. subtilis-Zellen

';Dle Kult1v1erung erfolgt wie inm Belsplel 2. Die spezzell auf
Maltose kultmvzerten Zellen werden entsorechend dem Belsplel\
5 auf einer Polyathylenrolle mlt der Klooerlosung tragerfi-
xiert und in glelchﬁr Weise werden, unter Vorwendung einer

Sauerstoffelektrode, Jewells Glukose- DzZW. Maltoselosungen

J

. vermessen.
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Tabelle 6
 Maltose- und Glukosebestimmung mittels immobilisierter,

maltoseselektiver B, subtilis-Zellen
Glukosezugabe: Maltosezugabe:

0,15 mi [uA/min/ 0,15 mM (}uA/miq]‘

1.?Tag 1. Messung | 0,02 0,30

2. Messung 0,01 0,28
3. Messung - 0,03 , : 0,31
2. Tag 1. Messung 0,010 0,29
' 2. Messung 0,01 0,30
3. Messung 0,02 - 0,30
3.JTag 1.;Messung : 0,01 0,291
\ 2. Messung 0,01 0,28
3. Messung - 0,01 0,30
6. Tag 1. Messung 0,01 ’ 0,28
‘ 2. Messung 0,01 - 0,28 .

3. ‘Messung 0,02 : ' 0,29



4

:rflndungsanspruch

1)

2)

Verfahren zur Bestimmung von Naturstofren (Konlenhydraten,
organlschen Séuren, Alkoholen, Amlnosauren usw.) in kom-

'plexen Gemlschen oder Losungen ﬂlt Jlkroorganlsmenele<tro- 

den, dadurchfgekennze;chnet, daB die fUr die Analytik:

-eines ‘oestimmten Stoffes in’mikrobiologischen Elektroden-

benutzten Mlkroorganlsmen in Néhrldsungen mit diesem Na=
turstoff angezogen werden und die Anderungsgeschw1ndlgkelt
der Atnung nach Dosmerung des bestimmten Stoffes als Mab
fur dessen. Konzentratzon als atromstarkeanderung pro Zeit
gemessen wird.

Verfahren nach Punkt L, dadurch gekennzelchnet, daB nach
Oe Je. spezzflscher Anzucht erHaltene Mikroorganismen immo-

' ‘blllSlert bzw. fixiert in den nlkroblologlschen Elektroden

e

«elngesetzt;werden.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzelchnet, dal mehre-
re selektive mlkroblologlsche Elektroden zur 31nultanen

-’Substratbestlmmung eingesetzt werden.
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