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Wykorzystanie biosensora elektrochemicznego
do oznaczania metanolu w sciekach przemystowych

Szerokie zastosowanie metanolu w przemysle i jego toksycz-
no§¢ powoduja konieczno$¢ analizy jego obecnosci, np. w $cie-
kach przemystowych. Znanych jest wiele elektrochemicznych
biosensoréw do analizy metanolu i etanolu [1~7]. Spoéréd nich
przewazaja przyrzady typu amperometrycznego, z zastosowa-
niem elektrod tlenowych lub nadtlenowych, dziatajacych jako
przetworniki fizyczne, oraz oksydazy alkoholowej drozdzy
metylotroficznych jako selektywnego bioelementu [5-7].
W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badafi nad mozli-
woscia wykorzystania tego typu biosensora do oznaczania
zawartosci metanolu w Sciekach przemystowych.

Materialy i metodyka badan

W badaniach wykorzystano 4-amino-5-hydrazyno-3-mer-
kapto-1,2,4-triazol (AHMT), alginian sodu o niskiej lepkosci
oraz parafilm firmy Sigma (USA). Czesciowo oczyszczony
preparat oksydazy alkoholowej otrzymano przez wytracenie
siarczanem amonu z ekstraktéw bezkomérkowych szczepu
drozdzy metylotroficznych Hansenula polymorpha K-105 [8].
Tak otrzymany preparat oczyszczono przy pomocy chroma-
tografii z DEAE-celuloza [9]. Analize enzymatyczno-chemi-
czng metanolu oraz obliczenie wynikéw przeprowadzono we-
dhug wiasnej metodyki {10].

Badania przeprowadzono przy pomocy mionitora tlenowego (Bio-
logical Oxygen Monitor, model 5300, Yellow Springs Instruments Co.,
USA), majacego platynowa elektrode YSI 5331. Preparat oksydazy
alkoholowe;j rozciericzono buforem tris-HCl (50 mmol/dm®) o pH=75
do aktywnosci réwnej 40 jednostek w 1 cm® (40 Urml). Ostroznie
wymieszano jedna objeto$¢ roztworu enzymu i trzy objetosci 10%
alginianu sodu nanoszac 10 ul mieszaniny na powierzchnie elektrody
zprzyklejonasiateczka teflonowa. Powierzchnie elektrody zanurzo-
no wbuforze ris-HCI (50 mmol/dm®) o pH=7,5 zawierajacymchlorek
wapnia (0,1 mol/dm’ ) 1 pozostawiono, ciagle mlesza]a,c, na 10+15 min
w celu wytworzenia Zelu. Z géry przy pomocy pierscienia gumowego
przyczepiono nad immobilizowanymi komérkami membrane polikar-
bonowa. W przerwach pomiedzy pomiarami elektrode przechowywa-
no w buforze w temperaturze pokojowej.

Pomiary przeprowadzano w temperaturze 30 °C, przetrzy-
mujac prébki w azni wodnej (YSI 5301). Zmiane sygnatu
spowodowang dodaniem metanolu rejestrowano przy pomocy
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woltoamperomierza samopiszacego (B7-16A). Stezenia metano-
lu obliczono wykorzystujac krzywa wzorcowa otrzymana przy
pomocy pomiaréw serii standardowych roztworéw metanolu.

Wyniki badan

Oksydaza alkoholowa jest enzymem wykorzystujacym tlen
w procesie utleniania metanolu wedtug reakeji:

CH30H + O3 — HCHO + H20, (1

Reakcji analitycznej sensor6w amperometrycznych towa-
rzyszy pochtanianie tlenu. Przy obecno$ci metanolu w komér-
ce sensora, dzialanie katalityczne oksydazy alkoholowej, im-
mobilizowanej w Zelu alginianu wapnia miedzy membranami
teflonowa i polikarbonowa, prowadzi do lokalnego zmniej-
szenia stezenia tlenu na czulej powierzchni sensora, powodu-
jac zmniejszenie natgZenia pradu w elektrodzie Clarka. Typo-
wa krzywa odpowiedzi biosensora na metanol przedstawiono
narysunku 1.
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Rys. 1. Krzywa wzorcowa odpowiedzi biosensora
(stezenie metanolu 0,15 mmol/dm

Sygnal osiagal poziom stacjonarny po dojsciu w biomem-
branie do réwnowagi proceséw dyfuzji tlenu i metanolu,
a jego warto§C zalezala od stezenia metanolu. Zaleznos¢ na-
tgzenia pradu od steZzenia metanolu w roztworze przedstawio-
no na rysunku 2. W granicach analizowanego zakresu stezen
metanolu, czas osiagniecia maksymalnego poziomu sygnatu
wynosit 0,2+0,7 min.

W prébkach §ciekéw pobranych na oczyszczalni §ciekéw
w Zakladach Azotowych w Kedzierzynie wykazano obecnos$é
metanolu (tab.1). Do celéw poréwnawczych wykorzystano
enzymatyczno-chemiczna metodg fotometrycznego oznaczania
metanolu przy pomocy AHMT, ktéry wiaze sie z formaldehy-
dem, wytworzonym z metanolu w reakcji katalizowanej przez
oksydaze alkoholowa [10].
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Rys. 2. Zalezno$é¢ sygnalu biosensora od steZenia metanolu

Zaproponowana metoda biosensorowa pozwala na ozna-
czanie metanolu w obecno$ci formaldehydu, chociaz formal-
dehyd takze moze utleniac si¢ w reakcji katalizowanej przez
oksydaze alkoholowa. Tlumaczy si¢ to znacznie nizszym po-
winowactwem oksydazy alkoholowej do formaldehydu niz do
metanolu. Dlatego tez nawet trzykrotnie wyZsze stezenie for-
maldehydu w stosunku do steZenia metanolu nie mialo wply-
wu na dokladno$¢ oznaczenia metanolu przy pomocy zapro-
ponowanej w pracy metody biosensorowe;j.

Tabela 1. Stezenia metanolu w prébkach z oczyszczalni éciekéw
w Zakiadach Azotowych w Kedzierzynie

i e
Osadnik wstepny 1,70 1,78 2,46
Komoranapowetrzania 1,26 1,19 1,69
Osadnik wtérny 0 0 0,23
Staw Sciekowy 0 0 0,11

" z wykorzystaniem biosensora, 2 z wykorzystaniem AHMT

Jak wida¢ z danych zebranych w tabeli 1, wyniki analizy
metanolu w §cickach przemystowych metoda biosensorowa byty
bardzo podobne do danych otrzymanych przy pomocy metody
enzymatyczno-chemicznej z uzyciem AHMT [10]. Innymi sto-
wy, zastosowanie do analizy metanolu w prébkach $ciekéw
przemystowych dwéch réznych metod, biosensorowej i enzyma-
tyczno-chemicznej, wykazalo ich przydatno$¢ dorutynowej ana-
lizy tych §ciekéw. Biosensorowa metoda jest bardzo prosta w za-
stosowaniu, wymaga jedynie elektrody tlenowej oraz enzymu
oksydazy alkoholowej. Poniewaz nadaje si¢ ona do ciaglego
monitorowania zawarto§ci metanolu w sciekach, jej zastosowa-
nie ma duza przyszto$é w przemysle chemicznym. Dalsze bada-
nia beda poswigcone opracowaniu biosensoréw zdolnych do
réwnoleglego oznaczania w §ciekach przemystowych zawarto-
§ci nie tylko metanolu, lecz takze formaldehydu.

Podsumowanie

Opracowano amperometryczny biosensor zawierajacy
oksydaze alkoholowa, jako bioelement selektywny oraz
monitor tlenowy, jako przetwarzacz fizyczny. Enzym zo-
stal wyizolowany ze specjalnie przygotowanego szczepu
drozdzy metylotroficznych, nie wykazujacych aktywnosci
katalazowej. Przetestowano mozliwo§¢ wykorzystania te-
go typu biosensora do oznaczania zawarto$ci metanolu
w §ciekach przemystowych. Czuto§¢ metody wynosila
0,03 mmol/dm>, a czas osiagania maksymalnego poziomu
sygnatu — 0,2+0,7 min.
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Assessing the Applicability of the Electrochemical Biosensor to the Methanol Assay
of Industrial Wastewater

The amperometric biosensor developed for the purpose of the
study involved alcohol oxidase as a selective element and an
oxygen monitor as a physical signal transducer. The enzyme
was isolated from a mutant strain of methylotrophic yeast
defective in catalase activity (the strain had also been grown
for the needs of our study). The investigations substantiated the

utility of the biosensor in methanol determinations. The waste-
waterunder testwas made up of the effluents from the Kedzierzyn
Chemical Plant. The sensitivity of the method and the interval
forthe development of maximal output was 0.03 mmel/dm® and
0.2 to 0.7 minutes, respectively.
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