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(54) Zptisob ptipravy enzymové elektrody
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(57) zpusob pripravy spodivé v tom, Ze

se 1 az 20 /ul enzymu L-lysinoxidasy o ak-
tivité 1 a2’20 ,ukat v 1 ml roztoku enzymu
imobilizuje reakci s 1 aZ 10 ,ul roztgku

s 1az 5 % obj. glutaraldehyda gfi 4 "C po
dobu 2 aZ 7 dn{ na nylonovou sitku pifedenm
aktivovanou parcidlni hydrolyzou roztokem
s 10 a% 25 % hmot. kyseliny chlorovodikové
po dobu 2 sekund aZ 20 minut nebo na kola-
genovou membrénu pfggem aktivovanou plso-
benim 4 a2 6 mol.dm mogoviny po dobu 1
az 5 dnd a nylonovd sitka nebo kolagenovd
membrédna s imobilizovanym enzymem se fixuje
na povrch elektrochemického kyslikového
¢idla. .
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Vyndlez se tykd zpdsobu p¥ipravy enzymové elektrody na stanovent L-1ysinu.

Stanoveni;obsahu L-1lysinu, pro &lovika esencisln{ aminokyseliny, je ddlezitym kri-
tériem vyhodnocent kvality surovin a vyrobka zem8dé&lsko-potravinidtského komplexu pfede- -
v3im z hlediska nutrign{ hodnoty potravin a krmiv. Mno%stv{ L-1lysinu obsaZené v hydroly-
zdtech analyzovanych bflkovin se doposud b&2n& stanov{ pomocf rdznych chroma%ografickych
technik, ptedeviim ionexovou chromatografif, poptipada plynovou, papfrovou a tenkovrst-
vou chromatogratif bflkevinnych hydrolyzdtd. Jako klasickou metodu stanovent vyuZitel-
ného L-lysinu v rdznych surovindch rostlinného 1 Zivoti%ného plvodu je mo%no oznaéit
puscben{ Z,A-dinitrorluorbenzenu na € -aminoskupinu v bflkovindch obsaZeného lysinu s na-
slednym fotometrickym stanovenim 2,4-dinitrofenylového derivétu L-lysinu v p¥fsluném
bflkovinném hydrolyz4tu.

Spole&nou nevyhodou chromatografick?ch metod stanoveni lysinu je pracnost a ptede-
v3im Casovd ndrodnost kaidé analysy. Naproti tomu "p¥imd" kolorimetricksd stanovent lysinu
Jsou pro svoji nfzkou specifitu méns ptesnd. Z tohoto hlediska se jevi jako velmi atrak-
tivn{ pouzitf enzymd pro Jejich vysokou substrétovou i d¢inkovou specifitu. Reakce kata-
lyzované enzymy probfihajf p¥i velmi nizkych koncentracfch substrdtu s vysokou reak&ni
rychlostf, ani? by vyZadovaly extrémn{ hodnoty teploty, tlaku nebo pH reaké&nf smési.

Z té&chto ddvodd Je sniZena na minimum moZnost ovlivnéni vysledku analys tvorbou vedlej-
Sich produktd reakce, pop¥ipadé reakcemi jinych sloZek analyzované sm&si litek.

-Pribsh enzymovich-reakci je mo%no sledovat bud nésiednyﬁi'féakcemi, nahfikléd vznik-
lych reakénich produktd, nebo s vyhodou tyzikdlnimi nebo fyzik4lné& chemickymi metodami.
Vedle velmi &asto pouZfvané fotometrié m4 velky v¥znam spojeni enzymovych reakcf s elek-
trochemickymi &idly detegujfcimi substréty, produkty nebo 3iné 14tky ovlivhujtct probsh
enzymovych reakci. Pro stanoveni L-lysinq Je moZno vyu2ft dekarboxyla&nich a oxida&nich
enzymovych reakcf s elektrochemickym sledovénim zmén koncentrac 0y, Hy0p, CO,, H*, NH
respektive NH3.“'

+
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Pou2it{ volnych enzymd nardif v nékterych p¥ipadech na technické nebo ekonomické
problémy jejich z2fskédvdni, obtfZfnou regéheraci z reak&ni sm&si, pom&rn& malou stabilitou
nékterych volnych enzymd atd. Tyto problémy jsou postupna teseny ndhradou rozpustnych
enzymG imobilizovanymi enzymy pouZitelnﬁmi pro velky polet analyz. Ve spojenf s elektro-
chemickou detekcf Jsou ziskdny biosenzory, se kterymi je mofno provadst analyzy bez spotiew
by chemikdélif v tzv. bezreagen&n{ analyze. Velkou vyhodou t&chto biosenzord je rychlost,
pkesnost a reprodukovatelnost stanoven{ a ddle moZnost analyzy roztokd barevnych, kalnych
nebo fluoreskulfcfch, kde jsou jiné zplsoby detekce obti¥né.

Analytickd vyuZitelnost biosenzord Je podstatn® ovlivni&na Jejich stabilitou. Jednim
z hlavnich faktord, které ovlivnujf stabilitu biosenzord, je zplsob imobilizace enzymad.,
Imobilizace se nejlast&ji providi zachycenim ve struktufe gelu (polyakrylamidového gelu,
Zelatiny, algindtu a podobng), sorpci ve spojen{ s ndslednym pok¥f?enim pomoci bifunkd-
nich éinidél, popfipadé& p¥imou kovalentnf vazbou realizovanou nékterou z imobiliza&nich
technik na ptfrodn{ nebo syntetické membrdny, které jsou v t&sném styku s elektrcchemic-
kym ¢idlem. Pro stanoven{ L-1lysinu byly pfipraveny enzymové elektrody na basi L-lysinde-
karboxylasy nebo mikroorganism& vykazujfcich tuto enzymovou aktivitu (Escherichia coli,
Bacterium cadaverie, Clostridium welchii, Lastobacillus casei a podaobn&) ve spojeni s de-
tekc! vznikajf{ciho oxidu uhli&itého pomoc! elektrochemického 002- senzoru. Hlavni ne-
vyhcdou tohoto typu enzymovych, respektive mikrobidlnfch elektrod je pf{1i% pomsléd ode-
zva senzoru potfebnd k ustdlent rovnovéhy pii potenciometrickém stanovent 002. Proto byly
vyvinuty enzymové elektrody na stanoveni L-lysinu obsahujfci vedle L-lysindekarboxylasy
<oimobilizovanou diaminoxidasu umonujict amperometrickou detekci k oxidaci vznikajiciha
Ziaminu potfebného kysliku. Oba enzymy byly koimobilizovdny na polyamidavou s{iku pomoct
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glutaraldehydu za ptidavku hov&ziho sérového albuminu. P¥fdavek diamincxidasy sice vy-
razng zkrétil dobu analysy (mo%nost{ spojeni s kyslfkovym tidlem), na druhou stranu

se vSak znatng& snf{Zila selektivnost analysy, protofe pfi stanoven{ L-lysinu md%e inter-
ferovat celéd tfada diamind, které jsou samy o sob® substrdty diaminoxidasy. Ke stanoveni
L-lysinu byla p¥ipravena také enzymov4 elektroda imobilisacf L-1lysinoxidasy do Zelatinové
membrdny. Nevyhodou tohoto druhu enzymové elektrody je zplisob imobilizace L-lysinoxida-
sy, v disledku kterého se vytvdf{ barierovd vrstva Zelatiny zpomalujfci rychlost odezvy
vlastniho kyslikového éidlé, se kterym je Zelatinovd vrstva s imobilizovanym enzymem bez-
prosttfedné spojena. '

Uvedené nevyhody odstranuje zpGsob p¥ipravy enzymové elektrody na stanovenf L-lysi-
nu podle vyndlezu spoéivajié! v tom, %e se 1 aZ 20 /ul enzymu L-lysinoxidasy o aktivité
1 az 20 /ukatll ml imobilisuje s 1 a% 10 /ul roztoku s 1 a%z 5 % obj. glutaraldehydu na
ptedem aktivovanou nylenovou sifku nebo na kolagenovou membrdnu. Nylonové sitka se akti-
vuje pfed imobilizaci enzymu parcidlni hydrolysou roztokem s 10 aZ 25 % hmot. kyseliny
chlorovodikové po dobu 2 sekund aZ 20 minut. Kolagenovd membrdna se aktivuje pfed imobi-
lizac{ enzymu pGscobenim 4 aZ 6 mo]..dm'3 mo&oviny po dobu 1 a% 5 dnG. Nylonovd sitka nebo
kolagenovd membréana s imobilizovanim enzymem se fixuje na povrch elektrcchemického kys-
likového &idla.

Zptisobem podle vyndlezu se s vyhodou na aktivovanou nylonovou sitku nebo kolageno-
vou membrdnu spoleén& s L-lysinoxidasou koimobilizuje dal3f enzym katalasa o aktivite
500 az 5 000 /ukat/l-ml pfedevsim z ddvodu zvyZené stability pfipraveného biosenzoru. I-
mobilizace enzymu L-lysinoxidasy je vyhodné provédét v pf{tomnosti 0,1 az S /ul isokya-
nidu, napfiklad cyklohexylisokyanidu.

Vyhodou zpﬁsobu pfipravy biosenzoru na stanovenf L-lysinu podle vynilezu je jedno-
duchost provedenf, vysokd stabilita ziskaného biosenzoru, dostatein& rychld odezva a 3i-
fe linedrn{ odezvy biosenzoru v zdvislosti na koncentraci L-lysinu v analyzovaném vzorku.

Vynédlez je dokumentovdn pfiklady pou2itf, ani? by se jimi omezoval.

Pfiklad 1

Kolagenovd membrédna byla podrobena 1 dennimu pisobeni 6 mol.c:lm'3 modoviny. Potom
byla promyta vodou a 0,1 mol.dm"3 fosfdtovym pufrem pH 7,5. Na &4ste&n& vysudeny povrech
membrény bylo aplikovédno 10 /ul L~-lysinoxidasy o aktivité 2,07 /ukat.cm' a 10 /ul 2,5 %
(hmotn.) glutaraldehydu. Po 72 hodinovém pﬂsqbeni pti & % byla membréna dikladn& promyta
g,1 mol.dn"> fosfdtovym putrem pH 7,5, Membréna s imobilizovanou L-lysinoxidasou byla
potom fixovédna na povrchu kyslikového‘éidla.

P¥iklad 2

Nylonovd sifka byla ponotena na 2 sekundy do 25 % hmot. kyseliny chlorovodikové a

3 fosfédtovym pufrem pH 7,5. MNa tzkto aktivovanou
sifku bylo aplikovédno 5 /ul L-lysinoxidasy o aktivité 5 /ukat.cm'B, 5 ul 2,5 % hmot.
glutaraldehydu a 1 /ul cyklohexyllisckyanidu. Po 48 hodinovém plsobeni pfi 4 °¢c byla sit-
ka promyta 0,1 mol.dm"3 fosfdtovym pufrem pH 7,5 a potom byla fixovdna ra povrchu kys-
likového ¢&idla. ’

Pitiklad 3

Na nylonovou sitku aktivovanou 20 minutovym pdsobenim 10 % hnot. kyseliny chloro-
vodikové bylo po jejim promytf vodou a 0,1 mol.dm"3 fosfdtovym puirem p= 7,5 aplikovgno
20 ,ul L-lysinoxidasy o aktivitz 1 /ukat.cm-B, 10 /ul katalasy o aktivi:id 2 mkat.cm~

a z /ul cykloheXalisokyahidu. Po 2 dnech reakce pfi 4 ¢ byla sitxa oromvta 0,1 mol‘clm'3
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fosfdtovym pufrem pH 7,5 a potom byla fixovéna na povrchu kyslikového &idla.

1.

.

PREDOMET VYNALEZU

Zplisob pripravy enzymové elektéody na stanoven{ L-lysinu, vyznaZujfci se tim, Ze se

1 a2 20 /ul enzymu L-lysinoxidasy o aktivits 1 a2 20 /ukat v 1 ml roztoku enzymu imo-
bilizuje reakecf s 1 a¥ 10 /ul roztoku s 1 a2 5 % obj. glutaraldehydu pfi 4 °C.pb do-

bu 2 aZ 7 dnf na nylonovou sfiku pfedem aktivovanou parcidlnf hydrolyzou roztokem

s 10 a% 25 % hmot. kyseliny chlorovodfkové po dobu 2 sekund a¥ 20 minut nebo na kolage-
novou membrénu pfedem aktivovanou pdsobenim 4 a% § mol.dm73 mo&oviny po dobu 1 a% 5

dnd a nylonové 8{lka nebo kolagenové membrdna s imobilizovanym enzymem se fixuje na
pavrch elektrochgmického kyslikového &idla. =

Zpdsob pfipravy enzymové elektrddy na stanoveni.L-lysinu podle bodu 1, vyznatujic{
se tim, Ze se imobilizace enzymu L-lysinoxidasy provddi za pfftomnosti 0,1 az 5 /ul
isokyanidu;_napfiklag;byklnhBXyltgokyanidq.

Zpasob pfipravy enzymové elektrody na stanoveni L-lysinu podle bodl 1 a 2, vyznaduji-
ci se tim, Ze se na nylonovou slikq nebo kolagenovou membrénu koimobilizuje 0,5 a2
10 /ul enzymu katalasy o aktivit® 500 a% 'S 000 /ukat vi1ml,
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