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(54) Regenerovatelny enzymovy senzor s vyménitelnym mem-
brédnovym systémem
(57) Ogelem je vytvofit takové konstrukéni
uspotddéni enzymového senzoru, které by
umoZnilo zémé&nou enzymu v enzymové membréné
membrdnového systému detekci glukozy, laktd-
tu a dalSich l4tek. Tohoto se dosahuje enzy- oo |Js oo
movym senzorem, jehoZ podstata spo€ivd v 18

tom, ?e je tvoren t&lem (3) z korundové ke-
ramiky ve tvaru vdlce, které je zakonteno
komolym kuzelem (12), v némZ je vytvofen zd-
sobnik (10), ve tvaru vdlce s podstavou me-
zikruzi, uvnitf kterého je uspofdddna jednak
proudovd elektroda (5) tvofend poréznim ko-
vem (22) a jednak elektrolyt (7) napfikad
chlorid draselny, pficemZ v Ffezu rovnob&Zzném
se zdkladnou mé prvni keramickd vrstva (17)
zasohniku (10) tvar mezikruZi, v némi je
uspofdddna nejméné jedna mé&fici elektroda
(6) a druhd keramickd vrstva (18) zdsobniku
(10) md tvar vdlce, ve kterém je uspoiddéna
referentni elektroda (4), a déle je té&lo (3)
ptekryto kryci membrdnou (9) a spojeno s kry-
tem (2) senzoru, na kterém je upevnén vymén-
ny membrénovy systém tvofeny drZdkem (lg
opatfenym nejménd jednim otvorem (14), v
némZ jsou uspoifdddny alespof jedna enzymovad
membrdna (8), alespofi jedna ochrannd membrd-
na (11) a alespoii jedna fidlci membréna (20).
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Vyndlez se tykéd regenerovatelného enzymového senzoru s vyménitelnym membrdnovym sys-

témem.

Utelem vyndlezu je nalézt takové konstruk&ni uspofdddni enzymového senzoru, kterd by
umoZitovala zéménou enzymu reak&ni membrdn& membradnového systému detekci glukozy, laktatu
i dalsich ldtek, pricemZ by bylo dlouhodob® pouZitelné, nebo snadno regenerovatelné nebo
snadno vyménné.

Enzymovy senzor je sloZen ze dvou zdkladnich Cdsti:
1) Membrénového systému
2) Elektrodového systému.
Jednotlivé &ésti lze definovat:
Elektrodovy systém -soubor alespofi dvou elektrod sestaveny do jediného funkéniho celku a
opatfeny spojovacimi vodigi, vystupnim kabelem a vystupnim konektorem pro piipojeni k vy-
hodnocovaci jednotce.
Elektroda - je &dst elektrodového systému, skléddajici se z vodife s elektronovou vodivosti
a (roztoku, nebo/a taveniny nebo/a pevného) elektrolytu.
Membrdnovy systém - je jedna nebo soubor alespofi dvou na sebe pfiléhajicich membrdn, které
se 1i8i svymi charakteristikami a svym chemickym sloZenim a které ridi pfistup m&fené 14t-
ky k elektrodovému systému a v nichZ popfipadé probihaji selektivni biochemické reakce,
které umoZfiuji detekci sledované ldtky.

Ptiklady uspofddéani elektrodovych systéml uzivanych v elektrochemii a analytické che-
mii jsou uvedeny (napfiklad Linek V., Vacek, V., Sinkule, J. Dissolved Oxigen probes).
‘Elektrodové systémy jsou také pripravovdny mikroelektronickymi technologiemi. Vlastnosti
clektrod a elektrodovych systémi jsou detailn& teoreticky rozpracovény (napfiklad Linek,V.,
Vacek, V., Sinkule, J.: Dissolved Oxigen probes in W.C.Robinson (editor) Comprehensive
Biotechnology vol. 3 kap. 22, Pergamon Presé, Oxford 1984:
J.Koryta - K.5tulik: Iontové selektivni elektrody, Academia, Praha 1984; J.Vesely, D. Weiss,
K. Stulik: Analyza iontov® selektivnimi elektrodami, SNTL Praha 1979; J. Dvordk, J. Koryta:
Elektrochemie, Academia Praha 1983; P. H. Rieger: Electrochemistry, Prentice-Hall, Inc.
Englewood Cliffs 1987).

Membrénové systémy jsou teoreticky doble popsdny, avSak mnohé membranové systémy pro
detekci nékterych ldtek jsou nestabilni nebo mdlo selektivni. U nékterych &ini problém imo-
bilizace enzymu. PFikladem miZe byt membrdnovy systém analyzdtoru glukozy firmy Yellow
Springs Instrument, ktery se sklddd z polykarbondtové membrdny, imobilizovaného enzymu a
celulozové membrény o prdméru pord 8 nm. Jinym prikladem je membrédnovy systém senzoru glu-
kozy firmy Ames Miles, ktery se sklddd ze dvou membrdn z nichZ jedna md pramér pord 0,6 nm
a druhd 30 nm, pficemZ mezi nimi je imobilizovédn enzym.

Hlavni funkce membrdnového systému (Baum G. and Weetall H. H.; Electrochemical Applica-

tions of Oxireductatases. Methods in Enzymology, LVI part 6, 1979)

1) Difuzn& limituje biochemicko-elektrochemicky d&j v elektrodovém systému

2) SniZuje efekty spojené s michdnim

3) Zabezpetuje, Ze reakini oblast m& pevn® a dobfe definované geometrické uspofddant

4) Selektivné zahbezpetuje definovany tok lédtek do elektrodového systému

5) Ovliviuje rychlost odezvy a linearitu senzoru

6) UmoZzituje zachyceni enzymu. Je vhodnym nositem imobilizovanych enzymd.

7) Zabezpetuje vysokou aktivitu enzymu v dobfe definované oblasti.

8) Zabrafiuje pPistupu neZddoucich latek do elekirodového systému.

Konstrukce elektrodového systému je objasnéna na pFfikladu konstrukce elektrodového sys-
tému pro detekci 0, (Clarkdv &lédnek).

Materidl katody: nejlep3im materidlem katody je stfibro. Md vZak podstatnou nevyhodu,
Ze jej nelze zatavit do skla, coZ je obyZejn& nutné, aby byl zabezpeCen dostatedn& vysoky
izolacni odpor. Daldi materidly, které se pouZivaji na vyrobu katody jsou zlato, platina a
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uhlik. Elektrody z uhliku, ktery je specidlngé taveni potencidlu obou platinovych m&ficich
elektrod v didsledku konetné vodivosti elektrolytu stejné nebo se mdlo 1i&i.

Elektroda obsahuje potenciostat, ktery je realizovdn pomocnou elektrodou, ktery zabez-
petuje, ze referenéni elektroda neni proudové zatifena.

Elektroda obsahuje dostatetné velky zdsobnik elektrolytu, takZe zmé&ny jeho sloZeni pH
Jjsou malé a zdroven obé méfici elektrody jsou na &elni ploSe ve styku s elektrolytem stej-
ného slozeni. Elektrodas je vytvofena jako masivni celek z kfemenného skla, ve kterém nikde
nejsou pouZzity ldatky, které by mohly zplisobit neZddouci svody mezi jednotlivymi elektroda-
mi (m&fici, referendni a pomocnou).

felni plocha je lesténa, takZe diky dobrému spojeni platiny, zlata a skla probihj
elektrochemickd reakce pouze na gelni ploSe elektrody.

Vyhodné je i to, Ze membrdnovy systém neni integrovén v elektrod&, ale naopak je k ni
volné pfiloZzitelny, €im? je zabezpeSena univerzdlnost méfeni. Enzymovou membranu lze pri-
pravit podle potfeby vidy pro uréity druh m&feni, napfiklad pro m&feni fenolu ve vodé apod.

Dalsi vyhodou symetrické elektrody je, Ze omezuje nékteré nelinearity, a to tim zplso-
bem, Ze déje zplsobujici nelinearity souasné na obou elektroddch se projevi méné vyznamng
v rozdilu vystupnich signdlt méficich elektrod (napfiklad vliv necistot). Podobné symetric-
kd elektroda podle vyndlezu zlep3uje krdtkodobou i dlouhodobou stabilitu, a to tim zp(isobem,
Zze neékteré prifiny kratkodobé i dlouhodobé nestability se kompenzuji symetrickym uspotfddanim
méficich elektrod (napfiklad pohyb vrstvy elektrolytu, zmEna pH elektrolytu apod.). Dalsi
vyhodou uspofdddni podle vyndlezu je kompenzace zbytkového proudu, kterd je dosahovéna stej-
nou velikosti plochy méficich elektrod, a tim, Ze v prib&hu vyroby jsou elektrody vyrdbény
a opracovdvany spoleéné. Ddle je vyhodou uspoifddéni elektrody také to, Ze tdstetn& omezuje
nékteré negativni vlivy pisobici hysterezi elektrody a ovliviiuji dynamickou charakteristiku
elektrody. Zejména to jsou vlivy geometrického uspofddani membrénového systému, tvaru zdsob-
niku elektrolytu a velikosti filmu elektrolytu.

Dalsi vyhodou symetrické elektirody je, Zze Cdstetné omezuje vlivy teploty a tlaku, a to
tim, Ze rozdil mezi vystupnimi signdly m&ficich elektrod je mén& zdvisly na teploté a tlaku,
neZ vystup jednoduché kyslikové elektrody doplnéné enzymovou membrénou. Daldi vyhody uspo-
féddéni symetrické elektrody pro enzymovéd m&feni vyplyvaji z jeji konstrukce a funkce.

Na pfipojenych vykresech je zndzornéna symetrickd elektroda, kde na obr. 1 je schema-
ticky zndzornéna jedna z variant jeji konstrukce v fezu, na obr. 2 je schematicky zndzornén
jeden z moZnych pfikladt uspofdddni membrdnového systému s pFiloZenymi enzymovymi a fidici-
mi membrédnami a na obr. 3 je zndzornén jeden z moZnych pfikladd uspofddéni s nanesenou enzy-
movou membranou.

Symetrickd elektroda pro enzymovd méfeni je tvofena té&lem 4 symetrické elektrody, ve
kterém jsou uspofdddny prvn{ mé&fici platinovd nebo zlatéd elektroda 2 a druhd méfici platino-
vd nebo zlatd elektroda 3, které jsou propojeny s pfivodnimi dratky 12, napfiklad vyrobené
z platiny, které jsou také uspofddény v té&le 4 symetrické elektrody. Pfitom v téle 4 symet-
rické elektrody je ddle vytvofen zédsobnik 14 elektrolytu 5. V jeho ose 15 je symetricky vi-
¢i prvni platinové nebo zlaté méfici elektrodé 2 i druhé platinové nebo zlaté me&fici elek-
trodé 3 umisténa referentni argentchloridovd elektroda 6, okolo ni? je uspofddéna sklendnd
trubigka 13, kterd je integrdlni soutdsti té&la 4 symetrické elektrody, a na které je navinu-
te pomocnd elekiroda 7 vyrobend ze stfibra. Pfivodni drétky 12 t&chto refemn&ni argentchlo-
ridové elektrody 6 a pomocné elektrody 7 jsou také uspofddény v téle & symetrické elektrody.
Pfes lesténou €elni plochu 1 téla 4 symetrické elektrody, jeji? drsnost je od 0,1 do 5 Jums
Je prevletena kryci membrdna 10, kierd je upevnéna pfidrZnym krouzkem 11 k t&lu 4 symetric-
ké elektrody. PFitom t&lo 4 symetrické elektrody je upevnéno v drzéku 8, z plastické hmoty
napiiklad silonu, ve kterém je uspotdddn pfivodni kabel 9 propojeny s pfivodnim dratkem 12
prvni méfici platinové nebo zlaté elektrody 2, s pfivodnim drdtkem 12 druhé mé&fici platino-
vé nebo zlaté elektrody 3, ddle s pfivodnim drdtkem 12 referentni argentchloridové elektro-
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dy 6 a s privodnim drdtkem 12 pomocné elektrody 7.

Funkce symetrické elektrody podle vyndlezu je nédsledujici:
Hlavni funkci symetrické elektrody je soucasné mé&reni hladiny kysliku a jeho tdbytku v dis-
ledku enzymové reakce v méfeném roztoku, a to takovym zpdsobem, Ze v neptitomnosti deteko-
vané ldtky je rozdil proudd tekoucich prvni platinovou nebo zlatou mé&fici elektrodou 2 a
druhou platinovou nebo zlatou elektrodou 3 dlouhodobé& roven nule. Funkce je zabezpedena tak,
Ze na symetricky uspofddanou prvni méfici platinovou nebo zlatou elektrodu 2 je nanesena
nebo upevnéna enzymové membrdna 16 napfiklad glukozooxiddza imobilizovand v glutardehydu a
na druhou mé&fici platinovou nebo zlatou elektrodu 3 je nanesena nebo upevnéna referenéni
membrdna 17, kterd je vyrobena stejnou technologii jako enzymové membrdna 16, av3ak neobsa-
huje enzym (napfiklad glu{ardehydové membrdna, byla-li enzymové membrdna 16 vytvofena imo-
bilizaci v glutardehydu), a které jsou ptekryty fidici membrénou 18. K prvni mé&fici platino-
vé nebo zlaté elektrod& 2 i druhé mérici platinové nebo zlaté elektrodé 3 pfichdz{ z objemu
vzorku stejny tok kysliku a stejny tok substratu, ktery md byt detekovdn. Vysledny tok kys-
liku, ktery je detekovédn je pro prvni m&fici platinovou nebo zlatou elekirodu 2 i druhou
méfici platinovou nebo zlatou elektrodu 3 urfen vlastnostmi kryci membrény 10, kinetikou
elektrochemické reakce, vlastnostmi prvni méfici platinové nebo zlaté elektrody 2 i druhé
méfici platinové nebo zlaté elektrody 3. Tyto vlivy jsou stejné jak pro prvni mé&fici plati-
novou nebo zlatou elektrodu 2, tak i pro druhou méfici platinovou nebo zlatou elektrodu 3
a proto se neuplatni v rozdilu proudu mezi témito elektrodami. Rozdil proudu mezi prvni mé-
fici platinovou nebo zlatou elektrodou 2 a druhou méfici platinovou nebo zlatou elektrodou
3, ktery je dmérny rozdilu tokd kysliku membrdnovym systémem s enzymem a bez enzymu bude zd-
visly pouze na mnoZstvi kysliku spotfebovaného v enzymové reakci. MnoZstvi kysliku spotfe-
bované v enzymové reakci je dimérné toku substrédtu k enzymové membréné 16, ktery je dmérny
koncentraci substrdtu v objemu vzorku. Mé&Fenim symetrickou enzymovou elektrodou podle vy-
ndlezu se budou kompenzovat vlivy teploty, nehomogenity difuzivity kryc{i membrdny 10 a dals{
vlivy vzhledem k toku kysliku. (V redlném pfipadé tyto vlivy nebudou kompenzovény dplné.)
Vystupni signdl symetrické elekirody bude tedy hlavni mérou urcen chemickou reakci mezi sub-

strdtem a enzymem a difuznimi vlastnostmi membrdnového systému pro substrat.

Toto diferencidlni usporfddédni tedy omezi:
Nelinearity zpAsobené postupnou adsorbci kysliku nebo fyzikdlni nebo chemickou adsorbci
dalsich 1&tek na povrchu katody, a to tim zpGsobem, Ze adsrobce probihd ve stejnych podmin-
kdch jak pro prvni mé&fici platinovou nebo zlatou elektrodu 2, tak i pro druhou méfici pla-
tinovou nebo zlatou elektrodu 3 a proto se kompenzuje. Zmé&ni se pouze cejchovni charakte-
ristika elektrody.

Nelinearity zpGsobené zménami stavu referenéni argentchloridové elektrody 6 (ancda) ,
a to tim zplsobem, ze referen&ni argentchloridovd elektroda 6 (anoda) je umisténa symetric-
ky a proto jsou prvni méficf platinovd nebo zlatd elektroda 2 i druhd mé&fici platinovd nebo
zlatd elektroda 3 ovliviovdny stejné a proto bude tento typ nelinearity zmenSen. Symetric-
kym uspordddnim prvni méfici platinové nebo zlaté elektrody 2 i druhé mé&fici platinové nebo
zlaté elektrody 3 jsou zmenSeny vlivy krdtkodobé i dlouhodbé nestability, protoZe jeji zdro-
je plsobi stejné na obé tyto méfici elektrody. Podobné jsou i zmenSeny vlivy zbytkového
proudu opét v disledku symetrie prvni mérici platinové nebo zlaté elekt}ody 2 i druhé métici
platinové nebo zlaté elektrody 3. Symetrické uspofdddni ddle zmensuje vlivy teploty a tlaku
na ¢innost symetrické elektrody a zlepSuje dynamickou charakteristiku elektrody.

Pouziti symetrické elektrody je $iroké. Je ji moZno pouZit v biochemickych analyzéch
pfi vyrobé ockovacich ldtek a sér, v chemické a biochemické technologii v mikrobioclogii,

humdnnim i veterindrnim lékafstvi, v fizeni biotransformaci a fermentaénich procesa.
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Symetrickd elektroda uréend pro enzymatickd m&feni, vyznadujici se tim, %e je tvofena
sklengnym télem (4) symetrické elektrody, ve kterém jsou uspofdddny jednak prvni méfici
kovovd elektroda (2) a jednak druhd méfici kovovd elektroda (3) z nichz kazdad je spojena
s pfivodnim drétkem (12}, pfitom v téle (4) symetrické elektrody je vytvofen zasobnik
(14) elektrolytu (5), v jeho? ose (15) je symetricky va&i prvni méfici elektrode (2) i
druhé méfici elektrodé (3) umisténa referen&ni argentchloridovd elektroda (6), okolo
které je uspofdddna sklenénd trubicka (13), kterd je integrdlni socuddsti téla (4) elek-
trody, a na které je upevnéna pomocnd elektroda (7), pticem? pfes lesSténou &elni plochu
(1) téla (4) symetrické elektrody je pfevledena kryci membrana (10), kterd je upevnéna
pifidrznym krouzkem (11), zatfmco t&lo (4) symetrické elektrody je upevnéno v drzdku (8),
ve kterém je uspofdddn kabel (9), ktery je propojen s pFivodnimi drdtky (12) jednotlivych
elektrod.

. Symetrickd elektroda podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze prvni m&fici kovova elektroda

(2) i druhé méfici kovové elektroda (3) je tvofena uZlechtilym kovem platinou nebo zla-
tem.

. Symetrickd elektroda podle bodu 1, vyznatujici se tim, e pomocnd elektroda (7) je tvo-

Fena kovem, stfibrem nebo paladiem a nebo platinou.

. Symetrickd elektroda, podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze leSténd celni plocha (1) téla

(4) symetrické elektrody md drsnost od 0,1 do 5 Jum.

- Symetrickd elektroda, podle bodu 1, vyznatujici se tim, Ze t&lo (4) symetrické elektro-

dy je tvofeno kfemennym sklem, jehoZ koeficient délkové roztaZnosti je stejny jako koe-
ficient délkavé roztaZnosti materidlu prvni méfici elektrody (2) a druhé méfici elektro-
dy (3).

3 vykresy
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