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ANOTACE

Predlozena disertacni prace se zabyva porovnanim testovanych sloucenin rhodia a redoxnich
enzymi v amperometrickych biosenzorech a jejich vyuzitim. Podstatna ¢ast prace je
vénovana optimalizaci pracovnich podminek jednotlivych systémii, biosenzorl, a jejich
nasledné vyuziti pii stanoveni biologickych latek. Taktéz byly studovéany interference pfi
analyze redlnych vzorkd.

Teoretickd Cast popisuje jednotlivé typy biosenzord, jejich rozdéleni, biochemii enzymu a
jejich imobilizaci. Dale je uveden ptehled typt mediatorii a heterogennich uhlikovych
materiald.

V experimentalni casti byly zkoumany katalytické vlastnosti vybranych sloucenin rhodia
(Rh, RhO,, Rh,O3, chlorobis(2-fenyl-pyridin)rhodity dimer) slouzicich jako mediatory
elektronového pienosu. Témito slouceninami byly modifikovany uhlikové tisténé elektrody.
Takto modifikované elektrody byly nasledné testovany pii stanoveni peroxidu vodiku,
glukézy (elektrody modifikované enzymem glukéza oxiddza) a NADH pomoci
amperometrické detekce ve spojeni s pritokovou analyzou. Prace se dale zabyvala vybérem
imobilizace enzymu glukéza oxidazy ruznymi imobiliza¢nimi technikami a latkami -
zachyceni v polymeru (acetat celulé6za nebo nafion), zesiténi biomolekul (glutaraldehyd) a
elektropolymerizace (pyrrol nebo m-fenylendiamin).

Na zavér pak byly na zakladé zjisténych poznatkt zkonstruovany amperometrické biosenzory
s imobilizovanymi enzymy - glukéza dehydrogenazou, alkohol dehydrogenazou a kofaktorem
NAD" a pouzity pro stanoveni glukézy v realnych vzorcich, respektive stanoveni etanolu ve

vzorcich alkoholickych napojt.

KLICOVA SLOVA

biosenzor, enzym, mediator, imobilizace
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ANNOTATION

The subject of this work deals with the comparison of test rhodium compounds and redox
enzymes in amperometric biosensors and its usage. A significant part of the work is devoted
to optimizing the working conditions of individual systems, biosensors, and their subsequent
use in the determination of biological substances. Interference in the analysis of real samples
were also studied.

The theoretical part describes different types of biosensors, their division, biochemistry of
enzymes and their immobilization. Further is mentioned an overview of the types of
mediators and heterogeneous carbon materials.

In the experimental part catalytic properties of rhodium compounds (Rh, RhO,, Rh,Os,
chlorobis(2-phenylpyridine)rhodium(l11) dimer) were tested which served as mediators of
electron transfer on screen printed carbon electrodes used for determination of hydrogen
peroxide, glucose (electrodes modified by glucose oxidase) and NADH. Measurements were
made in flow injection system.

Subsequent part of work was focused on various techniques of immobilization of glucose
oxidase - immobilization in polymer (cellulose acetate or Nafion), cross-linking
immobilization of glutaraldehyd, electropolymerisation (m-phenylenediamine or pyrrol).
According to new gained knowledge, new amperometric biosensors were constructed with
immobilized enzyme glucose dehydrogenase and alcohol dehydrogenase with cofactor NAD.
These biosensors were used for determination of glucose in the real samples and ethanol in

samples of alcoholic beverages.
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1 UVOD

V soucasné dobé se stale vice zvysuje poptavka po rychlych, selektivnich, spolehlivych
a hlavn¢ levnych analytickych metodach. Velka fada potravinaiskych vyrobki mnohdy svou
nizkou cenou vypovida o pouziti ne zcela kvalitnich surovin a zanedbané technologii. Pro
ochranu spotfebitelll je nezbytné neustale kontrolovat produkované vyrobky, zda-li nedoslo
k jejich mikrobialni ¢i jiné kontaminaci, zda byly dané technologické postupy dodrzeny a
byly pouzity uvedené suroviny. To klade na analyzu takovych vzorkli velmi vysoké naroky.
Samotna analyza by meéla byt rychld, dostate¢né citliva a presnd, ale také levna. Dobrou

alternativou pro splnéni téchto kritérii je vyuziti biosenzord, zejména téch elektrochemickych.
2 TEORETICKA CAST

2.1 Definice biosenzoru

Biosenzor je analyticky pfistroj, ktery je schopny poskytovat specifickou kvantitativni
nebo semikvantitativni analytickou informaci, obsahujici citlivy prvek biologického ptivodu
(bioelement) nebo od biologie odvozenou slozku (receptor), ktery je bud soucasti nebo
v tésném kontaktu s fyzikalné-chemickym pievodnikem [1]. Bioelement plni rekogni¢ni
funkci, rozpozndva analyt aZ na molekulové Urovni, coZz zarucuje vysokou citlivost,

specifi€nost a moznost optimalizace senzoru pro dany analyticky problém.

2.2 Rozdéleni biosenzori podle biologické slozky

Biosenzory lze rozdélit podle bioelementu nebo pievodniku, popi. jejich kombinaci.
Vybér biologického materidlu a pfevodniku zavisi na typu méfené fyzikalni veliiny a
vlastnostech vzorku, typ biokomponenty pak urcuje stupeii selektivity nebo specifi¢nosti
biosenzoru. Tak lIze ¢idla v biosenzorice rozdé€lit do Etyi skupin na biokatalytické, DNA,

biomimetické senzory a imunosenzory.

2.2.1 Biokatalytické senzory

Biokatalytické systémy obsahuji bioelement pfeménujici analyt chemickymi reakcemi.
Mohou obsahovat jeden nebo vice enzymu, celé burniky [2],[3], mikroorganismy jako bakterie,
plisné, kvasinky, rostlinou nebo zivocisnou tkan [4], [5].

Enzymové biosenzory vyuzivaji ¢isténych enzymi, které umoziuji az nékolikanasobné

zvySeni selektivity. V podstaté vSechny enzymové senzory jsou schopny fungovat po
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imobilizaci enzymu na jakykoliv pfevodnik. Z komeréné dostupnych enzymt jsou nejcastéji
pouzivany oxidazy a dehydrogenazy. Naproti tomu u mikrobidlnich a tkanovych elektrod je
enzym ve svém piirozeném biologickém prostiedi, coz ptiznivé ovliviiuje jeho aktivitu a
stabilitu, navic zde odpada nutnost izolovat ho slozitymi Cisticimi kroky. Misto jediného
enzymu tak je mozno vyuzit celé metabolické reakéni sekvence, optimalizované pfirozenou
cestou [6], navic mize dochazet i k ¢aste¢né spontanni obnoveé vyuzivané enzymové aktivity.
Cena téchto biosenzort je také velice nizkd, nevyhodou je vSak dlouha doba odezvy a nizka
selektivita. Tento typ senzorli se uplatiiuje zejména pii detekci organickych sloucenin
vsttebavanych mikroorganismy, monitorovani zmén pii respiraci béhem metabolismu a také

Vv analyze potravin, zejména na zaklad¢ biologické spotieby kysliku (BSK).

2.2.2 Imunosenzory

Imunosenzory poutaji analyt selektivnimi interakcemi s protilatkou [7], nukleovou
kyselinou [8] nebo chemoreceptorem za tvorby termodynamicky stabilniho komplexu.
Imunosenzory jsou diky reakci antigenu s protilatkou vysoce specifické, selektivni a
v zavislosti na detekcei velice citlivé. Pro usnadnéni detekce se antigeny nebo protilatky znaci
enzymy, fluorescen¢nimi slou¢eninami, elektrochemicky aktivnimi substraty, radioaktivnimi
nuklidy nebo avidin-biotin komplexy. Komplexu protilatka-antigen je tak mozno vyuzit ve
vSech typech senzorl; nejcastéj$imi pfevodniky imunosenzorii jsou vSak piezoelektrické a

optické systémy.

2.2.3 DNA senzory

DNA senzory obsahuji definovanou sekvenci jednoho polynukleotidového ftetézce
imobilizovanou na pevny nosi¢. Pokud je DNA senzor ponofen do neznamého vzorku DNA
nebo RNA a nastane hybridizace sneznamou nukleovou Kkyselinou parovanim
komplementarnich bazi, je detekovan a identifikovan vzorek. Tyto senzory nachazeji
uplatnéni v analyze potravin, v urovani piibuzenskych vztahti, detekci onkogenti, dédi¢nych
chorob a genetickych modifikaci. Jsou také nejcitlivéjsi metodou pro stanoveni
mikroorganismi jako Salmonella sp., Listeria sp., Escherichia coli a Staphylococcus aureus
[91.[101.[6].

Analyzy toxickych latek v Zivotnim prostiedi mohou byt také provadény pomoci
elektrody modifikované vrstvou dvoutetézcové dsDNA. Pokud je takto modifikovana vrstva
vystavena vlivu toxické latky, dojde k jeji vazbé na imobilizovanou vrstvu dsDNA, coz se

projevi zménou oxida¢niho proudu guaninu.
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2.2.4 Biomimetické senzory

Tento pomérné malo zminovany typ senzorit v podstaté kopiruje vySe uvedené typy
s tim rozdilem, Ze jako bioelement obsahuje umélé receptory. Vyhodou téchto receptort je
jejich vyssi stabilita, selektivita a také niz$i cena ve srovnani s pfirodnimi latkami [11],[12].
Mohou to byt napt. oligopeptidy, oligosacharidy, peptidové nukleové kyseliny PNA (analogie
DNA: cukr-fosfore¢nanovy fetézec je substituovany N-(2-aminoethyl)-glycinem), dale
aptaméry (oligonukleotid nebo peptid, ktery vaze specificky cilovou molekulu), ribozymy
(RNAzy, které katalyzuji $tépeni vlaken RNA), imprinty (syntetické polymery s funkénimi

skupinami), synzymy (syntetické enzymy), atp.

2.3 Rozdéleni biosenzori podle fyzikalné—chemického prevodniku

Aktivita biologické slozky mize byt monitorovana podle spotieby kysliku, tvorby
peroxidu vodiku, zmény koncentrace NADH, fluorescence, absorpce, zmény pH, vodivosti,
teploty nebo hmotnosti. Biosenzory tak mizeme klasifikovat podle pouzitého prevodniku na:

- elektrochemické (potneciometrie, amperometrie, konduktometrie, voltametrie)

- optické (fotometrie, fluorometrie, luminometrie, nelineérni optika)

- piezoelektrické a akustické

- kalorimetrické

2.3.1 Optické biosenzory

Principem optickych biosenzord je interakce svételného zareni s chemickymi latkami.
MEéfi se intenzita absorpce nebo emise svételného zareni jako néasledek biochemické reakce
odehravajici se na povrchu biosenzoru. Svételné viny jsou fizeny prostfednictvim optického
vlakna ke vhodnému detektoru [13]. Zdrojem svétla jsou lasery, svétloemitujici diody,
vybojky ¢i lampy. Technikami optickych biosenzorl a jejich moZnostmi se v pifehledovém
referatu zabyval Ramsden. Jsou zde popsany reflekéni techniky, absorpéni spektroskopie,

fluorescence, luminiscence apod. [14].

2.3.2 Kalorimetrické biosenzory

Zménu teploty v prib¢hu enzymatickych reakci vyuZzivaji kalorimetrické biosenzory.
Pievodnikem je obvykle termistor, jehoz odpor zavisi na teploté [15]. Protoze nelze piesné
urcit, kolik tepla bylo uvolnéno (Cast tepla se spotiebuje zafenim, vedenim apod.), mé tento
typ biosenzorti sva omezeni. Je zde mimo jiné vyzadovano sledovani teploty v rozliSeni

0,0001°C, coz vyzaduje naro¢né pristrojové vybaveni.
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2.3.3 Hmotnostni (piezoelektrické) biosenzory

Piezoelektricky jev byl objeven koncem 19. stoleti jako elektricky potencial, vznikajici
pfi mechanickém tlaku na povrchu riznych krystalt (kfemen, turmalin). Kazdy krystal ma
ptirozenou vibracni frekvenci; pokud je piezoelektricky, vibraci vznikéd oscilujici elektrické
pole o stejné frekvenci. Naopak, pokud je piezoelektricky krystal zapojen do oscilujiciho
obvodu, zacne vibrovat. Stabilni vibrace vSak nastdva pouze pifi piirozené rezonancni
frekvenci, kdyz je umoznén efektivni pienos energie z elektrického pole. Specifi¢nost
stanoveni se dosdhne potazenim povrchu krystalu vhodnou vrstvou bioelementu. Adsorpci
analytu na aktivni povrch krystalu dojde ke zméné rezonancni frekvence tohoto krystalu, ktera
je timérnd hmotnosti navazané latky [16],[17]. Piezoelektrické biosenzory se vyuzivaji hlavné

na poli imunosenzort.

2.3.4 Elektrochemické biosenzory

K nejzndméjsim, vyvojové nejstarSim a stale nejvice vyuzivanym biosenzoriim patii
enzymové¢ elektrody, které vynikaji zejména piiznivou pofizovaci cenou, nizkymi provoznimi
naklady a z hlediska analyzy obvykle vykazuji rychlou odezvu. Mohou byt dale rozdéleny
podle techniky méfeni na potenciometrické, konduktometrické a nejvice rozSifené

amperometrické biosenzory [18].

2.3.4.1 Potenciometrické ptevodniky

Zéakladem potenciometrickych méfeni je zména potencidlu vyvoland akumulaci néboje
na rozhrani elektrody s roztokem. Lze méfit zmény v koncentraci iontli za pouziti iontoveé
selektivnich elektrod —,,ISE*, kterych existuje n€kolik druht [19]:

- sklenénd pH elektroda

- pevné ISE tvofené tenkou vrstvou iontového vodice z monokrystalli, ale také taveniny
nebo vylisky praskt pevnych soli polykrystalické povahy

- kapalné¢ ISE, kde jsou pouzity membrany s kapalnymi elektroaktivnimi latkami
rozpusténymi ve vhodném netékajicim a s vodou se nemisicim rozpoustédle

- elektrody s pfidavnymi membranami. Mohou to byt napf. elektrody s membranou
zhotovenou z tenkého silikonového kaucuku nebo teflonu, umisténou na povrchu ISE
(nejcastéji pH elektroda), ktera je propustna pro plyny, napt. CO, a NHs.

Moderni a pfitom sé€riové vyrabéné jsou v soucasnosti miniaturni potenciometrické senzory,
vychazejici z tranzistort fizenych polem, ozna¢ované IS-FET (z angl. ,,lon-Sensitive Field Effect

Transistor”), CHEMFET (citlivé na slouceniny nebo ionty), ENFET (vyuZzivajici
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biokatalyzatorti-enzymt) a celé fady dalSich. Jedna se o polem fizené tranzistory, které maji na
fidici elektrod¢ umisténu vrstvicku latky selektivné reagujici s analytem. Jako selektivné reagujici
latky se vyuzivaji v podstaté stejné vrstvy jako v iontové-selektivnich elektrodach s kapalnou
membranou a i jejich vlastnosti jsou podobné. Vyhodou IS-FETa, CHEMFETU, ENFETU aj. je,

7e neobsahuji vnitini elektrolyt, a proto mohou pracovat i v naklonéné poloze.

2.3.4.2 Konduktometrické prevodniky

Konduktometrie je zalozena na schopnosti roztoku elektrolytu vést elektricky proud.
Sledovani zmén vodivosti pii biochemickych reakcich vyzaduje produkei ¢i spotfebu iontl
nebo jiné zmeény, napt. zmény velikosti nabitych Castic. Mezi enzymy je produkce ionti
spojena s u¢inkem hydrolaz a amidaz, zménu velikosti nabitych ¢astic pak ovliviuji fosfatazy,
sulfatazy nebo nukledzy. Velmi pohodlné tak Ize napt. provadet stanoveni neutralnich lipidd,
které po nastépeni lipazou poskytuji ionty H'. Klasickym piikladem je také reakce ureazy pfi

stanoveni mocoviny.

2.3.4.3 Amperometrické prevodniky

Amperometrické biosenzory poskytuji jako signal proud vznikly elektrochemickou
reakci pii konstantnim napéti pracovni elektrody. Ten je umérny koncentraci analytu ve
vzorku. Biosenzor vynikd rychlou odezvou a vyssi citlivosti, selektivita je pak fizena redox
potencialem analyzovanych latek ptitomnych ve vzorku.

Bioelement pii oxidaci substratu odevzdava elektrony pracovni elektrod¢, na jejimz
povrchu dochazi k elektrochemické regeneraci celé transtportni kaskady, ¢imz se cely redoxni
kolobéh uzavie [20]. Zakladnim ptfedpokladem tohoto tvrzeni je skute¢nost, ze elektrodova
reakce probihd mnohem rychleji nez transport analytu k elektrodé. Rychlost urcujicim
stupném je potom transport elektroaktivni latky k elektrodé, ptficemz rychlost tohoto
transportu se s rostouci tloustkou diftizni vrstvy zpomaluje podle druhého Fickova zékona.
Pokud se po dobu méteni zajisti konstantni tloustka difazni vrstvy, zaznamenéava se limitni
diftzni proud iq4 (1):

(iy), :nFAD@ 1)
kde c je koncentrace analytu ve stanovovaném roztoku, Co koncentrace analytu na povrchu
pracovni elektrody a | tloustka difuzni vrstvy.

Amperometrické pievodniky dnes spojujeme s riznymienzymy nebo S jinymi

bioelementy. Pfi reakcich katalyzovanych enzymy se tvoii peroxid vodiku (mimo oxidaz
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tvoficich vodu) nebo spotiebovavd kyslik (u vSech oxidaz). Dehydrogendzy produkuji
(nepfimo) redukovanou formu B-nikotinamidadenindinukleotidu(fosfatu) (NAD(P)H).Tvorbu

nebo spotiebu téchto latek 1ze popsat témito obecnymi rovnicemi (2-4):

Substrat + 0, —=2™ 5 Produkt + H,0, 2)
Substrat + O, —E2™ 5 Produkt + H,O (3)
Substrat + NAD(P)" —E2™ 5 Produkt + NAD(P)H + H” (4)

Prvni amperometricky biosenzor pro stanoveni gluk6zy pomoci Clarkovy kyslikové
elektrody [21],[22] byl zaloZen na spotiebé kysliku (rovnice (5) a (6), kdy byl na platinovou
katodu vlozen potencial v rozmezi -0,6 az - 0,9 V vs. Ag/AgCI.

O, +2H,0+2¢ —»H,0, +20H" (5)
H,0, +2e~ —20H" (6)

Dnes se Castéji pouzivaji amperometrické biosenzory na bazi méfeni tvorby peroxidu
vodiku. Oproti kyslikovym ampeormetrickym biosenzorim vykazuji vyssi citlivost.
Konstrukce elektrod pro peroxid vodiku je témét stejnéd jako u kyslikovych, lisi se pouze v
tom, Ze elektrody pro peroxid vodiku nemaji membranu. Platinova nebo uhlikova elektroda ze
skelného uhliku je polarizovana potencidlem 0,65-0,9V vs. Ag/AgCl, pfi némz dochazi k

anodické oxidaci peroxidu vodiku dle rovnice (7):

2H,0, >2H,0+0, +2e +2H"* @)

Oxidace H,0; na uhlikovych elektrodach vyzaduje vysoké piepéti, obvykle mezi +0,65
az +0,9V. To je velmi neptiznivy jev, nebot pii takovychto potencidlech se nejvice projevuje
vliv interferentd, které se pfi takovém piepéti snadno oxiduji. Mezi interferenty patii kyselina
mocova, Ci kyselina askorbova, paracetamol a;.

To se tyka i dehydrogenazovych biosenzor(, které se vyuzivaji ke stanoveni koncentrace
NAD(P)H. Mechanismus oxidace NADH neni uplné objasnén, proto jej zapisujeme dle

obecné uznavaného mechanismu [23], jak ukazuje rovnice (8):
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_e_ . _H,F . A
NADH —— NADH" —> NAD'=——= NAD"
pomalu stfedné rychle rychle (8)

Vysoké prepéti lze potlacit pouzitim tzv. mediatort nebo katalyzatoru (kapitola 2.7).
Dnes je ptikladan velky vyznam modifikovanym amperometrickym biosenzorim, které maji
méfitelny signal 1 pfi nizkém vlozeném napéti. Nizké vlozené napéti znemoziuje oxidaci
vétsing interferujicim latkam, coz zvySuje specifitu.

Mnoho praci se také zabyva kombinaci vyhod nizkého vlozeného pracovniho potencialu
a/nebo predfazeni polymerni membrany, kterd omezi pfistup interferujicich latek k elektrodé.
Mechanismus membran je zaloZzen na omezeni pfistupu ¢astic podle velikosti (acetat
celuldza), naboje (Nafion), polarity (fosfatidylcholin), popf. jejich kombinace (acetat
celuldoza/Nafion). ZvySeni selektivity elektrochemickych biosenzorti lze dosdhnout taktéz
chemickou modifikaci polymernich membran neionickymi tenzidy [24] nebo jinymi

zmé&kcovadly [25].

2.3.4.3.1 Typy elektrod v amperometrii

Amperometricka méteni se obvykle provadéji v trielektrodovém usporadani (mérna,
srovnavaci a pomocna elektroda). Mozné vSak je 1 dvouelektrodové uspotfadani, tedy
kombinace mérné a srovnavaci elektrody, které se pouziva tehdy, pokud systémem protékaji
malé proudy a odpor roztoku neni vysoky. Pti pouziti pomocné elektrody se méti proud mezi
pracovni a pomocnou elektrodou; proud protékajici mezi referentni a pracovni elektrodou je
minimalni.

Nejpouzivangj§imi  referentnimi  elektrodami  jsou  kalomelovd  elektroda
(Hg/Hg.Cly/sat. KCI, E = 0,2412 V) a chloridostiibrna (Ag/AgCl/3M KCIl, E = 0,2042 V).
Pomocné elektrody musi byt tvofeny z dobrého vodice s dostatecné velkou plochou a musi
byt elektrochemicky neaktivni. Nejcastéji se pouziva platina ve formé dratku ¢i plisku. Jako
pracovni elektrody je mozno pouzit elektrody z uslechtilého kovu, déle elektrody ze skelného
uhliku, elektrody zaloZzené na heterogennich uhlikovych materidlech (SPE, CPE), jejich

modifikace, apod.

2.4 Elektroanalyticka méreni v pritokovych systémech

Elektroanalytickd métfeni v pritokovych systémech dnes velmi usnadiuji analyzu a

zaroven zkracuji jeji dobu. Provozni laboratofe musi velmi rychle a spolehlivé analyzovat
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velké poéty vzorkil a je pro né tedy nepohodlné pouzivat vsadkovy typ analyzy. Resenim
tohoto problému je davkovani vzorku do proudu kapaliny, kterd jej nese analytickym
systétmem az k detektoru. Existuji tfi takové zékladni typy analyzy: kontinualni pratokova
analyza (continuous flow analysis, CFA), modernéjsi pritokova injek¢éni analyza (flow
injection analysis, FIA) a metoda sekvenéni injek¢ni analyzy (sequential injection analysis,
SIA) — obr. 1 a 2. Méfeni v pratokovych systémech je ovlivnéno chovanim proudiciho
elementu. Velky diraz je zde kladen predevSim na detektor, protoze musi byt schopen co
nejrychleji a co mozna nejlépe reagovat na zmény v protékajicim analyzovaném systému.
Elektrochemické metody jsou pomérné vhodné pro detekci latek v prutokovych systémech a
proto je lze spojit napiiklad s metodou vysokotéinné kapalinové chromatografie (high-

performance liquid chromatography, HPLC), nebo s metodou FIA atd.

Peristalticka Davkovaci
pumpa ventil Elekirochemicky

detektor

Nosny @—> Odpad
elekirolyt

Obr. 1 Schéma zatizeni FIA s amperometrickou detekci

Peristalicka Y .
pumpa Reakenl
kKolona pegekior
Privod Odpad
Nosi¢—
Multipozi¢ni
selekéni ventil
Vzorek

Reagent

Obr. 2 Schéma zafizeni STA
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2.5 Objem a geometrie pritokové cely

Objem detekéni cely zavisi na rychlosti a reprodukovatelnosti transportu analytu k
pracovni elektrodé. V primyslovych analyzatorech, kdy je vétSinou k dispozici velky objem
analytu a zmény koncentrace nebyvaji pfili§ rychlé, mize byt méfici cela velkd. Volba co
nejmensiho objemu cely je vyhodna z hlediska transportu analytu: draha, kterou musi ¢astice
analytu urazit k povrchu elektrody je kratkd, a protoze byva srovnatelna s tloust’kou diftizni
vrstvy, je vliv konvektivni slozky mensi a rychlost transportu reprodukovatelnéjsi. Maly
objem cely je vhodny, pokud se pracuje s malym objemem vzorku, napt. klinického ptivodu
(krev, moc€). Jestlize ma byt detekéni cela co nejmensi, je také kladen velky diraz na
geometrii cely. Dobfe zvolena geometrie detekéni cely miize také potlacit nekteré nezadouci
jevy béhem amperometrickych i1 jinych méfeni. Napf. béhem amperometrického méteni v
pratoku by mély byt elektrody co nejblize u sebe aby se potlacil vliv ohmické polarizace.

Pozice elektrod a tvar cely by také nemély zhorSovat reprodukovatelnost toku kapaliny [26].

2.6 Elektrody pouzZivané v amperometrii

Pro amperometrickd métfeni se nejéastéji pouziva tiielektrodové usporadani (pracovni,
referentni a pomocna elektroda). Je to z toho divodu, Ze je mozné tyto systémy vyuzivat pii
vySSich odporech roztoku, protoZe tento systém pomuze potlacit vliv vysokého odporu v

roztoku.

2.6.1 Pomocné elektrody

Pomocné elektrody mohou mit riznou podobu. Vétsinou byvaji slozeny z platinového
plisku, nebo z uhlikové ty¢inky. Jako pomocnou elektrodu Ize mnohdy pouzit i samotny
povrch mérné cely, kterd se pouziva pii pritokové analyze. Je zde dulezité, aby pomocna
elektroda nebyla polarizovatelnd. Toho doséhneme tim, ze pomocna elektroda bude mit

podstatné vétsi povrch nez elektroda pracovni.

2.6.2 Referentni elektrody

Jako referentni elektrody se pouzivaji elektrody druhého druhu, tzn. elektrody slozené
z malo rozpustné soli ponofené do roztoku obsahujici aniont této soli. V praxi se setkavame se
dvéma zakladnimi: kalomelovou, chloridostiibrnou. Prvni uvedena elektroda se sklada z Hg,
HQ.Cl; a je ponoifena v nasyceném roztoku KCl, argentchloridova je slozena z Ag, AgCl v

roztoku KCIl, nej€astéji 3M.
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2.6.3 Pracovni elektrody

Materidlti pro zhotoveni pracovnich elektrod je cela Skala, nejpouzivanéjsi jsou vSak
elektrody zhotovené z uslechtilych kovi (platina ¢i zlato). Dnes se také hojné vyuzivaji
heterogenni uhlikové materidly (tisténé elektrody z uhlikového inkoustu, uhlikové pastové

elektrody) i homogenni uhlikové elektrody (napi. elektrody ze skelného uhliku)

2.7 Heterogenni uhlikové elektrody

Heterogenni uhlikové elektrody se fadi mezi elektrochemické senzory obsahujici uhlik
jako elektricky vodivy materidl, ktery je zaclenén v matrici (pojivo). Pouzitd pojiva mohou
byt kapalna (uhlikové pastové elektrody) nebo pevnd (uhlikové tisténé elektrody). Velkou
vyhodou téchto typt elektrod je moznost jejich modifikace pfimisenim chemickych nebo
biologickych latek k uhliku a pojivu, ¢imz lze zvysit selektivitu nebo citlivost stanoveni. Dale
tyto elektrody vynikaji velmi nizkym proudem pozadi, Sirokym rozsahem pracovnich
potencialli (podle typu uhliku a prostfedi od — 1,7 Vaz do + 1,2 V) a pomérné nizkou
potizovaci cenou. I kdyZ jsou pouzita pojiva elektricky nevodivé latky, maji vysledné smési

velmi dobrou vodivost. Odpor elektrod se pohybuje mezi 3-200 Q.

2.7.1 Uhlikové pastové elektrody

Elektrody ve formé pasty (,, CPE“, z angl. Carbon Paste Electrodes) ptedstavuji smés
praskového uhliku s kapalnym pojivem ve vhodném poméru [27],[28]. Obvykle se ptipravuji
laboratorné diikladnou homogenizaci komponent Vv tieci misce [29]. Takto zhotovené pasty se
plni do vhodného elektrodového pouzdra, napt. pistového typu (Obr. 3). Klasické pastové
smési obsahuji vysoce vodivy spektroskopicky grafit a elektricky nevodivou, chemicky
inertni a ve vodé nerozpustnou kapalinu. Hojn€ pouZivané jsou parafinové, mineralni (Nujol,
Uvasol) a silikonové oleje. Uhlikova cast smési je tvofena grafitovym prasSkem, ktery
obsahuje rizné velké Castice v rozsahu cca od 10 nm po desitky um [30]. Dale je mozné
pouzit grafitovy prasek, ziskany kontrolovanou pyrolytickou degradaci vysokomolekuldrnich
pryskyfic (tzv. ,,glassy carbon powder”) [31]. Trendem nedavné doby se staly uhlikové
nanotrubice tzv. ,,carbon nanotube* [32].

CPE se uchovava ponotend v destilované vodé€, nebot’ organické pojivo mize Casem
vytékat. Takto pfipravené elektrody jsou stabilni po nékolik tydnt. Fyzikalné-chemické

procesy a nekteré elektroanalytické aplikace jsou popsany v piehledovém ¢lanku [33].
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Obr. 3: Pistové pouzdro pro uhlikovou pastovou elektrodu

2.7.2 Uhlikové tisténé elektrody

Dalsim typem jsou elektrody pfipravené sitotiskovou technikou (SPE, z angl. Screen
Printed Electrodes). Pokud je jako vodi¢ pouzit uhlik, pak se jedna o SPCE (z angl. Screen
Printed Carbon Electrodes). Nejvystiznéjsi je vSak oznafeni TFE (z angl. Thick-Film
Electrodes), 1épe charakterizujici rozméry elektrody jako ,,tlusté filmy (n€kolik desitek
mikrometra).

Na nosnou podlozku se tiskem pies matrici s poZadovanym vzorem nanese tiskova smés
(obr. 4). Po vytvrzeni pojiva (vypafeni rozpoustédla pii pokojové teploté nebo vyssi,
zpravidla 60-120°C, popi. za pouziti UV-zafeni) je elektroda ptipravena k pouziti. Cely
proces muze byt nékolikrdt opakovan. V dal$i fazi se mohou nanaSet dalsi elektrody
(referentni, pomocnd) nebo vrstvy se specidlnimi funkcemi (ochranné vrstvy k vymezeni

povrchu elektrody, ochrana kontaktnich drah, enzymové vrstvy apod.).

Tiskovy proces:

1. tisk pracovni elektrody '
2. tisk referentni elektrody ’
(volitelny)

3. tisk pomocné elektrody Tidténé elektrody
(volitelny)

4. tisk izolacni vrstvy
(volitelny)

Obr. 4: Tisk SPE

Existuje celd fada komercnich tiskovych smési od firem Acheson, Dupont, Ercon (USA)
nebo Gwent Electronics (GB), ale stejné tak se daji namichat i v laboratornich podminkach.
Vhodnym a nejcastéjSim tiskovym materidlem jsou pasty na bazi uhliku nebo i sttibra, zlata ¢i
platiny. Jako pojivo pak slouzi polymer, napt. polykarbonat nebo acetat celulozy [34], ktery je
rozpu$tén v organickém rozpoustédle jako cyklohexanon, ethylenglykol, aceton, terpineol,

etylceluloza a dalsi. Jako podklad 1ze pouzit keramické desticky na bazi korundu [35] (obr. 5),
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které nabizi napf. firma COORS (USA), nebo riizné druhy plastti jako PVC [36], polyethylen,
polykarbonat [37] ¢i polyester [38]. Kli¢ovym parametrem pro pfipravu elektrod je povaha
pasty (inkoustu), ktera ovliviiuje kinetiku pfenosu elektronti a rozsah pracovnich potencialt
[39].

SPEs jsou senzory uréené zejména pro jednorazova pouZiti.
Jejich vyhodou je moznost masové produkce a podobné jako u
pastovych elektrod levna vyroba a moznost jednoduché a rychlé
modifikace. Ruzn¢ modifikované SPE mohou slouzit ke stopové

analyze raznych anorganickych ionti a organickych sloucenin,

polutantli v zivotnim prostiedi a biologicky dilezitych molekul.

Obr. 5: SPCE

2.8 Enzymy

2.8.1 Obecna charakteristika

Enzymy jsou proteiny (bilkoviny) specializované na katalyzu chemickych reakci
v organismech, ucastni se syntézy latek nepostradatelnych pro organismus a také degradace
proteintl. Dnes je zndmo vice nez 2000 riznych enzymd.

Soucésti molekul enzymii jsou nizkomolekulové neaminokyselinové struktury nazyvané
kofaktory. Je-li kofaktor pevné vazan na bilkovinovou slozku enzymu, je tato slozka
nazyvana prostheticka skupina. Jindy je kofaktor s bilkovinovou slozkou vazan slabé a mlize
se od ni lehce oddélovat; takovy kofaktor nazyvame koenzym. Funkce kofaktori spociva
VvV pfenosu atoml nebo jejich skupin, nebo elektronii pifi biochemickych reakcich, které
enzymy katalyzuji. Kompletni fungujici enzym se nazyva holoenzym. Holoenzym se sklada

z apoenzymu (protein) a kofaktoru (obr. 6).

ENZYM
Holoenzym
[
I |
APOENZYM KOFAKTOR

bilkovinna ¢ast nebilkovinna ¢ast
substratova specifita funkéni specifita

[

I |
PROSTETICKA SKUPINA KOENZYM

Obr. 6: Slozeni enzymu
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Aktivita enzymu se udava v jednotkach U (Unit), coz je mnozstvi enzymu schopné za
minutu pfi saturaci substratem ptemeénit 1 pmol substratu, nebo také v jednotkéch kat (katal),
kde 1 kat predstavuje mnozstvi katalyzatoru, které za standardnich podminek pfeméni za 1

sekundu 1 mol substratu.

2.8.2 Klasifikace enzymi

Zakladem jednotné klasifikace a nomenklatury enzymu je jejich rozdéleni do Sesti
hlavnich tfid podle typu katalyzované reakce. Déleni enzymil na hlavni tfidy, soustavu podtiid
a skupin (podpodtiid) umoziuje vytvoreni ¢tyfmistného ¢iselného kodu E.C. (z angl. ,,Enzyme
Classification®) pro oznaceni enzymu; posledni Cislo je pofadové ¢islo enzymu ve skupiné

[40].

e E.C.1.--.- oxidoreduktizy — Kkatalyzuji intermolekulové oxida¢né-redukéni premény.
Jsou jednou z nejpocetnéjSich tiid enzymu a vSechny jsou povahy slozenych bilkovin.
Oxidaéné-redukéni déje realizuji bud’ pfenosem atomil vodiku (dehydrogenazy) nebo
elektronti (transelektrondzy). Pokud enzymy pomahaji zabudovat do substratu atom
kysliku, nazyvame je oxygenazy. Oxidoreduktazy se déli na podtiidy podle funkénich
skupin, které¢ jsou donory protonti nebo elektronti. Jsou nejvice vyuzivanou skupinou
enzymil v amperometrickych biosenzorech.

. E.C.2.-.-.- transferdazy — realizuji ptenos skupin v aktivované formé& z donoru na
akceptor. Transferazy maji obecné povahu sloZenych bilkovin. Na podtiidy se rozdéluji
podle charakteru pfendsenych skupin.

. E.C.3.-.-.- hydrolazy — stépi hydrolyticky vazby vzniklé kondenzaci (peptidazy,
glykozidazy, esterazy), jsou vesmes povahy jednoduchych bilkovin délici se na podtiidy
podle typu Stépenych vazeb.

. E.C.4.-.-- lyazy (syntetazy) tato tfida enzymii s povahou slozenych bilkovin
zprostiedkovava nehydrolytické Stépeni a vznik vazeb C-C, C-O, C-N, reakci realizuji
odstépovanim/adici malych molekul z/do substratu. Lyazy tvoii malo pocetnou skupinu
enzymu. Na podtiidy se rozdéluji podle typu stépenych nebo syntetizovanych vazeb.

. E.C.5.-.-.- izomerdzy — realizuji vnitromolekulové pfesuny atomu a jejich skupin, tedy
vzdjemné premény izomert. Je to nejméne pocetnd skupina enzymu, vétSinou povahy
jednoduchych bilkovin. Déleni na podtfidy je zalozeno na typu izomerie.

. E.C.6.-.-.- ligazy — katalyzuji vznik energeticky naro¢nych vazeb za soucasného

rozkladu latky uvoliujici energii (napi. ATP). Ligazy se uplatiiuji hlavné pfi
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biosyntézach probihajicich v zivych systémech. Maji povahu slozenych bilkovin a dé¢li

se podle typu vytvarenych vazeb.

2.8.3 Struktura kofaktoru

Kofaktory jsou latky rtzné chemické povahy, jejich molekuly vétSinou obsahuji
heterocyklus, ktery tvoii bud’ reaktivni ¢ast kofaktoru, nebo ma funkci rozpoznavaciho prvku
pro sledovanou molekulu. Mnohé z kofaktorti maji tzky vztah k vitaminim rozpustnym ve
vod¢ (pfevazné skupiny B) a vétSinou obsahuji jako podstatnou slozku zbytek kyselin
fosfore¢nych, ¢asto vazanych v nukleotidu. Do této skupiny latek patfi:

a) koenzymy, které pienaseji skupiny atomu, vodik nebo elektrony od jednoho enzymu
k druhému

b) prosthetické skupiny, které jsou trvale vazany na peptidovou ¢ast enzymu (apoenzymu) a
behem katalytické reakce méni svou chemickou strukturu

C) ionty kovl vazané trvale v aktivnim centru enzymu (metalloenzymy, napf. zinek v
karboxypeptidaze, nikl v ureaze)

d) ionty kovi ucastnici se enzymové reakce, aniz by byly na enzym trvale vazany (napf.
vapenaté ionty jako aktivatory extracelularnich enzymt, hofe¢naté ionty u enzymu
Stépicich ATP)

e) dalsi slozky, které jsou pro reakci nezbytné (napt. kyselina askorbova pii hydroxylaci

prolinu vazaného v kolagenu).

wevr

2.8.3.1 Kofaktory oxidoreduktdz

a) Pyridinové (nikotinamidové) (di)nukleotidy
- nikotinamidadenindinukleotid (NAD™) (obr. 7)
- nikotinamidadenindinukleotidfosfit (NADP")

_ | CONH, NH,
S N =
“ 25 Ty
CH;—0—P—0—P—0—CH; NEgN
o O ©
H H H
OH HO
OH OR

R=H (NAD") R=PO;* (NADP")
Obr. 7: Struktura nikotinamidadenindinukleotidu
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Molekuly NAD(P*) se sestavaji z nikotinamidového a adeninového nukleosidu,
vzajemné spojenych prostiednictvim kyseliny fosfore¢né. Maji charakter transhydrogenaz
odnimajicich substratim dvojici atomt vodiku. Je zndmo asi 250 enzymdu, vyuZzivajicich
tohoto kofaktoru.

b) Flavinové nukleotidy
- flavinmononukleotid (FMN) (obr. 8)
- flavinadenindinukleotid (FAD) (obr. 8)

Flaviny jsou pouzivany k redox reakcim s pfenosem vodiku. Na rozdil od nikotinamidt
vSak mohou vstupovat i do reakci, v nichz je pfenasen kyslikovy atom, stejné€ jako do reakci

S jednoelektronovym pienosem.

0
HsC .
:@: S NH
NS
HsC NN No
CH,

|
H—C—OH

I NH,
H—(Ii—OH N
H-C—OH o 0o as

CHZ—O—FIJ—O—IID—O—CHZ N \N)

O (e}
H H
HO  OH
FMN

Y

FAD

Obr.8: Strukturni vzorec FAD a FMN
c) Biopterin
Jednim z pteridinovych kofaktord, jejichz zakladem je 2-amino-4-hydroxypteridin, je
biopterin. V redoxnich reakcich se uplatiiuje ve dvou oxidacnich stavech — ve ¢tyfelektronové
redukované formé a jako dvouelektronové redukovany dihydropterin.
d) a-Lipoat
Jedna se o cyklicky disulfid 6,8-dithiooktanové kyseliny, obsahujici na konci postranniho
fetézce karboxylovou skupinu, kterd je vézand na e-NH; skupinu lyzinového zbytku
bilkovinné ¢asti enzymu amidovou vazbou.
e) Benzochinony s isoprenoidnim fetézcem
Mezi nejzndméjsi zastupce této skupiny enzymu se fadi plastochinon, ktery se ucastni

svétlée faze fotosyntézy a ubichinony (koenzym Q apod.), které jsou soucdasti
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mitochondrialniho dychaciho fetézce. Mimo téchto dvou zastupcli sem patfi také vitaminy E a
K.
f) Hem
Soucasti tfady oxidoreduktdz prenasejicich samotné elektrony, jako je katalaza,
peroxidaza a pocetna skupina cytochromi, je hem. Je to ferroprotoporfyrinovy komplex,
jehoz zékladem je porfinovy skelet, tvofeny Ctyimi pyrrolovymi jadry spojenymi Ctyimi
methinovymi miustky. Pienos elektronli realizuji hemové transelektronazy pfechodem mezi
Fe?* a Fe®* ionty zeleza, vazanymi v hemov¢ strukture.
g) lonty Zeleza vazané ptimo na bilkovinu
Tyto nehemové ferroproteiny jsou nazyvany bilkovinami se zelezem a sirou. Jsou
zahrnuty v metabolismu H,, fixaci N, a CO,, jsou soucasti multienzymovych komplexa
respiracnich fetézcl a fotosyntetického aparatu, uplatiiuji se pfi nékterych hydroxylacich a pii
redukcich dusitant a sifi¢itand.
h) Glutathion
Ptenos atomu vodiku realizuje vratnou pfeménou thiolové skupiny zbytku cysteinu na

disulfid.

2.8.3.2 Kofaktory ptenasejici skupiny atomt
Do této skupiny patii zejména adenosintrifosfat (ATP, obr. 9), dale pak aktivni sulfat
3 '-fosfoadenosin-5 ~fosfosulfat  (PAPS), Kofaktory pienaSejici jednouhlikaté S$tépy

NH, adenosylmethionin, tetrahydrofoldt (THF),

N kofaktory pienasejici dvouuhlikaté S§tépy
M thiamindifosfat (TDP), kofaktor penasejici
aminoskupiny pyridoxalfosfat (PLP),
kofaktory prenasejici rozsahlé struktury
uridindifosfat (UDP) nebo  cytidindifosfat

(CDP).

Obr. 9: Molekula ATP

2.8.3.3 Kofaktory izomeraz

Izomerazy vétSinou nepotiebuji kofaktory. Pfi izomeraci sacharidii je vSak Ccasto

nezbytny uridindifosfat nebo kovalentné vazany NAD".
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2.8.4 Enzymova kinetika
Enzymatickou reakci 1ze znazornit nasledujici reakei (9):

k ky
EnS —> P+En 9)

S + En
k

Substrat S reaguje s enzymem En a prechodné spolu vytvareji komplex EnS, ktery se
nasledné rozpada bud’ na produkty P a volny En nebo zpét na En a S, pfi¢emz rychlost vzniku
komplexu EnS a jeho zpétného rozpadu na En a S je stejna. Je-li zachovana stala koncentrace

enzymu, rychlost enzymové reakce V lze popsat rovnici Michaelise a Mentenové (10) [41],

y = B (10)
Ky +[5]

kde Ky je Michaelisova konstanta a Vyax je maximalni (mezni) rychlost reakce. Ky
odpovida koncentraci substratu, pfi niz je rychlost reakce rovna poloviné Vyax (obr. 10), a
charakterizuje katalytické vlastnosti enzymu k piisluSnému substratu. Rychlost enzymové
reakce stoupd s koncentraci substratu pouze do urcité hodnoty, nad ni uz ke zvySeni rychlosti

pfidavkem substratu nedochézi.

= VMAK 4

L H]

|5 ]

-

o

o

i)

E Yo Viax 1 — —

E I

|

0 |

koncentrace substratu [S]

Obr. 10: Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu

Linearni rozsah kalibra¢nich kfivek je tedy zavisly na koncentraci substratu a Ky
pouzitého enzymu. U amperometrickych enzymovych elektrod je odezva zéavisla i na rychlosti
pfenosu elektronu zenzymu K elektrod¢é, popt. na rychlosti difuze vzniklého produktu

enzymovou vrstvou K povrchu pievodniku.
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Proteinovd povaha enzyml zplsobuje jista omezeni pii praci, protoze Zivotnost
biosenzoru je zavisla na stabilit¢ enzymu. Vétsina enzymu je degradovana vyssimi teplotami
(okolo 60°C), neSetrnym skladovanim, bakteridlni kontaminaci, pfitomnosti raznych
konzervantii a kovovych iontii (né€které mohou zvysSovat aktivitu jako Mg+2, zatimco Pb*?,
Ag’, Hg™ aktivitu snizuji) [42].

Enzym muze byt také hydrolyzovan silnymi kyselinami nebo z4sadami, coz zpisobuje
zménu v konformité¢ a tim i denaturaci. Pouze iontové formy aktivnich ¢asti enzymu i

substratu mohou spolu reagovat.

2.9 Imobilizace enzymii

Enzymy jsou latky rozpustné ve vodé a pro jejich dalsi pouziti by bylo nutné je z
roztoku opét izolovat. Tato nevyhoda byla vyfeSena nalezenim technik ukotveni enzymu na
pevnych nosic¢ich. Vyhody spojené s imobilizaci enzymu lze shrnout do nasledujicich bodu:
umoznéni opakovaného pouziti enzymu, vhodnost pro spojeni s kontinudlnimi procesy,
zvySeni stability enzymu a ¢aste¢na ochrana pted okolnimi vlivy (nepfiznivé pH, teplota).

Imobilizacni techniky jsou déleny na chemické a fyzikdlni. U chemickych
imobilizac¢nich technik dochdzi k tvorbé novych vazeb mezi enzymem a nosi¢em. Fyzikalni
imobilizace spociva v zachyceni enzymu nosi¢em pomoci van der Waalsovych sil,
vodikovych mustkl, nebo je enzym prosté obklopen jinou inertni latkou. Mezi chemické
imobilizaéni techniky enzymu patii kovalentni imobilizace a zesiténi biomolekul (,, cross-
linking ) a do fyzikélnich imobiliza¢nich technik se fadi adsorpce, zachyceni v kompozitnich
smésich, elektropolymerizace, zachyceni Vv sol-gel materialu, gelu nebo polymeru a
imobilizace pomoci membran.

Vybér metody imobilizace zavisi na vlastnostech enzymu, typu pievodniku, na
podminkach, pfi nichZ ma biosenzor pracovat, a v neposledni fadé¢ na fyzikalnich vlastnostech
analytu, popf. na velikosti stanovovanych molekul [43]. Molekuly vSech velikosti mohou
interagovat s enzymem adsorbovanym na povrchu elektrody. Je-li enzym zachycen pomoci
membrany ¢i gelu, lze stanovovat pouze malé molekuly, velké molekuly se diftizi k enzymu
nedostanou, ¢ehoz lze vyuzit téz k odstranéni interferenci.

Pfi imobilizaci je nutno vzit v tvahu nasledujici faktory:
1. Zachovat aktivitu a specificnost enzymu
2. Zabranit vzniku nespecifické vazby jako nésledek imobilizace

3. Préace s biosenzorem ma byt v idealnim piipad€é jednoducha a reprodukovatelna
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4. Vyhnout se extrémnim podminkam (pH, teplota, iontova sila atd.). Lze vSak poznamenat,

ze nekteré enzym mohou byt za urcitych podminek vystavovany relativné vysokym

teplotam (GOx az 60°C)
2.9.1 Chemicka imobilizace

2.9.1.1 Zesiténi biomolekul (cross-linking)

Enzymy a jiné proteiny mohou byt imobilizovany pomoci bifunk¢nich ¢inidel, kterymi
jsou nejcastéji glutaraldehyd [44],[45],[46], hexamethyldiisokyanat, popt. karbodiimid
trichlorotriazin.

Zesitit je mozno samotny enzym, popi. se mize enzym smichat s inertni bilkovinou,
napt. albuminem (BSA — ,, bovine serum albumin*) (obr. 11). Glutaraldehyd, BSA a enzym
vytvaii sitové usporadani na povrchu senzoru. Tato technika je jednoducha a rychla, nicméné

enzymy nebo protilaitky mohou byt zcasti deaktivovany reakci ¢inidla s aktivnimi misty

enzymul.
H Enzym H
?:O | C=N—Enzym
(Cl:Hz)s + NH; (C|I Hy)4
(I:ZO NH; (|3= N—BSA
H BSA H

Obr. 11: Zesiteni enzymu pomoci glutaraldehydu

2.9.1.2 Kovalentni imobilizace

Chemickd vazba vznikajici mezi bioelementem a povrchem pievodniku poskytuje
stabilni biovrstvy rezistentni k Sirokému rozmezi pH, teploty a iontl. Dochézi zde ale k urcité
ztraté bioaktivity. Jsou pouzivany tfi typy nosicl: anorganické latky, pfirodni a syntetické
polymery.

Pred vytvofenim vlastni vazby je potieba nejdiive aktivovat inertni povrch senzoru a tim
vytvofit vhodné funkcéni skupiny schopné vazby s bioelementem. Vhodnym aktivacnim
postupem je silanizace na anorganickych povrsich ¢asteéné pokrytych vrstvou oxidu (sklo,
ktemik, kovy) [47], nebo §tépeni amidovych vazeb polymernich materiald (Nylon, Silon
apod.).
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2.9.2 Fyzikalni imobilizace

2.9.2.1 Fyzikalni adsorpce

Adsorpce je reverzni proces vyuzivajici fadu interakci, napt. hydrofobni interakce, dale
iontové sily, vodikové mustky, van der Waalsovy sily, apod., které ovSem mohou velmi
vyrazn¢ zaviset na okolnich podminkéach (pH, iontova sila, teplota). Jako substrat je mozno
pouzit grafit, heterogenni grafitové materialy [48], plasty, sklo nebo celulozu.

Takto pripravené biosenzory se vSak vyznacuji nizkou stabilitou a po case ztraceji
enzymovou aktivitu. B€hem adsorpce miize nadbytek bilkoviny tvofit vice vrstev, které se
lehce desorbuji. Adsorpce na povrch elektrod jsou vSak schopné pouze né€které biomolekuly,
ptikladem muze byt cholin oxidaza adsorbovana na SPE [38],[49]. Vyhodou metody je
jednoducha pfiprava biosenzoru a Setrna manipulace s bioelementem, ktera, zejména
V pfipad¢ antigenil, nedenaturuje vazebnd mista a navic zlstava jejich orientace ve sméru

umoziujicim rozpoznani daného analytu.

2.9.2.2 Zachyceni v kompozitnich smésich tvoticich elektrodu

Imobilizace biomolekuly v polymeru, uhlikové pasté [50] nebo inkoustu [51] tvoticim
elektrodu je jednoducha metoda, podobnad fyzikalni adsorpci bioelementu. Enzymy,
mikroorganismy nebo bunky tkani se smisi a dokonale homogenizuji s kompozitni smési.
Poté se z této smési pfipravi elektroda bud’ béznym zplsobem nebo za upravenych podminek,
aby nedoslo k degradaci bioelementu (napt. pii piipravé SPE elektrod s enzymem je nutno
elektrody vysusit pii nizkych teplotach, aby nedoslo k denaturaci teplotné labilnich enzymu

ve vysouseci peci.

2.9.2.3 Sol-gel matrice

Porovité sol-gel materialy [52] ptedstavuji relativné novou a rychle se rozvijejici
skupinu latek vyuZitelnych pro imobilizaci bioelementii. Sol-gel matrice se pfipravuje pii
laboratorni teploté z organickych prekurzori [53],[54]. Metalalkoxid o nizké molekulové
hmotnosti, nejcastéji tetramethoxysilan (Si(OCHj3)s) nebo tetraethoxysilan (Si(OC;Hs)s), je
hydrolyzovan v pfitomnosti vody, kyselého katalyzatoru a rozpoustédla, napt. ethanolu.
Vysledkem hydrolyzy je vytvofeni silanolovych skupin (Si-OH), které jsou naslednou
kondenzacni reakci spojeny za vzniku siloxanovych polymert (Si-O-Si) tvoficich koloidni
suspenzi (sol) az gel. Na zavér jsou vysuSenim odstranéna rozpoustédla z pordzni sité a

vznika suchy gel. Zachyceni biomolekuly pomoci sol-gel matrice lze provést nekolika
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zpusoby. Sol-gel matrici je mozno pfimo dopovat glukéza oxidazou [55]. Dale je mozno
vyuzit sol-gel/enzym/sol-gel sendvi¢ové uspotfadani [56] nebo také dvouvrstvé usporadani
enzym-redox-polymer/sol-gel, napt. v biosenzorech pro stanoveni laktatu a kyanidu
[571.[58].

2.9.2.4 Zachyceni v gelu nebo polymeru

Zachyceni v gelu ¢i polymeru neboli inkluze biomolekul uvniti struktury membrany je
jednoducha a jemna metoda imobilizace [6]. Polymer se v pfitomnosti biomolekuly zesiti a
jeho pordzitu lze pak dodatecné prizpiisobit. ZvétSeni port se provadi napt. pomoci alkalické
hydrolyzy acetylcelulézy [59], jejich zmenSeni pomoci organosilanti nebo lipidickych latek
zachycenych uvnitf pérd. Membrina mulze byt tvoiena polyakrylamidem, Zzelatinou,
polyvinylalkoholem [60], Nafionem [61], polyurethanem, apod.

Nafion (obr. 12) je komeréné dodavany polymer pouzivany pro piimou imobilizaci
enzymil. RozpuStény enzym se smicha s Nafionem, képne se na povrch elektrody a po
odpafeni rozpoustédla je elektroda pfipravena k pouziti. Mulze se taktéz vyuzit jako
permselektivni membrana, nebo vzhledem ke své struktufe jako iontoméni¢ odpuzujici
anionty.

—[(CF;— CFZ)X—C|IF— CF,ly—

O

CF,

(CF—CF¥; O — CF,— CF;—SOH

Obr. 12: Molekula Nafionu

2.9.2.5 Elektropolymerizace

Tato imobilizacni technika vyuzivd elektrochemickou oxidaci k piipravé reaktivnich
monomert. Které pak spontanné vytvaii polymerni film na povrchu elektrody (vlozeny
potencial zpravidla mezi +0,6 az +0,8 V vs. Ag/AQCI) . Tyto filmy se daji vytvofit i na
¢lenitém povrchu nebo na povrchu mikroelektrod. Typickymi piiklady takto vyuZivanych
polymeri jsou polypyrroly [62], polythiofen, polyanilin, polyindol, aminodifenylamin [63],
fenylendiamin [64],[65], a jiné. Pokud jsou v prib¢hu eletropolymerizace v roztoku piitomné
biomolekuly, dochézi k jejich zachyceni uvnitt vznikajici membrany. Méné se miiZe uplatnit
také kladny naboj polymeru. Vlastnosti membrany je mozZné ovlivnit pfidavkem dal$ich latek

do elektropolymeriza¢ni smési. Tloustku membrany urcuje velikost proslého naboje, tak se da
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snadno reprodukovatelné¢ ovlivnit mnozstvi imobilizované biomolekuly. N¢&které
eletropolymerni vrstvy mohou byt navic vodivé, coz usnadiuje pienos elektronti mezi

elektrodou a biomolekulami.

2.9.2.6 Imobilizace pomoci membran

Biosenzory mohou byt piekryty tenkou membranou, ktera fidi transport latek (diftzni
kontrola), omezuje popi. zabranuje vlivu nezddoucich latek (interferenci) a také slouzi jako
mechanickd ochrana ¢idla. Membrany také zvysuji biokompatibilitu pii stanovenich ,, in vivo
[66] nebo v klinickych vzorcich. Napf. pro zvySeni hemokompatibility pii kontaktu s krvi je
¢asto pouzivana membrana, jejiz povrch je upraven heparin sulfatem [67]. PouZiti membran je
taktéZ vhodné pii analyze vzorkli se zvySenym obsahem bilkovin, které se absorbuji na
aktivni mista enzymu a zpisobuji tak pokles citlivosti.

Pro pfipravu membran lze vyuzit komeréné dostupné polymery jako polyvinylchlorid
(PVC), polyethylen, polymetakrylat a polyuretan pro jejich vhodné fyzikalni a chemické
vlastnosti. Déle je mozno pouzit rizné¢ dialyzacni membrany (celuldza, acetylcelul6za nebo
polykarbonaty), vhodné zejména pro mikrobidlni nebo tkanové biosenzory.

Membranu je mozno vytvofit pfimo na povrchu senzoru [59] (vhodné piedev§im pro
velmi malé senzory) nebo fazovou konverzi z polymert [6], kdy se polymer rozpusti ve
vhodném rozpoustédle, nalije se na vhodny povrch (Petriho miska) a pocka se do odpateni
rozpoustédla (napt. acetylceluloza v acetonu nebo cyklohexanonu). Membranu je pak mozné

nastiihat na pozadovanou velikost [68].

2.10 Mediatory

2.10.1 Obecna charakteristika mediatora

Mediatory jsou prenaSece elektroni, které se mohou pohotové ucastnit redoxni reakce
s biologickou slozkou. Jsou to vétSinou nizkomolekularni redoxni pary, které pienaseji

elektrony z redoxniho centra enzymu na povrch pracovni elektrody (11 — 13).

Glukéza + GOx-FAD + H,O —— kyselina glukonova + GOx-FADH; (11)
FADH; + Moy —> FAD + Mg + 2H" (12)
Na elektrodé: Myeq —> Moy (13)

Od mediatoru se ocekava, Ze bude stabilni za danych experimentalnich podminek a
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nebude se ucastnit jiné konkuren¢ni reakce béhem pienosu elektrond [69]. Pro vybér
vhodného medidtoru pro amperometricky biosenzor je dobré prostudovat jeho vlastnosti
pomoci cyklické voltametrie [70]. Vlastnosti idealniho mediatoru jsou: schopnost rychle
reagovat sredukovanym enzymem; nezavislost na pH; nizké pfepéti pro regeneraci
oxidovaného mediatoru; stabilita jak oxidované tak redukované formy; redukovana forma by
neméla reagovat s kyslikem. Pouzivani mediatori ma mnoho vyhod. Jednou z nich je jejich
nizka zavislost na koncentraci kysliku. Diky medidtorim Ize nastavit mnohem nizsi

potencialy, které¢ se blizi k nule a tim se tak vyhnout interferujicim latkdm v tomto rozmezi

[69].
2.10.2 Typy pouzivanych mediatori

2.10.2.1 Organicka barviva

Organicka barviva jako je alizarinova zlut’ [71], fenaziny [72], methylenova modi [73]
jsou Casto pouzivanymi mediatory, které vSak maji nizkou stabilitu a jejich redoxni potencial

zéavisi na pH.

2.10.2.2 Ferroceny a jejich derivaty
Ferroceny a jejich derivaty patfi do skupiny medidtorti, které lze také pouzit pro
konstrukci stabilnich a velmi citlivych biosenzort [74]. Ferroceny se skladaji z ionu Zeleza,
ktery je obklopen dvéma cyklopentadienovymi kruhy, které pak mohou byt rizné
substituovany. Jako ptiklad 1ze uvést biosenzor pro stanoveni galaktézy. Na povrchu uhlikové
elektrody je zde adsorbovan ferrocen. Tento systém nabizi nizky detek¢ni limit, rychlou

odezvu a Siroky linearni rozsah [75].

2.10.2.3 Tetrakyanochinondimethan (TCNQ) a tetrathiafulvalen (TTF)

TCNQ je velmi efektivnim medidtorem pifenasejicim elektrony a je jako mediator hojné
vyuzivan. Hlavni pozornost pouta predevsim svoji citlivosti k NADH [76].

TTF je heterocyklicka sloucenina obsahujici siru (obr. 13). Muze slouzit jako pfipadna
nahrada derivatd ferrocenu pro konstrukci amperometrickych biosenzort [77]. TTF byl
napiiklad vyuzit jako mediator pro konstrukci biosenzoru modifikovaného glukéza oxidazou

na uhlikové pastové elektrodé pro pritokovou analyzu [78].
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Obr. 13: TTF

2.10.2.4 Vodivé soli

Vodivé soli, jakymi jsou tetrathiafulvalen-tetrakyanochinondimethan (TTF-TCNQ) a N-
methylfenazinium-tetrakyanochinondimethan (NMP-TCNQ), byly mnohokrat pouzity pro
tvorbu biosenzorti. Pouzivaji se bez mala tficet let a stale patii k velmi populdrnim
mediatorim elektrochemickych biosenzorti. Pomoci mediatoru TTF-TCNQ byl sestrojen
napiiklad biosenzor modifikovany enzymem formaldehyd dehydrogenazou pro stanoveni

formaldehydu [79].

2.10.2.5 Chinony

Chinony jsou latky s oxidacnimi vlastnostmi. Pii redoxni reakci se redukuji na
hydroxyslouceniny a ty jsou nasledné oxidovany zpét na chinony pfedanim elektrond na
elektrodé. Chinony se jako mediatory vyuzivaji zejména pii konstrukei biosenzorii

modifikovanych dehydrogenazami, protoze zajist'uji elektrokatalytickou oxidaci NADH [80].

2.10.2.6 HexakyanozZelezitany (hexakyanozeleznatany)

Hexakyanozelezitany jsou bézné pouzivané mediatory pti konstrukci biosenzori. Jejich
hlavni vyhodou je snadnd dostupnost na trhu a nizkd cena. Pfenos elektroni zde
zprostfedkovavaji ionty Zeleza, které se snadno oxiduji i redukuji. Diky témto biosenzoriim
bylo zkonstruovano velké mnozstvi enzymatickych biosenzori pro stanoveni riiznych analytt:

glukoza, cholesterol [81], laktat [82].

2.10.2.7 Kovy
Kovy a jejich slouceniny, jako oxidy, pfedstavuji nejveétsi skupinu medidtor ve spojeni
s uhlikovymi biosenzory. Kovy jsou pouzivany jiz od prvopocatkl elektrochemie. Jejich
vyhoda spociva v tom, ze jsou schopny rychlého pfenosu elektronti pti elektrodové reakcei. Ve
spojeni s uhlikovymi elektrodami byla dtkladné¢ prozkoumana celd fada kovu a jejich

sloucenin jako stiibro [83], ruthenium [84], platina, rhodium [85] osmium, mangan, atd.
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2.11 Uhlikové nanotrubice (CNTs)

Uhlikové nanotrubice (CNTs — Carbon nanotubes) patii mezi nedavno objevené
alotropy uhliku, které vzhledem ke svym jedine¢nym vlastnostem nabizi uplatnéni v mnoha
aplikacich (napf. v elektrochemii se vyuZzivaji pro modifikaci pracovnich elektrod, které Ize
dalsi upravou modifikovat pomoci biomolekul, které pak dokazi zvysit specifickou afinitu k
urcité latce a tim zvysit selektivitu a citlivost elektrochemické analyzy).

| kdyz byly uhlikové nanotrubice (tehdy jako tutvary) pozorovany jiz v padesatych
letech, jejich objev je pfipisovan prof. lijimovi, ktery v roce 1991 jako prvni publikoval
Clanek o piipravé vicesténnych uhlikovych nanotrubic vnofenych do sebe [93]. O existenci a
ptipravé jednosténnych uhlikovych nanotrubic nasledné publikoval rovnéz lijima a zaroven

nezavisle i Bethune v roce 1993 [94].

2.11.1 Struktura a vlastnosti uhlikovych nanotrubic

Zékladnim stavebnim prvkem nanotrubic je grafen. Grafen (obr. 14a) je forma uhliku s
atomy tvoficimi rovinnou Sestitthelnikovou strukturu. Pokud tuto vrstvu svineme, ziskdme
jednosténnou uhlikovou nanotrubici (SWNT) (obr. 14b). Zavislost sméru sbaleni
dvojrozmérnych grafenovych vrstev danym chiralnim vektorem uréuje vyslednou strukturu
uhlikovych nanotrubic. Chiralita pak ovliviiuje vodivost, hustotu, mfizkovou strukturu a dalsi
vlastnosti nanotrubice [95].

Uhlikové nanotrubice lze rozd€lit na dva zdkladni typy. Prvnim typem jsou
jednosténné CNTs (SWNT — Single Wall Carbon Nanotube), které maji typicky primér v
rozmezi od 0,4 do 2 nm a délku az n¢kolik mikrometri. Druhym typem jsou mnohosténné
CNTs (MWNT - Multi Wall Carbon Nanotube, obr. 14c), tvofené z nékolika soustiednych
uhlikovych nanotrubic, které jsou zpravidla v priméru vétsi nez 2 nm, zatimco jejich délka
muze byt vice nez 10 um. Nanotrubice maji dobré mechanické, elektrické a optické vlastnosti,
jsou pevné (az 100x pevnéjsi nez ocel), pruzné a tepelné stabilni. CNTSs jsou chemicky inertni
a nejsou napadany silnymi kyselinami nebo zasadami [96].

a)

Obr. 14: a) Grafen, b) SWNT ¢) MWNT
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2.11.2 Funkcionalizace

I pfesto, ze uhlikové nanotrubice maji sami o sob¢ jedine¢né vlastnosti, je nutné je pro
vétsinu aplikaci funkcionalizovat. Funkcionalizaci se rozumi modifikace povrchu uhlikovych
nanotrubi. Povrchové modifikace CNTs se nejcastéji vyuziva kvuli lepsi dispergovatelnosti
CNTs v roztocich a schopnosti na sebe vazat dal$i organické nebo anorganické molekuly a
tim meénit své vlastnosti a povrchovou aktivitu. Jednou z dulezitych vlastnosti CNTs je, Ze
tento materidl je prakticky nerozpustny ve vodnych a polarnich/nepolarnich organickych
rozpoustédlech. Protoze tato vlastnost brani jejich chemické manipulaci a moznému vyuziti v
mnoha oborech, védci zacali zkoumat jejich moznou fyzikalni a chemickou funkcionalizaci.
Podobné jako u fullerenti jsou jejich bo¢nice mnohem vice inertni vici chemickym ¢inidlam.
Z tohoto divodu zde neni tolik metod, které by se daly pouzit. O kovalentni i nekovalentni
funkcionalizaci je v soucasné dobé znamo, ze je velmi uzitecna pii rozplétani CNT svazk,
ale ma rizné dopady na jejich elektronické vlastnosti. Pfehled metod modifikace CNTs je

mozné vidét na obrazku 15 [96], [97].

Oxidace

Kovalentni Fluorace

Amidace

Funkcionalizace

Nekovalentni

/ Vodikové mustky

Van der Waalsovy
sily

Obr. 15: Prehled metod povrchové modifikace CNTs.

2.12 Moznosti a vyuziti amperometrickych biosenzori

Amperometrické biosenzory se v poslednich letech stavaji velmi zajimavym odvétvim

elektroanalytické chemie. Svoji selektivitou jsou velmi vhodnym ndstrojem pro analyzu
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vzorkli s velmi slozitou matrici (napf. krev, moc¢). Dnes se amperometrické biosenzory
uplatiiuji také v potravinafstvi a kontrole zivotniho prostfedi. Svymi malymi rozméry je lze
pouzit i k méfenim v terénu. Pomoci biosenzord je dnes mozné stanovit celou fadu analyti:
glycerol [86], kyselina askorbova [87], laktat [88],[91], glukdza [89], aminokyseliny [90],
ethanol [92], fenol a katechol [98], acetaldehyd [99], sifi¢itany [100], fruktdéza [101]. Dale
pak také stanoveni glutamatu v instantnich potravinach [102] , stanoveni sarinu v ovzdusi (pro

vojenské ucely) [103] , stanoveni NH4" v ¥i¢nich vodach [104] atd.

3 EXPERIMENTALNI CAST, VYSLEDKY A DISKUZE

V experimentalni ¢asti jsou uvedeny vysledky praci publikovanych v odbornych

Casopisech. Prace ze zabyvaly predevsim stanovenim peroxidu vodiku, glukozy a etanolu.

3.1 Slouceniny rhodia jako mediatory

Publikace ¢. 1 a 2 popisuji moznosti vyuziti riznych sloucenin rhodia jako mediatort
v amperometrickych biosenzorech pfi stanoveni peroxidu vodiku, glukézy a etanolu.

Pro jednotlivé analyty byly optimalizovany pracovni podminky: pH nosného analytu a
jeho prutok, vloZeny potencial. Pfedev§im vlozeny potencidl ma vliv na selektivitu a citlivost
meéfeni. Se zvysujicim se vlozenym napétim, kladnym nebo zdpornym, vzristad odezva na
dany analyt a snizuje se detek¢éni limit. Zaroven se ovSem zvySuje riziko oxidace nebo
redukce pfitomnych elektroaktivnich latek, které mohou zpiisobit interference. Jako zastupci

elektroaktivnich latek byly pouZity kyselina askorbova, kyselina mo€ova a paracetamol.

3.2 Imobilzace enzymu

Dulezitym krokem pii pfipravé biosenzoru je imobilizace enzymu. Zvolime-li
nevhodny postup zachyceni enzymu miZze dojit k jeho denaturaci, nepfimou inaktivaci nebo
vymyti z elektrody. V soucasnosti se pouziva mnoho zavedenych imobiliza¢nich technik,
zahrnujicich fyzikalni a chemické imobilizace. Vybér metody imobilizace enzymu zavisi na
vlastnostech enzymu, typu ptfevodniku, na podminkach, pfi nichz ma biosenzor pracovat, a
V neposledni fadé¢ na fyzikdlnich vlastnostech analytu, popf. na velikosti stanovovanych
molekul. V idealnim pfipadé by vytvofeny biosenzor mé¢l mit co nejkratsi dobu odezvy,
nejvetsi dynamicky rozsah koncentraci a velmi citlivé odezvy na dany analyt. V praxi je vSak
nutno pfistoupit k urcitému kompromisu a upiednostnit jeden parametr pied druhym podle

pozadavki na stanoveni.
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V této praci byly porovndny vybrané imobiliza¢ni techniky: imobilizace pomoci
membrany z nafionu nebo acetatu celulosy, zesiténim s glutaraldehydem, elektropolymerizaci
s pyrrolem nebo m-fenyldiaminem (¢lanky ¢. 4 a 5).

3.3 Stanoveni glukozy

Velky zajem na rychlé a ptesné stanoveni glukozy je pii diagnostice a 1€cbé cukrovky
(Diabetes mellitus). Glukéza se také sleduje ve vyrobnich procesech (fermentace), pii
zpracovani potravin apod. Ke stanoveni glukozy se pouziva zejména chromatografie, titra¢ni
stanoveni (metoda Kruisheerovou, podle Luffa-Schoorla nebo Rotsche) a polarimetrie. Pti
elektrochemickém stanoveni glukézy ze zejména pouzivaji amperometrické biosenzory

obsahujici enzym glukdza oxidaza nebo glukoza dehydrogenaza.

3.3.1 Enzym glukéza oxidaza

Glukéza oxidaza katalyzuje oxidaci glukézy na glukonolakton v pfitomnosti
rozpusténého kysliku (obr. 16).

g-p-glukoza + O, — d-D-glukonolakton + H,O,
Obr. 16: Oxidace glukozy pomoci glukoza oxidazy
Enzym gluko6za oxidaza byl souc¢asti biosenzoru, ktery je popisovan v ¢lanku ¢islo 3.

Vyskyt: Aspergillus, Penicillium

Kofaktor: FAD

Kovy a ionty: Fe

pH optimum: 5,5 -5,8

Vyuziti glukoza oxidazy:
odstranéni glukozy (Maillardovy reakce), odstranéni kysliku
pfiprava kyseliny glukonové
produkce peroxidu vodiku
kvantitativni stanoveni glukozy (klinicka biochemie) nebo latek, které lze na
glukdzu prevést
stanoveni aktivity enzymu

Specifita:
, Relativni rychlost , Relativni rychlost
Substrat oxi dac;y(% ) Substrat oxi dacgy(% )
B-D-glukéza 100 D-galaktoza 0,50
a-D-glukoza 0,64 maltoza 0,20
L-glukéza 0,00 melibioza 0,10
D-manoza 1,00 celobidza 0,09
D-xyléza 1,00
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3.3.2 Enzym glukéza dehydrogenaza

Glukoéza dehydrogenaza katalyzuje oxidaci glukozy na glukonolakton za ptitomnosti
NAD(P)* (obr. 17).

g-p-glukosa + NAD(P)" — §-D-glukonolakton + NAD(P)"H+H"
Obr. 17: Oxidace glukozy pomoci glukoza dehydrogendzy
Biosenzory obsahujici enzym glukdza dehydrogenaza jsou popisovany v ¢lancich 4, 5 a 6.

Vyskyt: Pseudomonas sp , Aspergillus, Penicillium

Kofaktor: NAD" (NADP")

pH optimum: 9,0

Vyuziti glukédza dehydrogenazy:
kvantitativni stanoveni glukézy (klinicka biochemie) nebo latek, které lze na
glukézu prevést

Specifita:
, Relativni rychlost . Relativni rychlost

Substrat oxi dacéy(% ) Substrat oxi dace}z% )
D-glukoza 100 D-fruktoza 0,0
L-glukéza 0,0 2-deoxy-glukoza 127,0
D-xyléza 16,2 galakt6za 1,7
D-manoza 51 Maltoza 1,4
L-sorboza 0,0 D-laktoza 15

3.4 Stanoveni etanolu

Piesné, citlivé a selektivni stanoveni etanolu je potfebné v rlznych odvétvich
(potravinafistvi, forenzika - stanoveni etanolu v biologickych materialech). Bylo vyvinuto
mnoho analytickych metod na stanoveni etanolu, napf. plynova chromatografie, infracervena
spektrometrie v blizké oblasti, destilacni metoda, refraktometrickd metoda, head-space
analyza. Jednou z téchto metod je také enzymaticky biosenzor. Nejcast&ji pouzivanymi
enzymy pii konstrukci téchto biosenzori jsou alkohol oxiddza (AOX) a alkohol

dehydrogenéaza (ADH).

3.4.1 Enzym alkohol oxidaza

Alkohol oxidaza katalyzuje oxidaci nizkomolekularnich alkoholli na odpovidajici

aldehydy za vyuziti O, jako akceptoru elektronti (obr. 18).

RCH,0OH + O, +AOX — RCHO + H,0,

Obr. 18: Oxidace nizkomolekularnich alkoholit pomoci alkohol oxidazy
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Vyskyt: Candida boidinii, Pichia sp

Kofaktor: FAD

Kovy aionty: K*, MgCl,

pH optimum: 7,5

Vyuziti: stanoveni etanolu (potravinarstvi, klinicka biologie)

3.4.2 Enzym alkohol dehydrogenaza

Alkohol dehydrogenaza katalyzuje reversibilni oxidaci primarnich alifatickych a
aromatickych alkoholtl na jim odpovidajici aldehydy a ketony (obr. 19). ADH ma velmi

Sirokou specifitu, nicmén¢ metanol oxiduje mnohem hiife nez etanol.

RCH,OH + NAD" + ADH — ADHRCHO + NADH + H*
Obr. 19: Oxidace primarnich alifatickych a aromatickych alkoholit pomoci alkohol
dehydrogendzy

Stanoveni etanolu pomoci enzymu alkohol dehydrogenéza je popsano v ¢lancich 7 a 8.

Vyskyt: Saccharomyces sp.

Kofaktor: NAD" (NADP")

Kovy a ionty: Zn**, Fe**

pH optimum: 8,6 - 9,0

Vyuziti: stanoveni etanolu (potravinafstvi, klinicka biologie)

3.5 DalSi pouzité enzymy

3.5.1 Galaktoza oxidaza

Galaktoza se nachdzi v hydrolyzovaném mléce, syrovatce a dalSich mléénych
vyrobcich: jen velmi malé mnozstvi galaktézy se nachazi v Cerstvém mléce [105],[106][107].
Hydrolyzou laktézy vznika glukéza a galaktéza. Galaktozu je tfeba dale Stépit urcitymi
enzymy: galaktokindzou, galaktdzo-1-fosfaturidyl transferazou a galakt6zo-6-fosfat
empirazou. Nedostatek jednoho z téchto enzymi zpusobuje galaktosemii. Proto je dulezité
kontrolovat pfitomnost galakt6zy (laktdzy) v potravinach.

Galaktoza je enzymem galaktoza oxidaza oxidovana na D-galakto-hexodialdozu (obr.
20).

D-galaktéza + O, — D-galakto-hexodialdoza + H,0,
Obr. 20: Oxidace galaktozy na D-galakto-hexodialdozu pomoci galaktoza oxidazy
Vyskyt: Dactylium dendroides
Kofaktor: FAD

Kovy a ionty: Cu®*, Mn?*, Fe
pH optimum: 6
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Vyuziti: stanoveni laktozy
stanoveni galaktdzy (klinicka biochemie — galaktosemie, potravinaistvi) nebo latek,
které 1ze na galaktdzu prevést

3.5.2 Cholin oxidaza

Cholin je kvartérni baze rostlinného i zivo¢isného ptivodu, ve forme esteru s kyselinou
fosfatidovou (fosfatidylcholin, lecitin) nebo ve formé sfingomyelinti jakozto vyznamné slozky
biologickych membran. Vyskytuje se hojn€ napt. v mozku nebo ve vajecném Zloutku. Jeho
ester s kyselinou octovou, acetylcholin, je vyznamnym neurotransmiterem. Cholin se
stanovuje Vv potravinach, ale vyuziva se ho i pfi stanoveni pesticidi [108],[109][110]. Cholin

je oxidovan cholin oxidazou na betain (obr. 21).

cholin + 2 O, + H,O — betain + 2 H,0,

Obr. 21: Oxidace cholinu na betain pomoci cholin oxidazy

Vyskyt: Alcaligenes, Arthobacter
Kofaktor: FAD

Kovy a ionty: zadné

pH optimum: 8

Vyuziti: stanoveni cholinu

3.5.3 Xantin oxidaza

Hypoxantin je hlavni metabolit pfi Stépeni adenosin trifosfatu (ATP), ktery se
akumuluje v biologickych tkanich. Mnozstvi hypoxantinu se vyuziva pfi stanoveni ¢erstvosti
masa a pii sledovani nékterych patologickych procesu v lidském téle [111],[112]. Hypoxantin

je oxidovan na urat (obr. 22).

hypoxantin + H,O + O, — urat + H,0,
Obr. 22: Oxidace hypoxantinu na urdt pomoci xantin oxiddzy
Vyskyt: Escherichia coli, Arthrobacter sp.
Kofaktor: FAD
Kovy a ionty: Mo, Fe
pH optimum: 7,5

Vyuziti: stanoveni hypoxantinu

Biosenzory obsahujici enzymy popisované v kapitole 3.5 jsou uvedeny v ¢lanku €. 9.
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Publikace ¢. 1

Rhodium and Its Compounds in Amperometric Biosensors Based on

Redox Enzymes
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Publikace €. 2

Vyuziti slouc¢enin rhodia v amperometrickych biosenzorech
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Publikace ¢.3

Biosensor for determination of glucose
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Publikace ¢. 4

Screen-Printed Carbon Electrodes Modified by Rhodium Dioxide and

Glucose Dehydrogenase
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Publikace ¢. 5

Biosenzory vyuzivajici dehydrogenazové enzymy a jejich vyuziti
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Publikace €. 6

Tisténé uhlikové elektrody modifikované RhQO, a glukdza

dehydrogenazou

69



70



71



72



73



Publikace ¢. 7

Determination of ethanol in alcoholic drinks using an enzyme

biosensor containing alcohol dehydrogenase
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Publikace ¢. 8

Simple and Rapid Determination of Ethanol Content in Beer Using an

Amperometric Biosensor
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Publikace €. 9

Vyuziti tisténych uhlikovych elektrod modifikovanych RhO, ke

stanoveni biologickych latek v potravinach a klinickych vzorcich
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4 ZAVER

Prace shrnuje vysledky studia katalytickych vlastnosti slouc¢enin rhodia, jakozto
mediatorit v amperometrickych biosenzorech, pro stanoveni peroxidu vodiku, glukézy a
etanolu. Byly pouzity uhlikové tisténé elektrody, piipravené sitotiskem uhlikového inkoustu
s 5% obsahem dané slouc¢eniny rhodia, v prutokové analyze. Z provedenych analyz se nejlépe
osveddil oxid rhodicity, ktery vykazoval nejvétsi dynamicky rozsah v rozmezi 1-400 mg/l pro
peroxid vodiku a 10-400 mg/l pro glukozu. Mezi dalsi vyhody oxidu rhodicitého lze zaradit i
velikost a stabilitu signalu. Z tohoto divodu byl oxid rhodiCity vybran pro nésledujici
experimenty.

Dale se prace zabyvala vybérem vhodné imobilizace enzymu na povrch elektrody,
pti¢emz bylo testovano nékolik imobiliza¢nich technik: pomoci membrany z nafionu nebo
acetatu celulosy, zesiténim s glutaraldehydem, elektropolymerizaci s pyrrolem nebo m-
fenyldiaminem. U vsSech zachyceni byla optimalizovana koncentrace imobilizujici latky. Jako
nejlepsi imobilizacni technika byla vyhodnocena elektropolymerizace m-fenylendiaminem. U
tohoto zpiisobu imobilizace byla zjisténa kratka doba odezvy a dostate¢na hodnota a stabilita
signalu

Enzymové biosenzory byly optimalizovany a testovany V modelovych vzorcich
glukozy a také v realném vzorku (instantni ¢aj, med, sirup) respektive v modelovych vzorcich
etanolu a realném vzorku (vino, vodka, whisky, pivo)

Dobré vysledky pfi stanoveni v realnych vzorcich mimo jiné znaci, Ze tyto biosenzory

vvvvvv

jej vyhledoveé pouzit i pro podobné aplikace v potravinarské a klinické praxi.
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