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Ve vSech zakladnich ucebnicich biologie se docteme,

a v jinych rozpoustédlech je to jesté méne. Obdobné se
chova i subtilisin'. Z toho je zfejmé, Ze voda nevytvafi
souvislou vrstvu. ale pouze jakési klastry kolem nabitych
skupin bilkovinné molekuly. Jiné enzymy jako alkoholde-
hydrogenasa, tyrosinasa nebo alkoholoxidasa jsou kata-
Iyticky aktivni, je-li v rozpoustédle ptitomno nékolik set
molekul vody na molekulu enzymu, coz ukazuje spiSe na
tvorbu monomolekuldrni vodné vrstvy>. Aktivita enzymu
v organickém rozpoustédle je ovliviiovdana pouze vodou
vazanou na molekulu enzymu nikoliv volnymi molekulami

7e voda je zdkladn{ a nezbytnou latkou pro fungovani vieho vody v rozpoustédle®.

zivého, ze i nase télo je z vice nez poloviny tvoieno vodou

Pfi studiu enzymovych reakci v nevodnych prostfedich

a u meduz je vody dokonce 95 %. Soucasné poznatky vsak byla pozorovdna fada fenoménti, které umoZnily pochopit

ukazuji, Ze bilkovinné katalyzatory zivé hmoty - enzymy
- jsou schopny plnit své funkce i v prostiedich pro né
mnohem méné | prdtelskych®, jako jsou organickd roz-
poustédla a to i s vodou nemisitelna. Jisté esencidlni mnoz-
stvi vody je pro funkci enzymu nezbytné i v organické fazi,
ale je az s podivem, jak mald mnozstvi vody staci zajistit
funkéni schopnost enzymu, vzdyt v n&kterych piipadech
pfipada na molekulu enzymu jen nékolik molekul vodyl.

Chovani enzymii V nevodnych prost¥edich
Miluvime-li 0 nevodnych prostiedich v souvislosti s en-

zymy, je tieba si nejprve vytyCit hranice tohoto terminu.
Jedna se vzdy o organické rozpoustédlo obsahujici urcité

chovéni bilkovinné molekuly v organické fazi a byly s vy-
hodou vyuzity rovnéz pro enzymové analyzy v organic-
kych rozpoustédlech. Jednd se o zmény tepelné stability,
substratové specificity, stereospecificity a zivotnosti en-
Zymu.

Tepelna inaktivace (denaturace) enzymu vyzaduje
zna¢nou konformacni mobilitu jeho molekuly, vidéno
v souvislostech s organickymi rozpoustédly, vyzaduje vol-
nou vodu. Cely tento proces miZe byt tedy dehydrataci
velmi omezen. A skute¢né bylo zjisténo, Ze napf. chymo-

trypsin si zachovava aktivitu v bezvodém oktanu po nékolik
hodin i pri teploté 100 °C, zatimco ve vodném prostiedi je
enzym béhem nékolika minut ireverzibilné inaktivovan uz
pii teploté 60 °C (cit. !). Obdobny efekt byl pozorovén také

u subtilisinu® a vepfové pankreatické lipasy®. Rovn&z pfi

mnozstvi vody. Rozpéti je velmi Siroké, od kapalin s vodou bézné laboratorni teploté je stabilita suspenzi enzymu

nemisitelnych a nasycenych malym mnoZstvim vody aZ po
smési, které obsahuji vody pét az deset procent. Plijdeme-li
do extrému, miZeme za enzymovou reakci v organicko-
vodném prostiedi povazovat i alkoholové kvaseni zndmé
lidstvu uz tisice let.

Jak jiz bylo feCeno, vyzaduje enzym pro svoji funkci
jisté mnozstvi vody vzdy. Plvodné se uvazovalo, Ze je tieba
tolik vody, aby na povrchu molekuly enzymu vytvofila
monomolekuldrni vrstvu?, coZ piedstavuje priblizné pét set
molekul vody na molekulu enzymu. Studiem reakéni ki-
netiky nékterych enzymi v riznych organickych rozpous-

v bezvodych rozpoustédlech velmi vysokd v porovnani
s jejich vodnymi roztoky!.

Zajimavym fenoménem je tzv. pH paméf enzymu a li-
gandem indukovand paméf enzymu. Bylo zji§téno, Ze ter-
morezistence enzymu zavisi na pH roztoku, ze kterého byl
mrazové vysublimovan®. Stejn& tak mrazovd sublimace
z roztoku obsahujiciho kompetitivni inhibitor a jeho nd-
sledné odstranéni vede k enzymovému preparatu, ktery je
v nevodném prostiedi mnohondsobné aktivnéjsi nez enzym
mrazové sublimovany b&nym zpisobem?. Podstatou to-

hoto jevu je konformacni rigidita enzymové molekuly

tedlech vSak bylo zjisténo, Ze tento pocet je nékdy podstatné v bezvodém rozpoustédle. Enzym si tedy zachovava kon-
niz§i. Napf. molekule chymotrypsinu sta¢i v oktanu pro formaci danou optimdlnim pH nebo vazbou ligandu do jeho

zachovani funkCnosti méné nez padesit molekul vody

aktivniho centra.



Substratova specificita enzymt souvisejici s hydrofil-
nosti a hydrofobnosti substriti je v organickych rozpous-

Tabulka I

Ptehled nejpouzivanéjSich organickych rozpoustédel a je-

tédlech také pozménénﬂ, U mnoha hydrolas jsou podstatou jich indexti hydofobicity (log P —logaritmus rozdélovaciho

vazby substrdtu hydrofobni interakce. Reaktivita substrdtu
roste s jeho hydrofobnosti. V organickych rozpoustédlech
vsak hydrofobni interakce prakticky neexistuji a skute¢né
bylo experimentalné ovéfeno na chymotrypsinu, subtilisi-
nu a jaterni karboxylesterase, Ze hydrofobnost substratu
koreluje s jeho aktivitou v organickém rozpoustédle nega-
tivnéd. Analogicky je tomu i s kompetitivnimi inhibitory!.
Substratova stereospecificita enzymil rovnéz doznava
jistych zmén. Proteinasa subtilisin, ktera ve vodnych roz-
tocich $tépi pouze peptidické vazby L-aminokyselin, byla
v organické fizi schopna reakce i s D-aminokyselinovymi
zbytkyg. Experimentalni data ukazuji, ze ¢im je vyssi hyd-
rofobicita rozpoustédla, tim je niZsi stereospecificita enzy-
mu!?,
Chovani enzymli v nevodnych prostiedich nastiiuje
nové moznosti jejich vyuZiti, afjiz pfi biochemické syntéze,
kde umoznuje pouziti ve vodé nerozpustnych reaktantd,
nebo v oblasti biochemické analytiky, kde je rovnéz pro
moznost detekce ve vodé obtizné rozpustnych analytti Siro-
ké pole ptisobnosti. Sem spada také problematika enzymo-
vych elektrod, na které je tento piehled zaméren.

Vybér rozpoustédel

Hlavnim kritériem pro vybér rozpoustédla pro analyzy
pomoci enzymové elektrody je, vedle minimalnich denatu-
raénich u&inki na pouZity enzym, jeho hydrofobnost!!.
Cim méné se rozpoustédlo misi s vodou, tim meni je jeho
schopnost odnimat vodu z enzymové vrstvy biosensoru
a tedy ji inaktivovat snizenim mnoZzstvi vody pod esencial-
ni minimum. Je nutno pfihlédnout také k rozpustnosti ana-
lytt v daném rozpoustédle. Parametrem kvantitativné vy-
jadfujicim nemisitelnost rozpoustédla s vodou je tzv. index
hydrofobicity log P. Jedna se o logaritmus rozdélovaciho
koeficientu testovaného rozpoustédla ve standardnim
dvoufizovém systému oktanol-voda!l.

koeficientu testovaného rozpoustédla ve standardnim
dvoufizovém systému oktanol-voda)

Rozpoustédlo log P
dimethylsulfoxid -1,30
N,N-dimethylformamid -1,00
methanol -0,76
acetonitril -0,33
ethanol -0,24
aceton -0,23
propanol 0,28
tetrahydrofuran 0,49
ethylacetat 0,68
pyridin 0,71
butanol 0,80
diethylether 0,85
pentanol 1,30
nitrobenzen 1,80
chloroform 2,00
benzen 2,00
heptanol 2,40
toluen 2,50
oktanol 2,90
styren 3,00
xylen 3,10
cyklohexan 3,20
hexan 3,50
heptan 4,00
oktan 4,50
dekan 5,60
dioktylftalat 9,60
dilaurylftalat 13,70

Konstrukce biosensori pro nevodna

Rozpoustédla s koeficientem hydrofobicity mensim neZ prostredi

2 nejsou pro biosensorové systémy pfili§ vhodna pravé
z divodu vymyvani vody z enzymové vrstvy elektrody.
Bézné se pouzivajirozpoustédla s koeficientem 2—4. Média
s log P vét8im nez 4 jsou pak naprosto biokompatibilni'2,
Struény piehled nejcastéji pouzivanych organickych roz-

Enzymové biosensory dosud pouzivané v nevodnych
prostfedich jsou vesmés sensory amperometrickymi. Elek-
trody jsou polarizovany vloZenim vhodného konstantniho
potencialu a signal sensoru, dany redukci ¢i oxidaci dete-

poustédel s jejich hodnotami koeficientu hydrofobicity je gované latky, se registruje jako proudovd zména v systému.

uveden v tabulce 1.

Jako referentni slouzi elektrody argentchloridova nebo na-



sycena kalomelovd. Pomocnd elektroda je obvykle plati-
nova nebo ocelova. Toto uspofadani ovsem vyzaduje vo-
divé reakCni prostiedi, proto jsou do reak¢nich smési pii-
davany rtizné latky, pfevazné typu tetraalkylamoniovych
soli, které zvysuji jejich vodivost a umoznuji tak prichod
elektrickych proudil. Existuji také enzymové sensory na
bazi Clarkova kyslikového ¢&lanku, které vodivost orga-
nického média nevyzaduji. Elektrodova reakce zde probiha
ve vlastnim ¢lanku s elektrolytem z chloridu draselného,
ktery je od organické reakéni faze odd€len membranou
propustnou pouze pro plyny!Z.

Pouziti organickych rozpoustédel klade také zvySené
naroky na materidly pouzité pii konstrukci vlastni méfici
cely. Vedle skla jsou nejvhodnéjsimi teflon, polyethylen
a polypropylen, pfipadné jiné plasty, které vykazuji dos-
tateCnou rezistenci vii¢i pouzitému rozpoustédlu.
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Obr. 1. Dva zpiisoby analyzy pomoci biosensoru v organické
fazi: A - stacionarni provedeni, B - prito¢ny systém. Pfidavky
substratu (analyzované latky) jsou v zdznamu signalu oznaceny
Sipkami

Imobilizace enzymu

Ptiprava vlastnich biosensord ma svd specifika ply-
nouci z vlastnosti prostiedi, pro ktera jsou urCeny. Ne-
jCastéji pouzivanym materidlem pro konstrukci pracovnich
elektrod je uhlik. Sensory byvaji zhotovovany bud’ z uhlik-
ové folie nebo Cast&ji ze skelného uhliku!Z. Je-li pouzit
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Clarktiv ¢lanek, je pro tyto ucely opatien teflonovou nebo
polyethylenovou plynové propustnou membranou!3.

Imobilizace enzymli na pracovni elektrodé je jedno-
ducha. Vsechny dosavadni prace se shoduji v tom, Ze prosta
sorpce se jevi jako mnohem vyhodnéjsi nez jakdkoliv che-
mickd imobilizace!#. Roztok enzymu ve vhodném pufiu je
nasaknut bud’ pfimo od povrchu pracovni elektrody (uhlik -
ovi félie)!3, nebo jejim napusténa na ni fixovand nylonové
sitkal®. Velmi elegantni moZnost imobilizace nabizi po-
uziti katexl z polyester-sulfonovych kyselin, které vyrabi
firma Eastman Kodak a dodava pod oznaCenim Eastman
AQ. Enzym se rozpusti v cca 2 % vodném roztoku iono-
meru a vznikld smés je nanesena na povrch elektrody
zhotovené ze skelného uhliku. Po zaschnuti se vytvofi
pruzny film, ktery dokonale fixuje enzym na povrchu elek-
trody”. Byly testovany i gely na bézi zesiténého poly-
vinylpyridinu a také vodivé polymery jako naptiklad poly-
pyrrol!8 nebo polythiofen!®. P#i pouZiti Clarkova &ldnkuje
enzym imobilizovan prostym piekrytim aplikovaného roz-
toku dialyzaéni membranou!®. N&kdy je vyuzito adsorpce
do vhodného materialu - skelny papir2’, oxid hlinity?!.

Z divodu zlepseni pfenosu elektronti mezi enzymem
a povrchem pracovni elektrody byvaji nékdy pouzity me-
didtory. Nejvyhodnéjsi je takovy, ktery je v reakénim mé-
diu nerozpustny a neni tedy z enzymové vrstvy biosensoru
vymyvan do reakéni smési!S. Rozpustné medidtory se pfi-
dévaji ve vhodné koncentraci pfimo do reakéni smési?2, co
je ovsem ekonomicky méné vyhodné zejména u drahych
mediatord.

Aplikace

Rozsah aplikaci enzymovych elektrod v nevodnych
prostiedich je velmi Siroky a odviji se od moznosti, které
s sebou pfindSeji zmény v chovani enzymu dané piislus-
nym rozpoustédlem a zmén v rozpustnosti substratii a in-
hibitorti v porovnani s roztoky vodnymi. S vyhodou jich
bylo pouzito k analyzam materialt, které se s vodou nemisi,
jako jsou na piiklad rtizné masti?3 a oleje?*. U rozpoustédel
nemisitelnych s vodou Ize s vyhodou vyuzit také zakoncen-
trovani analytu do organické faze extrakci z vodného roz-
toku nebo piimo pouzitim organického rozpoustédla k ex-
trakci vzorku. Timto zpiisobem lze monitorovat hladiny
nékterych latek v odpadnich vodich nebo v pﬁdél(’.

V drtivé vétsin€ se enzymové elektrody pracujici v or-
ganickych rozpoustédlech pouzivaji k detekci latek, které
jsou substraty enzymi imobilizovanych na pracovni elek-
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trodé. Bylo vSak publikovano také nékolik praci, které se
zabyvaji stanovovanim analyti, které jsou inhibitory po-
uzitych enzymt. V tomto pfipadé je mozno méfeni pro-
vadét dvojim zpasobem. Bud vystavit pfedem enzym
v biokatalytické vrstvé sensoru plsobeni inhibitoru v orga-
nickém rozpoustédle a poté provést méfeni tbytku aktivity
v prostfedi vodném?3, nebo provést cely méfici cyklus v
nevodném prostiedi?®. Prehled dosud zkonstruovanych
a pouzitych sensord je uveden v tabulce I1.

Perspektivita biosensoril pro organickou fazi

Na zdvér je mozno fici, Ze enzymové biosensory pracu-
jici v nevodnych rozpoustédlechjsou pro praxi perspektiv-
ni. Uz napftiklad fakt, ze enzymy si zachovavaji svoji kata-
lytickou aktivitu v prakticky dehydratovaném stavu, nasti-
nuje moznost jejich vyuziti pfi konstrukci novych typt
biosensortl, jakymi jsou napfiklad piezoelektrické sensory
pro analyzy v plynné fazil2, Enzymové biosensory pro
detekci toxickych plynd, byly jiz popsz’lny27 a zvySend
rozpustnost nékterych plyntl v organickych rozpoustédlech
miZe byt vyuZita ke zvyseni citlivosti téchto zatizeni. Dalgi
mozny Vvyvoj je spojen s rozvojem technologii pripravy
polymeri, které by umoznily selektivni akumulaci analytu
na povrchu biosensoru a také novych technik piipravy
vlastnich sensori?®. Zmitime také proteinové inZenyrstvi,
které umozni p¥ipravu enzymi ,,Sitych na miru" tak, aby si
zachovaly vysokou aktivitu a stabilitu i pfi pouziti v ne
zcela béznych fazich. Biosensorika v organickych roz-
poustédlech rozsituje pole plisobnosti biochemické analy-
tiky a s rozvojem novych technologii se jevi jako velmi

perspektivni oblast vyzkumu.
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Application of biosensors in non-aqueous media ex-
tends their role in biochemical analysis to analytes which
cannot be detected by biosensors in water solutions. The
behaviour of an enzyme in an organic solvent and the

changes expressed in differences of stability, substrate
specificity, and sensitivity to inhibitors are discussed. Vari-
ous methods of biosensor preparation, viz. the use of dif-
ferent electrode systems and ways of enzyme immobi-

Mionetto N., Marty J-L., Karube I.: Biosens. Bioelec- lization, are evaluated. A survey of so far designed and used

tron. 9,463 (1994).

biosensors for non-aqueous media is presented in a table.





