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(54) Enzymovy elektrochemicky senzor na stanoveni alkohol a zpisob jeho

pFipravy

ReSen{ se tyk4 enzymového elektroche-
mického senzoru na stanoveni alkoholl, p¥e-
deviim ethylalkoholu, obsahujiciho detek-
tor kyslfku, na jehoZ povrchu je fixovéna
vrstva s imobilizovanym enzymem alkoholoxi-
dézou a zplsobu jeho p¥ipravy. Stanoveni
alkoholu se provddf na principu enzymové
exidace katalyzované imobilizovanou alko-
xid4zou v kombinaci s elektrochemickou
detekci ekvivalentnf spot¥eby kysliku.
Obsahuje-1i fixovand vrstva aldehydové
skupiny, imobilizuje se alkoholoxiddza
reakci svych karboxylovgch skupin nebo
aminoskupin a p¥idanymi sloZkami obsahuji-
cimi izonitrilové a karboxylové skupiny
a/nebo aminoskupiny, v p¥ipadé, Ze obsahuje
aminoskupiny, imobilizuje se enzym alkohol-
~oxiddza reakci svych karboxylovych skupin
aminoskupinami a p¥idanymi sloZkami obsahu-
jifcimi izonitrilové a aldehydové skupiny.
Obdobny zplisob p¥ipravy je i tehdy, kdyZ
fixovand vrstva obsahuje bud karboxylové
skupiny nebo izonitrilové skupiny. Enzy-
movy elektrochemicky senzor umoZnuje rychle
a spolehliv®& m&¥it koncentraci alkoholu
v technologickgch vzorcich bez p¥edchozi
dpravy analyzované smdsi, ve fyziologickgch
roztocich, i v dechu intoxikovanych proban-
th.
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Vyndlez se tyk& enzymového elektrotechnického senzoru na stanoveni alkoholdl na principu
jejich enzymové reakce - oxidace katalyzované imobilizovanou alkoholoxiddzou v kombinaci
s elektrotechnickou detekcf ekvivalentnf spot¥eby kyslfku a zpisobu provedeni tohoto enzymové-
ho senzoru.

Stanoven{ primdrnich alkoholl, p¥edevSim metanolu a etanolu, ale i nap¥iklad n-propano-
lu, n-butanolu a allylalkoholu je velmi dile%ité v ¥ad® technologif chemického primyslu
a zv148t& v modernich biotechnologiich. V mnoha p¥ipadech je vyznamné stanoveni t&chto alko-
hold i v surovindch nebo produktech potravind¥ského primyslu. Stanoveni etanolu je zv145E
pot¥ebné a velmi &asté i v soudnfch a klinickych toxikologickych laborato¥ich pfedev&im
z divodu legislativni kontroly p¥i zaji¥tovan{i bezpe&nosti dopravy.

Z uvedengych divodl byla pro stanoveni titulnfich alkoholl vypracovéna ¥ada postupl chemic-
kych, vé&tSinou s fotometrickou detekci, i fyzikdln& chemickych, z nich% nejv&tifho uplatnéni
doznala plynovd chromatografie, '

V souvislosti s rozvojem enzymovych analytickfch postupd vyznadujfcich se vysokou citli-
vosti, jednoduchosti a specifitou danou vlastni podstatou enzymové katalyzy, byla v&novéna
pozornost té% enzymovému stanoveni p¥edevii{m etanolu. P¥i tomto stanoveni se vyufiv4 kataly-
tického d&inku alkoholdehydrogendzy (E.C.1,1.1.1), p¥ilemZ je nejb&%nZji mnoZstvi oxidovaného
etylalkoholu sledovdno fotometricky na zdkladé ekvivalentni tvorby redukované formy koenzymu
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH).

K enzymovému stanoven{ etanolu je mo¥fno pouZft té¥ alkoholoxiddzu, kterd katalyzuje
oxidaci alkoholu p¥imo kyslikem, aniZ by byla nutnd piftomnost!koenzymu Napt. substrétové
specifita alkoholoxiddzy je v8ak Sir¥{i, zahrnuje i nékteré dal3f primdrn{ alifatické alkoho-
ly, i kdyZ jejich relativni rychlost oxidace je ve srovndni s etanolem v§¥razn& ni%${. Této
skutednosti mi%e byt na jedné stran& vyu¥ito pro stanoveni t&chto jednotlivych alkoholl,
na druhé stran& v3ak miZe byt v nZktergch p¥ipadech zkreslen vysledek analyzy p¥itomnostf
kontaminujicich alkoholll. % tohoto hlediska je nejv&t3f nebezpeZi ovlivn&n{ vysledkd anal§zy
pfitomnosti etanolu jako kontaminujfci sloZfky p¥i stanovenf jingch alkohold. Naopak p¥i
stanoven{ etanolu zvl4ité& ve fyziologickych tekutindch, nebo jinych vzorcich fyziolog{ckého

pivodu, toto nebezpe®i prakticky nep¥ichdz{ v dvahu.

Prib&h enzymové reakce je moZno sledovat p¥fmo na z&kladé tvorby nebo spot¥eby urdité
substance, nebo pomoci nasiednYch chemickgch nebo enzymovych reakci vzniklych reak&nich
produktli. Vedle velmi &asto pouZivané fotometrie méd velky vyznam spojeni enzymové reakce
s elektrochemickymi &idly detekujfcimi substrdty, produkty nebo jiné létky ovliviujicf prib&h

enzymové reakce.

PouZitf volngch .enzymi je spojeno v nékterych p¥ipadech s technickymi nebo ekonomick§mi
problémy jejich ziskdvénf. 2 tohoto divodu je velmi atraktivni jejich fixace v blizkosti
elektrochemického &idla, &im% je vytvoFen senzor - enzymova elektroda, opakovan& poufitelny
p¥i stovkdch analyz bez jakékoliv spot¥eby chemiké&lif, v nékterfych p¥ipadech pouze pufru.

Pro stanoveni alkoholtl byla vypracovédna p¥iprava enzymové elektrody spo&ivajfc{i v imo-
bilizaci enzymu alkoholoxiddzy ve spojeni bud s elektrochemickou detekci vznikajiciho peroxi-
du vodfku, nebo s elektrochemickym stanovenim spot¥eby kyslfku kyslfkovym &lénkem Clarkova

typu.

S ohledem na stabilitu vytvo¥eni enzymové elektrody je vyhodnd imobilizace enzymu kova~
lentni vazbou. Pro p¥ipravu enzymovych elektrod je nejdast&ji pouffvanou technikou imobilizace
prok¥iZfeni molekul, p¥ipadn& v kombinaci s jingmi enzymy &i p¥idanou bilkovinou pomoci:
glutaraldehydu.

Tento: problém je Yeden enzymovym elektrochemickym senzorem na stanoveni alkoholl a zpi-
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sobem jeho pY¥ipravy podle vyndlezu. Senzor obsahuje detektor kyslfku, na n&mZ je fixovéna
vrstva nebo membréna s imobilizovanjm enzymem alkoholoxiddzou. Podstatou vyndlezu je, Ze
vrstva nebo membréna je tvo¥ena polymerem obsahujfcim reaktivnf zbytek organické sloudeniny
vybrany ze skupiny obsahujici aldehydové skupiny, aminoskupiny, karboxylové skupiny nebo
izonitrilové skupiny, p¥es které je na polymer enzym vézé&n kovalentni vazbou. Zpdsob pfipravy
Epoéivé v tom, %e na polymern{ vrstvu obsahujfc{ aldehydové skupiny se enzym alkoholoxiddza
imobilizuje reakc{ svfch karboxylovych skupin nebo aminoskupin a p¥idanymi sloZkami obsahuji-
cimi izonitrilové a karboxylové skupiny a/nebo aminoskupiny, p¥fipadn& v tom, Ze na polymerni
vrstvu obsahujic{ aminoskupiny se enzym alkoholoxiddza imobilizuje reakci svych karboxylov§ch
skupin s aminoskupinami obsaZenymi v polymerni vrstv& a p¥idanymi sloZfkami obsahujfcimi
izonitrilové a aldehydové skupiny. D4dle na polymerni vrstvu se enzym alkoholoxidéza imobilizuje
reakc{ sv¢ch aminoskupin s karboxylovymi skupinami obsaZenymi v této vrstvé a pfidanymi
sloZkami obsahujficimi izonitrilové a aldehydové skupiny, nebo na polymerni vrstvu obsahujici
izonitrilové skupiny se enzym alkocholoxiddza imobilizuje reakcf svych karboxylov§ch sﬁupin
nebo aminoskupin a p¥idanymi slo¥kami obsahujicimi aldehydové skupiny a/nebo aminoskupiny.

Vyhodou enzymového elektrochemického senzoru a zpisobu jeho p¥ipravy podle vyndlezu
je zvySen{ jeho stability. Pro n&které aplikace senzoru s ohledem na dals{ zvySeni jeho
stability je vyhodné p¥ekryt vrstvu s imobilizovanym enzymem dal3i membrénou propustnou
pouze pro nizkomolekuldrni litky.

Enzymovy elektrochemicky senzor na stanoveni alkoholu podle vyndlezu umoZhuje rychle
a spolehlivé m&¥it koncentraci alkohold v technologickych vzorcich bez pi¥edchozi upravy
analyzované sm&si, zv143t& vyhodn§y je pro stanoveni ethylalkoholu ve fyziologickych tekuti-
néch, p¥edeviim plasm® a v dechu intoxikovangch probantll, v rozsahu desetin aZ stovek promile.

P¥edmét vyndlezu je dokumentovdn dile uvedenymi p¥fklady pouZiti, ani% by se jimi ome-

zoval.
P¥{f{klaad 1

Na ter&fk z karboxymethylceluldzy byly aplikovdny 2 ml ethylaminu 0,5 mol/dm3, 1pl
cyklohexylisokyanidu a 150 ul alkoholoxidézy v 0,1 mol/dm3 fosfétového pufru pH 7,5. Po
gesti hodinAch byl ter&ik s navdzanou alkoholoxiddzou dikladné promyt 0,1 mol/dm3 fosfétovim
pufrem pH 7,5 a poté byl fixovén na detektor kysliku. Pomoci takto pfipraveného enzymového
elektrochemického senzoru byl stanoven n-butanol s linedrni odezvou v koncentra®nim rozsahu
1076 a2 1073 mol v am®.

P¥{klad 2

Na ter&fk z modifikovaného bopolymeru styrenu s glycidylmethakryldtem obsahujici izo-~
nitrilové skupiny byly aplikovdny 2 ml glutaraldehydu - 0,5 mol/dm3 a 150 ml alkoholoxiddzy
v 0,1 mol/dm3 fosfdtovém pufru pH 7,5. Po Zesti hodindch byl ter&ik s navdzanou alkoholoxi-
dédzou diikladné& promyt 0,1 mol/dm3 fosfétovym pufrem pH 7,5 a poté byl fixovédn na detektor
kysliku. Pomoc{ takto p¥ipraveného enzymového elektrochemického senzoru byl stanoven n-buta-
nol s linedrn{ odezvou v koncentra&nim rozsahu 10™° a% 1073 mol v am?.

P¥i{klad 3

Na terdik z modifikovaného bopolymeru styrenu s glycidalmethakryldtem obsahujici alde-
hydové skupiny byly aplikovény 2 ul kyseliny octové - 0,5 mol/dm3, 1 41 cyklohexylisokyanidu
a 150 ml alkoholoxiddzy v 0,1 mol/dm3 fosfdtového pufru pH 7,5. Po Sesti hodindch byl terdfik
s navdzanou alkoholoxiddzou fixovén na detektor kysliku a dédle p¥ekryt membrdnou z acetétu
celulézy propoust&jic{ pouze nizkomolekuldrnf latky. Pomoci takto:pfipraveného enzymového
elektrochemického senzoru byl stanoven ethylalkohol na zd&klad® ubytku kysliku v reak&ni
smési s linedrn{ odezvou v rozsahu 5.107 ' a¥ 5.107% mol sthylalkoholu v am3.
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P¥{klad 4

Na ter&ik z porézniho skla modifikovaného gama-aminopropyltriethoxysilanem byly apliko-
vény 2 ml kyseliny octové - 0,5 mol/dm3, 1 pl cyklohexylinkyanidu a 150 ul alkoholoxidézy
v o,l mol/dm3 fosfidtového pufru pH 7,5. Ter&ik byl fixovén na detektor kysliku a ddle p¥ekryt
membrdnou z acetdtu celuldzy propoult&jic{ pouze nizkomolekuldrni l&tky. Pomoci takto p¥ipra-
veného enzymového elektrochemického senzoru byl stanoven methylalkohol ve vodngch roztocich
s linedrni odezvou v rozsahu koncentraci 5.1()_7 a% 4.10_4 mol v dm3.

PREDMET VYNALEZU

1. Enzymovy elektrochemicky senzor na stanovenf alkohold obsahujfci detektor kyslfku,
na jeho% povrchu je fixovdna vrstva nebo membrdna s imobilizovanym enzymem alkoholoxiddzou,
vyznadujfci se tim, %e vrstva nebo membrdna je tvo¥ena polymerem obsahujfcim reaktivni zbytek
organické sloudeniny vybrany ze skupiny obsahujfci aldehydové skupiny, aminoskupiny, karboxy-
lové skupiny nebo izonitrilové skupiny, p¥es které je na tento polymer enzym védz&n kovalentni
vazbou.

2. Zplisob p¥ipravy enzymového elektrochemického senzoru podle bodu 1, vyznadujfci se
tim, %e na polymerni vrstvu nebo membrdnu obsahujfc{ aldehydové skupiny se enzym alkoholoxi-
déza imobilizuje reakcf svych karboxylov§ch skupin nebo aminoskupin a p¥idanymi sloZkami
obsahujfcimi izonitrilové a karboxylové skupiny a/nebo aminoskupiny.

3. 2Zpisob podle bodu 1, vyznadujicif se tim, Ze na polymerni vrstvu nebo membridnu obsahu-
jici aminoskupiny se enzym alkoholoxiddza imobilizuje reakci svych karboxylovgch skupin
s aminoskupinami obsaZenymi v polymernf vrstv& nebo membrdn& a p¥idanymi sloZkami obsahuji-
cimi izonitrilové a aldehydové skupiny.

4, Zpusob podle bodu 1, vyznadujici se tim, '¥e na polymern{ vrstvu nebo membrénu obsahu-
jfcf{ karboxylové skupiny se enzym alkoholoxiddza imobilizuje reakci svych aminoskupin s karb--
oxylovymi skupinami obsafenymi v polymerni vrstvé nebo membrén& a pfidanymi sloZkami obsahuji-
cimi izonitrilové a aldehydové skupiny.

5. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze na polymern{ vrstvu nebo membrdnu obsa-
hujfct izonitrilové skupiny se enzym alkoholoxiddza imobilizuje reakci svych karboxylovych
skupin nebo aminoskupin a p¥idanymi sloZkami obsahujfcimi aldehydové skupiny a/nebo aminosku-
piny.

Sevarografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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