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Stabilni biogsenzory obsahujici bio-
logicky aktivni ldtky s SH enzymy a memb-
rdnovy materidl chrdnici pFed inaktivaci
t8zkymi kovy. Prednostnimi membrdnovymi
sloZkami schopnfmi vdzat t&8Zké kovy jsow
komplexujici ligandy, aromatické hetero-~
cyklick$ sloudeniny s endocyklickym terci-~
arnim dusikovym atomem a funkéni skupiny,
které tvoFi s t3ikymi kovy mdlo disociovae-
né sloueniny. Pracovni a skladovaci stabi~
lita biosenzoril podle vyndlezu se prodlou-
z1i ze dnl na tydny.
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Vyndlez se tyka stabilnich biosenzort, obsahujicich
biologicky aktivni vrstvy s SH enzymem a membrinovy ma=-
teridl nerozpustny ve vodnych roztocich a schopny vazat
té2ké kovy a zplsobu jejich vyroby. Daji se pouZit v me~
dicind, biotechnologii, zemdddlstvi a potravindistvi, pii
ochranéd Zivotniho prostiedi.

Pro vyvoj biospecifickych elektrod biosenzorf, kieré
se ziskaji z amperometrickych potenciometrickych a konduk-
tometrickych elektrod,pifipadnd z ionselektivnich tranzisto~
r& rizenych polem a enzyml imobilizovanych v membréns tedy
biologicky aktivnich membridn, se déd pouZit rada -SH enzymd,
napi, uredza, asparaginasaglukosidasa, alkoholdehydroge-~
nasa a daldi. Rada z tdchto biospecifickych elektrod je pii-
pravena k zavedeni do praxe / F. W, Scheller a spol.:Biosen~
sors 1 (1985, 135 - 160), adkoliv jejich Sir3imu pouZiti
stoji v cestd ada nevyi‘edenych probléml. Jednim z nich je
tdstednd sniZend pracovni a skladovaci stabilita takovych
biospecifickych elektrod, v jejichZ biokatalyticky aktivni
membrand jsou imobilizovdny ~SH enzymy. To znamend takové
enzymy, které potifebuji pro vznik biokatalytické aktivity
volné sulfhydrylové skupiny ( -dédle oznalované ~SH skupiny)
Tyto ~SH enzymy reaguji neobylejnd citlivé na nejmen3i sto-
py téZkych kovd tim, Ze se inaktivujil Pri analytickych pos-
tupech s pouZitim biospecifickych elektrod je ale moZné jen
zi*idka se vyhnout pritomnosti iont@ t&Zkych kovd. Jednak se
pripravuji médrné roztoky z chqg;kélii. které pravidelnd, i
pies nejvy3si stupen &istoty, obsahuji jedtd stopy t&Zkych
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kovd, které jesou viak postadujici k tomu, aby inaktivovaly
pii kontinudlnim plsobeni ~SH enzymy dlouhodobd® pouZivanych
biospecifickych elektrod., Dédle difunduji trvale ionty téi-
kych kovl z elektrod napi. referentnich elektrod, do mdrnych
roztokd, které je obklopuji. Vysledkem je, Ze se inaktivuji
-SH enzymy nachizejici se v biekatalyticky aktivanich membri-
néch.

Z téchto dOvodd je déle zirejmé; 2e se té2kymi kovy ina=-
ktivuji nejen icolované enzymy. Je znémé, Zs -SH enzymy jsou
obsaieny také napi*. v integrovanych biokatalyticky aktivnich

«jako jsou nikroorganiamy nebo bunky rostlinného nebo Zivo-
&idného plvodu. Takové systémy byly na zékladd své biologické
aktivity pouZity pro vyrobu mikrobidlnich elektrod pro analy=-
tiku substratd. I tady vEak existuji problémy malé pracovni
a skladovaci stability zplsobené inaktivaci téZkymi kovy.

Z uvedenych problémd vyplyvaji omezené moZnosti pouiiti bio=-
specifickych a mikrobidlnich elektrod. Na ochranu ~SH enzym@
pi‘ed deaktivaci ionty tdZ2kych kovl bylo v minulosti popséno
ndkolik zplsobl. (DEOffenlegungsschrift 3 347 104 a DOR -

Ww. P. C 12 Q/2695760). Reseni, které je v tdchto patentech

a v nich uvedené daldi literatuie popsédno, je zaloZeno na och=-
rand SH enzymt pi‘ed jedno & vicemocaymi ionty tdzkych kovd
méraych roztokd pridénim rozpustnych sulfhydrylovych sloude-~
nin bud samotnych nebo sulfhydrylovych slou&enin s chelato-
tvornynsi stabilizitory nebo sulfhydrylovych slouenin v kom-
binaci s chelatotvornymi, redukujicimi a enzymovymi stabili~
zatory,. Tento postup md v3ak znalné nedostatky, protoZe se
kromd vysoce &istych a tim i drahych chemikdlii pri ném pou~
zivaji také chemikslie neprijemné& péchnouci. V3eobecné rutinni
pouziti tdchto postupl se nedéd doporudit.

Tyto zdvaZné nevyhody Fe3istabilni biosenzory a zpl@sob jejich
vyroby podle vyndlezu.P¥edmét vyndlezu umoznuje ziskat pou=
Zitelné biosenzory stabilizaci biokatalyticky aktivnich vrs-
tev,
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Podle vyndlezu jsou vytvoleny biosenzory zékladnim elektroche-
mickym senzorem s biologicky sktivni vrstvou, kterd se sklé~
dé z biologicky ektivniho materidlu a ve vodd nerozpustného
membrinového materidlu schopného vézat téZké kovy. Jako bio-
logicky aktivni materiidl se poulivé jeden nebo ~SH enzymil,
jako je napi*. ureasa, asparaginasa, £ ~glukosidasa, alkohol-
dehydrogenasa nebo jeden &i vice SH enzymd obsahujicich vyse
integrovany biologicky aktivni systém, jako jsou napi. mikro-
organismy a buﬁky'nebo organely rostlin nebo zviifat. Materiil
membrén; ktery viéie tdZké kovy, je obecnd rozpustny v organice
kych rozpoustddlech. V nékterych pifipadech se ale miiZe také
Jednat o anorganické i organické materidly v suspendované
formd, V kaZdém piipadd materidly tvoiici membranu a schopné
vézat tdzké kovy jsou nerozpustné ve vodnych roztocich. Mem-
branové materidly védZicli téZké kovy obsahuji chemicky vézané
komplexotvorné ligandy nebo jiné funk&ni skupiny, které tvofi
8 téZikymi kovy mdlo disociované sloudeniny. V Uvahu piitom
prichédzeji takové materidly vazici t32ké kovy; které maji pro
vazbu jedno nebo vicemocnych té2kych kovd strukturu s chemicky
vazanymi chélatotvornymi skupinami typu kyseliny iminodiocto~
vé a 8-hydroxychinolinu nebo aromatické heterocyklické sloule~
niny s endocyklickym tercidrnim dusikovym atomem, pi‘ednostné
imidazol. Jako membranové materidly véZici té2ké kovy na och-
ranu SH enzymb eftlivych na td32ké kovy v membrénich biosenzord
se hodi také materidly obsahujici SH skupiny, které tvoii
obzvlast | mdlo disociované merkaptidy tdikych kovd. Pro roz-
pustnost v organickych rozpoudtédlech se s vyhodou jéko orga-
nické matériély tvorici membrdnu pouZivaji fumkcionalizovany
acetdt celuldzy, polyvinylalkohol nebo podobné polymery s
uvedenymi skupinami. Na vyrobu membradn se ale také mohou pou~
21t suspenze vyrobené z roztokd nesifovaného a nemodifikované=
ho acetdtu celuldzy nebo polyvinylchloridu v organickych roz-
poustddlech nerozpustnych a jemnd praskovanych nosi&d organic~
kého neboanorganického plvodu s kovalentnd vazanymi chelototvor-
nymi skupinami nebo funk&nimi:skupinami schopnymi vazat tézké
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kovy.

Biosenzory se vyrobi tak, Ze ie amperometricky, potencio~
metricky nebo konduktometricky zékladni senzor nebo ionselektiv~
ni polem hizeny tranzistori které maji na senzitivnim povrchu
zachycené SH=enzymy nebo smdsi SH-enzymd nebo vy3e integrované
systémy SH-enzymy obsahujici, ponoi*i do roztoku membrénového
matériélu schopného vézat td2ké kovy v organickém rozpoustddle
nebo smdsi rozpoudtddel. Pripadnd se zdkladni senzor ponoii do
suspenze nerozpustného materidlu schopného vézat td32ké kovy
a8 SH-enzyml nebo smési SH-enzyml nebo vyse integrovaného systé=-
nu tyto enzymy obsahujiciho v roztoku membrénového materislu
v organickém rozpoustédle. Odpatenim organického rozpoustddla
piti pokud mo2no nizké teplotd nebo ponorenim zédkladniho sen~
zoru do vodného moztoku se vytvoi‘i membréna, kterd obsahuje
SH enzymy nebo vy3e integrované biologické systémy.obsahujici
tyto enzymyjchréndnéd pied inaktivaci téZkymi kovy a schopnd je
védzat, Na zigkdni membrian s membranovymi materidly podle vynéd-
lezu na ochranu SHe~enzym biosenzord pired inaktivaci téZkymi.
kovy jsou vhodné § jiné technologie. Pro modifikaci popsaného
zplsobu se mdZe napi*, biokatalyticky aktivni membréana na povrchu
zdkladniho senzoru ziskat také tak, Ze se senzor s volnym sen-
zitivnim povrchem ponoi*i nejprve do suspenze popsaného materi-
4lu se schopnosti vdzat td2ké kovy a SH enzymu v tékavém orga-
nickém rozpoudtédle, prifemz rozpoustddlo se pak odpaii. Bio=-
senzory s amperometrickymi potenciometrickymi nebo kondukto=
metrickymi biospecifickymi elektrodami piipadnd enzymovanymi
tranzistory #izenymi polem s SH enzymy jako biokatalyzétory,
ziskané popsanym zplsobem, se vyznaluji pozoruhodné vysokou
pracovni a skladovaci stabilitou. Pracovni stabilita se mdZe
Ze 3 4 4 dnl rozidirit nejménd na 24 3 tydny. PouZitelnost
takového stabilizovaného biosenzoru je samoziejmé zdvisld na
obsahu té2kych kovi v médiu, protoZe kapacita membrin pro tdZ-
ké kovy neni omezena. Za obvyklych podminek kvantitativni ana-
ly2y substritd pomoci biosenzor se ale za vdech okolnosti do-
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sahuje u. stabilizovanych biosenzors podle vynélezu doba pouziti
dva tydny. To znamend podstatny pokrok preti piedchozimu
stavu techniky a dovoluje del3i, 8ir3i a tim efektivndjsi pou-
2iti biosenzorfd; vyrobenych s SH enzymy v biologicky aktivai
vratvd, Predmét vyndlezu je déle objasndn na piFikladech, ale
jeho rozsah se tim neomezuje.

pFiklad 1

50 mg acetatu celuldzy modifikovaného SH-skupinami (obsah
SH skupin 22‘pmoL§nateriéln) se rozpusti za michéni pii teplo-
td mistnosti v 2,5 ml Cerstvd destilovaného dimethylformamidu.
Soutasnd se navéie_adsorpéné uredsa na senzitivni povrch kombi-
nované pH elektrody, ktery byl uveden do aktivni formy obvyklym
zplsobem. Takto upravend pH elektroda se ponoii na asi 5 sekund
do roztoku vyse uvedeného polymeru. Pro ziskdni biosenzoru se
zpracovdva dile dvéma zplsoby. PiFi prvnim se ponoii elektroda
do acetonu a rozpoustédlo se odpari pi*i teplotd mistnosti. Pii
druhém se pH elektroda hned po namodeni do roztoku polymeru po-
no*{ do vodného roztoku. V obou piipadech se vytvoiri membrana,
kterd obsahuje uredzu a je na pH senzitivnim povrchu pH elektro=-
dy pevné vazana. Takovd potenciometrickd elektroda se miZe pou-
Zivat pro stanoveni mofoviny ve fyziologickych roztocich nejmé-
nd 3 tydny. Mad jestd po 10 dnech vice neZz 50 %_poééteéhi aktivie-
ty;, zatimco stejna’; ale z obvyklého nemodifikovaného acetatu
celuldzy vyrobend, enzymovd elektroda jiZ po 3 & 4 dnech nema
24dnou aktivitu, Imobilizovand uredza je tudiZ zcela inaktivo=~
vana, ;

Priklad 2

Uredsa, polyvinylchlorid, praskovany imidazolovy polymer
piipraveny podle DDR W,P, 124405 (obsah imidazolu 1,46 mmol/
g noside) ve stejnych vahovych pomérech (1:1:1) se rozpusti,
respektive suspenduje, v terstvé destilovaném tetrahydrofuranu
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zbaveném peroxidd. Do michané suspenze se ponoii pifipravend
kombinovand pH elektroda a organické rozpoustédlo se pak nechd
pi*i teplotd mistnosti odpai*it. Vytvei'end biologicky aktivni
mombréna mé vysokou stabilitu uredzy, kters je p¥f kaZdoden-
qsawpfihodinevén pouZziti po tydnu je3td nezmdndnd. Po dvou-
tydennim pouZiti za stejnych podminek mé tato enzymové ele-
ktroda jestd 60 ¥ plOvodni aktivity. Stejnéd elektroda, ale
bez polymerni komponenty, kters vaZe tdZké kovy, je jJiZ po

3 dnech uplnd inaktivni.
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1. Stabilni biosenzory na bdzi elektrochemickych zédkladnich sen~
zord s biokatalyticky aktivni vrstvou, vyznaené tim, Ze bio-
katalyticky aktivni vrstvu tvoii biologicky aktivai latky
v kombinaci s membrinovym materidlem neroxpustnym ve vodnych
roztecich & schepnym vézat t&Zké kovy.

2., Stabilni biosenzory podle bodu 1, vyznalené tim, 2e jako bio~
logicky aktivni létky se pouZivaji jeden nebo vice SH enzymi
v izolované formé nebo vyse integrované, biologicky aktivndi
systémy obsahujici takové SH enzymy.

3. Stabilni biosenzory podle bodu 1, vyznalené tim, Ze jako
membrianovy materidl se schopnosti vazat téZké kovy se pouii-
3i ve vodé nerozpustné organické nebo anorganické nosice
s kovalentnd vazanymi komplexotvornymi skupinami nebo aroma=-
tickymi heterocyklickymi sloudeninami s endocyklickym ter-
cidlnim dusikovym atomem nebo s funkinimi skupinami tvoii-
cimi s td2kymi kovy mdlo disociované slouleniny.

4, Zpasob vyroby stabilnich biosenzord, vyznaleny tim, Ze se
elektrochemicky zékladni senzor s vrstvou biologicky aktiv-
ni latky uvede do styku s membranovym, ve vodd nerozpustnym
materisdlem schopnym védzat tdZké kovy.

5, ZpGsob . podle bodu 4, vyznaleny
tim’, 26 elektrochemicky zédkladni senzor s SH enzymem nebo
emési SH enzymd nebo s vy3e integrovanym systémem obsahuji-
cim tyto SH enzymy, zachycenym na aktivnim povrchy se ponoii
do roztoku membranového materidlu schopného vazat tdzké kovy
v organickém rozpoustédle nebo smési rozpoustédel a rozpou=-
stédlo se pak odpari.
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Zplsob \ - C -+ podle bodu 4, vyznadeny
tim% 2e se elektrochemicky zékladni senzor ponoiti do sus-
penze tvofené roztokem noubrénovéhov;bzpuatného v organic-
kém rozpoudtddle s nerospustnym materidlem schopnym viézat
téZké kovy a SH enzymem nebo smdsi SH enzymd nebo vyde
integrovanym systémem,obsahujicim tekové enzymy, a organic-
ké rozpoustddlo se pak odpaii.

Zplsob ! podle bodu 4 vyznaéeny
tim, Ze se biokatalyticky aktivani vrstva vytvoi‘i ponoifenim
elektrochemického zékladniho senzoru opatiendého nejprve SH
enzymem nebo sm3si SH enzym@ nebo vy$e integrovanym aysté-
mem obsahujicim SH enzymy & membrénovym materidlem schopnym
vézat tédzké kovy do vodného roztoku.
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