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(54) Zphsob ptipravy enzymové, resp. hybridni elektrody

ReSen{ se tykd p¥ipravy enzymové, resp.
hybridni elektrody, jejiZ podstata spolivé
v tom, %Ze se enzym nebo smés enzymi a/nebo
celych bun&k nebo jejich fragmentd, imo-
bilisuje do kolagenové hmoty rozmichdnim
v této hmot& s nadslednym prok¥ifenim pomoci
bifunk&nich &inidel a vytvo¥eny kolagenovy
gel se fixuje na povrch elektrochemického
sensoru nap¥fklad pfetaZenim a upevnénim
membrany propustné pro nizkomolekuldrni
sloudeniny.
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Vynélez se tykd zplisobu p¥ipravy enzymové, resp. hybridni elektrody.

PouZiti enzymd i celych biochemickych systémd v analytické chemii znamend vyrazny pokrok
pfedevSim 2z hlediska vyscké substritové a Ulinkové specifity enzyml a tim i probihajicich
reakci, &imZ je ddna i vysokd selektivnost provadénych analyz. Reakce katalysované enzymy
probihajf p¥i velmi nfzkych koncentracich substrdtu s vysokou reakéni rychlostf, aniZ
by vyZadovaly extrémni hodnoty teploty, tlaku pH reakdn{ smé&si. Z t&chto dlvodd je sniZena
na minimum mo¥nost ovlivn&ni vysledku analyz tvorbou vedlej¥ich produktt reakce, p¥ipadnd
reakcemi jingch sloZek analyzované sm&si létek.

PouZiti volngch enzyml nardZi{ v nékterych p¥fpadech na technické &i ekenomické problémy
jejich zisk&véni, obtifnou regeneraci z reakini sm&si, pom&rn& malou stabilitu volnych enzymi
atd. Tyto problémy jsou postupné& Fedeny ndhradou rozpustnych enzymi imobilizovanymi enzymy
pouZitelnymi pro velky polet analyz.

Vyrazné uplatndnf nalezly imobilizované enzymy ve form& enzymovych elektrod. Enzymové
elektrody jsou realisoviny spojenim imobilisovaného enzymu a vhodného elektrochemického
senzoru. Timto zplisobem je moZno detegovat prib&h v3ech enzymovych reakci, p¥i kterych
dochdz{ ke zmén& koncentrace elektrochemicky detegovatelnych ldtek. Velkou vyhodou enzymovych
elektrod je rychlost, p¥esnost a reprodukovatelnost stanoveni{ a ddle moZnost analyzy
roztokl barevnych, kapalnych &i fluoreskujicich, kde jsou jiné zpusoby detekce obtiZné.

Tato skutednost umoZfiuje jejich pouZitl v nejrizn&js$fich oblastech chemie, chemické technologie,
farmaceutického a potravindfského primyslu, v modernich biotechnologiich a v klinické

biochemii.

Analytick4 vyuZitelnost enzymovych elektrod je podstatné ovlivn&na jejich stabilitou.
K hlavnim faktortm, které ovlivauji stabilitu enzymovych elektrod, pat¥i zplsob imobilisace,
mnoZstvi navézaného enzymu, &istota enzymu, podminky enzymové reakce a stabilita senzoru
/elektrochemického &idla/. Z uvedenych faktorl je zpisob imobilisace nejsndze ovlivnitelnym
faktorem, kterému je v&novéna néleZitd pozornost.

Vzhledem k tomu, %e isolace né&kterych enzymd je technicky &i ekonomicky velmi ndro&nd
a ddle s prihlednutim ke skutednosti, Ze nékteré isolované enzymy jsou m&lo stabilni
i v imobilisované form&, byla vyvinuta technika p¥ipravy bun&&nych a hybridnfch elektrod.

Tyto elektrody jsou p¥ipravowvdny za obdobnych podminek jako enzymové elektrody
s tim rozdflem, %e mf{sto enzymu jsou na povrchu elektrochemického senzoru zachyceny celé
bufiky, p¥ipadn& bunky spole&n& s pfidanymi enzymy. Pro analytické GZely se pak vyuZivd
analyticky vyznamnych enzymi, které jsou u pouZitych bunék v nadprodukci /a které jsou
diky fysiologickému prost¥edf, v némZ se nalézaji, podstatné stabiln&js{ neZ v isolovaném
stavu/ nebo se analyticky vyu?iva sp¥aZenych enzymovych reakci &i celych komplext metabolickgch
pochodd, nejasté&ji bun&dné respirace.

K ptiprav® bun&&nych nebo hybridnich elektrod se b&Zn& pouZivaji bufiky mikrobidlni,
predevdim kvasniéné a bakteridlni. Mohou byt v¥ak pouZity i isolované buniky Zivo&iZné
&i rostlinné nebo rtzné subceluldrni 8&stice, jako nap¥. mitochondrie.

2 jednotlivych imobiliza&nich postupd se pro p¥ipravu ben&&nych &i hybridnich elektrod
nejdastdji pou?ivd zabudovédni do gelu at ji%¥ p¥frodnfho /Z#elatina, agar, algindty/ &i
synthetického /polyakrylamid/.

zZpisobem podle vyndlezu je enzymova, resp. hybridni elektroda p¥ipravena imobilisact
enzymd, bundk &i jejich fragmentd, p¥ipadn& jejich sm&si do kolagenového gelu. Biologicky,
enzymovd aktivni materidl se suspenduje v kolagenové hmoté&, nalei se vytvofend hustd
suspenze prok¥i¥{ a zpevni pomoci bifunk¥nich &fnidel (nap¥. glutaraldehydu/. Vytvofeny
gel se poté fixuje na povrch elektrochemického sensoru a s vyhodou se od reakénfho prostoru
0ddél! membrénou propustnou pro nf{zkomolekuldrni latky /nap¥. celofdnovou membrénou/.
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V¢hodou zplsobu p¥ipravy enzymové, resp. hybridni elektrody podle vyndlezu je predeviim
jednoduchost zplsobu imobilizace biologicky aktivniho materidlu do kolagenové hmoty,
kdy neni nutnd jeji p¥edchozi aktivace a kdy je moZno p¥imo imobilisovat jak samotné
enzymy, tak i celd bunky &i jejich fragmenty. Vytvofend tenkd vrstva kolagenu, ve kterém
je imobilisovdn enzymové& aktivni materidl jednak vlastnim zabudovdnim do vytvoFené struktury
kolagenového gelu a jednak ndslednym prok¥fZenim pomoci bifunk&nich &inidel, vytv4¥{
pro tento imobilisovany materidl velmi p¥fznivé podminky z hlediska jeho stability. Enzymové,

resp. hybridni elektrody p¥ipravené zplsobem podle vyndlezu jsou proto velmi stabilni.
Vyndlez je dokumentovén p¥iklady pouZiti, aniZ by se jimi omezoval:

Pp¥{iklad 1

Kolagenov& hmota /1 g/ byla rozmichdna ve 2 ml 0,1 mol.dmm3 fosfdtového pufru pH 5,8.
Po krAtkém zahf4t{ /2 min/ na 40 °c, kdy doSlo ke ztekuceni, bylo aplikovéno na celofé&novou
membrédnu o sfle 30 um 20 pl této hmoty, 0,2 mg lyofilizovaného prepardtu glukosaoxiddzy
a 2 pul nefeddného prepardtu katalazy. Po promichdni vytvo¥ené sm&si bylo p¥idéno 5 ml
5% vodného roztoku glutaraldehydu a sm&s byla opét promichdna. Celofdnovd membrdna s gelem
byla p¥iloZena na kyslikové &idlo Clarkova typu a pevn& zafixovdna. Vytvofeny kolagenovy
gel s imobilisovanymi enzymy byl zachycen pod touto membrénou, &im# byl zdroveh chrénén
3 fosfatovém

pufru pH 5,8 pf¥i 4 °c. Casovy interval mezi p¥ipravou enzymové elektrody a prvnim stanovenim

p¥ed mechanickym poSkozenim. Cel4 elektroda byla uchovdvédna v 0,1 mol.dm”
jeji odezvy, resp. vlastnim stanovenim D-glukosy byl 24 hodin.
P¥iklad 2

Ke ztekucené kolagenové hmoté& pripravené podle p¥ikladu 1 a nanesené na celofénovou
membrédnu bylo pfiddno 5 mg bun&énych stén kvasinek Saccharomyces cerevisiae s invertasovou
aktivitou, 0 2 mg lyofilisovaného prepardtu glukosaoxidasy a 2 ul ne¥edéného preparédtu
katalasy a mutarotasy. Po promichdni vytvo¥ené smési bylo p¥iddno 5 ml 5% vodného roztoku
glutaraldehydu a sm&s byla op&t promichdna. Celofdnovd membrdna s gelem byla p¥iloZena
kolagenovou stranou na kyslikové &idlo Clarkova typu a pevné zafixovdna. Celd elektroda
byla uchovévana v 0,1 mol.dm_3 fosfédtovém pufru pH 5,8 p¥i 4 c. Casovy interval mezi
p¥ipravou enzymové elektrody a vlastnim stanovenim sacharosy byl 24 hodin.

Pp¥{iklad 3

Ke ztekucené kolagenové hmot& pY¥ipravené podle p¥ikladu 1 a nanesené na celofdnovou
membrénu bylo pridéno 10 mg vlhkych kvasinek Saccharomyces uvarum kultivovanych v mediu
obsahujicim etanol. Po promichdni vytvofené sm&si bylo p¥idéno 5 ml 5% vodného roztoku
glutaraldehydu a sm&s byla op&t promfchdna. Celofdnovéd membrdna s gelem obsahujfcim imobiliso-
vané bufky byla pfiloZena na kyslikové &idlo Clarkova typu a pevné zafixovéna. Celd elektroda
byla uchovdvéna v 0,1 mol.dm_3 fosfdtovém pufru pH 5,8 p¥i 4 Oc. Casovy interval mezi
p¥ipravou kvasniné elektrody a vlastnim stanovenim etanolu byl 24 hodin.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob ptipravy enzymové, resp. hybridni elektrody vyzna&ujici se tim, Ze se enzym
&i sm&s enzymd a/nebo celych bundk nebo jejich fragmentd imobilisuje do kolagenové hmoty
jejich rozmich&nim v této hmot& s ndslednym prok¥iZenim pomoci bifunk&nich &inidel, s vyhodou
pomoci glutaraldehydu, a vytvofeny kolagenovy gel s imobilisovanym enzymové aktivnim

biologickym materidlem se fixuje na povrch elektrochemického senzoru.
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2. Zplsob podle bodu 1 vyznalujicl se tim, %e se fixace kolagenového gelu s imobi-
lisovanym enzymové aktivnim biologickym materidlem provede pretafenim a upevn&nim membrény
propustné pro nizkomolekuldrni sloueniny.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 KCs
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