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Inventia se refera la o metoda pentru determinarea concentratiilor de metanol si
etanol din amestecuri fara separarea analitilor.

Inventia se refera la o metoda amelioratd pentru determinarea concentratiilor de
metanol si etanol, fiind utilizata, in special, la identificarea bauturilor alcoolice falsificate,
produse cu metanol sau amestec metanol+etanol in loc de etanol, prin determinarea
metanolului si etanolului, in domeniul de concentratii al amestecurilor: 0,005...0,2 mmol/L
metanol si 0,03...0,2 mmol/L etanol.

Sunt cunoscute metode pentru analiza amestecurilor de etanol si metanol utilizand
separarea celor doi analiti prin cromatografie de gaze sau lichide, si apoi cuantificarea cu
diferiti detectori. Cu toate ca metodele cromatografice cunoscute permit o separare a celor
doi analiti, si determinarea acestora cu o rezolutie si limitd de detectie suficiente, aceste
metode sunt complexe prin faptul ca determinarile trebuie efectuate utilizand aparatura
scumpa si sofisticatd, aparatele nu sunt portabile, sunt necesari reactivi cu puritate foarte
inalta, iar personalul trebuie sa fie bine calificat.

L.V. Shkotova, A. P. Soldatkin, M. V. Gonchar, W. Shuhmann, S. V. Dzyadevych, in
lucrarea "Amperometric biosensor for ethanol detection based on alcohol oxidase
immobilised within electrochemically deposited Resydrol film", Materials Science and
Engineering C, vol. 26, pp. 411-414, 2006, mentioneaza un biosenzor amperometric utilizat
pentru analiza etanolului din bauturi alcoolice, biosenzor bazat pe alcool oxidaza (ADX)
imobilizata in film de Resydrol depus electrochimic, si pe detectarea peroxidului de hidrogen.
ADX a fost izolata si purificatd dintr-o tulpina de Hansenula polymorpha.

Recent a fost raportata in literatura (B. Bucur, G.L. Radu, C.N. Toader, “Analysis of
methanol-ethanol mixtures from falsified beverages using a dual biosensors amperometric
system based on alcohol dehydrogenase and alcohol oxidase”, Eur. Food Res. Technol,
vol. 226, pp. 1335-1342, apr. 2008) o metoda simpl3, ieftina, rapida, portabild, pentru deter-
minarea concentratilor de metanol si etanol din amestecuri, bazatd pe masuratori
amperometrice utilizand, pentru aceeasi proba, succesiv doi biosenzori enzimatici bazati
fiecare pe cate o enzima: alcool dehidrogenaza (ADH, EC 1.1.1.1.) si alcool oxidaza (AOX,
EC 1.1.3.13). Principiul de detectie este bazat pe faptul ca un biosenzor bazat pe ADH va
permite analiza doar a etanolului dintr-un amestec metanol+etanol, pe cand raspunsul bio-
senzorilor bazati pe AOX este produs in special de catre metanol, dar si de etanol. Aceasta
metoda de analiza nu necesita etape indelungate si complicate de separare a analitilor, si
permit realizarea unor dispozitive portabile, dar selectivitatea masurarii metanolului si
etanolului Tn amestecuri nu este la fel de buna cain cazul metodelor cromatografice. Metoda
enzimatica raportata poate analiza amestecuri metanol+etanol in urmatoarele domenii de
concentratie: 3...70 mmol/L pentru metanol si, respectiv, 15...110 mmol/L etanol.

Metoda enzimatica de analiza raportata in European Food Research and Technology,
226, 1335-1342, 2008, este suficient de sensibila pentru a determina metanolul si etanolul
la niveluri de concentratie intalnite in mod normal in bauturile alcoolice, nefiind nevoie de pre-
concentrarea analitilor, ci eventual de simpla diluare a probelor in cazul in care concentratiile
sunt prea mari. Problema care trebuie rezolvata in cazul identificarii bauturilor alcoolice
falsificate cu metanol, utilizand metoda enzimatica de analiza, consta in marirea selectivitatii
de masurare a metanolului in prezenta etanolului, pentru a se largi gama de concentratii de
metanol pentru care poate fi furnizatd o alarma privind prezenta metanolului in bautura
alcoolica respectiva.

Metoda conform inventiei, pentru determinarea concentratiilor de metanol si etanol,
in special din bauturi alcoolice falsificate, prin analize amperometrice, cu ajutorul unui sistem
format din doi biosenzori, dintre care unul este un biosenzor bazat pe alcool dehidrogenaza
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(ADH), modificat cu Meldola blue, iar cel de-al doilea este un biosenzor bazat pe alcool
oxidaza (AOX), modificat cu Co-ftalocianind, consta in urmatoarele etape:

- se masoara semnalul analitic atat pentru biosenzorul pe baza de ADH, céat si pentru
biosenzorul pe baza de AOX, unde AOX este extrasa din Hansenula polymorpha, in solutii
agitate magnetic, ce cuprind tampon, ca diferentad intre intensitatea curentului, masurata
dupa injectarea unei probe care cuprinde amestec de etanol si metanol, si intensitatea
curentului, masurata inainte de injectarea probei;

- se determina concentratia de etanol din proba, prin interpolarea semnalului analitic
masurat pentru biosenzorul bazat pe ADH intr-o curba de calibrare prestabilita;

- se determina concentratia de metanol prin interpolarea semnalului analitic masurat
pentru biosenzorul pe baza de AOX, din Hansenula polymorpha, intr-o curba de calibrare
prestabilita, care depinde atat de concentratia de metanol, cat si de cea de etanol, in care
concentratia de etanol a fost in prealabil determinata cu biosenzorul bazat de ADH.

Metoda de analiza, conform inventiei, prezintd urmatoarele avantaje:

- mareste selectivitatea analizei metanolului in prezenta etanolului;

- imbunatateste sensibilitatea determinarilor,

- are erori de masura (deviatie relativa standard) reduse;

- este simplu de utilizat chiar si de personal mediu calificat;

- are un pret de cost scazut;

- este portabil3;

- permite identificarea rapid& a bauturilor alcoolice falsificate care contin metanol,

- nu necesita utilizarea unor reactivi toxici.

Inventia va fi prezentata in continuare in legatura cu fig. 1...3 si tabelul, ce reprezinta:

- fig. 1: reactiile, mecanismele si ecuatiile cineticii producerii H,O, in urma oxidarii
catalizate enzimatic simultan a metanolului si etanolului;

- fig. 2: schema aparatului;

- fig. 3: curba de calibrare a aparatului, intensitate - concentratia standardelor de
metanol in solutie;

- tabelul: valorile K,, pentru metanol si etanol, raportate pentru AOX extrasa din
diferite organisme. In legenda sunt prezentate concentratiile de etanol pentru care sunt
trasate curbele.

Metoda amelioratd, conform inventiei, pentru determinarea concentratiilor de metanol
si etanol in special din bauturi alcoolice falsificate, prin analize amperometrice in solutii agitate,
utilizeaza doi biosenzori: 1) un biosenzor bazat pe alcool dehidrogenaza (ADH), care oxideaza
etanolul la aldehida acetica si reduce NAD" la NADH, mediatorul folosit pentru modificarea
electrodului indicator fiind Meldola blue, si, respectiv, 2) un al doilea biosensor bazat pe alcool
oxidaza (AOX) extrasa din Hansenula polymorpha, care oxideaza metanolul la aldehida formica
si etanolul la aldehida acetica, in ambele reactii catalizate enzimatic se transforma O, inH,0,,
mediatorul folosit pentru modificarea electrodului indicator fiind Co-ftalocianina. Principiul
detectiei metanolului si etanolului fard separarea analitilor este acelasi cain metoda publicata
in European Food Research and Technology, 226, 1335-1342, 2008, dar metoda de analiza
conform inventiei utilizeaza AOX extrasa din Hansenula polymorpha cu afininate sporita pentru
metanol si solutii agitate magnetic, ce permit coborarea limitelor de detectie si ameliorarea
erorilor masuratorilor. Biosenzorul bazat pe ADH permite stabilirea concentratiei de etanol
din proba (nu este influentat de prezenta metanolului). Raspunsul biosenzorului bazat pe AOX
este dat in principal de metanol, dar este influentat si de etanol. Determinarea concentratiei
de metanol din prob3 este realizata pe baza raspunsului AOX, in care concentratia de etanol
este cunoscuta datorita analizei efectuate cu biosenzorul bazat pe ADH.

3

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 125232 B1

Selectivitatea analizelor metanolului pentru metoda enzimatica de analiza este data
de caracteristicile AOX si, in special, selectivitatea acesteia pentru metanol in prezenta
etanolului.

Selectivitatea determinarii metanolului in prezenta etanolului a fost ameliorata prin
utilizarea in constructia biosenzorului a unei AOX extrasa dintr-un alt organism, avand la
baza cinetica Michaelis-Menten pentru 0 enzima care catalizeaza simultan conversia a doua
substraturi in competitie pentru situl activ al enzimei. Pentru biosenzorii bazati pe AOX,
semnalul analitic este dat de cuantificarea vitezei de producere a H,O, de catre AOX, prin
oxidarea catalitici simultana a ambilor alcooli. in fig. 1 sunt prezentate reactiile, mecanismele
si ecuatiile care descriu cinetica ce este catalizata enzimatic pentru viteza totala de obtinere
a unui produs de reactie comun (H,O,), in urma catalizarii oxidarii simultane a doua
substraturi. Conform acestor ecuatii, semnalul analitic obtinut pentru fiecare amestec
metanol+etanol este mai mare decat semnalele analitice obtinute pentru fiecare analit
separat, la aceeasi concentratie si in acelasi timp, mai mic decat suma curentilor individuali.
Aceste rezultate certifica faptul ca din semnalele analitice obtinute pentru amestecuri este
posibil s& cuantificam ambii analiti. in ecuatiile 1...6, indicele " reprezintd metanol si ? etanal.
Teoretic, viteza de producere a H,0O, de catre AOX dizolvata in solutie, in urma oxidarii
simultane a metanolului $i etanolului in prezenta de O, (reactiile R1 si R2, cu mecanismele
1 si, respectiv, 2), este calculatd in aceeasi maniera ca si cinetica Michaelis-Menten pentru
un singur substrat. In acest caz sunt douad complexe enzimé&-substrat care se formeaza
(ecuatia 3) si, in consecinta, conditia de stare stationara este calculaté prin luarea in consi-
derare a acestor doua complexe enzima-substrat (ecuatia 4). Viteza totala de producere a
H,O, este data in ecuatia 5 si este egald cu suma vitezelor de producere a formaldehidei
(ecuatia 6) si a acetaldehidei (ecuatia 7). Ameliorarea adusa de acest brevet consta in
maximizarea raportului vitezei reactiei de producere a formaldehidei, in raport cu producerea
acetaldehidei prin oxidarea preferentiala a metanolului in prezenta etanolului, acest deziderat
fiind obtinut pentru enzima ce are un raport maxim K,,*/K,,'. Este demn de observat ca, in
cazul in care concentratia unuia dintre substraturi (metanol sau etanol) este 0, ecuatiile 5,
6 si 7 devin ecuatia clasica Michaelis-Menten (9: exemplul dat pentru S? = 0, dar aceeasi
observatie este valabila si pentru S' = 0).

La analiza cu biosenzorul bazat pe AOX a unor amestecuri metanol-etanol, pentru
a avea un raspuns cat mai selectiv pentru metanol in prezenta etanolului, este esential ca
enzima sa aiba o selectivitate cat mai mare pentru metanol, relativa la selectivitatea pentru
etanol. Selectivitatea AOX pentru metanol in prezenta etanolului este data de diferentaintre
afinitatile pentru cele doua substraturi. Afinitatea unei enzime pentru substrat este caracte-
rizata de constanta Michaelis (K,,), care este exprimata in valori de concentratie. Cu cateste
mai mare valoarea acestei constante, cu atat va fi mai mica afinitatea enzimei pentru
substratul respectiv. Din ecuatiile teoretice prezentate in fig. 1, se observa ca o mai buna
selectivitate in determinarea metanolului in prezenta etanolului este datd de raportul
constantelor K, ale AOX determinate pentru etanol si metanol. Este cunoscut faptul ca
enzimele provenite din diferite organisme prezintd K,, diferite. Astfel, este posibil s& se
aleagd o sursa pentru AOX care sa permitad ca semnalul analitic obtinut sa fie cat mai se-
lectiv pentru metanol. Din K,, prezentate in tabel se observa ca AOX provenita din Hansenula
polymorpha permite o ameliorare a selectivitatii. Astfel, raportul constantelor K,, pentru AOX
provenita din Hansenula polymorpha este de 7,53, semnificativ mai mare in comparatie cu
2,0, cét este raportul pentru AOX provenita din Pichia pastoris, enzima care este utilizata in
metoda publicata in European Food Research and Technology, 226, 1335-1342, 2008.
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Proba de analizat (bautura alcoolica potential falsificata) este analizata direct cu cei
doi biosezori bazati pe ADH (pentru determinarea concentratiei de etanol) si, respectiv, AOX
(pentru cuantificarea semnalului furnizat de amestecul metanol+etanol). in cazul in care
proba este prea concentratd (semnal mai mare decét curba de calibrare), aceasta va fi
diluata in tampon si reanalizata. Biosenzorii sunt cuplati la un potentiostat si este masurata
intensitatea curentului la potential constant (semnal analitic), care este corelata cu con-
centratia de analit din proba.

Aparatul pentru realizarea metodei conform inventiei cuprinde un ansamblu format
dintr-un potentiostat controlat de calculator, un agitator magnetic pentru asigurarea
transportului prin convectie a analitilor catre suprafata biosenzorilor, doi biosenzori
enzimatici, bazati pe ADH si, respectiv, AOX, utilizati succesiv. Initial proba este analizata
cu biosenzorii bazati pe ADH, pentru a se stabili concentratia de etanol, si apoi este anali-
zata cu biosenzorii bazati pe AOX, pentru a se masura raspunsul produs de metanol+etanol.
Cunoscéandu-se concentratia de etanol, se poate afla, cu ajutorul biosenzorilor bazati pe
AQOX, concentratia de metanol din proba.

Constructia biosenzorilor a fost realizata prin imobilizarea enzimei (AOX, respectiv,
ADH), prin includere in matrice fotopolimerizabila pe electrozi screen printati care contin un
mediator. Pentru cuantificarea H,O, rezultata din reactiile catalizate de AOX au fost folositi
electrozi indicatori modificati cu Co-ftalocianina. Pentru cuantificarea NADH rezultat din
reactia catalizatd de ADH au fost utilizati electrozi indicatori modificati cu Meldola blue. in
afara electrodului indicator pe care au fostimobilizate enzimele, electrozii screen printati mai
contin un electrod de referinta Ag/AgCI si, respectiv, un electrod auxiliar.

2,6 mg de AOX (extrasa din Hansenula polymorpha, conform inventiei) a fost
imobilizata, 10 Ul/mg au fost diluati cu 40 uL apa distilata, peste care s-au adaugat 40 yL de
mer PVA-SbQ. Apoi, amestecul enzima cu PVA-SbQ a fost omogenizat prin amestecare cu
un vortex, dupa care 2 pL din aceastd solutie au fost depusi si intingi pe suprafata
electrodului indicator. Electrozii au fost expusi la lumina de neon timp de 4 h, la +4°C, pentru
a avea loc includerea enzimei prin fotopolimerizarea merilor. Electrozii au fost dupa aceea
stocati maximum o luna la -20 °C, in pungi de plastic inchise, pentru a fi protejati de
umiditate. Enzima ADH a fost imobilizata identic cu metoda raportatad in European Food
Research and Technology, 226, 1335-1342, 2008, si anume: 3 mg de ADH au fost solu-
bilizate in 50 pL apa distilata si amestecate cu 40 yL PVA-SbQ. Pe suprafata electrozilor
indicatori care au un mediator specific NADH au fost depusi cate 2 yL si polimerizati in mod
identic cu biosenzorii bazati pe AOX. Prezenta inventie se refera la ameliorarea
performantelor analitice ale sistemului bienzimatic prin utilizarea de AOX extrasa din
Hansenula polymorpha, biosenzorii bazati pe ADH fiind identici cu cei publicati in articolul
mentionat.

Analizele amperometrice realizate cu biosenzorii bazati pe ADH sau AOX au fost
realizate in solutii agitate magnetic, utilizand un agitator 1 si o bard magnetica acoperita cu
teflon 2. Masuratorile electrochimice au fost realizate intr-o celula electrochimica 3, in solutie
de tampon 0,1 mol/L tampon fosfat pH = 8,0, care contine si 0,1 mol/L KCI. Volumul de
tampon utilizat este de 5 mL pentru biosenzorii bazati pe AOX si, respectiv, 4,75 mL pentru
biosenzorii bazati pe ADH. Masuratorile au fost efectuate cu un potentiostat 8 dotat cu un
filtru pentru reducerea zgomotului electromagnetic creat de campul magnetic variabil al
agitatorului. Potentiostatul este controlat de un calculator 9, ce realizeaza si inregistrarea si
prelucrarea semnalelor. La electrodul indicator 4 pe suprafata caruia a fost imobilizatd AOX
a fost aplicat un potential constant +600 mV, masurat fatd de electrodul screen printat
Ag/AgCI de pseudoreferinta 5. Pentru biosenzorii bazati pe ADH a fost aplicat un potential
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de -10 mV si adaugat in celula elecrochimica 250 pL de solutie 80 mmol/L NAD*. Conexiu-
neaintre electrozii 4 $i 5 si potentiostat a fost realizata cu ajutorul unui cablu ecranat 7. Dupa
stabilizarea curentului (masurarea liniei de baza), 50 pL de proba au fost injectati cu o pipeta
mecanica 6 si a fost inregistratd variatia intensitatii curentului pana la stabilizarea pe un
platou. Semnalul analitic consta in diferenta intre intensitatea curentului intre linia de baza
si platou. Timpul necesar pentru stabilizarea liniei de baza a fost de 2...3 min si, pentru
obtinerea platoului, de aproximativ 1...2 min. Electrozii si celula electrochimica au fost spalati
cu apa distilata intre masuratori.

Domeniul liniar al biosenzorilor bazati pe ADH este 0,001...0,09 mmol/L etanol
(n=5; I(nA) = 1650xConcEtanol (mmol/L) + 17.021; R*=0,9913). Biosenzorii bazati pe ADH
prezentati in European Food Research and Technology, 226, 1335-1342, 2008, aveau un
domeniu liniar al réspunsului, cuprins intre 0,3 si 8 mmol/L. Diferenta intre aceste domenii
de concentratie este explicata prin modificarea metodei de analiza: cronoamperometrie in
picatura pentru metoda raportata in literatura (putin sensibild) si, respectiv, amperometrie in
solutie agitatd magnetic (cu sensibilitate sporitd), pentru metoda optimizata din prezentul
brevet. Diferenta de sensibilitate este data de agitarea magnetica a solutiilor care modifica
modalitatea de transport a analitilor la suprafata biosenzorilor unde sunt analizati. Daca in
picatura analitii sunt transportati din masa solutiei catre electrod prin difuzie-transport lent
si ineficient, prin agitarea solutiei se asigura un transport rapid al analitilor catre suprafata
electrozilor, ceea ce asigura o concentratie locala de analit crescuta si, in consecinta, o sen-
sibilitate marita a determinarilor. Un dezavantaj care apare in cazul agitarii magnetice a
solutiilor este inducerea unui curent alternativ parazit in bucla formata de electrozi-solutie-
conector, din cauza campului magnetic variabil indus de agitator. Pentru indepartarea acestui
zgomot electromagnetic este necesar ca potentiostatul utilizat s& contina un filtru tip low-pass,
pentru separarea curentului continuu (faradaic-semnal analitic) de cel alternativ datorat
inductiei. Acest filtru permite ameliorarea limitei de detectie prin reducereazgomotului de fond.
Cum a fost demonstrat si in articolul publicat in European Food Research and Technology,
226, 1335-1342, 2008, raspunsul biosenzorilor la etanol nu este afectat de prezenta
metanolului in solutie. Astfel, prin interpolarea intensitatii masurate la analiza unei probe reale
care contine etanol+metanol, se obtine concentratia de etanol din proba de analizat.

Biosenzorii bazati pe AOX din Hansenula polymorpha sunt capabili sa analizeze solutii
de amestec metanol+etanol care contin alcooli in urmatorul domeniu de concentratii:
0,005...0,2 mmol/L metanol si, respectiv, 0,03...0,3 mmol/L etanol. Aceste domenii de
concentratie sunt mult reduse in comparatie cu cele raportate in European Food Research
and Technology, 226, 1335-1342, 2008 (3...70 mmol/L pentru metanol si, respectiv,
15...110 mmol/L etanol), intrucat se folosesc solutii agitate magnetic.

Pentruinterpolarea matematicé a rezultatelor experimentale obtinute pentru metanol
si etanol au fost utilizate 30 de puncte experimentale |(nA) = f(Concentratie metanol, Concentratie
etanol): 6 de la graficul de calibrare realizat pentru metanol (in absenta etanolului), 5 de la
graficul de calibrare realizat pentru etanol (in absenta metanolului), 18 pentru solutii standard
cu amestecuri metanol-etanol si fortarea trecerii graficului prin origine. Interpolarea rezultatelor
experimentale a fost facuta conform ecuatiei (5), folosind un soft disponibil comercial: GOSA-fit
v3.b2 (© Bio Log). Parametrii de interpolare regasiti au fost notati cu ®" deoarece sunt determinati
pentru AOX din Hansenula polymorpha imobilizata, si nu liberain solutie (*° - aparent), si corectate
pentru amestec substraturi (" - mixt). Parametrii ecuatiei interpolate regasiti au fost: K, ..r0
= 0,240,1 mmol/L, |5, etanol = 3692105 NA si, respectiv, K" earne = 0,310,14 mmol/L,
[ 2P = 2981106 nA, cu un coeficient de corelatie de R2 = 0,949. De notat ca in cazul

max  metanol —

enzimei imobilizate parametrul V_,, este inlocuit cu |,,>*" pentru ambii analiti.
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in fig. 3 este prezentat graficul de calibrare obtinut pentru biosenzorii cu AOX pentru
ambii analiti prezenti simultan in solutie. Curba de calibrare este ca oreprezentare 2D, obtinuta
folosind softul GOSA-fit pentru o intelegere mai usoara a interpolarilor facute pentru ambii
analiti, si o mai buna reprezentare a diferentelor intre valorile teoretice obtinute (curbele) si
punctele experimentale. Pentru interpolarea rezultatelor experimentale se folosesc curbele
de calibrare din fig. 3, iar concentratia de etanol este deja determinata folosind biosenzorii
bazati pe ADH.

Limita de detectie a biosenzorilor cu AOX din Hansenula polymorpha pentru un alcool
in absenta celuilalt este de 0,005 mmol/L metanol, pentru care este inregistrat un semnal de
8 nA, si, respectiv, 0,03 mmol/L etanol, pentru care este inregistrat un semnal de 15 nA. in
cazul in care in proba de analizat sunt prezenti ambii alcooli simultan, limita de detectie pentru
fiecare alcool depinde de concentratia celuilalt si este cu atat mai slaba cu cat este mai mare
concentratia celuilalt alcool.

Deviatia relativa standard, calculata pentru o proba care contine 0,1 mmol/L etanol
si 0,04 mmol/L metanol, afost de 3,9% pentrun = 11 determinari efectuate (I(nA) = 109+4,3 nA).
Aceasta deviatie relativa standard este mult ameliorata in comparatie cu cea raportata in
European Food Research and Technology, 226, 1335-1342, 2008 (RSD = 13,8%), unde erau
utilizate masuratori in picatura, ameliorare posibila datorita utilizarii pentru masuratori de solutji
agitate magnetic ce asigura un transport reproductibil $i constant al analitilor catre suprafata
biosenzorilor, unde sunt catalizati de enzima. Totodata, agitatea magnetica asiguré siindepartarea
rapida si reproductibilad a produsilor de reactie de la suprafata electrodului, asigurand astfel
conditii catalitice constante.

Tabel
Ky (mmol/L) Raport K, Organism
Etanol Metanol etanol/metanol
16,2 2,15 7,53 Hansenula polymorpha
1 0,5 2 Pichia pastoris
0,13 0,019 6,84 Candida sp.
1 0,2 5,00 Poria contigua
- 0,5 - Pichia sp.
1,97 0,785 2,51 Phanerochaete chrysosporium
10 1,52 6,58 Basidiomycete sp.
29 1,8 1,61 Peniophora gigantea
8,23 2,43 3,39 Candida methanosorbosa
- 3 - Candida boidinii

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35



11

13

15

17

19

21

23

RO 125232 B1

Revendicari

1. Metoda pentru determinarea concentratiilor de metanol si etanol, in special din bauturi
alcoolice falsificate, prin analize amperometrice, cu ajutorul unui sistem format din doi biosenzori,
dintre care unul este un biosenzor bazat pe alcool dehidrogenaza (ADH), modificat cu Meldola
blue, iar cel de-al doilea este un biosenzor bazat pe alcool oxidaza (AOX), modificat cu
Co-ftalocianing, caracterizata prin aceea ca:

- se masoara semnalul analitic atat pentru biosenzorul pe baza de ADH, cét si pentru
biosenzorul pe baza de AOX, unde AOX este extrasa din Hansenula polymorpha, in solutii
agitate magnetic, ce cuprind tampon, ca diferenta intre intensitatea curentului masurata dupa
injectarea unei probe care cuprinde amestec de etanol si metanol, si intensitatea curentului
masurata inainte de injectarea probei;

- se determina concentratia de etanol din proba, prin interpolarea semnalului analitic
masurat pentru biosenzorul bazat pe ADH intr-o curba de calibrare prestabilita;

- se determina concentratia de metanol prin interpolarea semnalului analitic masurat
pentru biosenzorul pe baza de AOX, din Hansenula polymorpha, intr-o curba de calibrare
prestabilita, care depinde atat de concentratia de metanol, cat si de cea de etanol, in care
concentratia de etanol a fost in prealabil determinata cu biosenzorul bazat de ADH.

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca biosenzorul pe baza
de alcool dehidrogenaza este realizat prin imobilizarea alcool dehidrogenazei pe suprafata
unui electrod indicator, prin includere in matrice fotopolimerizabild din PVA-SbQ.

3. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca biosenzorul pe baza
de alcool oxidaza este realizat prin imobilizarea alcool oxidazei pe suprafata unui electrod
indicator, prin includere in matrice fotopolimerizabila din PVA-SbQ.
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