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Biosenzor pro stanoveni laktétu typu
Clarkovy elektrody spolivd v tom, Ze reak-
“ n{ plocha platinové elektrody je zanofena
do dutiny té&la biosenzoru, kterd je pte-
kryta semipermeabilni membrdnou, v dutin&
tdla biosenzoru o objemu 20 a¥ 50 ml jsou
umistény imobilizované kvasni&né buiky. 5 q
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Vyndlez se tyké biosenzoru typu Clarkovy elektrody pro stanoveni laktédtu v biologickych
tekutindch, nap¥fklad v krvi a krevnim séru pro pot¥eby mediciny a v potravin&¥skych v§rob-
cich.

Dosavadni zpusob stanoveni laktétu v biologickych tekutindch je zalo%fen na stanoveni
i&inku laktdtdehydrogenasy-c~oxidoreduktasy, E.c.1.1.2.3 - oznafované té%¥ jako - cytochrom B,
podle rovnice

L - laktdt + ZE?e(CN)éjs_ E}ktétdehydroqenéfg ~ pYruvét + .
-

+ 2[Fe(om) (4 + 2n

M&¥{ se bud fotometricky idbytek ferrikyanidu anebo ampérometricky z velikosti elektrické-
ho proudu nutného k reoxidaci reakéniho produktu ferrokyanidu vzniklého ve shora uvedené
reakci. Anodou je Pt-elektroda Clarkova typu spojend v &lének s referen®ni Ag/AgCl elektrodou.
Na Pt-elektrod& probihd d&j podle rovnice:

4~ 3~
ZEF‘? (e (] ——> 2FeleM) 7 +2e
a mé¥eny proud je dmé&rny koncentraci laktéatu.

Dosud znémé laktdtové senzory zaloiené na Clarkov& elektrod&, jeji% povrch je pfekryt
semipermeabiln{ membrédnou maji v prostoru mezi povrchem elektrody a semipermeabilni membré&nou
umist&n enzym cytochromu B. Jejich hlavni nevfhoda spo&ivd v tom, Ze pouZity enzym méd pro
dany tG&el jen omezen& vhodné vlastnosti. D4 se p¥ipravit izolacf 2z p¥irozeného materidlu.
V¢sledkem je v3ak nestandardn{ prepardt, z4visly extrémné na druhu pouZitych bun&€k a podmin-
kdch kultivace. Enzym sdm je oligomer, skl4dd se ze 4 podjednotek, ktery v roztoku velmi
snadno tvo¥fi dvé enzymové aktivn{ frakce. To zna¥né omezuje zplsob purifikace enzymu, nap¥fi-
klad gelovou filtracf. Krom& toho je enzym v roztoku velmi nestdly. Odaje se rozchdzejf,
z¥ejm& podle stupnd specifické aktivity v¢chozfho prepardtu od mén& ne¥Z 24 hodin do né&koiika
dni. Ze viech t&chto dlvodd jsou senzory tohoto typu omezené jen na laboratornf vyzkum a ne--
jsou vyrédb&ny pro praktické pouZiti.

Uvedené nevfhody odstrafhuje biosenzor typu Clarkovy elektrody podle vyndlezu, jeho%
podstata spodivd v tom, ¥e reak&ni plocha platinové elektrody je zano¥ena do dutiny té&la
biosenzoru, kterd je p¥ekryta semipermeabilni membrénou, V dutiné t&la senzoru o objemu 20 aZ
50 ul jsou umistény imobilizované kvasni&né bufiky, které mohou byt imobi}izovény v hydrofil-
ni{m gelu na bizi um&lych nebo p¥irozenych l4tek, nap¥iklad na b4zi polyethylenglykold nebo
agaru a carrageenanu. V dutin& t&la biosenzoru mohou byt umistény lyofilizované kvasni&né
bufiky, V dutiné t&la biosenzoru miZe byt umist&n dédle enzym urikaza.

Umfst&nim ¥ivych bundk do dutiny tdla senzoru je mo¥no dosihnout reprodukovatelného
pou¥iti po dobu nejménéd jednoho m&sice. Toho je dosaZeno schopnosti kvasnitnich bun&k udriet
si aktivitu enzymu cytochromu B, po dlouhou dobu, p¥fpadné si ho v prib&hu poufivani obnovo-
vat a to i za podminek pou¥ivanych pro stanoveni laktdtu. MnoZstvi enzymu v suspenzi bun&k
p¥ftomné, je vidy nadbytedné a neni tedy limitujfcim faktorem pro m&fenf.

Takto uspo¥ddany bun&&ny laktdtovy senzor mi zcela srovnatelné vlastnosti jako senzor -
enzymovy. V¢sledky s nim dosaZené jsou naprosto stejné jako vysledky dosafené standardnim
spektrofotometrickym postupem a senzorem enzymovym. Suspenzi vhodnych kvasni&ngch bunék lze
p¥ipravit pom&rn& jednoduchym zplisobem z domdcich zdroji.

Biosenzor podle vynilezu je zndzorn&n na p¥iloZeném vykresu., Je na bdzi Clarkovy elektro-
dy, kterd sestdvd z platinové elektrody 2 s reak®ni plochou 1 a referen®ni elektrody 5 Ag/AgCl
umisté&né v prostoru 6 vytvofeném v téle-senzoru obsahujicim fosfatovy pufr s chloridem drasel-

nym.
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Reak&nf plocha 1 platinové elektrody 2 je zanofena do dutiny 3 t3la senzoru, kterd je
piekryta semipermeabilni membrdnou 4. V dutiné 3 téla senzoru o objemu 20 aZ 50 pl jsou umfs-
tény imobilizované kvasniéné bunky.

Na platinové elektrodé& probihd reoxidace ferrokyanidu vzniklého reakci L-laktdtu a fer-
rikyanidu za pFitomnosti laktdtdehydrogendzy obsaZené v imobilizovanych kvasinkéch.

Biosenzor lze p¥ipravit nédsledovné:
1. Postup s prostou suspenzi bunék.

Suspenze krvinek typu Hansenula anomala byla pomnoZena na Sabouraudové agaru a za p¥{tom-
nosti laktétu za aerobnich podminek po dobu 48 hodin tak, aby absorbance bun&&né suspenze
¢inila p¥i 740 nm v l-cm vrstvé A = 2,1, Suspenze bun&k byla zahuft&na odst¥ed&nfm (10 minut
p¥i I 000 g). Sediment byl resuspendovan v kultivadnim médiu. X p¥fpravé biosenzoru bylo
poufito 20‘M1 této suspenze, které byly vneseny do vybrdni v povrchu platinové elektrody
a prekryty £61lif{ z acetylceluldzy tak, aby pod £61ii nebyla bublinka vzduchu.

Takto p¥ipraveny biosenzor je uchovdvdn v roztoku 2 mmol.l‘1 ferrikyanidu draselného
rozpusté&ném ve fosfédtovém pufru (0,2 mmol.l-l; pH = 7,2) pfi teplotéd 4 ©c. vlastnf stanoveni
laktdtu v krevnim séru se provdd{ takto: 0,3 ml séra krevnfho se vnese do komirky napln&né.

1

3 ml fosf&tového pufru (0,2 mmol.l ~; pH = 7,2) s obsahem ferrikyanidu draselného (2 mmol.17!

).
Obsah komirky je promichdvdn magnetickym michadlem a teplota udrfovéna na 25 °C vodou proté-
kajict pléaitém komirky. :

Bé&hem jedné minuty se m&ni intenzita proudu na citlivém ampérometru. Koncentrace laktétu

1 mmol.17! odpovid4 proudu 0,55 ma.

. 2. Postup se suspenzi kvasni&nych bun&k imobilizovanych agarem

Pi¥{prava kvasinek se provdd{ jak uvedeno v postupu 1. Po zahuSt&nif se k suspenzi p¥idé
za tepla roztok agaru tak, aby jeho koneénéd koncentrace nep¥ekro¢ila 1 $. Po zhomogenizovéni
se smé&s nechd ztuhnout. Pro p¥ipravu senzoru se pouZije &&st gelu o tvaru odpovidajfcfm vybri-
ni{ v platinové elektrodé&.

%Za jinak nezm&n&nych pracovnich podminek se stanoveni laktdtu provdd{ v plné Ziln{ krvi,
kterd byla odebrédna za p¥iddnf kapky roztoku fluoridu sodného (2 mg/ml).

3. Postup se suspenzi Zivych kvasni&nych bundk s p¥idanym enzymem urikazou.

P¥{prava kvasinek se provddi jak je uvedeno v postupu 1. Po zahu3t&n{ se k bun&&né suspen-~
zi p¥id4 enzym urikaza. Po rovnomérném rozptyleni enzymu se k vlastni p¥ipravé senzoru pouZivi
takto modifikované suspenze v mnoZstvi 20 al.

Biosenzor podle vynélezu lze pouZit p¥i stanoveni laktdtu v krvi. Vzestup koncentrace
laktdtu v krvi je vEasnym p¥fznakem rozvoje $oku u osob s rozsd&hlymi popdleninami, polytrauma-
ty a s td%kou infekci. V&asné rozpozndni ndstupu Soku dovoluje p¥ijmout pot¥ebn& opat¥eni
k jeho zéstavée.

Vzestup koncentrace laktdtu v krvi nad hranici 4,5 aZ 8,9 mmol.l_l p¥eZivd jen 33 %
nemocnych (vzestup koncentrace nad 9 aZ 10 mmol.l_1 pfeZivd jiZ jen méné neZ 15 %). Proto
je tento senzor vhodny k rychlému zji¥t&ni koncentrace laktdtu v krvi u hromadn& se vyskyt-
nuvEich drazd (shora uvedeného typu)} jaké mohou nastat za miru, ale zejména p¥i pouZitf pro=-
st¥edkli hromadného nideni ve védle&ném konfliktu. PouZitf{ senzoru umo#nf rychlé t¥{d&ni nemoc-
nych s cflem poskytnout pomoc t&m, kte¥f majf{ nad&ji na preZitf.
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U 3pifkovych sportovell stanoveni laktédtu slouff pro zji%¥t&nf jejich trénovanosti, p¥f-
padn& jejich vyb&r pro ur&ité discipliny. U dostihovych koni pro Ejiéténi jejich trénovanosti.
Biosenzor podle vyndlezu lze pouZit p¥i stanoveni laktdtu v biologickych tekutindch, nap¥fi-
klad potravin&¥ského prlimyslu, p¥i produkci vy¥robki zaloZfenych na b&zi mlé&ného kvaeni.

PREDMET VYNALEZU

1. Biosenzor pro stanovenf laktédtu typu Clarkovy elektrody, vyznadujici se tim, %e reak&ni
plocha (1) platinové elektrody (2) je zano¥ena do dutiny (3) té&la biosenzoru, kterd je prekry-
ta semipermeabilni membranoﬁ {(4), v dutiné (3) té&la biosenzoru o obiemu 20 aZ 50(01 jsou
umistény imobilizované kvasni&né buiky.

2. Biosenzor podle bodu i vyznalujici se tim, fe v dutin& (3) t&la biosenzoru jsou umis-
" t&ny kvasni¥né bufiky imobilizované v hydrofilnim gelu na bAzi pFirozenych gelotvorngch 1latek
typu agaru, carrageenanu, nebo un&lych l4dtek na bdzi polyethylenglykold.

3. Biosenzor podle bodu 1 a 2, vyznaujic{ se tim, %e v dutin& (3) t&la biosenzoru jsou
umistény lyofilizované kvasni&né bunky.

4. Biosenzor podle bodu 1 a% 3 vyznadujic{ se tim, Ze v dutin& (3) t&la senzoru je umis-

t&n enzym urikaza.

1 v{kres
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