Amperometricky enzymovy biosensor

Jako priklad vyuZiti enzymt pro analytické ucely byla zvolena pfiprava a vyuZiti biosensoru
pro stanoveni D-laktatu. Jeho zdkladem je stereospecificky enzym D-laktdtdehydrogenasa
pripravend v piredchozim cvifeni a imobilisovand pomoci uhlikové pasty. Spolu s dal§imi
komponentami odebira elektrony z D-laktitu a pfendsi na elektrodu pomoci mediatoru.
Rychlost tohoto dé&je (imérnd koncentraci D-laktidtu ve vzorku) se sleduje jako elektricky
proud.

Uloha sestava z piipravy enzymové elektrody pro D-laktat, jeji kalibrace uZitim znamych

koncentraci D-laktatu a zjiSténi jeho koncentrace v neznamém vzorku.

Pfiprava elektrody s imobilisovanou D-laktatdehydrogenasou

Elektroda je realisovana jako sklenéna trubi¢ka s vytlaénym Sroubem, naplnéna uhlikovou
pastou vodivé spojenou s vyvodnim dratkem elektrody. V uhlikové pasté je predem
rozmichan patficny enzym (v nasem piipadé D-LDH) s nosi¢em (pouzijeme Enzacryl AH,
polyakrylamidovy polymer modifikovany aminoskupinami) a medidtorem ptenosu elektronti
z enzymu na uhlik (v naSem piipadé pouzijeme srazeninu Reineckovy soli a

fenazinmetosulfatu - PMS).

Ptfiprava mediatoru:

PMS je redoxni mediator dobfe rozpustny ve vod¢ a samotny by se z elektrody pii méfeni ve
vodnych roztocich vymyval. Proto se pfevede na nerozpustnou srazeninu s Reineckovou soli
— NH4[Cr(NH3)2(SCN)4].H,O. Ptipravime 10 ml 10 mM PMS a za intensivniho michani v
kadince pfisypavame Reineckovu stl v mnozstvi odpovidajici dvojnasobku latkového
mnozstvi PMS. Tvofi se oranzova srazenina, kterd se po 30 min. odfiltruje na frit¢ a promyje

nckolika davkami vody. Srazenina se vysusi a dé se skladovat v chladu.

Ptiprava uhlikové pasty s D-LCR a plnéni elektrody:

Zakladni uhlikova pasta se pfipravi tfenim 2,0g grafitového prachu s 0,9ml Nujolu
(parafinovy olej) ve sklenéné tifeci misce (neglazovany porcelan vsakne ¢ast Nujolu a zméni
tim pomér uhlik — Nujol). Pak se pfida 100mg Enzacrylu AH a 300mg srazeniny Reinekéat-

PMS. Intenzivné tfeme asi 10 min do vzniku kompaktni hmoty.



Homogenni pastou naplnime elektrodové télo (sklenénou trubi¢ku) a dobie upéchujeme, aby
nezustavaly bublinky a mezery. Nadbytek pasty odstranime leSténim povrchu voskovanym
papirem. Elektrodu aktivujeme enzymem tak, ze na hladky povrch kapneme ca 5 pl aktivni
enzymov¢ frakce ziskané afinitni chromatografii a opatrné¢ vlozime do malé Petriho misky, v
niz je maly smotek vaty namoceny v 25% glutaraldehydu. Ulozime do chladnicky na ca 1
hod., béhem niZ dojde k navdzani enzymu na Enzacryl AH vlivem par glutaraldehydu.
Operaci je mozno opakovat pro zvyseni zachycené aktivity.

Jinou moznosti imobilisace enzymu v uhlikové pasté€ je jeho vmiseni do celého objemu pasty.
VyzZaduje vSak vét§i mnozstvi enzymu a je vhodné jen pro seriovd méteni, kdy se povrch musi
Casto obménovat.

Schema elektrody je na nasledujicim obrazku. Membrana prodluzuje zivotnost elektrody, ale

snizuje odezvu a pro kratkodoba méteni jako je nase ji vynechame.
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Meéfeni

provedeme v termostatované reakéni nadobce o objemu 6 ml na elektromagnetivké michacce
v tfielektrodovém usporadani. Proud métime amperometrickym detektorem ADLC 2

s vystupem na zapisovac. Michani zajist'uje spodni magnetické michadlo o priméru otaceni
Smm. Schema zapojeni je na nésledujicim obrazku - senzor ptedstavuje pracovni elektrodu,
jako referentni je pouzita kalomelova elektroda a pomocnou elektrodou je platinova elektroda.
Sum je minimalisovan pfistrojovym RC filtrem 4 s. Citlivost m&feni se zvysuje s teplotou az

do 40 °C, proto méfeni provadime za temperace na 30-40 °C.
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Zapneme piistroj a termostat, potencidl ADC2 nastavime na 0. Do reakéni nadobky
napipetujeme 4,0ml 10 mM fosfatového pufru pH 7,0 s 60 mM NaCl (tento roztok je piedem
vytemperovan na teplotu méfeni), spustime zapisova¢ a po ustdleni zdkladni linie
napipetujeme vzorek. Vyckame, az se zdznam ustali a odecteme hodnotu proudu i (nA).

Kalibraci provedeme malymi ptidavky 1M roztoku substratu tak, abychom pokryli rozsah
vyslednych koncentraci 0-50 mM D-laktatu. Vyneseme naméfené hodnoty proudu i proti
koncentracim D-laktitu a ziskame kalibra¢ni zavislost, jejiz vzor je na ndsledujicich

obrazcich. Ty byly ziskdny uzitim roztoku ¢istého D-laktatu, jenz vSak pro vysokou cenu



nemuze byt standartné pouzivan a je nahrazen roztokem D,L-laktatu (bylo ovéteno, ze
pritomnost L-enantiomeru nerusi a pro vypocet koncentraci D-laktatu lze uzit polovicni

hodnoty celkové koncentrace).
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Nakonec provedeme meéfeni s ptidavkem vzorku o nezndmé koncentraci D-laktatu (modelovy
vzorek, kde koncentraci zna vedouci cviceni a prakticky vzorek - napi. pivo ¢i mlécny
vyrobek). Odeéteme i a z kalibracni zavislosti ur€ime koncentraci D-laktatu v neznamém

vzorku.



