Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka
Katedra analytické chemie

Lakazové amperometrické biosenzory zalozen¢ na
elektrochemicky deponovanych polymerech
s volnu formylovou skupinou

Diplomova prace

Autor prace:  Bc. Jasmina Minasjanova
Vedouci prace: Ing. Milan Sys, Ph.D.

2023



Univerzity of Pardubice

Faculty chemical-technology
Department of analytical chemistry

Laccase amperometric biosensors based on
electrochemically deposited polymers with the free
formyl group

Thesis

Author: Bc. Jasmina Minasjanova
Supervisor: Ing. Milan Sys, Ph.D.

2023



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2022/2023

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a prijmeni: Bc. Jasmina Minasjanova

Osobni Cislo: C21432

Studijni program:  N0531A130030 Hodnoceni a analyza potravin

Téma prace: Lakdzové amperometrické biosenzory zaloiené na elektrochemicky

deponovanych polymerech s volnou formylovou skupinou
Zadavajici katedra: Katedra analytické chemie

Zasady pro vypracovani

1. Z odbornych publikaci zpracuijte literarni reSerSizaméfenou na pfipravu amperometrickych
lakazovych biosenzorli, které vyuZivaji elektrochemicky deponované polymery s volnou formylovou
skupinou.

2. Pomoci elektronové mikroskopie a infralervené spektroskopie charakterizujte pfipravené po-
lymemi nosice. Dale popiste elektrochemické chovani vybranych neurotransmiteri na komerénich
tisténych elektrodach a na jejich modifikocich, tzv. amperometrickych transduktorech.

3. Provedte uvodnianalytickou charakterizaci, pfedevsim pfislusna kalibraCni méfeni, s vami
pfipravenymi lakazovymi (popfipadé i tyrozinazové) biosenzory a porovnejte tak jejich funkénost a
analytickou vykonnost.

4, Ziskané vysledky a pozorovani kriticky diskutujte a zhodnotte.



Rozsah pracovni zpravy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa

Seznam doporucené literatury:

Podle pokynu vedouciho prace.

Vedouci diplomové prace: Ing. Milan Sys, Ph.D.
Katedra analytické chemie

Konzultant diplomové préace: prof. Ing. Ivan Svancara, Dr.
Katedra analytické chemie

Datum zadani diplomové prace: 7. Gnora 2023
Termin odevzdani diplomové prace: 5. kvétna 2023

L.S.

prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. doc. Ing. Petr Cesla, Ph.D.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 20. Unora 2023



Prohlasuji:

Tuto préci jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které
jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury. Byl jsem seznamena s tim, ze
se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona ¢. 121/2000 Sb., o pravu
autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zdkont (autorsky
zakon), ve znéni pozd¢jsich predpist, zejména se skutecnosti, Ze Univerzita Pardubice ma
pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1
autorského zakona, a s tim, ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice oprdvnéna ode mne pozadovat
pfiméfeny piispévek na tthradu ndklada, které na vytvoreni dila vynalozila, a to podle okolnosti
az do jejich skutecné vyse.

Beru na védomi, Ze v souladu s § 47b zékona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach a o
zméné a doplnéni dalSich zdkont (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdé&jsich predpisi, a
smérnici Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdéavani, zvetejiiovani a formalni
upravu zavérenych praci, ve znéni pozdéjsich dodatkll, bude prace zvetejnéna prostiednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 3. 5. 2023

Bc. Jasmina Minasjanova



Podekovani

Timto bych chtéla pod€kovat svému vedoucimu Ing. Milanovi Sysovi, Ph.D., za
trp€livost, ochotu a odborné vedeni béhem celé diplomové prace a prof. Ing. lvanu
Svancarovi, Dr., konzultantovi za zajem a podnétné pfipominky pii zpracovéani zavéreéné verze
textu. Dale muj diky patii Ing. Tomasi Mikyskovi, Ph.D., za potizeni SEM snimku a panu doc.
Ing. Tomasi Bajerovi, Ph.D. za provedeni charakterizace polymerti na infraerveném
spektrometru. V neposledni fadé bych také chtéla podékovat doc. RNDr. Lucii Korecké, Ph.D.

za ochotu a pomoc pii imobilizaci enzymu.



NAZEV

Lakazové amperometrické biosenzory zalozené na elektrochemicky deponovanych polymerech

s volnou formylovou skupinou

ANOTACE

Diplomovéa prace je zaméfena na imobilizaci enzymu lakazy prostiednictvim tvorby
Schiffovych bazi na elektrochemicky deponované vodivé polymery, obsahujici karbonylovou
funk¢éni skupinu. Vanilin, 4-hydroxybenzaldehyd a trans-cinnamaldehyd byly zamérné
vybrany jako mozné monomery k elektropolymeraci, jez se provadéla cyklickou voltametrii o
padesati cyklech. Vysledky ziskané pruto¢nou injekéni analyzou modelovych roztoku
vybranych neurotransmiterii naznacuji, ze takto ptipravené biosenzory opravdu maji vysokou
mechanickou stabilitu, a tudiz by se mohly uplatnit pii vyvoji analytickych zatizeni

pro Klinickou analyzu.

KLICOVA SLOVA

Lakaza; biosenzory; amperometrie; vodivé polymery; kovalentni imobilizace.

TITLE

Laccase amperometric biosensors based on electrochemically deposited polymers with the free

formyl group

ANNOTATION

The diploma thesis is focused on the immobilization of the laccase enzyme through the
formation of Schiff bases on electrochemically deposited conductive polymers that are
functionalized by a carbonyl group. Vanillin, 4-hydroxybenzaldehyde and
trans-cinnamaldehyde had been intentionally selected as possible monomers for
electropolymerization, which was performed using cyclic voltammetry with fifty cycles. The
results obtained by flow injection analysis with model solutions of selected neurotransmitters
have indicated that the biosensors prepared in this way really have a high mechanical stability,

and could therefore be used as a part of analytical devices for clinical analysis.
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Uvod

Tato diplomova prace pojedndva o moznostech pouziti polymert S funkénimi
skupinami na bazi karbonylu, pfi tvorbé katalyticky aktivnich biorekognizacnich vrstev, jenz
vznikaji po kovalentnim navazani enzymu (lakdzy a dodatecné tyrosinasy) prostfednictvim
tvorby Schiffovych bazi (imind). Jako vhodné monomery pro elektropolymeraci pomoci
cyklické voltametrie byly vybrany vanilin, trans-cinnamaldehyd a 4-hydroxybenzaldehyd.
Vybér jednotlivych monomeri nebyl nahodny, jelikoZ pfi porovnani vyslednych absorpénich
pasu zinfracervené spektrometrie a proudovych odezev vyslednych amperometrickych
biosenzorti lze usoudit, zda chyb¢jici hydroxy skupina na benzenovém jadie (trans-
cinnamaldehydu) nebo methoxy skupina (vanilinu) mohou mit vyznamny vliv na tvorbu
polymeru.

Teoreticka Cast je vénovana zakladni charakterizaci enzymu lakazy, moznostem jeho
izolace z hub a katalytické aktivité (oxidaci) katecholaminii a indolt, které predstavuji klinicky
vyznamné analyty. Ddle tato ¢ast diplomové prace popisuje nejmoderngjsi piistupy ptipravy
lakédzovych reaktort pro prutocnou injekéni analyzu.

Vseobecné se predpoklada, ze kovalentni imobilizace enzymt na elektrochemicky
deponované polymery miize zarucit vysokou mechanickou stabilitu vysledného biosenzoru, a
tudiz i vysokou reprodukovatelnost analyz. Z tohoto duvodu existuje piedpoklad, ktery je
popsan v praktické ¢asti této diplomové prace, Ze je mozZné piipravit také polymery obsahujici
karbonylové skupiny (R-CH=0), které budou vykazovat vysokou elektrochemickou reaktivitu
dusikatym organickym slouc¢enindm (katecholaminil) pro mozny vyvoj voltametrickych,
popiipadé amperometrickych senzord, vyuzivajici jejich ptimé elektrochemické oxidace.

Experimentalni ¢ast zacina prehledem pouzitych chemikalii, potfebné instrumentace a
navrzené¢ho laboratorniho postupu. Vzhledem k tomu, Ze tato diplomova prace nepopisuje
vyvoj konkrétniho biosenzoru, ale spiSe zpisob, jak by bylo mozné reprodukovatelné takovéto
zafizeni laboratorné pfipravovat, neobsahuje experimentalni cast slozitou optimalizaci.
Ptipravené polymerni vrstvy byly charakterizovany skenovaci elektronovou mikroskopii.
Ptitomnost karbonylovych funkénich skupiny se dokazovala pomoci infradervené
spektroskopie. Distribuce kovalentn€ navazanych molekul enzymu byla mapovana energeticky
disperzni rentgenovou spektroskopii. Obdrzené vysledky ziskané prito¢nou injekéni analyzou
modelovych roztoki vybranych neurotransmiterti naznacuji, ze takto pfipravené biosenzory
opravdu maji vysokou mechanickou stabilitu, a tudiz by mohly uplatnit pti vyvoji analytickych

zafizeni V klinické analyze.
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TEORETICKA CAST
1. Lakaza

Lakazy (Laccase; Lac) patii mezi nejstarS$i a nejvice prozkoumané enzymatické
systémy. Z chemického hlediska l1ze tyto enzymy povaZzovat za glykoproteiny, jelikoz obsahuji
15-30 % sacharidd. Jejich molekulovd hmotnost se pohybuje od 60 do 90 kDa. Lac maji
schopnost katalyzovat oxidaci Siroké skaly substratl, a to jak fenolickych, tak nefenolickych
(substituované aniliny), spojenou s redukci molekularniho kysliku na vodu s jednim
elektronovym oxida¢nim mechanismem [1,2].

Na zaklad¢ vyse uvedenych skutecnosti se Lac fadi mezi Kyslikové oxidoreduktazy,
které se nachazeji ve vyssich rostlinach, bezobratlych a mikroorganismech. Lac jsou povétsinu
tvofeny ze tii tésné uspotadanych domén podobnych kupredoxinu, oznacenych jako T1, T2 a
T3 [1]. Aktivni centrum obsahuje Ctyfi atomy médi ve tfech skupinach, dle svého vyskytu
v molekulové struktufe, jenz jsou koordinované deseti dusiky histidinovych (His) zbytkl a
dvéma siry od zbytki metioninu (Met) a cysteinu (Cys). Mista T1 a T2 slouzi jako primarni
akceptory elektront, zatimco na T3 dochazi k redukci intramolekularnim pfenosem dvou
elektront z T1 a T2 [3]. Strukturu Lac popisuje Obr. 1.

1
Sub,y Subyeq /ZOZﬁ 10

e ‘ A ol

T1 mononuclear copper

center %

T2/T3 tri-nuclear copper
e 4 cluster

Obrazek 1. Obecny mechanismus elektrooxidace substrati.

Lac pfedstavuje Casto pouzivany enzym v ruznych oblastech primyslu, jmenovité

textilnim, potravinafském a farmaceutickém primyslu. Casto se také pouziva pii degradaci
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aromatickych polutantli zpisobujicich environmentalni problémy - k biodegradaci
environmentalnich fenolickych polutanti a odstrafiovani endokrinnich disruptord. Tyto
enzymy se také pouzivaji pro delignifikaci buni¢iny, degradaci pesticidii nebo insekticidil,
organickou syntézu, detoxikaci odpadu, transformaci textilnich barviv a v potravinaiské

technologii. Obr. 2 popisuje procentualni vyuziti v primyslu.
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Obrazek 2. Vyuziti lakazy v primyslu.

Lac nachazi své Siroké uplatnéni 1 v nanobiotechnologii, a to diky jejich schopnosti
katalyzovat reakce klinicky vyznamnych substrati bez nutnosti ptitomnosti dal§iho kofaktoru.
Lac se skladuje za teplot 2-8 °C. Aktivita v zavislosti na jednotlivych parametrech je rozebrana

nize v kapitolach.

1.1 Zdroje lakazy

Lac produkuji vyssi rostliny, bakterie, houby a hmyz. V rostlinach se nachazeji v zeli,
tufinu, bramborach, hruskach, jablkach a v dalsich produktech [1]. Lac se u nékterych bakterii
vyskytuje jako jsou S.lavendulae, S.cyaneus a Marinomonas mediterranea. U hub se ovsem
Lac objevuji vice nez u vyssich rostlin. Enzymy se vylucuji béhem sekundarniho metabolismu
v extracelularnim médiu hub. Za zdroj Lac se mtize povazovat naptiklad ptida nebo mize byt
izolovana z nékterych sladkovodnich druhit Ascomycetes, které dany enzym produkuji. Byvaji

izolovany i z hub Deuteromycet a Basidiomycet, ke kterym se fadi vice nez 60 kment hub.
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Mezi dalsi producenty lze zatadit Gaeumannomyces graminis, Magnaporthe grisea,
Ophiostoma novoulmi, Marginella, Melanocarpus albomyces, Monocillium indicum,
Neurospora crassa a Podospora anserina. Napiiklad Botryosphaeria produkuje enzym
oxidujici dimethoxyfenol, fazena mezi Ascomycety, které se podili na rozpadu rostlinné
biomasy. Cryptococcus neoformans, kvasinka Basidiomycet, ktera produkuje Lac a oxiduje
fenoly a aminofenoly, ale neni schopna oxidovat tyrosin. Pouze multiméd’ oxidaza
Saccharomyces cerevisiae vazana na plazmatickou membranu vykazuje shodu s fungalni Lac.

Basidiomycety a saprotrofni houby patii mezi nejznamé&jSimi druhy, které produkuji
zna¢né mnozstvi Lac v proménlivém mnozstvi. Schopnost produkce Lac u hub s hnédou
hnilobou neni ov§em znama, jelikoz zadnou se nepodatilo vy¢istit [3]. Houby Basidiomycety s
bilou hnilobou uc¢inné degraduji lignin ve srovnani S Ascomycety a Deuteromycety, které
oxiduji fenolické slouCeniny za vzniku fenoxy radikald a chininl [1]. Lac se hojné& vyskytuji
pravé ve zminénych houbach s bilou hnilobou, které zatim patii mezi jediné organismy, které
rozkladaji celé slozky dieva (tj. celuldozu, hemicelulézu a lignin). Basidiomycety (mezi které
patii Phanerochaete chrysosporium, Theiophora terrestris a Lenzites betulina, nyni Trametes
betulina) a houby s bilou hnilobou (jakozto Phlebia radiate, Pleurotus ostreatus a Trametes
versicolor, Obr. 3) se nejvice studuji prave kvuli produkce Lac. Mezi dalsi prostudované houby
produkujici Lac z rodu Trametes se Vv literatute uvadi Trametes pubescens, Trametes hirsuta a
Trametes gallica [5].

V posledni fadé 1ze za zdroj tohoto enzymu povazovat mnoho druhti z rodu Trichoderma
(T.), jako je T. atroviride, T. harzianum a T. longibrachiatum. Lac z Monocillium indicum,
puvodem z Ascomycet, ktera jako jedina z lakaz vykazuje peroxidazovou aktivitu. Pycnoporus
cinnabarinus produkuje ligninolyticky enzym, zatimco Pycnoporus sanguineus produkuje Lac
jako fenoloxidadzu. U rostlin hraje Lac roli v lignifikacich, zatimco u hub se podili na

delignifikaci, sporulaci, produkci pigmentu, tvorbé plodnic a patogenezi rostlin [2].

Obrazek 3. Dievokazna houba Trametes versicolor (podle [6,7]).
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1.1.1. Priprava lakazy z hub

Izolace Lac se provadi v nékolika krocich, kdy nejpodstatnéjsi cast je kultivace
vybraného organismu. K vytvofeni enzymu z houby s bilou hnilobou se pouziva kultivace za
specifickych podminek. Kultivace mize byt bud’to submerzni nebo muze probihat na pevné
fazi. Produkci enzymu ovliviuje skala faktort, jakozto ptitomnost dusiku a uhliku, teplota, pH

¢i induktor [7], jenZ jsou niZe detailn&ji popsany.

1.11.1. Vliv uhliku a dusiku

Kazdy zivy organismus, aby optimalné rostl, potiebuje zdroje stavebnich materiald.
Houby se vétsinou péstuji v definovaném médiu obsahujici 0,1 % kvasinkového extraktu a 1 %
uhliku a také dusiku. Glukoza, manodza, maltdza, fruktoza a laktoza jsou bézn€ pouzivanymi
zdroji uhliku. Piebytek glukézy a sachar6zy snizuje produkei Lac tim, Ze brani iniciaci. Tento
problém produkce enzymu lze potlacit pouzitim polymernich substratt, naptiklad celulozou.
Kvasinkovy extrakt, pepton, mo¢ovina, (NH4)2SO4 a NaNO3 jsou bézné¢ pouzivanymi zdroji
dusiku. Produkce Lac se zapocne vyCerpanim dusiku. Pozornost musi smétovat na to, Ze ne
vSechny zdroje dusiku ovliviiuji aktivitu enzymu. Nékteré studie dokazuji, Ze pouZzitim nizkého
poméru uhliku a dusiku doslo ke zvyseni aktivity Lac, zatimco jiné prokazuji, ze ke zvySeni

aktivity doslo pii vy$§im poméru uhliku a dusiku [2].

1.1.1.2. Vliv teploty

Optimalni teplota se u jednotlivych kmend znaéné ruzni. Zjistilo se, ze 25 °C je
optimalni teplota pro Kultivaci za pfitomnosti svétla, ale v pfipad¢ kultivace za tmy se za
optimalni teplotu povazuje 30 °C. Optimalni teplotni rozsah pro kultivaci hub tedy ¢ini 25 °C
az 30 °C. V jedné studii zjistili, ze predinkubace nékterych hub pii 40 a 50 °C znacné zvysila

aktivitu izolované Lac [3].

1.1.1.3. Vliv pH

Optimalni hodnota pH se odviji od pouzitého kultivaéniho média (substratu), protoze
rizné substraty zpusobuji rtzné reakce. Trametes (T.) versicolor vykazovala vysokou
enzymatickou aktivitu v Sirokém rozmezi pH a teplot, ale optimalni aktivita byla zjiSténa pfi
pH 3 a teplot¢ 50 °C. Optimalni pH pro houbové Lac je kyselé v rozmezi pH 3-5 [3]. Za
laboratornich podminek (pfi teploté 25 °C) T. versicolor vykazuje velkou stabilitu pii pH mezi
6 a 7 a stfedni stabilitu pii pH 5 a pH 8 [8].
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1.1.14. Vliv agitatoru

Agitovanost je dal$im faktorem, ktery ovliviiuje aktivitu izolované Lac. V literatufe je
mozné se dozveédét, Ze pii péstovani houby v michaném reaktoru dochazi k poskozeni mycelia
a tim dojde ke sniZeni produkce. I kdyz existuji i studie na aktivitu Lac z T. versicolor, které

toto tvrzeni vyvraci [3].

1.1.1.5. Vliv induktoru

Jak jiz bylo dfive zmin€no, mnozstvi nakultivované houby, ale i katalyticka aktivity
pfitomné Lac je vysoce zavisld na kultivaci houby. Béhem sekundarni metabolické faze
koncentrace dusiku spousti a aktivuje ligninolytické systémy. Lac jsou obecné produkovany v
nizkych koncentracich. Ovlivnit podminky mtzeme cizorodou (xenobiotickou) slou¢eninou,
diky které ziskame vys$$i koncentrace. Je zndmo, ze pfidanim aromatickych sloucenin,
naptiklad pomoci 2,5-xylidinu, ligninu a veratrylalkoholu, zvysime a vyvolame aktivitu Lac.

Naptiklad pridavek 2,5-xylidinu po 24 hodindch kultivace poskytl nejvyssi indukci
aktivity, pfi¢emz devitinasobné zvysil katalytickou aktivitu. Pfi vys$ich koncentracich
2,5-xylidin vykazoval negativni vliv — redukéni ucinek v dusledku své toxicity. Oblast
promotoru koédujici Lac obsahuje rtiznd rozpoznavaci mista, kterd jsou specifickd pro

xenobiotika, ktera se vazou na rozpoznavaci mista a indukuji tak produkci enzymu [2,3].

1.1.16. Submerzni fermentace

Ke kultivaci se mtze volit mezi dvéma druhy fermentace, a to na zakladé voleného
média, jmenovité submerzni fermentace ¢i fermentace na pevné fazi. Pii submerzni fermentaci
se vyuziva kapalné zivné médium s vysokym obsahem kysliku [3]. Primyslova vyroba Lac se
provadi hlavné ponofenou (submerzni) fermentaci, kterd zahrnuje riist mikroorganisma Vv
kapalném prostiedi s vysokou koncentraci kysliku a bohatym obsahem zivin. Ruistové vzorce v
ponoienych kulturach obvykle vedou k ristu mycelia, ktery ma vliv na rychlost metabolismu,

prenos hmoty a sekreci produktu. Kromé toho obézna kola omezuji ptenos hmoty a kysliku [6].
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1.1.1.7. Fermentace na pevném médiu

Tento druh fermentace je definovan jako jakykoli fermentacni proces probihajici v
nepiitomnosti nebo v minimalnim mnozstvi volné kapaliny s pouZitim inertniho substratu nebo
ptirodniho substratu jako pevného nosice [1], ktery je vhodny pro produkci enzymi pomoci
ptirodnich substratii, jako jsou zeméd¢€lské zbytky, protoze napodobuji podminky, za kterych
houby pfirozené rostou [3]. To jim mtze umoznit produkovat urcité enzymy a metabolity, které
by obvykle nebyly produkovany nebo by byly produkovany pouze Svelmi nizkym
vytézkem [1]. Lignin, celul6za a hemiceluldzy obsahuji velké mnozstvi cukru a podporuji rist
hub ve fermentoru a ¢ini proces ekonomictéjsim. Nevyhodou je konstrukce bioreaktoru — ten
ma vliv na pfenos tepla a hmoty. Jednoduché schéma takovéhoto bioreaktoru (1; kos§ z
draténého pletiva, 2; difuzor, 3; kyslikovy senzor, 4,5; ventily a 6; ¢erpadlo) je znazornéno na

Obr. 4.

vyvod plynu

O—) vyvod vody

piivod vody ——OJ

~vzduch

Obrazek 4. Ponorny bioreaktor pro fermentaci.

Nejraznéjsi konfigurace bioreaktoru byly navrzeny za ucelem vysoké produkce Lac, a
to imerzni konfigurace, expandované loze, inertni (nylon) a neinertni nosi¢ (je¢né otruby). Vétsi
vliv na produkci Lac pfi fermentaci na pevné fazi i submerzni fermentaci ma vyuziti ryzovych
otrub nez jinych substrati. Indukéni schopnost ryzovych otrub se zaklada na fenolickych
slouceninach, jako je kyselina ferulovd a kyselina vanilova, které indukuji produkci Lac.
Mnoho zemédélskych odpadi, jako jsou semena hrozntli, stonky hroznii, otruby je¢mene,

odpadni voda z melasy a pSeni¢né otruby se také vyuzivaji jako vyrobni substrat [3,10].

1.1.1.8. Izolace lakazy z hub
Podstatou vytéznosti enzymu je nutnost dodrzet predepsané optimalni podminky a
postupovat dle urcitych postupt — kultivace, purifikace a ¢isténi supernatantu obsahujici

vysledny extrakt. Ve studii, ktera se zabyvala kinetickou charakterizaci purifikace lakazy
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vyrobené z T. versicolor, bylo navrzeno kultivovani houby Vv Kirkoveé bazalnim solném médiu,
pticemz sterilace média probéhla pti 121 °C po dobu 15 minut. Po ochlazeni na pokojovou
teplotu se spory vlozily do baiiky se Zivnou pudou. Inkubace probihala po dobu 5 dnti pii 30 °C
v orbitalni tiepacce pii 120 otackach za minutu, aby se ziskalo homogenni sporové inokulum
obsahujici 106-108 spor-ml—2,

Obecné plati, ze naoCkované batky sporovym inokulem se inkubuji pfi 30 °C po dobu
peti dnti. Poté se enzymy z namnozenych hub extrahuji ptidanim destilované vody a naslednym
ttepanim pii 120 otackach za minutu po dobu 30 min. V poslednim kroku se musi provést
zfiltrovani obsahu pies filtra¢ni papir a filtraty se nechaji nasledn¢ odseparovat pomoci
centrifugace pii 3000 ot-min™! po dobu 10 min. Ziskany extrakt se musi vzdy preistit.
K tomuto tcelu slouzi, bud’ srazeci metody ¢i separacni. Siran amonny je bézné pouzivan k
¢isténi enzymi jiz fadu let, vyuzivaji se 1 iontoménice piipadn€ chromatografické metody.

Zminénou centrifugaci a pfidavkem siranu amonného se shromazdi srazenina, kdy se
pelety vysrazenych proteinti odstrani. Dalsi pfidavek siranu amonného, do supernatantu, aby se
dosahlo 90% nasyceni, se pelety rozpusti v minimalnim objemu 50 mol-I"* malonatového pufru
pii pH 4, pticemz se dialyzou odstrani piebyteény siran. Gelova filtra¢ni chromatografie
predstavuje purifikacni (Cistici) techniku, zalozenou na riznych eluénich vlastnostech enzymu
a balastnich latek. Jako elu¢ni ¢inidlo ¢asto slouzi 0,01 mol-1? fosfatovy pufr s 0,15 mol-I™?

NaCl pfi pritoku 0,5 ml-min~* [3].

1.2 Katalyticka aktivita lakazy

Lakazové enzymy vyuzivaji molekularni kyslik k oxidaci rliznych aromatickych a
nearomatickych slou¢enin za vzniku radikalu. Lac mohou katalyzovat pfeménu 0- a p-difenoli,
aminofenold, methoxy-substituovanych fenolt, benzenthiold, polyfenola, polyamind,
hydroxyindolt, nékterych aryldiaminti a znacnou fadu dalSich slou¢enin. Funkce Lac je také
mnohdy inhibovana riznymi ¢inidly. Mezi vyznamné inhibitory lze zafadit slouceniny jako
jsou azidy, halogenidy, kyanidy, thiokyanidy, fluoridy a hydroxidy. K inhibici dochazi tak, ze
se molekuly navazou na méd’ typu 2 a typu 3, v ten moment dojde k pferuseni vnitiniho pienosu
elektronti a dojde tak k potlaceni aktivity enzymu. Mezi dalsi inhibitory miizeme fadit také
kovové ionty napt. Hg?, mastné kyseliny, sulfhydrylové &inidla, hydroxyglycin, kyselinu
kojovou ¢i kationtové kvartérni amoniové detergenty, které mohou zpisobovat modifikaci
aminokyselinovych zbytk, konforma¢ni zmény nebo chelataci médi. Konformacéni zmény jsou

vysoce zavislé na oxidaénim stavu médi a pH prostedi [1].
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Aktivita se bézn¢ stanovuje pomoci substratu ABTS (2,2'-azino-di-[3-ethyl-benzothiazolin-
sulfonat]). Jedna jednotka aktivity je bézn¢ definovéana jako mnozstvi enzymu, které pomohlo
zoxidovat 1 pmol ABTS za minutu. Aktivita optimalni turovné pfi 20 °C (9,4 g-1"?) odpovida
0,35 U-ml ™ pti 30 °C.

1.2.1 Mechanismus katalyzy

V aktivnim centru lakdz se nachazeji blizko u sebe tii atomy médi typu T2 a T3. Z toho
téi ligandy slucuji atomy médi typu T2 se dvéma zbytky histidinu a molekulou vody. Mezi
atomy médi typu T3 se nachazi hydroxidovy mustek a na obou atomech jsou navazany tfi
histidinové zbytky, jenz koordinuji atomy médi. Oxidace substratu probiha v centru T1 a poté
Jsou produkované elektrony pienaseny pres Cystein koordinujici T1 do dvou histidinovych
zbytkl v trinukledrnich mistech T3. Koordinace jednotlivych typli médénych atomul je
znazornéna nize na Obr. 5.

Paramagneticka méd’ v T1 je zodpovédna za charakteristickou modrou barvu proteinu
v redukovaném klidovém stavu, kde dochézi k oxidaci substratu, tato vlastnost je vyhodna pfi
spektralnim stanoveni. Po pfenosu elektronu dochéazi na T3 k ubytku molekuly kysliku. Tti
jaderné misto s atomy typu T2 a typu T3 piedstavuje reakéni centrum, kde dochazi k

dikyslikovym a multielektronovym redukénim procestim.
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Obrazek 5. Typ vazby atomti médi s aminokyselinovymi zbytky proteind.

Obecné lze konstatovat, Ze Lac katalyzuje oxidaci substratii zachycenim elektronu a
produkci volnych radikald, které mohou projit riznymi reakcemi. Elektrony pfenesené do mista
T3 pies mustek tvofeny cysteinem a histidinem se pouzivaji k redukei kysliku az na vodu [5,12].
Pouzitim molekularniho kysliku jako akceptoru elektroni miize Lac u¢inné¢ katalyzovat oxidaci
substrati a soucasné vytvaret fenoxy radikaly, které se spontanné preskupuji, aby oteviely
aromatické kruhy nebo podpofily jejich polymeraci. Vzhledem nizkym redox potencidltim

fenolickych latek (0,5-1,0 V), 1ze tyto slouceniny zatadit mezi substraty.
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Kromé toho mtze byt rozsah lakdzovych substratli rozSifen na slouceniny s vyS$im
redox potencialem, nez je samotna Lac, a to predev§im pomoci difuznich elektronovych nosict,
znamych jako lakazové redoxni mediatory [19]. Piikladem téchto mediatoru jsou 2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzothiazol-6-sulfonova kyselina; ABTS) nebo 1-hydroxybenzotriazol (HBT),
které tvoti lakaza-mediatorovy systém (LMS). Obr. 6 demonstruje jednoduchou oxidaci

hydrochinonu katalyzovanou ptitomnou Lac.

OH O

laccase

OH OH
Obrazek 6. Enzymaticka oxidace hydrochinonu, schéma [13].

1.2.2 Substraty lakaz

Substraty, jez jsou Lac katalyticky oxidovany jsou zminény v Tab. 1 spolu se
specifickymi podminky. V Tab. 2 jsou jednotlivé Lac spolu s ptislusSnymi substraty, induktory
a inhibitory. Nej¢astéji pouzivané prostiedi predstavuji acetatovy, citratovy a fosfatovy pulfr.
Mezi nejbéznéjsi substraty se fadi ABTS a DMP.

Mezi klinicky vyznamné substraty 1ze zatadit i nékteré katecholaminy (oznacované téz
jako neurotransmitery), jenz se fadi mezi stresové hormony (neurotransmitery) vylu¢ované
dfeni nadledvin (adrenalin a noradrenalin) nebo hormony ,,pocitu $tésti* vyluCované epifyzou
(serotonin) ¢i hypotalamu (dopamin) v centralnim nervovém systému a travicim systému
(serotonin). JelikoZ se jednd o derivaty katecholu ¢i indolu (serotonin), podléhaji katalytické
oxidaci a nasledné polymeraci za vzniku analogli melaninu. Normalni hladiny jednotlivych

neurotransmitert jsou uvedeny v Tab. 3.

1.2.2.1. Katalyticka oxidace neurotransmiteri

Dopamin (DA) fidi v mozku rizné funkce véetn€ pohybové aktivity, emoci, pozitivniho
vznimani, pfijmu potravy a endokrinni regulace. Tudiz monitorovani jeho hladin v télnich
tekutinach by mohlo pomoct k diagnostice nékterych onemocnéni.

DA je katalyticky oxidovan na velice nestabilni dopamin-0-chinon, jenz okamzité
podléha nésledné reakci (zacykleni) za tvorby 5,6-dihydroxyindolinu diky pfitomnosti primarni

amino skupiny na bo¢nim fetézci.
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Tabulka 1. Substraty a zakladni podminky, ptehled (dle [5]).

Substrat & (mol-1-em™) Optimalni prostiedi
ABTSII 36000 0,01 mol-I"* acetatovy pufr (pH 5.0) pii 25 °C
ABTS 34220 0,1 mol-1"t vinny pufr (pH 4.5) pti 25 °C
ABTS 29300 0,05 mol-1" sukcinat sodny (pH 4.5) pii 30 °C
ABTS 26000 0,05 mol-1"t vinan sodny (pH 4.5) pii 25 °C
Anil-Gl 28770 0,1 mol-I"* fosfat sodny (pH 7.5) pii 25 °C
Katechol 26000 0,1 mol-I"t acetat sodny (pH 5) pii 25 °C
DMmPId 49600 0,05 mol-I"* malonat sodny (pH 4.5) pti 37 °C
DMP 14800 0,01 mol-I"%citrat sodny (pH 5) pii 50 °C
DMPDAL! ND!! 0,02 mol-I"* fosfat sodny (pH 7.5) pfi 25 °C
L-DOPAI NDU 0,1 mol-I" citrat-fosfat sodny (pH 5) pti 40 °C
HMAL! ND! 0,1 mol-I"t acetat sodny (pH 4.5) pii 25 °C
p-PDIM NDI! 0,1 mol-I citrat-fosfat sodny (pH 5) pfi 40 °C
o-Tolidine ND! 0,2 mol-It acetat sodny (pH 4.5) pii 25 °C
Poznamky: [l absorpéni  koeficient, ! 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid),
[l 2-methoxy-4-[(4-phenyl)azo]phenol, 91 2,6-dimethoxyphenol, (eI N,N-dimethyl-para-
phenylenediamine [T L-3,4-dihydroxyphenylalanine,  © 4-hydroxymandelic  acid, [ para-
phenylendiamine, [ nespecifikovano.
Tabulka 2. Ptivod lakaz a jejich podminky [5].
Piivod lakazy Km [mmol-I"}] Substrat Induktor Inhibitor
Populus canadensis 0,03 ABTS — NaCN, SDS
Pycnoporus cinnabarinus 0,33 guaiacol CHsCHOH L-cystein
Rigidoporus lignosus B 0,08 ABTS PHBA NaCN
Rigidoporus lignosus S 0,049 ABTS PHBA NaCN
Trametes versicolor 0,038 ABTS  CHsCH,OH EDTZAr'](':VI'Z”C'Z'
Trametes gallica Lac 1 0,012 ABTS 2,5-xylidin NaNs
Trametes gallica Lak Il 0,009 ABTS 2,5-xylidin NaN3
Trametes hirsuta 0,07 ABTS Cu?* DTJAIL\ISaF’
Trametes sanguinea 0,106 ABTS 2,5-xylidin DTT, NaNs
Trametes sanguinea . .
CelBMDO01 0,102 ABTS 2,5-xylidin mocovina
Trametes sp. 0,177 ABTS syringaldazin NaCN, NaN3
Trametes sp. AH28-2 0,025 ABTS syringaldazin NaCN, NaN3
Poznamky: DTT,; dithiothreitol, EDTA; ethylendiamintetraoctova kyselina; PHBA,;

p-hydroxybenzoova kyselina a SDS; dodecylsiran sodny.
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Tabulka 3. Bézné hladiny neurotransmitert v t€lnich tekutinach u zdravych jedinct.

N t it Obsah neurotransmiteru Reference
eurotransmiter Mo¢ [ug/24 hodin] ~ Plasma [nmol-11]

Dopamin 65-400 <0,55 [14,16]

Serotonin <200 300-2000 [15]

Adrenalin 0,5-20 <0,7 [14,16]

Noradrenalin 15-80 <0,55-3,4 [14,16]

Tento meziprodukt je ale rovnéz substratem Lac, a tudiz je dale katalyticky oxidovan
na indol-5,6-chinon, ktery podléha polymeriza¢ni reakci za vzniku polydopaminu (analog

melaninu), jak je znazornéno na Obr. 7 [17].
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. HO. o
DHI melanin :@ F— jiv\D
T HO N HO N
DHI Dopaminechrome
HO T 0 =
ooy — 00— 00
Vs S,
o N o N HO b
DHI quinone methide DHI quinone DHI chrome

Obrazek 7. Oxidace dopaminu na vniku DHI melaninu [18].

Obdobné i serotonin (5-hydroxytryptamin, zkracené¢ 5-HT) ovliviiuje zasadné emocni
rozpoloZeni, jelikoz jeho hlavni funkci je stabilizace nalady, stejné€ jako pocity §tésti a pohody.
Kromé toho 5-HT také hraje roli v travicim systému a spankovych cyklech. Télo potfebuje
serotonin, ale pfili§ mnoho nebo pfili§ malo mize vést ke zdravotnim problémiim. Naptiklad
pfili§ malo serotoninu miZe zplsobit depresi. Pfili§ mnoho v§ak mize zplsobit vzacny stav
nazyvany serotoninovy syndrom [15]. Vyuziti Lac jakozto biorekogni¢niho prvku pti vyrobé
elektrochemicich biosenzorti diskutabilni, jelikoZ jesté nebyly piesné definovany produkty
katalytické oxidace 5-HT. Jelikoz 5-HT ptedstavuje z chemického hlediska 5-hydroxyindol
s bo¢nim fetézcem s primarni aminoskupinou, lze ptedpokladat, ze dochazi k polymeraci
vzniklych radikalu indolu [19] jak je znazornéno na Obr. 8.

25



Na druhou stranu pfitomnost hydroxy skupiny nabizi moznost tvorby fenoxy radikalu,
jenz se mize rovnéz podilet na spontanni polymeraci. Z téchto pfedpokladi neni mozné
potvrdit, ze katalytickou oxidaci 5-HT vznikd odpovidajici chinon-imin, jenz podléha
nukleofilni adici vody za vzniku 4,5-dihydroxyindolu, ktery mutze byt dale oxidovan az na

odpovidajici 0-chinon [21], jak je uvedeno na Obr. 9.

H,O
Laccase
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OOH 2 O
.
2

8

Obrazek 8. Mechanismus vysvétlujici trimerizaci indolu katalyzovanou lakézou [20].
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Obrazek 9. Elektrochemicka oxidace serotoninu.

Jak jiz bylo dfive zminéno, epinefrin, vice znam jako adrenalin, je hormon vyméSovany
dfeni nadledvin. Jeho hlavni funkce spociva v ptipravé téla na fyzickou a dusevni zatéz (vykon),
a je tudiz povazovan za zdkladni hormon stresové reakce clovéka. Spole¢né s kortizolem se
podili na udrZeni organismu pii Zivoté pii stresovych situaci, pti¢emz piisobi proti sob€, nebot’
adrenalin zpisobuje, ze télo podava extrémni vykony, zatimco kortizol brani pfed poskozenim

u¢inkt adrenalinu.
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Naproti tomu norepinephrin (noradrenalin) ma vice funkci, protoze jako stresovy
hormon se zd4, ze ovliviiuje oblasti mozku, kde je fizena pozornost a reakce na rizné podnéty.
V doprovodu adrenalinu je zodpovédny za zvysujici se tepovou frekvenci. Tradi¢né se vztahuje
k motivaci, bd€losti na trovni védomi, regulaci spanku, chuti k jidlu, sexudlnimu a agresivnimu
chovani [22].

Z chemického hlediska se adrenalin od noradrenalinu lisi v pfitomnosti methylové
skupiny na dusiku, tudiz lze adrenalin zatfadit mezi sekundarni aminy. Jakozto derivaty
katecholu jsou oba neurotransmitery typickymi substraty Lac, ale 1 dalSich enzymt napf.
tyrozinazy. Jejich katalytickou (rovnéz elektrochemickou) oxidaci muize vznikat az polymer

strukturné velmi podobny melaninu, jak je ziejmé z Obr. 10.
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Obrazek 10. Katalyticka oxidace adrenalinu a noradrenalinu [23].

Hodnoty Michaelisovy konstanty (Km) v Tab. 5, uréuji afinitu enzymu k substratu: nizsi
Km, vy$si afinita enzymu k substratu a vyssi Km, niZ$i afinita. Konstanta Km ptirodniho substratu
je mensi nez analogickych substrati. Pokud maji dva stejné enzymové substraty ruizné Km, které
pfedstavuji vyss§i Km ma niz8i afinitu k enzymu a reakce probiha vzdy pomaleji neZ se
substratem niz§im Km, Pomér Keat/Km vyjadiuje rychlostni konstantu, ktera urcuje katalytickou
ucinnost, jelikoz Keat predstavuje rychlostni konstantu katalyzované reakce. Toto métitko
ucinnosti je uzite€né pii urcovani, zda je rychlost omezena vytvofenim produktu nebo

mnozstvim substratu.
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Kdyz je keat mnohem vétsi, nez Km enzymovy komplex pfeménuje vetsi cast substratu,
ktery se vaze na produkt. Tato zvysend konverze muze byt pozorovana jednim ze dvou zptisobti:
bud’ se substrat vaze pevnéji na enzym, coz je diisledek relativné nizkého Km, nebo je veétsi cast
substratu, ktery je vazan, preménén pied disociaci, kvili velké rychlosti obratu Keat. Nizké Keat
nez Km vyjadiuje, ze komplex pfeménuje mensi ¢ast substratu, ktery se vaze na produkt.

Veli¢ina Kj, Tab. 4, oznacuje inhibi¢ni konstantu, pouzivaji se k popisu vazebné afinity,
kterou ma malé molekula nebo makromolekula k enzymu nebo receptoru. Inhibi¢ni konstanta
Ki také predstavuje disociacni konstantu, ale spiSe vazbu inhibitoru na enzym. To znamena
ligand' jehoz vazba snizuje katalytickou aktivitu enzymu. Vazebnd rovnovaha popsana

hodnotou K zavisi na kinetickém mechanismu inhibice [24].

Tabulka 4. Kinetické parametry enzymatické katalyzy pro vybrané substraty [25].

Substrat Kcat/Km Km Ki Inhibitor
[mmol-I7t-s71] [mmol-11] [mmol-I1]

Hydrochinon® 88 2,1 0,18 Hydroxylamint

Katechol® 103 1,11 1,33 Azid

Hydrochinon[®! 110,3 — 1,25-1,8 Azid®!

Dopamin[®] — 0,11-122[ — —

Katechol — 0,014-2250[ — —

Poznamky: hodnoty pro Bllakazu a ! tyrosinasu, rozsah hodnot v zavislosti na druhu
tyrosinasy!®

cvwr

patfit v zavislosti na podminkach Katechol, jehoz Km je nejnizsi, tudiz ma k nému enzym
nejvyssi afinitu a reakce probiha rychleji nez u substratu s vys$si Km, u kterého jak jiz bylo

zminéno, probihé reakce pomaleji.

2. Lakazové elektrochemické biosenzory

Lakazy jsou charakteristické svou Sirokou specificnosti k nejrizné€j$im substratim,
selektivitou a relativné vysokou toleranci vii¢i chemickym podminkam. Jsou Siroce vyuzivany
jako biokatalyzatory pro environmentélni aplikace, kdy navdzany na piirodni nosice slouzi
k odbouravani vyznamnych polutantii. Dale nalezly lakazy své uplatnéni v papirenském a
celulézovém primyslu, a dokonce i v energetickém odvétvi béhem vyroby biopaliv. Nicméné
vyuziti ve velkém méfitku pro tyto aplikace je omezené kvili mensSi provozni stabilité a

regeneraci téchto enzymu.
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Kromé vySe uvedenych ptikladii 1ze Lac vyuzit jako selektivni prvek pii konstrukci
katalytickych senzort, jenz se oznacuji jako lakazové biosenzory. Tyto biosenzory se skladaji
ze dvou zakladnich ¢asti, biorekogni¢niho prvku (detektor) obsahujici lakazu a pievodniku
(transduktoru). Pokud je timto pfevodnikem elektroda, pak hovoiime o elektrochemickém
lakdzové biosenzoru. Tento typ analytického zatizeni dale musi obsahovat zesilovac signalu
(amplifikator) zabudovany v potentiostatu/galvanostatu a zapisovac, nejcastéji PC. Elektrody
mohou byt zhotoveny z nejriznéjsich vodivych materialt (kovy, slitiny, rizné formy uhliku,
atd) [28]. V zavislosti na typu méfeného signalu, mohou byt elektrochemické biosenzory
rozdéleny na konduktometrické, potenciometrické a voltammetrické/amperometrické.

Z uréitého thlu pohledu, je mozné povazovat Lac za detektor, ktery rozpoznava cilovy
analyt (substrat) a transduktor poté pievadi odezvu na métitelny signal. Jedine¢nost biosenzoru
spociva v tom, ze tyto dvé soucdsti jsou integrovany do jediného snimace. Tato kombinace
umoznuje méteni cilového analytu bez pouziti ¢inidel. Elektrochemické biosenzory jsou
obvykle zalozeny na produkci elektronti, vyplivajici z elektrochemické oxidace ¢i redukce
vzniklych produktl enzymatické reakce (tzv. amperometrické biosenzory 1. generace). Jestlize
je pienos elektroni fizen pomoci ptitomného redoxniho mediatort, pak se tyto senzory zafazuji
do Il. generace. Biosenzory III. generace jsou zaloZeny na piimém pienosu elektronti mezi
aktivnim centrem enzymu a elektrodou. Pro nézornost jsou jednotlivé typy katalytickych

biosenzord znazornény na Obr. 11.

First generation Second generation Third generation

Substrate  Product Product Substrate Product
Substrate ps

Obrazek 11. Schémata konfiguraci enzymatickych biosenzort

(s pivodnimi popisky v anglickém jazyce, dle [26]).
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2.1. Stabilita a aktivita lakazovych biosenzori

Obecné lze konstatovat, Ze optimalni rozsah pH pro fenolovou transformaci odpovida
oblasti pii pH 6. Nicméné optimalni pH pro houbov¢ lakazy neni vzdy stejné a zavisi na pavodu
enzymu [27]. Kromé toho je nutné vzit i v ivahu optimalni podminky elektrochemické detekce
vzniklych produkti, jenz u fenolickych substrati rovnéz zavisi na pH pracovniho média. Tudiz
vybér optimalniho pH lakazovych biosenzorii je kompromisem téchto dvou faktort.

V jedné odborné studii, zabyvajici se stabilitou a katalytickou u¢innosti Lac izolované
z T. versicolor se prokazalo, ze nejvyssi katalytickou aktivitu a stabilitu poskytuje v rozmezi
pH 4 az 5 pii teploté 35 °C [28], tudiz pro praktické pouziti lakdzovych biosenzori ptipada
v tvahu n¢kolik slab€ kyselych pufri. Mezi né miizeme tadit naptiklad citratovy, acetatovy,
fostatovy, ptipadné Britton-Robinsontiv pufr. Kromé& pracovnich podminek, rovnéz zptisob
imobilizace mize vyznamné¢ ovlivnit analytickou vykonost biosenzorii. Pro lakdzové
amperometrické biosenzory, S imobilizovanym enzymem pouze na malé elektrodové plose,
byla dosazena zivotnost az nal0 mésict a cca 900 méfenimi [29]. V praxi se ukazalo mnohem
efektivnéj§i mit imobilizovanou lakazu v priuto¢nych reaktircich (viz. Obr. 12), jenz

kompenzuji nizkou katalytickou aktivitu a stabilitu velkym mnozstvim zakotvenych molekul

enzymu [30].
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Obrazek 12. Schémata pratokového lakédzového reaktoru pro injekéni analyzu [26].
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2.2. Inhibitory jakoZto potencionalni interferenty

Katalytickou aktivitu lakaz vétSinou snizuje (inhibuje) pfitomnost mnoha organickych
sloucenin, které maji komplexotvorné (chelatujici) vlastnosti, a proto mohou vyvazat atomy
meédi (modifikace aktivniho mista), napt. se jedna o EDTA, Kkyselinu citronovou, kyselinu
stavelovou, kyselinu malonovou a hydroxylamonium chlorid.

Mezi dal§i vyznamné interferenty lze zafadit ionty nékterych tézkych kova (Cd?*),
jelikoz u kationtd Cu?*, Mn?* a Zn?* nebyla prokazana statisticky vyznamna inhibice, ba naopak
piitomnost nizké koncetrace Cu?* miize zvysit aktivitu enzymu az 0 17 %. Ovsem pii vysoké
koncentraci Cu?*(od 2 do 80 mmol-IY) bylo zjisténo, ze aktivita Lac vyznamné klesd
(inhibovana) [31]. Mezi dalsi testované inhibitory se fadi cystein, kyselina thioglykolova
(TGA), dithiothreitol (DTT), kyselina diethyldithiokarbamova a azid sodny (NaNs), kdy
posledné zminény NaNsz ma silny inhibi¢ni ucinek. Nastésti se u bézné analyzovanych
klinickych vzorka nevyskytuje [32]. Ptrehled dalsich moznych inhibitora Ize nalézt v online
databazi BRENDA [25].

2.3. Moznosti kovalentni imobilizace lakazy na polymerni nosice

Lakazové biosenzory je mozné pfipravit nesCetné moznymi zplsoby, pifi¢emz
Imobilizace slouzi jako idealni technika pro zlepSeni vlastnosti a reprodukovatelnosti méfeného
signalu, protoZe poskytuje zvySenou provozni stabilitu, tepelnou stabilitu, opakovanou
pouzitelnost a toleranci vii¢i zménam iontovych podminek béhem katalyzy.

Lakazu je moZné zakotvit (imobilizovat) na elektrodové povrchy fyzikalné ¢i chemicky,
kdy se chemicky zpisob (kovalentni vazba mezi apoenzymem Lac a elektrodou) ukazala
mnohem efektivnéjsi z divodu vysoké stability [33]. Nosice pro imobilizaci enzymt musi byt
netoxické, biokompatibilni a nerozpustné za reakénich podminek, musi mit vysokou afinitu k
proteiniim, poZadované funkéni skupiny a tepelnou stabilitu. Dllezita je zejména jednoduchost
regenerace, vysoka adsorpcni kapacita a dostupnost podpory pro technologickou vyrobu.
Mezitim je vybér nosi¢ti omezen s ohledem na bezpec¢nost jejich slozek, chemickou stabilitu,
odolnost vi¢i mikroorganismiim a dalSi faktory nezbytné pro potravinaisky primysl a
biotechnologie [34].

Kovalentni vazba je zaloZena na chemické aktivaci skupin v podplirné matrici tak, aby
reagovaly s funkénimi skupinami proteinového obalu Lac (apoenzymu). Tato metoda

ptredstavuje vysokou stabilitu a umoziiuje enzymu urc¢itou odolnost vii¢i t€inkiim teploty a pH.
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Zjistilo se, ze imobilizovany enzym kovalentni vazbou je obvykle stabilnéjsi v reakénim
systému, jelikoz tato vazba zabrafiuje vyplavovani enzymu a zlepSuje stabilitu biovrstvy,
pfiCemz musi byt zachovana jeji struktura, funkce a katalyticka aktivita. Jelikoz je tato
diplomova prace vénovana vyhradné imobilizaci lakdzovych biosenzorii na vodivé polymery
prostiednictvi tvorby Schiffovych bazi, nejsou dals$i mozné zpisoby zakotveni dale popisovany.

Fyzikalni vlastnosti polymerniho nosice, jako je velikost povrchu, pérovitost a mnozstvi
funk¢nich skupin, 1ze snadno pfizptsobit v souladu s jejich specifickymi vlastnostmi [35,29].
Pro kovalentni imobilizaci enzymu se osvéd¢ily polymery s volnou primarni skupinou, jako je
chitosan a kolagen, jenz Ize na elektrodu pfipravit pouhym kapnutim suspenze polymeru a
vyschnutim rozpoustédla, tzv. drop-casting [36]. Mnohem efektivnéj$§im se zdaji byt ale
polymery piipravené elektrodepozici (polytaramin, polyarginin, polyhistamin, atd.) [37,38],
jelikoZ je mozné elektrochemicky fidit jejich tvorbu, tedy i ziskat pozadované vlastnosti (vysku
vrstvy a porovitost). Samotna imobilizace spociva v reakci mezi aminoskupinami polymeru a
karboxylovymi skupinami proteinu nebo Ve spojovanim aminoskupiny polymeru

s aminoskupinou proteinu pomoci specifickych linkera [39].

2.3.1. Priprava polymeri na vodivé materialy

Nasledujici kapitoly budou pojednavat o vyrobé — syntéze polymertd. Polymer je
makromolekula sestavend z molekul jednoho nebo vice druhii atoml nebo skupin spojenych
navzajem v tak velkém poctu, ze fada fyzikalnich a chemickych vlastnosti této latky se nezméni
pfidanim nebo odebranim jedné nebo nékolika konstituc¢nich jednotek. To, co odliSuje
polymery od jinych materiald, je fetézcova struktura jejich molekul, tj. dlouhd linearni fada
vzajemné spojenych atomt nebo skupin atomil, jenZ piedstavuje prevazujici strukturni motiv,
ktery muze (ale nemusi) byt obcas pferusen misty vétvenim (napf. u vétvenych nebo
roubovanych polymert, pfipadn€ u polymernich siti).

V nékterych ptipadech polymery tvoii spiSe rozvétvené sité€ nez jednotlivé fetézce. Bez
ohledu na jejich tvar jsou molekuly velmi velké. Ve skuteCnosti jsou tak velké, ze je védci
klasifikuji jako makromolekuly. Polymerni fetézce mohou obsahovat az stovky tisic atom —
dokonce i miliony. Obecné¢ plati, ze ¢im delsi je polymerni fetézec, tim téz8i bude, a tim i vyssi
hodnoty bodu varu ¢i taveni bude mit. Z velikosti polymeru roste rovnéz i jeho viskozita [40].

Vodivé polymery mizeme pfipravit tfemi zplsoby, procesem chemickym,
elektrochemickym nebo fotoelektrochemickym. Syntéza polymert skrz chemickou reakci
spociva v reakci s oxidacnim, ptipadné reduk¢nim ¢inidlem, kdy reakce vede k tvorbé nabitého

komplexu, ten se navaze naproti-iont redoxniho ¢inidla. Tento proces vyzaduje vysokou
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kontrolu, jelikoz dochazi k exotermnimu d&ji. Druhou moznosti, jakozto nejvyhodnéjsi, je
elektrochemicka syntéza, kde dochazi k elektrochemické deponaci polymeru na povrch
elektrody. Pti tomto typu polymerace je nutna aplikace dostate¢né silného napéti nebo proudu.
Fotoelektrochemicka metoda pfedstavuje tieti moznou volbu pro syntézu polymeru, prestoze
mechanické vlastnosti vysledného polymeru nemusi byt vzdy dostacujici pro tvorbu
biosenzord. Principem syntézy je fotoexcitace polymeru, zaloZzena na katalytickém ucinku
Vv piitomnosti svétla, dochazi tak k oxidaci monomeru za vzniku radikalt, jenZ se spojuji za

tvorby polymeru [41].

2.3.1.1.Polymery s volnou aldehydovou skupinou

Polymery funkcionalizované volnou aldehydovou (R-CH=0) nebo formylovou
(Ar-CH=0) skupinou se prakticky pii vyrob¢é biosenzorii neuplatiuji, pfestoze reakce mezi
pritomnou karbonylovou skupinou a aminovymi zbytky proteinu za tvorby imind (Schiffovy
baze) by mohli byt stejné efektivni, ne-li efektivnéj$i nez ty dosavadni zpusoby. Z tohoto
divodu je tato diplomova prace zaméfena prave na piipravu takovychto polymert. Mezi jiz
popsané polymery lze zatadit polyvanillin a polycurcumin [42,43]. Elektropolymeraci lze
provadét, jak zvodnych roztoku, tak i z organickych rozpoustédel. V ptipadé, kdy se
polymerace zUcCastnuji radikdly, byva vhodné&jsi elektropolymerace z organickych
rozpoustédel, kdy jsou elektrochemicky generované radikdly mnohem stabilnéjsi.
Elektropolymarace miize probihat cyklickou voltametrii, ampérometricky pii konstantnim
napéti nebo galvanostaticky konstantnim elektrickym proudem. Jako vhodné elektrodové
substraty se osvédcily elektrody z platiny, zlata, skelného uhliku, grafitu a uhlikové pasty [44].

Tvorba polymeru se obvykle vyznaCuje narustem kapacitniho proudu (lc), jenZ se
projevi zvySovanim zakladni linie. Kromé& toho je mozné pozorovat ibytek monomeru, jak je
ukazano na Obr. 13, jenz zobrazuje nékolikanasobné cyklovani 4-hydroxybenzaldehydu. Dale
lze vznikly polymer charakterizovat skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) a funkéni

skupiny identifikovat infracervenou mikroskopii se zeslabenym tplnym odrazem (ATR-FTIR).

2.3.2. Navazani lakazy pres aminokyselinové zbytky

Molekula Lac obsahuje na povrchu proteinli navdzané aminokyseliny, jak bazické, tak
1 kyselé. Konkrétné cystein, methionin, histidin, pfipadné i1 fenylalanin a leucin. Bazické
aminokyseliny se daji pouzit pro navazani k polymeru s karbonylovymi skupinami pomoci

tvorby Schiffovych bazi.
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Obrazek 13. Elektropolymerace 4-hydroxybenzaldehydu z acetonitrilu na povrch GCE

pomoci opakujici se cyklické voltametrie [44].

V tomto ptipadé postaci ponofit transduktor s polymerem do roztoku enzymu po urcitou
dobu. Druhou variantou muze byt pouziti flexibilniho linkeru Jeffaminu, kdy dochazi k reakci
mezi karbonylovymi skupinami polymeru s primarnimi amino skupinou linkeru a
karbonylovymi skupinami oxidovanych lakazovych sacharidovych zbytka. Navic 1ze Jeffamin
vyuzit i pro kovalentni navazani volné primarni amino skupiny tohoto linkeru ptes enzym

pomoci karboxylové skupiny provedenim karbodiimidové reakce [45].

3. Lakazové biosenzory v priuto¢nych systémech

Lakazové amperometrické biosenzory jsou specialni klasifikaci voltametrickych
biosenzoru, kde je pracovni potencial (E) udrzovan konstantni v zavislosti na ¢ase (t), pticemz
se méti elektricky proud (I) generovany oxidaci ¢i redukci na povrchu elektrody, ktery je
udrZzovan pii vhodném potencidlu. Zaznamenany proud ma linearni vztah s koncentraci
substratu v roztoku (c). Geometrie (tvar) lakdzovych biosenzort se odviji od prutocné cely.
V praxi dominuji elektrody v plosném uspoiadani, kdy cely elektrodovy systém byva natiStén
na keramické platformy, tzv. tisténé elektrody [46]. Protoze lakdazové enzymy maji nizkou
aktivitu (>0,5 U-mg z Trametes versicolor) v porovnani s tyrosinazou (>1000 U-mg™? z
Agaricus bisporus) nebo kfenovou peroxidazou (150 U-mg? z Armoracia rusticana),
uptfednostiuje se imobilizace Lac v prutocnych reaktorech, kdy velké mnozstvi enzymu
kompenzuje jeho nizkou aktivitu. JelikoZ lze predpokladat, ze pfipravené lakdzové biosenzory
vyuzivajici komer¢ni tiSt€né uhlikové elektrody nebudou mit dostatecnou citlivost, byla
pfipadné lakdza nahrazena nékterym z vySe uvedenych enzymd, aby se mohlo demonstrovat

vyuZziti nové pfipravenych polymera v konstrukei prito¢nych biosenzort.

34



3.1Pritokova injek¢éni analyza s amperometrickou detekci

Pratokova injek¢ni analyza (FIA) predstavuje analytickou instrumentalni metodu s
plynulym tokem vodiciho roztoku, do kterého je vstfikovan (injektovan) roztok vzorku, ktery
musi mit stejné slozeni jako vedouci roztok (viz. Obr. 14). Tato podminka je dulezita pfedevsim
pro amperometrickou detekci, kdy zmény vodivosti béhem nastfiku mohou zapficit zmeény
méfeného elektrického proudu [47].

FIA muze poslouzit i k ovéfeni mechanické stability elektrochemicky deponovanych
polymerd, jelikoz Vv teflonovych hadickach dochazi k dynamickému dé&ji (linearni proudéni
nosice), jenz minimalizuje moznou absorpci latek na povrch biosenzoru, ale mize zapticinit
vymyvani enzymu, ¢i jinych komponent (redoxnich mediatorti, nanoc¢éstic apod.). Samotné
ovéfeni se provadi porovnanim proudovych intenzit, které by mély zlstat neménné s danym
objemem vzorku. Pritok se da nastavit na urcitou rychlost v zavislosti na proudové odezve,
jenz souvisi s rychlosti katalytické reakce a elektrochemické preméné vznikajicich produkta.
Vkladané napéti se vétSinou pohybuje kolem OV kviuli moznym negativnim vliviim
interferenci, kdy se nepiedpoklada, Ze by se doprovodné latky ziéastnily rovnéz elektrodovych
reakci [48].

Reaktor
- i )—
Vzorek ----- Uv{ Injektor

S > Detektor

}‘ —"{ Time /s 4’1

500 s

Obrazek 14. Schéma FIA s typickym zaznamem pro tfi stejna opakovani [49].

Parametry (analytickd vykonost) pritokové injekéni analyzy a amperometrickych
detektord (Lac a Tyr biosenzory) pro ruzné fenolové substraty se urcuji vzdy za optimalnich
pracovnach podminek. Z dat uvedenych v Tab. 5 Ize usoudit, Ze Lac biosenzory jevi nejvétsi
citlivost vic¢i para-substituovanym fenoltim, nasledné vuci ortho- a meta-, které jsou stézi
detekovatelné. Naproti tomu Tyr biosenzory jevi nejvétsi citlivost vii¢i ortho-difenolim a
para-monosubstituovanym fenoliim (volna ortho poloha pro katalyticky fizenou hydroxylaci).

Slabsi odezvu ma ovsem i pro meta-, methoxy- a hydroxy-substituované fenoly [50].
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Tabulka 5. Parametry pritokové injek¢ni analyzy vybranych Lac a Tyr biosenzoru.

Substraty Km I max LOD Citlivost
[mmol-I-] [nA] [mmol-I-] [uA-mol-1]
Hydrochinon® 0,53 0,039 0,015 74
Katechol® 2,1 0,188 0,013 90
Dopaminf® 0,57 0,022 0,030 39
Resorcinol@ 0,39 0,006 0,065 15
Fenoll 0,35 0,005 0,067 15
Hydrochinon(®! — — — —
Katechol®! 0,85 0,341 0,003 36
Dopamin[®] 0,32 0,03 0,012 94
Resorcinol®! — — — —
Fenol®! 0,13 0,012 0,012 92

Poznamky: hodnoty pro B lakéaza, I tyrosinasa

3.2 Zivotnost biosenzori v priitokové analyze

Obecnym problémem mnohych enzymatickych biosenzoril je nedostate¢nd provozni a
skladovaci stabilita potfebnd pro rutinni a mozné komeréni vyuziti. V soucasné dob¢ je tento
problém hlavni piekazkou, kterou je tieba v oblasti biosenzori vytesit. Nestabilita lakazovych,
tak 1 tyrosinazovych biosenzor tizce souvisi s aktivnimi centry téchto enzymd, v Cistych
standardnich roztocich je zpuisobena pfedevsim vznikajicimi chinoidnimi slou¢eninami, které
podléhaji polymeraci se vznikajicimi radikaly. Tyto nespecifické polymery mohou inaktivovat
biokatalyzator, tim Ze pokryji cely aktivni povrch elektrody. Né&které substraty jako katechol
jsou schopné nevratné vyredukovat ptitomnou méd’ az na atomarni mocenstvi (atomy médi v
zakladnim stavu; Cu®).

Studie provedené na rlznych imobiliza¢nich metodach ukézaly, ze sitovaci
imobiliza¢ni metoda pomoci bovinniho sérového albuminu (BSA) ptinesla nejlepsi vysledky z
hlediska provozni stability a aktivity Lac. Dalsi studie provedené na mechanismu stabilizace
Lac riznymi stabilizaénimi ¢inidly na bazi proteini (PBSA) ukazaly, ze samotny BSA
stabilizoval enzym pomoci hydrofobnich interakci 1épe nez v pfitomnosti NaBr (viz. Obr. 12).

Rozpustény enzym v piitomnosti BSA si zachovava 100 % aktivitu po dobu 20 min
béhem inkubace pii 60 °C, zatimco volny enzym bez ptitomnosti BSA si za stejnych podminek
zachoval pouze 35 % aktivitu. Dale Obr. 15 demonstruje, jaky vliv muze mit zpusob
imobilizace na Zivotnost lakdzovych biosenzort (spole¢né zesiténi s BSA > spole¢né zesiténi s
lysozymem > spolecné zesiténi s zelatinou > hybridni > zachyceni v Zelatin€¢ > zesitovani
s glutaraldehydem). Prudky pokles aktivity imobilizované lakdzy pro metodu sitovani je

pravdépodobné zpiisoben inaktivaci enzymu piebytkem glutaraldehydu [51].
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Obrazek 15. Aktivita lakazy na ¢ase v zavislosti na zptisobu imobilizace [51].

EXPERIMENTALNI CAST

4. Laboratorni postup

Tato kapitola nabizi pfehled chemikalii, laboratorniho vybaveni a stru¢ny popis metodiky
pottebné k dosazeni stanovovanych cill, tedy vytvofeni polymernich vrstev opatfenych
s karbonylovou skupinou pro mozné navazani lakazy, poptipadé jiného enzymu (tyrosinazy
nebo alkalické fosfatazy). Jelikoz tato diplomovéa prace neni vénovana vyvoji konkrétni

analytické metody, ale ptipraveé biosenzort, neobsahuje tato ¢ast popis statistické analyzy.

4.1 Chemikalie a reagencie

Chemikalie, jako wvanilin (=97 %), trans-cinnamaldehyd (>99 %),
4- hydroxybenzaldehyd (>95,0 %), lyofilizovany prasek tyrosinazy (EC 1.14.18.1) z hub
(8503 U-mg!) s teplotou skladovani —20 °C, lakdza (EC 1.10.3.2) z Trametes versicolor
(1U-mg?) se sladovaci teplotou 2-8 °C, monohydrat fosfore¢nanu sodného (pAPP),
hydrochinon, roztok glutaraldehydu (GTA) v H2O (50 % wi/w), hydrochlorid dopaminu,
hydrochlorid (£)-epinefrinu, hydrochlorid DL-norepinefrinu (>98 %) a hydrochlorid
serotoninu, byly zakoupeny od spole¢nosti Merck KGaA (Darmstadt, Némecko). Dalsi
slouceniny jako kyselina fosfore¢na (85 %), kyselina sirova (95 %), kyselina borita (>99,5 %),
hydroxid sodny, dihydrat hydrogenfosforecnanu sodného, monohydrat
dihydrogenfosforecnanu sodného a octan sodny (>99,0 %) pro ptipravu pracovnich roztokt

pochazely od spolenosti Lach-Ner, s. r. o. (Neratovice, Ceska republika).
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Pro ptipravu lakdzou modifikovanych uhlikovych pastovych elektrod (CPE/Lac) se pouzil
grafitovy prasek o velikosti ¢astic >2 pum od spolec¢nosti Graphite Tyn, spol. s r.o. (Tyn nad
Vltavou, Ceska republika) a silikonovy olej (SO) o molekulové hmotnosti 8000 g-mol™? z
Lucdebnich zavodd a.s. (Kolin, Ceskd Republika). K piipravé roztoki byla pouzita
demineralizovand voda o elektrickém odporu >18,3 MQ-cm, jenz byla pfipravena pomoci

gistici jednotky Milli-Q® od spole¢nosti Merck Millipore (Billerica, MA, USA).

4.2 Pristrojové vybaveni

Veskera voltametrickd méteni probihala v konvenénim tiielektrodovém uspotradant,
které se skladalo z tisténé uhlikové elektrody (SPCE, typ DRP-C110) od Metrohm DropSens
(Oviedo, Spanélsko), ktera slouzila spolu s uhlikovou pastovou elektrodou modifikovanou
lakazou (CPE/Lac) jako pracovni elektroda. Dale toto uspotadani obsahovalo chloridostiibrnou
referentni elektrodu opatienou solnym miistkem obsahujici3 mol-I"* KCI od Metrohm Ceska
republika, s.r.o. (Praha, Ceska republika). Tieti elektrodou byl platinovy plisek potizen z firmy
Elektrochemické detektory, spol. r. 0 (Turnov, Ceska republika), jenz slouzila jako pomocna
elektroda.

Piistroj VEGA3 SBU od spoleénosti TESCAN s.r.o. (Brno, Ceska republika), byl vyuzit
k popisu mikrostruktury polymernich vrstev a povrchové distribuce kovalentné vazanych
molekul enzymd, a to diky rastrovaci elektronové mikroskopii (SEM) a energeticky disperzni
rentgenove analyze (EDX). Pro dosazeni vétsiho zvétSeni (6,64x103) byly elektrody potazeny
5 nm vrstvou ryziho zlata pomoci rotacni pumpované potahovaci jednotky (typ Q150R Plus)
zakoupené od Quorum Technologies (Lewes, Spojené kralovstvi). Pfitomnost karbonylovych
skupin v elektrochemicky deponovanych polymerech byla potvrzena infracervenou
spektroskopii s Fourierovou transformaci se snizenou celkovou odrazivosti (ATR-FTIR) na
piistroji Nicolet™ iS50 FTIR od Thermo Fisher Scientific™ (Waltham, Massachusetts, USA).

Amperometricka méteni se provedla s pouzitim prutokové injekéni analyzy. Zatizeni se
skladalo z vicekanalového peristaltického ¢erpadla MINIPULS 3 od Gilson, Inc. (Middleton,
USA), automatického Sestistupiiového davkovaciho ventilu Rheo-dyne® od IDEX Health &
Science GmbH (Wertheim, Némecko), pratokové cely (viz Obr. 16) od Metrohm DropSens
(Oviedo, Spanélsko) a z poditade s operaénim softwarem NOVA 1.11, ktery slouzil k ovladani
potenciostatu/galvanostatu AUTOLAB (model PGSTAT101).
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Obrazek 16. Pratokova cela se zabudovanou tiSténou uhlikovou elektrodou [52].

4.3 Priprava pracovnich elektrod

Ke stanoveni optimalnich podminek a k charakterizaci katalytickych vlastnosti enzymu
byla pouzita uhlikova pastova elektroda bez piitomnosti enzymu (CPE) a uhlikova pastova
elektroda se zakomponovanym enzymem (CPE/Lac). Trojce ruznych polymert byla
elektrochemicky deponovana na povrch komeréni SPCE, poté byly takto vzniklé varianty déle

modifikovany enzymy. Detailni popis pfipravy jednotlivych biosenzori je popsan nize.

4.3.1 Ptiprava modifikované uhlikové pastové elektrody

Uhlikova pastova elektroda (CPE), ktera se vyuzivala pro porovnani proudové odezvy
vici enzymem modifikované varianté, byla pfipravena z uhlikového prasku (80 %; w/w) a ze
silikonového oleje (20 %; w/w). Uhlikova pastova elektroda s piitomnou lakazou (CPE/Lac),
kterd se vyuZivala pro stanoveni optimalnich podminek aktivity enzymu, byla pfipravena ze
70 % (w/w) grafitového prasku, 20 % (w/w) silikonovym olejem a 10 % (w/w) lakazy. Smés
byla homogenizovana v tieci misce s tlouckem po dobu 10 min a vznikla pasta se nasledné
plnila do teflonového elektrodového drzaku, ktery byl opatien kovovym pistem pro vodivé
spojeni. Obnovovani pracovniho povrchu se provadélo vytlaenim zhruba 1 mm pastového

valecku a diikladnym lesténim o suchy filtra¢ni papir.

4.3.2 Priprava polymernich nosici na tiSténych elektrodach
Elektropolymerace probihala za pouziti cyklické voltametrie (50 cykll) s rozdilnymi
podminky pro jednotlivé vybrané monomery. Mezi zvolené monomery pattil vanilin,

trans-cinnamaldehyd a 4-hydroxybenzaldehyd.

39



Roztoky monomerti o objemu 10 ml a koncentraci 2 mg-ml= byly pfipravovany piimo v méfici
voltametrické nadobce, pficemz u trans-cinnamaldehydu z diivodu nizké rozpustnosti ve vodé
poslouzila smés 7 ml ethanolu a 3 ml 0,5 mol-I* H2SO4 jako pracovni médium. Roztoky
vanilinu a 4-hydroxybenzaldehydu byly piipraveny jejich rozpusténim ve fosfatovém pufru o
pH 7. Elektrodepozice polyvanilinu probihala v potencidlovém rozsahu od —0,8 do +1,8 V,
poly-trans-cinnamaldehydu od —0,6 do +2,0 V, a poly-4-hydroxybenzaldehydu od —0,6 od +2,0

V, pii rychlosti skenovani 200 mV-s™ a potencialovém kroku 5 mV.

4.3.2.1 Imobilizace enzymii na karbonylem funkcionalizované polymery

Vybrany enzym (pfednostné lakaza) se na deponovany polymer navéazal kovalentné za
vzniku Schiffovych bazi (imint) [42]. Kovalentni imobilizace probihala nanesenim 5 pl
roztoku enzymu o koncentraci 2 mg-ml v piislusném pufru na povrch elektrody s polymerem.
Po 20 min doslo opét k naneseni 5 pul enzymatického roztoku. Nasledné, aby nedoslo
k zaschnuti, musela byt po dobu 2 hodin pfikapavana demineralizovana voda o objemu 5 pl.
Po ubé&hnuti 2 hodin doslo k ptidavku 2.5 pul glutaraldehydu a opét bylo nezbytné piikapavat
vodu po dobu 1 hodiny. Cely postup s glutaraldenydem se znovu zopakoval pro dokonalé
zesiténi molekul enzymut. Na zavér se elektroda nechala vysusit, oplachla vodou a sucha

skladovala se v lednicce.

4.4 Priprava pracovnich roztoki

Roztoky neurotransmitertt (hydrochlorid dopaminu, hydrochlorid (+)-epinefrinu,
hydrochlorid DL norepinefrinu (>98 %) a hydrochlorid serotoninu) o objemu 10 ml se
pripravovaly vzdy cerstvé o koncentraci 0,01 mol-I" okyselené vodé (ptfidavek 100 ul
0,1 mol-I"t HCI) z divodii pouziti hydrochloridi, jenz nejsou stabilni v neutralnim prostiedi,
jelikoZ podléhaji autooxida¢nim procestim. Samotna elektrochemicka méteni se uskutec¢iiovala
vV pufrovanych roztocich, tak aby se zajistilo konstantni pH béhem experimentd.
Fosforecnanové a fosfatové pufry o objemu 500 ml a pH 4,5, 5 a 7 se pfipravily slitim
0,2 mol-I'? roztokti kyseliny fosforecné, hydrogenfosfore¢nanu sodného
a dihydrogenfosfore¢nanu sodného. Acetatovy pufr o koncentraci 0,1 mol-I"t a pH 4,5 se
pripravil ze zasobniho roztoku kyseliny octové a octanu sodného o koncentracich 0,2 mol-172,
Britton-Robinsonovy pufry o pH 4,5 vznikly smichanim 0,2 mol-1"* NaOH do roztoku kyselin

fosforecné (85 %), borité a ledové octové (99,8 %).
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Pozadované pH jednotlivych pufrt bylo kontrolovdno pH metrem WTW intoLab® pH 720
od spolecnosti Xylem Inc. (Washington, D.C., USA). VSechny pufry se skladovaly pii

pokojové teplote.

4.5 Parametry pouzitych technik

Veskera méteni se provadéla za laboratornich podminek pfi teploté 25 °C. Podminky
cyklické voltametrie pouzité pii elektrodepozici polymert jsou jiz popsany vyse. Pro
charakterizaci lakazy se zvolila cyklicka voltametrie v potencidlovém od —0,4 (nebo —0,2) do
+1,0 V, se skenovaci rychlosti 10 mV-s™ a potencidlovym krokem 5 mV, ktery byl pii kazdém
métfeni neménny. Aby bylo mozné sledovat velmi pomalé katalyzy, musela byt misty skenovaci
rychlost snizena aZ na 5 mV-s 1, Tato méfeni se provadélo v nékolika pufrech o riizném pH,
aby se vybralo optimalni prostiedi pro enzymatickou preménu.

Pro FIA s amperometrickou detekci u vybranych neurotransmiteri na tisténych
uhlikovych elektrodach potaZenych pouze polymerem se zvolil konstantni pracovni potencial
0 hodnot¢ +0,1 V. JelikoZ se dale FIA méteni provadéla pouze na tyrosindzovych biosenzorech
z ditvodu nizké aktivity lakazy, tak jako nosi¢ poslouzil 0,1 mol-I" fosfitovy pufr o pH 7 o
pritoku 1 ml-min%, pfi pracovnim potencialu —0,2 V.V obou p¥ipadech FIA byla doba analyzy
nastavena az na 5000 s pti ¢asovém intervalu 0,1 s.

Pfed kazdou analyzou bylo nezbytné promyt davkovaci smyc¢ku novym modelovych
roztokem neurotransmiteru, jenZ byl rovnéZ pfipraven ve stejném vysSe uvedeném pufru, tak
aby proudova odezva neodpovidala pouze zméné vodivosti nosie. Pred samotnym
nadavkovanim (vzdy minimalné 3 stejné injektdze) se nechala prutokova cela s pfitomnym

biosenzorem alespoil min promyvat, aby se vymyly adsorbované molekuly enzymu.
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5. Vysledky a diskuse

Prakticka c¢ast se vénuje hledani optimalnich pracovnich podminek pro dosaZeni
maximalni katalytické aktivity zakotveného enzymu. Obecné plati, ze se katalyticka G¢innost
enzymi miaze vyznamné liSit Vv dasledku jejich kovalentni vazby s elektrochemicky
deponovanym polymerem. Dale citlivost odvozenych biosenzorti bude imérna s mnozstvim
navazaného enzymu, tedy s dostupnosti karbonylovych skupin na povrchu polymera. Tyto
skutecnosti se zohlediiovaly v prubéhu optimalizace, kdy ziskané vysledky jsou vzdy pribézné

diskutovéany. Pro ptehlednost je celé kapitola rozdélena do dil¢ich podkapitol.

5.1SloZeni pracovniho média

Jelikoz se katalyticka aktivita enzymu méni v zavislosti na podminkach prostiedi (pH,
iontova sila, pfitomnost inhibitort, teplota, atd), bylo nutné vybrat optimalni sloZeni pracovniho
média, jenz by zaruCoval konstantni pH v prub¢hu analyz s ptislusnymi biosenzory Mezi
nejcastéji pouzivana média se fadi citratovy, acetatovy a fosfatovy pufr, jak je ziejmé z Tab. 1.
Proto se také acetatovy (AcB), fosforecnanovy (PB) a Britton-Robinsontv pufr (BRB) o0 stejné
koncentraci 0,1 mol-1"t a pH 4,5 podrobily bliz§imu zkoumani, jenz spoéivalo v porovnavani
cyklickych voltamogram@ (viz. Obr. 17) 0,01 mol-1"? hydrochinonu obdrzenych na
nemodifikované CPE (cel¢) a CPE/Lac (prerusované cary) ve vysSe zminénych pufrech.
Hydrochinon byl vybran zamérné jako vhodny substrat, jelikoZ jeho oxidacni produkt (ortho-
chinon) je rovnéz elektroaktivni, a Ize tedy elektrochemicky monitorovat jeho ptirustek.

Velmi nizkd hodnota rychlosti skenovani byla pouzita zdmérné, protoze pii vysich
hodnotach neni mozné elektrochemicky sledovat piispévek enzymatické katalyzy. JelikoZ
ptitomny hydrochinon lze i elektrochemicky oxidovat na ortho-chinon. Tato pfeména je
reverzibilni a tudiz typické redox pary byly ziskany na nemodifikované CPE. Katalyticka
aktivita lakdzy se projevila snizenim oxida¢niho piku (oxidace vzdusnym kyslikem
katalyzovana enzymem), ale za to vyznamnym zvySenim redukéniho piku ortho-chinonu.
Nejveétsi rozdil mezi t€mito signdly se zjistil pro fosfore¢nanovy pufr, jenz se zvolil za
optimalni.

Z dtvodu Siroké skaly pH, ve kterém ma lakaza katalytickou aktivitu, bylo nezbytné
najit optimalni pH pro dosazeni maximalni aktivity. Z tohoto diivodu musely byt pfipraveny
roztoky fosforeCnanového pufru o pH 2, 3, 4, 5 a fosfatového pufru o pH 6, které spadaji do
rozmezi ptijatelnych hodnot. Optimum se nachdzi mezi pH 4 az 5 [28]. Z porovnani cyklickych

voltamogramu (viz. Obr. 18) Ize usoudit, Ze pH 5 piedstavuje hledané optimum. Nejvyssi rozdil
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anodického a katodického piku vypovida o optimalni katalytické aktivité pii pH 5. Z tohoto

diivodu byl zvolen fosfore¢nanovy pufr o pH 5 pro dalsi experimenty.
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Obriazek 17. Cyklické voltamogramy 0,01 mol-1"* hydrochinonu obdrzené na CPE (cel4) a
CPE/Lac (pferusovana ¢ara) v 0,1 mol-I"! acetatovém (zelené), fosfore¢nanovém (modré) a

Britton-Robinsonové pufru (Servené &ary) pii rychlosti skenovani 10 mV-s™,
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Obrizek 18. Cyklicky voltamogram 500 umol-1"* hydrochinonu obdrzen na CPE v
0,1 mol-1"? fosfore¢nanovém pufru o pH 2 (modra), 3 (Serna), 4 (fialova), 5 (zelend) a v

0,1 mol-1"? fosfatovém pufru o pH 6 (Servend &ara) se skenovaci rychlosti 10 mV-s 2.

5.2 Elektrochemicka polymerace monomeru s karbonylovou skupinou

Polymerni nosice, obsahujici karbonylovou skupinu pro kovalentni navazani enzymu,
se deponovaly elektrochemicky prostiednictvim metody cyklické voltametrie. JelikoZz pouhé
cyklovéni v anodickém okné od 0 do +2 V nebylo dostacujici pro vznik polymeru, musela se
cyklicka voltametrie v 50 cyklech provadét v potencialovém rozsahu od —0,8 do +2 V
(viz. Obr. 19). Rychlost skenovani nebyla detailn¢ optimalizovana, jelikoz 1ze pfedpokladat, ze
pii nizkych rychlostech skenovani se bude polymer tvofit velmi pomalu, pficemz lze
predpokladat, Zze vznikly polymer bude mit kompaktné&jsi strukturu nez pii pouziti velmi
vysokych hodnot skenovani. Jelikoz se nizké hodnoty skenovani neosvédCily, byla zvolena
rychlost skenovani 200 mV-s2, jenz byla dosta¢ujici na pokryti pracovni plochy SPCE.

Vznik polymeru indikuje narhst pozadi po jednotlivych cyklech, jelikoz vznikajici
polymer zhorSuje nabijeni povrchu elektrody, tedy tvorbu elektrodové dvojvrstvy [53]. Kromé
toho lze kazdym cyklem pozorovat vyznamny pokles prvotniho oxida¢niho piku indikujici
spotfebu monomeru a narist naslednych signali. Odevzdani elektronu a protonu (anodicka
oxidace) vybranych monomerti zpiisobi vznik radikdld jenz se dale pospojuji za tvorby

odpovidajiciho polymeru.
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Obrazek 19. Elektrochemické polymerace prostfednictvim cyklické voltametrie (50 cykla)
2 mg-ml~ vanilinu v 0,1 mol-1": PB 0 pH 7 (a), 2 mg-ml* trans-cinnamaldehydu
rozpusténého ve smési 0,5 mol-1"t H2SO4 a 96% ethanolu (3:7) (b), 2 mg-ml™*
4-hydroxybenzaldehydu v 0,1 mol-1"1 PB 0 pH 7 (c), na SPCE pfi skenovaci rychlosti
200 mV-s?,

Experimentalné bylo zjisténo, ze je vhodné provadeét elektropolymeraci vanilinu a
4-hydroxybenzaldehydu v neutralnim prostiedi, na rozdil od trans-cinnamaldehydu, jehoz
elektropolymerace se musela provadét v kyselém prostiedi za ptitomnosti alkoholu, z divodu
jeho nizké rozpustnosti. JelikoZ pouhym okem nebylo mozné potvrdit spésnou elektrodepozici
pfipravenych polymert (patrny tmavsi odstin SPCE) a pfitomnost karbonylovych skupin,

musela se k potvrzeni tvorby polymerni vrstvy pouzit skenovaci elektronové mikroskopie
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(SEM) a infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci se snizenou celkovou

odrazivosti (ATR-FTIR).

5.2.1 Identifikace karbonylovych skupin infracervenou spektroskopii

V infracerveném (IR) spektru organickcych sloucenin se karbonylové skupiny
vyznacuji pasy v oblasti valen¢nich vibraci v (C=0), v (O-H), v (C-H). Porovnanim spekter
polymert a pouzitych monomerti si Ize povSimnout, Ze pasy polymerti maji oproti monomerim
vyrazné slabsi intenzity (viz. Obr. 20). Ty ovSem i tak staci k prokazatelnosti pfitomnosti
karbonylovych skupin. Pasy v (C-H) pii ~3000-3080 cm ™ ve viech IR spektrech t¥ polymert
potvrzuji pfitomnost aromatického jadra.

Karbonylové skupiny se vyznacovaly typickymi dvéma absorpénimi pasy oblasti
v (C-H) ~2850-2940 cm™? a v (C=0) ~1660 cm™. Intenzity téchto pasi se v piipadé
polyvanilinu a 4-hydroxybenzaldehydu dosti liSily, ale u obou polymert byly prokazatelné.
V ptipad€ polyvanilinu, bylo mozné prokézat pfitomnost methoxy skupiny na aromatickém
kruhu v (C-O) pii 1050 cm™?, ¢imZ se dokazalo, Ze methanol neni odstupujici molekulou b&hem
elektropolymerace vanilinu. Nejintenzivngj$i pasy byly pozorovany pro polyvanilin, coz znaci,
ze se vanilin ochotnéji polymeruje nez 4-hydroxybenzaldehyd, a to z diivodu pfitomnosti jiz
zminéné elektron-donorové methoxy skupiny na benzenovém jadre.

U IR spektra poly-trans-cinnamaldehydu bylo jiz vyhodnoceni charakteristickych pasu
obtizné, a to v dusledku velmi nizké vrstvy polymeru. Tvrzeni lze podpofit i tim, Ze
trans-cinnamaldehyd neobsahuje ve své struktuie fenolovou skupinu v para ¢i ortho poloze,

jenz by se mohla zucastnit elektropolymerizace.
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Obrazek 20. FTIR spektra vanilinu a polyvanilinu (a), 4-hydroxybenzaldehydu a

poly-4-hydroxybenzaldehydu (b), trans-cinnamaldehydu a poly-trans-cinnamaldehydu (c).

P4sy monomeru jsou oznaceny ¢ernou barvou.
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5.2.2 Charakterizace karbonylem-funkciovanych polymeru

Pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM) se porovnavala mikrostruktura
nemodifikovaného povrchu SPCE s deponovanymi karbonylem-funkciovanymi polymery.
Nize Obr. 21 nabizi jednotlivé snimky pofizené SEM metodou. Na snimku (A) si lze
povsimnout holého povrchu SPCE tvofeny ¢asticemi grafitu, jenz jsou spojeny tenkou vrstvu
pojiva. Tmavé povlaky polyvanilinu na grafitovém povrchu dokazuji pfitomnost tohoto
polymeru (B), pfi¢emz na snimcich (C) a (D) je pfitomnost polymert s navazanymi molekulami
enzymu mnohem patrnéjsi, nebot” povrch SPCE neobsahuje ostré hrany grafitu, nybrz
kompaktni pokryti.

SEM MAG: 2.86 kx Det: SE VEGA3 TESCAN
SEM HV: 10.0 KV W: 13.44mm 20 um
HiVac

SEM MAG: 2.83 kx Det: SE
SEM HV: 10.0 kV Wo: 13.16mm 20 um
HiVac HiVac

SEM MAG: 6.64 kx Det: SE
SEM HV: 10.0 kV WD: 7.63 mm
HiVac HiVac

SEM MAG: 6.64 kx Det: SE 1]t

SEM HV: 10.0 kV wo:76smm 10 ym
HiVac HiVac

Obrazek 21. SEM snimek ¢isté SPCE (A), SPCE pokryté pouze polyvanilinem (B), poly-
trans-cinnamaldehydem s navazanou tyrosinazou (C), 4-hydroxybenzaldehydem a navazanou

tyrosinazou (D).
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Dale se pristoupilo k mapovani povrchu metodou EDX, diky které lze s jistotou
prokézat ptitomnost navazané¢ho enzymu. Toto prokazani je realizovano na zaklad¢ znalosti, Ze
tyrosinasa obsahuje dva atomy médi ve svém aktivnim centru [54]. Kromé toho muze EDX
analyza daného elementu poslouzit k mapovani distribuce molekul enzymu na povrchu

pouzitého polymeru (viz. Obr. 22).

Cu

-

ISERCUNE
1045498« ‘5 4
SE MAG: 1907x HV:A5kV. WD: 13:2mm &

% 4 6 8 10 12 14
keV
Obrazek 22. EDX spektrum pifi mapovani ptitomnosti médi u tyrosinasy navazané na

poly-4-hydroxybezaldehydu.

Za zminku stoji fict, ze EDX analyza nebyla provadéna s Cerstvym biosenzorem, ale
S biosenzorem pouzitym jiz pii nékolika pfedchozich méfeni metodou FIA. Tento pfistup
poslouzil 1 k dikazu, Ze i po zhruba tficeti minutovém omyvani povrchu biosenzoru,
nedochazelo k vyznamnému vymyvani molekul enzymu, coZ rovnéZz dokazuji konstantni

proudové odezvy pro sérii opakovanych injektazi.

5.3 Elektrochemické chovani neurotransmiterii na polymernich substratech
Karbonylem-funkciované polymery by mohly piedstavovat vhodné povrchové
modifikace pti vyvoji citlivych voltametrickych senzort pro stanoveni dusikatych biologicky
aktivnich latek, jelikoz lze predpokladat vysokou afinitu latek s aminoskupinou k takovymto
polymerti. Tento pfedpoklad byl potvrzen voltametrickym méfenim vybranych katecholamint
(dopamin, adrenalin, noradrenalin) a indolu s bo¢nim fetézcem s primarni amino skupinou
(serotonin). VSechny tyto latky ptfedstavuji tzv. neurotransmitery (hormony) [42,43].
Porovnanim proudovych odezev katecholamintli, jenz se reverzibilné oxiduji na
ptislusné ortho-chinony a redukuji zpét na katecholy (redoxnich pary) za ucasti dvou elektront

a dvou protont [55], se zjistilo, ze tyto slouceniny poskytuji mnohonasobné vyssi proudové
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vytézky na SPCE pokrytych karbonylem-funkciovanymi polymery nez na nemodifikované
SPCE (Cerné cyklické voltamogramy na Obr. 23; 24; 25).

) “(p)
30 4 30 A
20 20 -
< 10 - < 10 -
3 0 /.-‘ = 0 - / —
-10 4 -10 /
-20 _ -20 -+
30 - -30 -
'40 - T T T T T T T T T 1 '40 T T T T T T T T T 1
02 00 02 04 06 08 02 00 02 04 06 08
E vs. Ag/AgCl / V E vs. Ag/AgCI / V
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Obriazek 23. Cyklické voltamogramy 500 pmol-I™* dopaminu (a), noradrenalinu (b),
serotoninu (c), adrenalinu (d), obdrzené na SPCE (¢erné) a na SPCE s polyvanilinem (modré

kiivky) v 0,1 mol-1"* fosfore¢nanovém pufru o pH 5 pii rychlosti skenovani 10 mV-s™2.
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Obriazek 24. Cyklické voltamogramy 500 pmol-I~* dopaminu (a), noradrenalinu (b),
serotoninu (c), adrenalinu (d), obdrzené na SPCE (¢erné) a na SPCE s poly-trans-
cinnamaldehydem (&ervené k¥ivky) v 0,1 mol-1" fosfore¢nanovém pufru o pH 5 pfi rychlosti

skenovani 10 mV-s 1.
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Obriazek 25. Cyklické voltamogramy 500 pmol-I™* dopaminu (a), noradrenalinu (b),
serotoninu (), adrenalinu (d), obdrzené na SPCE (¢erné) a na SPCE
s poly-4-hydroxybenzaldehydem (zelené kiivky) v 0,1 mol-1"* fosfore¢nanovém pufru o pH 5

pfi rychlosti skenovani 10 mV-s ™,

Detailn€j$im vyhodnocenim cyklickych voltamogramti mizeme fict, ze pro
voltametrické stanoveni dopaminu byl nejidealnéjsi polyvanilin, jelikoz poskytoval nejvyssi
proudové odezvy a zaroven nejnizsi pozadi. Obdobné tomu bylo i v pfipadé méfeni roztoku

s ptidavky noradrenalinu a serotoninu.
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5.2.3 FIA neurotransmiteri s karbonylem-funkciovanymi polymery
Amperometricka detekce dopaminu V prutokovém injekénim uspoiadani na
karbonylem-funkciovanymi polymerech dokazuje vysledky pifedchozich experimentd.
Na Obr. 26 jsou zobrazeny typické FIA zdznamy oxidace 10-50 pmol-s* dopaminu (DA) pii
+0,4 V na cist¢ SPCE, SPCE pokryté poly-trans-cinnamaldehydem a SPCE s filmem
polyvanilinu. Porovnani FIA zaznamt opét potvrzuje vyznamné zlepSeni citlivosti pomoci
jednoduché elektrochemické modifikace povrchu elektrody, kdy se dospélo ke shodé
s predchozimi experimenty, jelikoz nejvyssi proudové vytézky poskytoval opét polyvanilin.
Dle konstantnich vysek tripletovych signdlu mizeme potvrdit stabilitu signalu pro
opakovand méfeni, coz znamend ze nedochdzi k jeho pasivaci produkty oxidace, které rovnéz
mohou polymerovat [60]. To je nejspis zptsobeno dynamickymi podminkami FIA, kdy
nedochazi k adsorpci na povrch elektrody z divodu proudéni nosice. Polymery s karbonylem-
funkciovanymi polymery tak predstavuji velmi slibny zptisob modifikace pracovnich elektrod
Vv budoucim vyvoji elektroanalytickych metod pro stanoveni elektroaktivnich dusikatych

organickcych latek, tedy nejen neurotransmiterd.
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Obrazek 26. Amperogramy z méfeni pro kalibraci dopaminu (DA) na ¢isté
(nemodifikované) SPCE elektrodé (¢erna), na SPCE s poly-trans-cinnamaldehydem

(Cervena) a na SPCE s polyvanilinem (modra).

53



5.2.4 Amperometricka detekce neurotransmiteri v sadkovém usporadani

Po imobilizaci lakazy na karbonylem-funkciované polymery pomoci tvorby Schiffovy
bazi (iminl) a ndslednymi experimenty s takto pfipravenymi biosenzory, se dospélo k zavéru,
ze nizka katalyticka aktivita pouzité lakdzy nedovoluje dosahnout dostatecné citlivosti. Proto
se lakaza musela nahradit jinym enzymem, a to tyrosindsou, jehoz katalytickd aktivita je
nékolika nasobné vétsi, jak je patrné z dat uvedenych v Tab. 5.

Amperometrickou detekci (viz. Obr. 27), provadénou v sadkovém uspoiadani s 10
néstiky (0,01 mol-1"? roztokd neurotransmiteri) po 10 pl do 10 ml 0,1 mol-1"? fosfatového
pufru o pH 7 pfi konstantnim napéti —0,2 V a rychlosti michani 400 rpm, se po odecteni
proudovych hladin (Al) pro jednotlivé injektaze sestrojily kalibracni zavislosti, které jsou
zobrazeny na Obr.28. Vtomto piipadé se pracovalo snemodifikovanou SPCE
S imobilizovanym enzymem tyrosindzou pomoci zesiténi glutaraldehydem. Na zakladé
kalibraéni zavislosti, kdy minimalni hodnota koeficientu determinace (R?) byla rovna 0,994, se
stanovila analyticka vykonost jednoduchého tyrozinazového biosenzoru bez ptitomnosti
karbonylem-funkciovanych polymerti. Nejvyssi citlivost (0,0754 pA-mol *-1) byla zjisténa pro
dopamin, coz reflektuje katalytickou aktivitou tyrosinasy z Agaricus bisporus vuéi studovanym
neurotransmiterim. Z divodu velmi nizkych proudovych odezev pro serotonin, nebylo mozné
urcit odpovidajici analytické parametry.

-14
-12

-10

0 150 300 450 600 750 900
t/s

Obrazek 27. Amperogramy (sadkové uspotadani) ziskané na cisté SPCE s tyrosinasou, po 10
injektazich 10 pl 0,01 mol 1"t dopaminu (modr4), noradrenalinu (¢erna) a adrenalinu (Servena
kfivka), do 10 ml 0,1 mol-I"* fosfatového pufru o pH 7 pii konstantnim napéti —0,2 V a
rychlosti michani 400 rpm.
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Obriazek 28. Kalibra¢ni zavislost neurotransmiterti pro koncentrace od 10 do 200 pmol-1"*

dopamin (modrd), noradrenalin (¢erna), adrenalin (Cervena kiivka).
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Obriazek 29. Amperogram kalibraéniho méfeni noradrenalinu (10-50 umol-1™) ziskany na
SPCE s poly-4-hydroxybenzaldehydem a tyrosindsou. FIA se provadéla v 0,1 mol-11
fosfatovém pufru o pH 7, s pracovnim potencidlem —0,2 V, injekénim objemem 100 pl a

prittokem 1,0 ml-min- .
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Tabulka 6. Vykonost SCPE s imobilizovanou tyrosindsou bez pfitomnosti polymeru.

Substrat Linearni rozsah / pmol-I! R?  LOD/pmol-1? RSD/ %
Adrenalin od 21 do >100 0,9971 6,40 10,8
Dopamin od 16 do >150 0,9954 5,09 8,2
Noradrenalin od 6 do >190 0,9995 1,84 3,03

Poznamka: RSD; relativni smérodatna odchylka pro 10 nasttikd (N=10).

Pro potvrzeni, ze polymery mohou byt vhodnou konstrukci katalytickych biosenzord,
se provedla modelové analyza s kovalentné vazanym enzymem tyrosindsy na elektrochemicky
deponovany poly-4-hydroxybenzaldehyd. Typicky FIA zaznam na Obr. 29 potvrzuje
skutecnost, ze elektrodeponované polymery s karbonylovou funkéni skupinou mohou
zprostiedkovat velmi stabilni vazbu s molekulami enzymt pro vyvoj velmi stabilnich
biorekogniza¢nich vrstev budoucich katalytickych biosenzort. Témét konstantni proudové
odezvy ctyfech po sobé jdoucich identickych injekei (kvarteta) noradrenalinu (NA) potvrzuji
vysokou mechanickou stabilitu navdzané tyrosinasy. Opakovatelnost byla charakterizovana
hodnotou RSD mensi nez 5 %. Veskera tyto fakta svéd¢i o tom, Ze molekuly enzymu nejsou
béhem analyzy vymyvany a také pasivovany (blokovani ptistupu analytu k aktivnimu centru)
produkty katalyzy, coZ by se jinak projevilo vyznamnym poklesem signalu.

Porovnanim citlivosti modifikované SPCE pokryté zesiténou tyrosindsou
(0,0079 pA-mol*-1) a SPCE s elektrochemicky deponovanym poly-4-hydroxybenzaldehydem
s kovalentné navazanou tyrosinasou (0,0146 pA-mol*-1) vii¢i noradrenalinu (NA) Ize dojit
K zavéru, ze je mozné dosahnout dvounasobné vyssi citlivosti. Navic je nutné si uvédomit, ze

pracovni podminky FIA analyzy nebyly nikterak zvlast’ optimalizované.
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6. Zavér

V této praci se zkoumaly moznosti vyuziti elektrochemicky deponovanych
karbonylem-funkciovanych polymert pii konstrukci lakazovych, popiipadé tyrosinazovych
biosenzord. Srovnanim intenzit absorpénich pasi jednotlivych polymert, vyvolaly monomery
bez hydroxylové skupiny (trans-cinnamaldehyd) lehké pochybnosti o jeho vyuZitelnosti,
jelikoz vysledny polymer se vyznacoval velmi nizkymi intenzitami, které svédCily o Spatné
polymeraci trans-cinnamaldehydu.

Nastésti srovnanim proudovych odezev obdrzenych voltamogramli a amperogramt se
doslo k zavéru, ze i poly-trans-cinnamaldehyd spolu s ostatnimi polymery poskytuji
nékolikanasobné vyssi odezvy nez nemodifikované uhlikové tisténé elektrody. Za velkou
vyhodu lze povazovat reprodukovatelnost ptipravy polymernich vrstev, jejichz tvorba je zcela
kontrolovana podminkami cyklické voltametrie, kdy bylo zapotfebi nékolikanasobné
cyklovani.

Na tyto polymery se daji imobilizovat rtizné druhy enzyma velmi jednoduchym a
nenaroénym postupem, kdy se vyuziva tvorba Schiffovych bazi. Nicméné z diivodu nizké
katalytické aktivity pouzité lakdzy nebylo mozné vyvinout tizeny lakdzovy biosenzor. Pfesto
imobilizace jiného enzymu (tyrozindzy) dala vzniknout velmi stabilnim biosenzorim pro
mozné amperometrické stanoveni neurotransmitert.

Do budoucna se nabizi kompenzace nizké aktivity enzymu lakdzy jeho vysokym
mnozstvim v podobé¢ priatokovych reaktorti. Vysoka elektrochemicka reaktivita a mechanicka
stabilita karbonylem-funkciovanych polymert v rezimu FIA, jsou dikazem, ze tyto polymery

mohou slouZit 1 pro vyvoj katalytickych biosenzori vyuzitelnych v klinické analyze.
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