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(54) Enzymovéd elektroda na sténoveni oligosacharidu

a glykosidd a zpUsob jejf pfipravy

(57) Enzymové elektroda urdend pro stanove-
ni oligosacharidd a glykosidd obsahujicich
o-glukosidovou vazbu na povrchu elektro-
chemického &idla . pro stanoveni kysliku ob-
sahuji fixovanou vrstvu koimobilizované
-glukosidasy, glukosaoxidany a popfipadg
mutarotasy spo&ivé v tom, Ze obsahuj{ koimo-
bilizovanou katalasu. Zpisob jej{ ptipravy
spo¢ivéd v tom, Ze se sm&s 1 az 10 ﬁl_?-glu-
kosidasy o aktivité 0,5 aZ 5 Pkat.ml s

1 az 10 Pl glukosaoxidasy o aktivité 0,3 aZ

az S kat.ml'l, 0,5 a% 10 ul katalasy o
aktivité 500 aZ 5000 Pkat. 1 a poplfipadé

1 az 15 @1 mutarotasy o aktivité 1 az 10
Pkat.ml' koimobilizuje reakcf{ s 1 a% 10
ﬂl 1 a2z 5 % glutaraldehydu s 0,1 a2 5 fl
isokyanidu, napfiklad cyklohexylisokyanidu,
pki 4 ¢ po dobu 2 az 7 dnG na nylonovou
s{tku predem aktivovanou parcidln{ hydroly-
zou vodnym roztokem s 10 a2 25 % hmot. ky-
selinou chlorovodikovou po dobuZpsaZ? 20 mi-
nut nebo na kolagenovou membrdnu predem'ak-
tivovanou ptisobenim 4 aZ 6 mol.dm™> moovi-

ny po dobu 1 aZ 5 dnd nebo na nativni ko-
lagenovou membrédnu a potom se nylonovd sit-
ka nebo kolagenovd membrédna s koimobilizo-
vanymi enzymy fixuje na povrch elektroche-
mického &idla na stanoveni kysliku.
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Vyndlez se tykd enzymové elektrody na stanovent oligosacharidl a glykosid& obsahu-
Jicich oC-glukosidovou vazbu a zpisobu jejf ptipravy.

Ke stanoveni oligosacharidii a glykosidd se vedle riznych typt chromatografif doposud
v ptevdiné mife pouifvajf chemické metody, zaloZené na hydrolyze té&chto l&tek pomoci mi-
nerdlnich kyselin a né4sledujici dehydratact uvoln&nych monosacharidd pfi zvy3ené teplots
a pfevedenim vzniklého derivédtu furan-2-karbaldehydu reakc{ s aromatickymi aminy, fenoly
nebo naftoly na barevnéd kondenza&ni produkty. Nevyhodou t&chto kolorimetrickych metod
analyzy oligosacharidd a glykosidd je Jejich mald specifi&nost, to znamend 2e vysledky
stanoven{ ur&itého sacharidu nebo glykosidu mohou byt ovlivn&ny prftomnostf jinych cukrda
nebo obdobné reagujicich létek. Prfedeviim z tohoto divodu nalézajf v analyze sacharidu
&im d4l1 vetsf uplatnéni enzymové metody.

Velikd mno%stvi vyuZitl enzymd v analytické chemii jsou déna vysokou substrédtovou
specifitou enzymd a déle Jejich schopnost{ katalyzovat reakce pfi velmi nizkych koncen-
tracf{ch substrétd. Enzymové analytické metody umoznuj{ stanoveni ur&itého sacharidu v bo-
haté sm&si ostatnfch l4tek bez jeho predchozf isolace nebo zdlouhavé dpravy vzorku pfed
vlastni analyzou.

Pro analytické Ggely Je 1deélni pouzitf absolutn& specifickych enzymt, které premé-
nuji jen jednu Jedinou létku sloudeninu. Typickym predstavitelem tdchto enzymd je naptf-
klad glukosa-6-fosfdtdehydrogenasa. V analytické chemii.se b&zn& vyuZivd i enzymd se sku-
pinovou specifitou. Tyto enzymy poznajf v rGznych slouZenindch Jednu skupinu nebo usku-

" pen{ atomd t&mto sloutenindm spole&né, které jJe danymi enzymy pfem&novéno. Skupinovs
specifita enzymd nemus{ byt bezpodmine&n& nevyhodou, protoZe velmi Zasto pracujeme se
sptaZzenymi enzymovymi reakceml kde v celém fet¥zci mdZe byt vysoce specificky jen jeden
enzym. V mnoha .pfipadech je specifita stanoven{ i pri pouZit{ skupinové specifickych en-
zymd ddna tfm, Ze analyzovany vzorek necbsshuje krom# stanovované slouteniny jiné 1l4tky,
které by mohly na zdkladé ptitomnosti shodné skupiny nebo uspofdddnf{ atomd interferovat.
Napitiklad pfi stannvenf laktosy se v mlé&nych vyrobcich nevyskytujf jiné l4tky s 0-D-gala-
ktopyranosidovou vazbou, které by toto stanoven{, zaloZené na enzymové hydrolyze laktosy
pomoc{ B-galaktosidasy, rusily.

Pomoc{ enzymové analyzy je moZno z;skat snadno informace, které jsou jinymi metoda-
mi dosazitelné jen s vysokou experimentdlnf ndrodnostf opét v disledku nedostatedné '
specifity. Jako pifiklad lze ‘uvést stanaoveni jednotlivych sacharidd, napffklad D-glukosy,
D-galaktosy, D-mannosy, D-fruktosy, laktosy, raffinosy a podobn® ve vzorcich, které ob-
sahuj{ tyto sacharidy ve sm&sich s libovolnym zastoupenim jédnotlivych cukrd .nebo cuker-
nych derivdtd. Ilustrativn{ jsou z tohoto hlediska rozdfly ve stanoveni redukujicich
cukrd v hydrolyzdtech Skrobu nebo dfevni hmoty, obvykle vyjadtovanych v koncentraci
D-glukosy, a v enzymovém stanoven! skute&ného obsahu D-glukosy.

Prib&h enzymovych reakci je moZno sledovat bud nasiednymi reakcemi, nap¥f{klad vznik-
lych reak&nich produktd, nebo s vyhodou fyzikdlnimi nebo fyzikdln& chemickymi metodami.
Vedle velmi &asto pouZfvané fotometrie ‘md velky vyznam spojent enzymovych reakc{ s elekt-
tochemickymi tidly detegujicimi substréty, produkty nebo jiné létky ovlivnujici pribeh
enzymovych reakec{.

PouZiti volnych enzym& naréd%f v nekterych ptipadech na technické nebo ekonomické
problémy jejich z{skdvédn{, obtfZnou regeneraci z reak&n{ sm&si, pomérn& malou stabilitu
néktérych volnych enzymd atd. Tyto problémy jsou postupn& fe3eny nahradou rozpustnych
enzymd imobilizovanymi enzymy pouZitelnymi pro velky potet analyz. Ve spojeni s elektro-
chemickou detekci jsou ziskédny biosenzory, se kterymi je moZno provddét analyzy bez spo-
t¥eby chemik4lif v tzv. bezreagentni analyze. Velkou vyhodou t&chto biosenzort je rych-
lost, ptesnost a reprodukovatelnost stanoven{ a ddle moZnost analyzy roztok( barevnych,
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kalnych neb> fluoreskujicich, kde jsou jiné zplsoby detekce obtfZné.

Analytickd vyuiitelnost biosenzord-je podstatn& ovlivn&na jejich stabilitou. Tato
Jje potom vyrazn& z4dvisl4 na vlastni konstrukci biosenzoru a na druhu imobilizovaného bio-
logického, enzymov® aktivniho materidlu. V nékterych prpadech miZe byt stabilits bio-
senzoru snifovdna inhiblénimvvlivem vedlej3ich produktd probihajib[ch enzymovych reakct.
U enzymovych elektrod na stanoveni oligosacharidd zaloZenych na enzyhové hydrolyze pomo-
ci ptisluSnych glykosidas s nédsledujfci detekcf vzniklé D-glukosy pomoc{ glukosooxidasy
miZze byt posledn& uvedeny enzym, v mife z4vislé na zpdsobu imobilizace, inhibovédn vzni-
kajicim peroxidem vodfku.

Dal3im dileZitym faktorem ovlivﬁujicim stabilitu biosenzord, je zplsob imobilizace
enzymd. Imobilizace se nejast®ji provdd{ zachycenim ve struktufe gelu, naptfiklad polyak-
rylamidového gelu, Zelatiny, algindtu a podobnd, sorpcf bifunknimi ginidly, pop¥ipads
:ptimou kovalentni vazbou realizovanou nékterou z imobiliza&nich technik na pfirodn{ nebo
syntetické nembrény, které jsou v té&sném styku s elektrochemickym &idlem.

Stdvajic{ zplsoby imobilizace © -glukosidasy, glukosooxidasy u enzymové elektrady
na stanoveni oligosacharidd a glykosidd jsou pou?ité enzymy zachyceny do nevytvrzeného
Zalatinového gelu, ktery je nutno pfi aplikaci na elektrochemické &idlo chrdnit acetst-
celulozovou membrincu ze strany roztoku, cof vyfaduje slo?it&3j3f zplsob ptipravy vlastni
elektrody.

Tyto nevyhody udstraﬁuje enzymovéd elektroda na stanoveni oligosacharidt a glykosidd
obsahujicich & -glukosidovou vazbu jako napfiklad maltosy, sacharosy nebo glukopyrano-
sidd s ruznymi aglykony obsahujic{ koimobilizované enzymy of-glukosidasu, glukosaoxi-
dasu, poptipadé také mutarotaéu, fixované na povrchu elektrochemického éidla'pro stano-
veni kysliku spofivid podle vyndlezu v tom, %e obsahuje koimobilizovanou katalasu. ZpGso-
bem podle vyndlezu se enzymovd elektroda na stanoveni oligosacharidd a glykosidl obsa-
hujfcich &X-glukosidovou vazbu pFipravuje .koimobilitaci sm&si 1 a2 10 /ul ol -glukosidasy
o aktivit® 0,5 az 5 /ukat.ml'l, 1 a2 10_/u1 glukosaoxidasg o aktivité 0,3 a% § /ukat.ml_l,
0,5 az 10 /ul katalasy o aktivité 500 gi 5 000 /ukat.ml' a popfipadé 1 aZ 15 /ul
mutarotasy o aktivitd 1 az 10 /ukat;mlf na nylonovou sitku p¥edem aktivovanou parcidl-

n{ hydrolyzou vodnym roztokem s 10 aZ 25 % hmot. kyseliny chlorovodikové po dobu 2 s
aZ 20 minut nebo na kolagenovou membrénu predem aktivovanou plsobenim 4 a? 6 mol.dm”
mo8oviny po dobu 1 a2 S ‘dn nebo na nativni kolagenovou membrédnu. Vlastni koimobilisace
se podle vyndlezu provddi reakcf s 1 aZ 10 /ul 1 az 5 % glutaraldehydu a 0,1 a% 5 /ul
isokyanidu, napfiklad cyklohexylisokyanidu, pfi 4 ¢ po dobu 2 a? 7 dnl. Po imobilizaci
se nylonovd sitka nebo kolagenovd membrana s navézanymi enzymy fixuje na povrchu elektro-
chemického €idla na stanovenf kysliku.

3

Vyhodou enzymové elektrody na stanoveni oligosacharidd a glykosidd obsahujicich
ol-glukosidovou vazbu podle vyndlezu je jednoduchost provedeni, vysokd stabilita ziskané-
ho biosenzoru, dostate&n& rychld odezva a 3ife linedrn{ odezvy biosenzoru v z4vislosti .
na koncentraci oligosacharidu nebo Ot-glukosidu v analyzovaném vzorku. Epzymovd elektroda
podle vyndlezu rozklédd vznikajici peroxid vodiku a zabranuje inhibici ostatnich ptitom-
nych enzymd.

Vyndlez je dokumentovédn pfiklady pouZitf{, aniZ by se jimi omezoval.

Pfiklad 1

Nylonové.si{ka tyla ponofena na 2 s do vodného roztoku s 25 % hmot. kyseliny chloro-
vodikové a potom byls ihned promyta vodou a 0,1 M fosfdtovym pufrem o pH 7,0;1Na takto ak-
tivovanou sitku bylo aplikovéno 5 /ul,ct-glukosidasy o aktivite 2,5 /ukat.ml , 5 /ul glu-
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kosaoxidasy o sktivits 3 ,ukat.nl™), 5 ,ul katalasy o aktivite 2 Jukat.ml™h, 5 1
2,5 % glutaraldghydu al /ul cyklohe&ylisokyanidu. Po 4 dnech stédn{ pii 4 ¢ byla sfika
‘promyta 0,1 M fosfdtovym putrem pH 7,0 a potom byla fixovédna na povrchu kyslikového &idla.

P¥f{klad 2

Na nylonovou sitku aktivovanou 20 minutovym pGsobenim 10 % hmot. kyseliny chloro-
vodikové bylo po jejim promyti vodou a 0 1 M fosfdtovym pufrem o-pH 7,0 aplikovédno 10 / ul
ol - glukosidasy_o aktivitd 0,5 /ukat ml s 1 /ul glukosaoxidasy o aktivité S /ukat.ml

/ul katalasy o aktivité 5 mkat.ml l, 10 /ul mutarotasy o aktivité 5 /ukat ml'1
1 /ul 5 % glutaraldehydu a 0,1 /ul cyklohexylisokyanidu. Po 5 dnech reakce pfi 4 °c
byla sf{ika s koimobilisovanymi enzymy promyta 0,1 M fosfédtovym pufrem o pH 7,0 a poté
byla fixovédna na povrchu kyslikového éidla._

P¥{klad 3

Kolagenové membrdna byla podrobena 24 h plGisobeni 6 M moZoviny. Potom byla promyta vo-
dou a 0,1 M fosfdtovym pufrem o pH 7,0, Na tdstelnd vysu3eny povrch membrény bylo aplikc-
véno 10 /ulfb-glukosidasy o aktivitd 5 /ukat.ml'l, 1 /gl glukosaoxidasy o aktivite
1 /ukat.ml' , 10 Jul katalasy o aktivit& 500 /ukat.ml' , 10 Jul 1 % glutaraldehydu a
5 /ul cyklohexylisokyanidu. Po 48 h pésoben{ pFi 4 o byla membrdna dikladn& promyta
0,1 M fosfdtovym pufrem pH 7,0 a potom byla fixovédna na povrchu kyslikového &idla.

Ptiklad 4

Na nativni{ kolagenovou membrdnu byl aplikovén 1 /ul o -glukosidasy o aktivit#
5 /ukat.ml'l, 2 ,ul glukossoxidasy o sktivitd 5 /ukat.ml'l, 0,5 yul katalasy o aktivité
5 /ukat.ml'l, 1 /ul qutarptasy o aktivité 10 /ukat.ml'l, 1 /ul 5 % plutaraldehydu a 5 /ul
20 % hmot. roztoku p~-dimethylaminopropylisokyanidu. Po 7 dennim pdsobeni pfi 4 °c
. byla membrdna s koimobilizovanymi enzymy promyta 0,1 M fosfédtovym pufrem pH 7,0 a potom
byla fixovdna na povrchu kysl{kového &idla.

PREDMET VYNALEZU

1. Enzymovéd elektroda na stanovent{ oligosacharidd a glykosidl, obsahujfcich ol-glukosi-

dovou vazbu jako nap¥iklad jsou daltosy, sachafosy nebo glukopyranosidy s réznymi agly-

kony, kterd na povrchu elektrochemického &idla pro stanoven{ kysliku obsahuji fixovanou

vrstvy koimobilizované o¢L-glukosidasy, glukosaoxidasy a poptipadé mutarotasy, vyznaluji-
ci{ se tim, %e obsahujf{ koimobilizovanou katalasu.

2. Zpuisob pfipravy enzymové elektirody podle bodu 1, vyzna&ujici se tim, Ze se smés 1 al
10 /ul o -glukosidasy o aktivité 0,5 a2 5 /ukat.ml'l. 1 az 10 /ul glukosaoxidasy o
aktivité 0,3 a2 5 /ukat.ml' , 0,5 a2 10'/u1 katalasy o aktivité 500 aZ 5 000./ukat.
.m" o poprfpads 1 a2 15 ,ul mutarotasy o aktivits 1 a2 10 /ukat.ml'l koimobilizuje
reakcf s 1 aZ 10 /ul 1 a%-5 % glutaraldehydu a 0,1 aZ 5 /ul isokyanidu, naptiklad cyklo-
hexylisokyanidu, piti 4 oc po dobu 2 aZ 7 dnd na nylonovou s{iku ptedem aktivovanou
parcidlni{ hydrolyzou vodnym roztokem 10 aZ 25 % hmot. kyselinou chlorovodikovou po dobu
2 s a3 20 minut nebo na kolagenovou membrdnu pfedem aktivovanou plisobenim 4 8% 6 mol.
. dm'3 mo&oviny po dobu 1 a¥ 5 dnd nebo na nativn{ kolagenovou membrdnu a potom se ny-
lonovéd siika nebo kolagenové membréna s koimobilizovanymi enzymy fixuje na povrch
elektrochemického #idla na stanoveni kysliku.
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