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(54) Zplsob pfipravy enzymové elektrody

Refeni se tyk& zpisobu piipravy
enzymové elektrody. Zpisob spolivd v tom,
%e se enzym nebo sm&s enzymi imobilisuje
na p¥edem aktivovanou kolagenovou membré-
nu reakci s glutaraldehydem nebo s iso-
kyanidem a glutaraldehydem, nale? se
kolagenovd membrdna s imobilisovanym
eznzymem &i enzymy fixuje na povrch
elektrochemického &idla. Aktivace kolage-
nové membrény se provede &&steénou desin-
tegrac{ kolagenovych vldken a/nebo roz-
$tépenim urlitého podilu peptidovych
vazeb t&inkem proteolytickych enzymd
(nap¥. pepsinu) nebo denatura&énich &ini-
del (nap¥. modoviny) nebo krétkodobym
pisobenim minerdlnich kyselin nebo dlou-
hodobym ptsobenim organickych kyselin
a/nebo opakovanym zmraZenim a rozmrafe-
nim kolagenové membrany ve vodnych roz-
tocich.
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Vyndlez se tyk& zplisobu p¥ipravy enzymové elektrody.

vyuzit{ enzym v analytické chemii je podmin&no jejich vlastnostmi, které jsou neoby-
%ejné& vhodné pro analytické t&ely. Jde o vysokou substrdtovou a Gdinkovou specifitu, stereo-
specifitu, mfirné reakdni podminky a zna&nou rychlost enzymovych procest. PouZiti volnych
enzymi nard¥fi v ndkterych p¥ipadech na technické &i ekonomické problémy jejich ziskdvdni,
obti¥nou regeneraci z reak&ni sm&si, pomdrn& malou stabilitu volngch enzymll atd. Tyto problé-
my jsou postupné ¥e¥eny ndhradou rozpustnych enzymd imobilisovanymi enzymy pouZitelngymi
pro velky po&et analys.

Jednou z mo¥nosti pouZiti imobilisovanych enzymi jsou biosensory, z nichZ je znalné. -
pozornost vdnovdna zejména enzymovym elektrodédm. Enzymové elektrody jsou realisovany spojenim
imobilisovaného enzymu a vhodného elektrochemického senzoru. Timto zplisobem je mo¥no detegovat
velky podet enzymovych reakcif, teoreticky vSech, p¥i ktergch dochdzi ke zm&né& koncentrace
elektrochemicky detegovatelnych létek. Velkou vyhodu enzymovych elektrod je rychlost, pfesnost
a reprodukovatelnost stanoveni a d4dle mo%nost analysy roztokl barevnych, kalnych &i fluoresku-
jifcich, kde jsou jiné zplsoby detekce obti%¥né. Tato skutednost umoZiiuje jejich pouZiti
v nejrizndjsich oblastech chemie, chemické technologie, farmaceutického a potravindiského
primyslu, v modernich biotechnologifch a v klinické biochemii.

Enzymové elektrody je moZno p¥ipravit:

1. Pou¥itim rozpustného enzymu, ktery se odd&lf v blizkosti elektrochemického &idla
od okolnfho prostfedi semipermeabilnf membrdnou (tzv. pseudoimobilisace).

2. Enzym se zachyti ve struktufe gelu (polyakrylamidového gelu, Zelatiny, algindtd

apod.) na povrchu senzoru.

3. Enzym je sorbovdn na povrch senzoru &i membrdny obklopujfci senzor a tato fixace
sorpc{ je zvySena vzdjemnym prok¥iZenim enzymovych molekul bifunk&nimi &inidly.

4. Enzym je kovalentnd vazdn ndkterou z imobilisaénich technik na pffrodni nebo synte-

tické membrdny, které jsou v t&sném styku se senzorem.

Analytick& vyu¥itelnost enzymovych elektrod je podstatnd ovlivnéna jejich stabilitou.
Mezi hlavni faktory, které ovliviuj{ stabilitu enzymovych elektrod, je mo¥no uvést zplsob
imobilisace, mnofstvi navAdzaného enzymu, &istotu enzymu, podminky enzymové reakce a stabilitu
senzoru (elektrochemického &idla). % uvedenych faktord je zplisob imobilisace nejsndze ovlivni-

telnym faktorem, kterému je v&novéna ndleZitd pozornost.

Zptisobem podle vyndlezu je enzymovd elektroda p¥ipravena imobilisac{ enzymu na pfedem
aktivovanou kolagenovou membrénu ndslednou reakci s glutaraldehydem nebo &ty¥komponentni
reakc{ mezi p¥idanym isokyanidem a glutaraldehydem s karboxylovymi a aminoskupinami enzymu

a kolagenové membrény.

Zpisobem podle vyndlezu se kolagenové membréna aktivuje &4ste&nou dezintegraci
kolagenovych vldken a/nebo roz3t&penim ur&itého podilu peptidovych vazeb a tim zvy$eni kapa-
city vazebngch mfst pro imobilisaci enzymi. Aktivace kolagenové membrény je zpisobem podle
vyndlezu dosa¥eno krétkodobym pisobenim minerdlnich kyselin nebo dlouhodobym pisobenim
organickgch kyselin, pisobenim denaturadnich &inidel (nap¥. mo&oviny), proteolytickgch
enzym (nap¥. pepsinu) nebo i pouhgym opakovanym zmrafovdnim a rozmraZovinim kolagenovych

membrén ve vodnych roztocich.

Zptisobem podle vyndlezu se na aktivovanou kolagenovou membrénu aplikuje enzym ¢i smé&s
enzymd ur&engych k imobilisaci a poté se p¥id4 bud samotny roztok glutaraldehydu, nebo
v kombinaci s p¥idanym isokyanidem. Vlastni enzymov4 elektroda se poté ptiprav{ fixaci
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kolagenové membrémy s imobilisovanym enzymem ¢i enzymy na povrchu elektrochemického &idla.

Vyhodou zplisobu p¥ipravy enzymové elektrody podle vyndlezu je jednoduchost provedent,
vysokd stabilita ziskané elektrody, dostate&n& rychld odezva a §ife linedrni odezvy enzymové

elektrody na koncentraci p¥idaného substritu.
Vyndlez je dokumentovdn p¥iklady pouZiti, aniZ by se jimi omezoval:
P¥{iklad 1

Kolagenovd membrédna byla podrobena 24 h pisobeni 6 mol.dm-3 mooviny. Poté byla promyta
dest. vodou a 0,1 mol.dm"3 amonnofosfatovym pufrem pH 7,0. Kovovym dutym vdledkem byl vyfiz-
nut terdik o priméru 8 mm, Na &&stedné& vysuSeny povrch vyFiznutého ter&{ku bylo aplikovéno
20 pl glukosaoxidasy a 2,5 ml 2,5% glutaraldehydu. Po 96 hodindch imobilisace p¥i 4 °¢c byla

3

membrédna dikladnd promyta 0,1 mol.dm ~ amonno-fosfdtovym pufrem pH 7,0. Kolagenovy ter&fk

s imobilisovanou glukosaoxidasou byl fixovén na povrchu kyslikového ¢idla Clarkova typu.

5 3

Spodni hranice objektivn& stanovitelné koncentrace D-glukosy &inila 1,7.107° mol.dm °.

3 mol.dm-3

Horn{ hranice linedrniho rozsahu kalibra&ni k¥ivky &inila 2,0.10" D-glukosy
v reakéni smési, tj. 1.1071 mol.dm™3 v nastfiku. S takto p¥ipravenou enzymovou elektrodou
bylo provedeno p¥ibli%né& 500 analys bé&hem 30 dnli, aktivita imobilisované glukosaoxidasy

b&hem této doby poklesla o pouhd 3 %&.
P¥{iklagad 2

Kolagenovd membréna byla podrobena 24 hodinovému plisobeni 1% roztoku pepsinu v 0,01

3 kyselin& chlorovodikové. Poté byla promyta vodou a 0,1 mol.dm—3 amonno-fosfitovym

mol.dm
pufrem pH 7,0. Kovovym dutym vdledkem byl vy¥fznut teréik o prim&ru 8 mm. Na C&4stelné vysu-
Seny povrch vy¥iznutého ter&iku bylo aplikovdno 20 ul askorbdtoxidasy, 2,5 ml 2,5% glutaral-
dehydu a 1,0 ul cyklohexylisokyanidu. Po 48 h imobilisace p¥i 4 SC byla membrina dikladnd
promyta 0,1 mol.dm 3 amonno-fosfdtovym pufrem pH 7,0. Kolagenovy ter&ik s imobilisovanou
askorbdtoxidasou byl fixovAn na povrchu kyslikového &lénku Clarkova typu. Ziskand enzymové

3 3

elektroda byla pou¥ita ke stanoveni vitaminu C v rozsahu koncentraci 1074 az 1073 mol.am™3.

P¥{klad 3

Kolagenovd membréna byla podrobena 6 m&si&nimu pdsobeni 1 mol.dm > kyseliny mléé&né
pfi 4 °C. Shodnym postupem jako v p¥ikladu 1 byla p¥ipravena enzymové elektroda na stanoveni
D-glukosy vykazujfci srovnatelné parametry z hlediska linearity odezvy i stability imobili-

gsovaného enzymu.
P¥{iklad 4

Kolagenovd membréna byla podrobena opakovanému zmraZenf a rozmraZeni (celkem Skréat)
ve vodném roztoku. Shodnym zpisobem jako v p¥ikladu 1 byla na vykrojeny teréfk imobilisovéna
galaktosaoxidasa. Po fixaci kolagenového ter&iku s navdzanou galaktosaoxidasou na kyslikovy
&lének byla p¥ipravena enzymov4 elektroda s linedrni odezvou na D-gélaktosu v koncentraci
5.107° a% 1073 mol.am™>.
P¥{iklad 5

Kolagenov4 membréna aktivovand postupem dle p¥fkladu 4 byla podrobena néslednému pisobeni
modoviny dle p¥fikladu 1. Na vykrojeny ter&ik byla aplikovéna beta-galaktosidasa (15 aul),
glukosaoxidasa (15 ml) a 2,5% glutaraldehyd (4 ul). Dal¥fm postupem dle p¥fkladu 1 byla
pfipravena enzymovd elektroda na stanoveni laktosy v koncentraénim rozsahu 2.107° mol.dm > a3

5.1073 my:>l.<1xn_3 v reakén{ smési.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob p¥ipravy enzymové elektrody vyznadujfci se tim, Ze se enzym nebo sm&s enzymd
imobilisuje na predem aktivovanou kolagenovou membrénu reakel s glutaraldehydem nebo
s glutaraldehydem za p¥itomnosti isokyanidu a kolagenovd membréna s imobilisovanym enzymem

se fixuje na povrch elektrochemického senzoru.

2. Zpisob podle bodu 1 vyznadujici se tim, Ze se kolagenovd membrédna aktivuje Zdsteé&nou
desintegrac{ kolagenovych vldken a/nebo roz¥t&penim urditého podflu peptidovych vazeb Wdlinkem
proteolytickych enzymi nebo denaturadnfch &inidel nebo krdtkodobym plsobenim minerdlnfich
kyselin nebo dlouhodobym plsobenfm organickgch kyselin a/nebo opakovanym zmraZenim kolagenovych

membrén ve vodnych roztocich.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 K&s
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