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AMPEROMETRICKÉ BIOSENSORY PRO NEVODNÁ PROSTŘEDÍ

LUBOR STANČIK a v jiných rozpouštědlech je to ještě méně. Obdobně se
chová i subtilisiri . Z toho je zřejmé, že voda nevytváří
souvislou vrstvu, ale pouze jakési klastry kolem nabitých

Centrum biochemických metod, Lékařská fakulta Masa- skupin bílkovinné molekuly. Jiné enzymy jako alkoholde-
rykovy university, Komenského nám. 2, 662 43 Brno hydrogenasa, tyrosinasa nebo alkoholoxidasa jsou kata-

lyticky aktivní, je-li v rozpouštědle přítomno několik set
Došlo dne 2.X. 1996 molekul vody na molekulu enzymu, což ukazuje spíše na

tvorbu monomolekulární vodné vrstvy3. Aktivita enzymu
v organickém rozpouštědle je ovlivňována pouze vodou

Ve všech základních učebnicích biologie se dočteme, vázanou na molekulu enzymu nikoliv volnými molekulami
že voda je základní a nezbytnou látkou pro fungování všeho vody v rozpouštědle4.
živého, že i naše tělo je z více než poloviny tvořeno vodou Při studiu enzymových reakcí v nevodných prostředích
a u medúz je vody dokonce 95 %. Současné poznatky však byla pozorována řada fenoménů, které umožnily pochopit
ukazují, že bílkovinné katalyzátory živé hmoty - enzymy chování bílkovinné molekuly v organické fázi a byly s vý-
- jsou schopny plnit své funkce i v prostředích pro ně hodou využity rovněž pro enzymové analýzy v organic-
mnohem méně „přátelských", jako jsou organická roz- kých rozpouštědlech. Jedná se o změny tepelné stability,
pouštědlaa to i s vodou nemísitelná. Jisté esenciální množ- substrátové specificity, stereospecificity a životnosti en-
ství vody je pro funkci enzymu nezbytné i v organické fázi, zymu.
ale je až s podivem, jak malá množství vody stačí zajistit Tepelná inaktivace (denaturace) enzymu vyžaduje
funkční schopnost enzymu, vždyť v některých případech značnou konformační mobilitu jeho molekuly, viděno
připadá na molekulu enzymu jen několik molekul vody'. v souvislostech s organickými rozpouštědly, vyžaduje vol-

nou vodu. Celý tento proces může být tedy dehydratací
velmi omezen. A skutečně bylo zjištěno, že např. chymo-

Chování enzymů V nevodných prostředích trypsin si zachovává aktivitu v bezvodém oktanu po několik
hodin i při teplotě 100 °C, zatímco ve vodném prostředí je

Mluvíme-li o nevodných prostředích v souvislosti s en- enzym během několika minut ireverzibilně inaktivován už
zymy, je třeba si nejprve vytýčit hranice tohoto termínu. při teplotě 60 °C (cit. '). Obdobný efekt byl pozorován také
Jedná se vždy o organické rozpouštědlo obsahující určité u subtilisinu5 a vepřové pankreatické lipasy6. Rovněž při
množství vody. Rozpětí je velmi široké, od kapalin s vodou běžné laboratorní teplotě je stabilita suspenzí enzymů
nemísitelných a nasycených malým množstvím vody až po v bezvodých rozpouštědlech velmi vysoká v porovnání
směsi, které obsahují vody pět až deset procent. Půjdeme-lí s jejich vodnými roztoky1.
do extrému, můžeme za enzymovou reakci v organicko- Zajímavým fenoménem je tzv. pH paměť enzymu a li-
vodném prostředí považovat i alkoholové kvašení známé gandem indukovaná paměť enzymu. Bylo zjištěno, že ter-
lidstvu už tisíce let. morezistence enzymu závisí na pH roztoku, ze kterého byl

Jak již bylo řečeno, vyžaduje enzym pro svoji funkci mrazově vysublimován4. Stejně tak mrazová sublimace
jisté množství vody vždy. Původně se uvažovalo, zeje třeba z roztoku obsahujícího kompetitivní inhibitor a jeho na-
tolik vody, aby na povrchu molekuly enzymu vytvořila sledné odstranění vede k enzymovému preparátu, který je
monomolekulární vrstvu2, což představuje přibližně pět set v nevodném prostředí mnohonásobně aktivnější než enzym
molekul vody na molekulu enzymu. Studiem reakční ki- mrazově sublimovaný běžným způsobem5. Podstatou to-
netiky některých enzymů v různých organických rozpouš- hoto jevu je konformační rigidita enzymové molekuly
tědlech však bylo zjištěno, že tento počet je někdy podstatně v bezvodém rozpouštědle. Enzym si tedy zachovává kon-
nižší. Např. molekule chymotrypsinu stačí v oktanu pro formaci danou optimálním pH nebo vazbou ligandu do jeho
zachování funkčnosti méně než padesát molekul vody aktivního centra.
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Substrátová specificita enzymů související s hydrofil- Tabulka I
ností a hydrofobností substrátů je v organických rozpouš- Přehled nejpoužívanějších organických rozpouštědel a je-
tědlech také pozměněna7. U mnoha hydrolas jsou podstatou jich indexů hydofobicity (log P - logaritmus rozdělovacího
vazby substrátu hydrofobní interakce. Reaktivita substrátu koeficientu testovaného rozpouštědla ve standardním
roste s jeho hydrofobností. V organických rozpouštědlech dvoufázovém systému oktanol-voda)
však hydrofobní interakce prakticky neexistují a skutečně
bylo experimentálně ověřeno na chymotrypsinu, subtilisi- Rozpouštědlo log P
nu a jaterní karboxylesterase, že hydrofobnost substrátu
koreluje s jeho aktivitou v organickém rozpouštědle nega- dimethylsulfoxid -1,30
tivně8. Analogicky je tomu i s kompetitivními inhibitory1. N,N-dimeťhylformamid -1,00

Substrátová stereospecificita enzymů rovněž doznává methanol -0,76
jistých změn. Proteinasa subtilisin, která ve vodných roz- acetonitril -0,33
tocích štěpí pouze peptidické vazby L-aminokyselin, byla ethanol -0,24
v organické fázi schopna reakce i s D-aminokyselinovými aceton -0,23
zbytky9. Experimentální data ukazují, že čím je vyšší hyd- propanol 0,28
rofobicita rozpouštědla, tím je nižší stereospecificita enzy- tetrahydrofuran 0,49
mu10. • ethylacetát 0,68

Chování enzymů v nevodných prostředích nastiňuje pyridin 0,71
nové možnosti jejich využití, aťjiž při biochemické syntéze, butanol 0,80
kde umožňuje použití ve vodě nerozpustných reaktantů, diethylether 0,85
nebo v oblasti biochemické analytiky, kde je rovněž pro pentanol 1,30
možnost detekce ve vodě obtížně rozpustných analytů širo- nitrobenzen 1,80
ké pole působnosti. Sem spadá také problematika enzymo- chloroform 2,00
vých elektrod, na které je tento přehled zaměřen. benzen 2,00

heptanol 2,40
toluen 2,50

Výběr rozpouštědel oktanol 2,90
styren 3,00

Hlavním kritériem pro výběr rozpouštědla pro analýzy xylen 3,10
pomocí enzymové elektrody je, vedle minimálních denatu- cyklohexan 3,20
račních účinků na použitý enzym, jeho hydrofobnost11. hexan 3,50
Čím méně se rozpouštědlo mísí s vodou, tím menší je jeho heptan 4,00
schopnost odnímat vodu z enzymové vrstvy biosensoru oktan 4,50
a tedy ji inaktivovat snížením množství vody pod esenciál- děkan 5,60
ní minimum. Je nutno přihlédnout také k rozpustnosti ana- dioktylftalát 9,60
lytů v daném rozpouštědle. Parametrem kvantitativně vy- dilaurylftalát 13,70
jadřujícím nemísitelnost rozpouštědla s vodou je tzv. index
hydrofobicity log P. Jedná se o logaritmus rozdělovacího
koeficientu testovaného rozpouštědla ve standardním
dvoufázovém systému oktanol-voda1!. Konstrukce biosensoru pro nevodná

Rozpouštědla s koeficientem hydrofobicity menším než prostředí
2 nejsou pro biosensorové systémy příliš vhodná právě
z důvodu vymývání vody z enzymové vrstvy elektrody. Enzymové biosensory dosud používané v nevodných
Běžně se používají rozpouštědla s koeficientem 2-4. Média prostředích jsou vesměs sensory amperometrickými. Elek-
s log P větším než 4 jsou pak naprosto biokompatibilní12. trody jsou polarizovány vložením vhodného konstantního
Stručný přehled nejčastěji používaných organických roz- potenciálu a signál sensoru, daný redukcí či oxidací dete-
pouštědel s jejich hodnotami koeficientu hydrofobicity je gované látky, se registruje jako proudová změna v systému,
uveden v tabulce I. Jako referentní slouží elektrody argentchloridová nebo na-



sycená kalomelová. Pomocná elektroda je obvykle plati-
nová nebo ocelová. Toto uspořádání ovšem vyžaduje vo-
divé reakční prostředí, proto jsou do reakčních směsí při-
dávány různé látky, převážně typu tetraalkylamoniových
solí, které zvyšují jejich vodivost a umožňují tak průchod
elektrických proudů. Existují také enzymové sensory na
bázi Clarkova kyslíkového článku, které vodivost orga-
nického média nevyžadují. Elektrodová reakce zde probíhá
ve vlastním článku s elektrolytem z chloridu draselného,
který je od organické reakční fáze oddělen membránou
propustnou pouze pro plyny12.

Použití organických rozpouštědel klade také zvýšené
nároky na materiály použité při konstrukci vlastní měřicí
cely. Vedle skla jsou nejvhodnějšími teflon, polyethylen
a polypropylen, případně jiné plasty, které vykazují dos-
tatečnou rezistenci vůči použitému rozpouštědlu.

Obr. 1. Dva způsoby analýzy pomocí biosensoru v organické
fázi: A - stacionární provedení, B - průtočný systém. Přídavky
substrátu (analyzované látky) jsou v záznamu signálu označeny
šipkami

Imobilizace enzymu

Příprava vlastních biosensoru má svá specifika ply-
noucí z vlastností prostředí, pro která jsou určeny. Ne-
jčastěji používaným materiálem pro konstrukci pracovních
elektrod je uhlík. Sensory bývají zhotovovány buď z uhlík-
ové fólie nebo častěji ze skelného uhlíku12. Je-li použit

Clarkův článek, je pro tyto účely opatřen teflonovou nebo
polyethylenovou plynově propustnou membránou13.

Imobilizace enzymů na pracovní elektrodě je jedno-
duchá. Všechny dosavadní práce se shodují v tom, že prostá
sorpce se jeví jako mnohem výhodnější než jakákoliv che-
mická imobilizace14. Roztok enzymu ve vhodném pufru je
nasáknut buď přímo od povrchu pracovní elektrody (uhlík -
ováfólie)15, nebo jejím napuštěna na ní fixovaná nylonová
síťka16. Velmi elegantní možnost imobilizace nabízí po-
užití katexů z polyester-sulfonových kyselin, které vyrábí
firma Eastman Kodak a dodává pod označením Eastman
AQ. Enzym se rozpustí v cca 2 % vodném roztoku iono-
meru a vzniklá směs je nanesena na povrch elektrody
zhotovené ze skelného uhlíku. Po zaschnutí se vytvoří
pružný film, který dokonale fixuje enzym na povrchu elek-
trody17. Byly testovány i gely na bázi zesítěného poly-
vinylpyridinu a také vodivé polymery jako například poly-
pyrrol18nebo polythiofen19. Při použití Clarkova článkuje
enzym imobilizován prostým překrytím aplikovaného roz-
toku dialyzační membránou13. Někdy je využito adsorpce
do vhodného materiálu - skelný papír20, oxid hlinitý21.

Z důvodu zlepšení přenosu elektronů mezi enzymem
a povrchem pracovní elektrody bývají někdy použity me-
diátory. Nejvýhodnější je takový, který je v reakčním mé-
diu nerozpustný a není tedy z enzymové vrstvy biosensoru
vymýván do reakční směsi15. Rozpustné mediátory se při-
dávají ve vhodné koncentraci přímo do reakční směsi22, což
je ovšem ekonomicky méně výhodné zejména u drahých
mediátorů.

Aplikace

Rozsah aplikací enzymových elektrod v nevodných
prostředích je velmi široký a odvíjí se od možností, které
s sebou přinášejí změny v chování enzymu dané přísluš-
ným rozpouštědlem a změn v rozpustnosti substrátů a in-
hibitorů v porovnání s roztoky vodnými. S výhodou jich
bylo použito k analýzám materiálů, které se s vodou nemísí,
jako jsou na příklad různé masti23 a oleje24. U rozpouštědel
nemísitelných s vodou lze s výhodou využít také zakoncen-
trování analytu do organické fáze extrakcí z vodného roz-
toku nebo přímo použitím organického rozpouštědla k ex-
trakci vzorku. Tímto způsobem lze monitorovat hladiny
některých látek v odpadních vodách nebo v půdě16.

V drtivé většině se enzymové elektrody pracující v or-
ganických rozpouštědlech používají k detekci látek, které
jsou substráty enzymů imobilizovaných na pracovní elek-
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