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1. Uvod

Biosenzory jsou pfistroje analytické povahy, obsahujici prvek biologického ptvodu.
Biosenzor je jeden z prilomovych objevi za poslednich 100 let. Pomoci nich si mohou
pacienti s diabetem méfit hladinu glukozy v krvi. Pomoci DNA bisenzort je mozné provadét
naptiklad testy otcovstvi. Své uplatnéni si biosenzory nasly 1 ve sféfe Zivotniho prostredi, kde
slouzi k detekci riznych polutantt at’ uz ve vode¢, ¢i v ovzdusi.

Laktoza je disacharid obsazen v mléce a mlénych produktech. V téle je laktoza
hydrolyzovdna enzymem laktdzou, ktera v tlustém stfevé S§té€pi laktozu na stravitelné
monosacharidy glukozu a galaktozu. MnozZstvi laktazy v lidském téle se snizuje s vékem.
U dnes$ni populace se velmi Casto vyskytuje tzv. laktdézova intolerance, kdy télu chybi nebo
Castéji ma nedostatek laktazy, coz zpiisobuje zazivaci obtize. Je tedy dilezité znat mnozstvi
laktozy v mléénych produktech.

Cilem mé bakalaiské prace je zkonstruovat enzymovy amperometricky biosenzor pro
citlivou detekcei laktézy v riznych typech realnych vzorki. Za pouziti chronoamperometrie je
testovan vliv predupravy elektrody, pH prostiedi, pouziti polymeru, Zelatiny nebo nanocastic
na odezvu biosenzoru. Nejcitlivéjsi biosenzor byl zvolen pro stanoveni laktézy ve vzorku

mléka, jogurtu, tvarohu a susené¢ho miéka.



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Charakteristika biosenzoru

Biosenzor je pristroj analytické povahy, ktery obsahuje prvek biologického plivodu.
(Obecné schéma biosenzoru lze vidét na obr. 1.) Ten je bud’ ptimo soucasti, nebo je v pfimém
kontaktu s fyzikalné-chemickym pievodnikem. Biosenzor poskytuje pribézny elektricky
signal, ktery je pfimo tmérny koncentraci slozek nebo pouze jednotlivych latek ve vzorku®.
Biosenzory jsou podle prvki, které snimaji, rozdéleny do dvou skupin. Katalyticky a afinitni
typ. Snimace katalytického typu zahrnuji pfedev§im enzymy, mikroorganismy, organely,
buiiky ¢i tkan€, zatimco snimace afinitniho typu zahrnuji protilatky, receptory a nukleové
kyseliny®. Fyzikalng-chemické pievodniky, poskytujici signal k dal§imu zpracovani,
rozdélujeme do  &tyf  skupin®. Elektrochemické  (potenciometrie, amperometrie,
konduktometrie, voltametrie), optické (fotometrie, fluorimetrie, luminometrie, linearni
optika), kalorimetrické a piezoelektrické a akustické. EXistuje mnoho aplikaci biosenzori
Vv praxi, pficemz jsou jista kritéria, kterymi se fidit p¥i vybéru vhodného biosenzoru. Témi
jsou naptiklad cena, stanovovana latka, citlivost detekce, dostupnost biologického prvku ke
zpracovani, aj. Jeden z vibec nejznaméjSich a nejpouzivanéjSich biosenzori v praxi je
piistroj na méfeni hladiny glukézy v krvi u pacienti s diabetem. Dalsi prilomové pouziti
biosenzorl je z oblasti zivotniho prostiedi. Jde o detekci pesticidii a polutantti zneéistujici
fiéni vodu jako jsou ionty t&Zkych kovi®, prizkum vzdu$nych bakterii, detekce a identifikace
organofosfatu, detekce patogenii®. V neposledni fadé se jednd o pouziti biosenzorti pro
stanoveni zbytkovych 1€kt v potravinach, jako jsou antibiotika a rustové stimulatory,

biotechnologii, medicinu, boj proti bioterorismu, zemédélské aplikace, aj’.
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Biosenzory se také osvédCily v pouziti in vivo-zafizeni. Zde mohou byt sledovany
biologické signdly vreadlném Ccase, jako je naptiklad uvolnéni proteini nebo protilatek
v reakci na poskozeni tkan¢€, svalovou dystrofii, infarktu myokardu, zanéty nebo infekce. Toto
vyuziti méa nespornou vyhodu v &asné detekei stadia onemocnéni a nasledné 166b&®.

Pro efektivni ucely bio-sniméni a diagnostiky pfi piesném snimani biologickych
signdll v bunééném prostiedi byly vyvinuty biosenzory obsahujici snimace nanoméritka
(nanovldkna ¢i nanotrubi¢ky). Tyto snimace mohou byt pouzity pro méfeni pH nebo
funkcionalizovany specifickymi molekulami k identifikaci velmi malého mnozZstvi
biologickych a chemickych latek®. Biosenzory s riiznymi mikro- a nanostrukturovanymi

povrchy byly Gsp&sné pouzity jak pro kratkodobé, tak i dlouhodobé in vivo studie®.

2.2. Historicky vyvoj biosenzoru

Z historického hlediska udélal nejvétsi zasah do senzort Leland C. Clark Jr. Jeho
cilem bylo zmétit redukci kysliku s platinovou elektrodou pfi stanoveni okyslic¢eni krve. Jeho
prvni biosenzor vsak selhal, vzhledem k tomu, ze krevni slozky byly absorbovany na povrch
elektrody, ¢imz doSlo ke zkresleni signalu. Tomuto problému piedesel tak, ze pouzil
celofanovy obal z krabicky cigaretlo. Tak v roce 1956, kdy ptediadil elektrodovému systému
membranu propustnou pro plyny, elektrody fyzikalné€ izoloval od méfeného prostiedi a ziskal
spolehlivy méfici systém. Timto objevem dal za vznik mnoha aplikacim a zaCatkiim
biosenzord.

Clarkem pftipravena, jiz zminéna, elektroda pro stanoveni okysli¢eni s polopropustnou
membranou se zapsala do podvédomi pod nazvem ,,Clarkova elektroda®. Tento senzor
zustava nadale kliCovym nastrojem v mediciné a monitorovani zivotniho prostfedi. Pro
kalibraci téchto senzorii pfidal Clark do roztoku enzym glukézooxidazu. Clark nésledné
vyvinul senzor zachycenim koncentrované glukézooxidasy s jinou polopropustnou
membranou v piedni casti elektrody. Elektroda pak mohla byt pouzita pro vice meéfeni
gluk6zy. Enzymova vrstva se tedy stala nedilnou soucasti biosenzoru™.

Doposud nejuspésnéjsi biosenzor je zaloZzen na ferrocenu, ktery piendsi elektrony
z oxidoreduktaz na elektrodu™. Tim byl vyvinut levny osobni biosenzor pro méfeni hladiny

glukdzy v krvi u diabetikil.



Myslenka vybudovani imunosenzori  stanovujicich protilaitky za pouziti
potenciometrickych ¢i piezoelektrickych snimaci se stala realnou v roce 1983, kdy Liedberg,
Nylander, a Lundstroém popsali pouziti rezonance povrchovych plasmoni pro monitorovani
afinity reakce v realném Case. Takto pfipraveny imunosensor se komeréné vyrabi dodnes (The
BlAcore, Pharmacia, Sweden). Prvni opticky biosenzor byl pifimo spjat s prilomy v optice
a komunikaci. Prvni senzory na bazi optickych vldken byly chemické biosenzory, ale
integrace biologickych molekul nabidla mnohem vétsi snimaci specifi¢nost a citlivost.
Prillomové biosenzory z optickych vlaken byly konfigurovany tak, ze vySetfovaci oblast byla
na konci vlakna. Prvni glukézovy senzor byl vyvinut v roce 1982 Schultzem s kolegy, ktefi
méfili rovnovahu vymény mezi fluorescennim konkanavalinem A véazanym na glukézu
imobilizovanou mimo dréhu svétla a téze molekuly vazané na volné glukéze ve vzorku na
konci vlakna. Tento rezim byl upraven pro pouziti s protilatkami, ale byl omezen tim, Ze
reakce vyZaduje znacné mnozstvi Casu k dosazeni rovnovazného stavu. Pro sledovani
membrany nebo gelu na konci vldkna a ter¢iky s nizkou molekulovou hmotnosti spole¢né
s barevnymi produkty substratu difundovaly do oblasti obsazené enzymem pro generovani
signalu. Fluorescence v celych butnikach by mohla byt méfena timto zpﬁsobemlo.

Zna¢na pozornost je Vv poslednich letech vénovana biosenzorum V mediciné
a nanotechnologiich. Zde je rostouci zajem o jeho aplikaci v tkanovém inZenyrstvi, kde
biosenzory v posledni dobé ukazaly obrovsky potencial stejné jako v regenerativni medicing.
Ob¢, at’ uz tkanové inzenyrstvi nebo regenerativni medicina maji obrovsky potencial
Vv biomedicinském inzenyrstvi pro obnoveni ztracenych funkci nemocné nebo poskozené

s ows s 01314
tkéné€ ¢i organti™ .

2.3. Enzymové biosenzory

Bezpochyby lze povazovat za ,,otce enzymatické analyzy* Ottu Heinricha Warburga.
V roce 1930 polozil zakladni kamen pro vysoce citlivou detekci dehydrogenaz a jejich
substraty jeho optickym testem pro detekci NADH/NADPH pii vinové délce 340 nm*®.
Nicméné za enzymovy biosenzor vdécime Leland C. Clarkovi, kdy v jednom z jeho pokust
byla glukézooxiddza zachycena na kyslikaté Clarkoveé elektrodé s pouzitim dialyzaéni

membrany. Pokles m&fené koncentrace kysliku byl piimo umérny koncentraci glukozy™®.

10



Enzymovy elektrochemicky biosenzor je zaloZzen na detekci elektrického signdlu
produkovaného galvanicky aktivnim ¢lankem at’ jiz vzniklé, ¢i spotiebované enzymatické
reakce™. V enzymovych biosenzorech je jako bioreceptor pouZit enzym. Casto jsou jako
enzymy pouzity proteiny typu oxidazy. Ty obvykle selektivné reaguji s konkrétnimi analyty,
spotfebovavaji rozpustény kyslik a produkuji peroxid vodiku. Pravé ten je totiz snadno
detegovatelny. Dale vSak existuje moznost nanést pfimo na snima¢ biosenzoru enzym
a zafixovat pomoci gelu. Vyhody takto pfipraveného biosenzoru je piedev§im dostupnost
enzymi o vysoké Cistoté, vysoké schopnosti se vazat, pouzitelnost pro rizné techniky
transdukce a predevSsim schopnost detegovat Sirokou skalu analyti. OvSem biosenzory
pripravené timto zpisobem maji také sva uskali. Jejich aktivita je zavisla na rGznych
faktorech, jako je hodnota pH, iontova sila, chemicka inhibice ¢i teplota. Taktéz maji
omezenou stabilitu >*®*’.

Ptestoze jsou elektrochemické enzymové biosenzory tak popularni predevsim diky
svym nizkym ndkladim a pomérné rychlé dobé odezvy, byva s enzymatickymi reakcemi
u elektrochemickych biosenzori casto problém. Hlavnim tkolem pii vyvoji téchto
elektrochemickych biosenzorti bylo ptfekondni casto neefektivniho pienosu elektronii mezi
enzymem a elektrodovym povrchem. K tomuto problému dochézi proto, ze redoxni aktivni
misto je hluboko uvniti enzymu a ten jej nemize dobie, s ohledem na povrch elektrody,
zamétit pro rychly a efektivni pienos elektron’®. Casto také dochazi k omezené funkei
Vv realnych vzorcich vzhledem k zanasSeni elektrody nebo Spatné selektivité analytu ve slozité
matrici vzorku. Dochdzi také ke snaze miniaturizace a biokompatibilité (nejcastéjsi vzorek

matrice pro enzymové elektrody v klinické chemii je krev a jiné biologické tekutiny)™.

2.4. Laktoézové biosenzory

Enzymy jsou bézné pouzivané v biosenzorech vzhledem k jejich vysoké
specificnosti. Pro  stanoveni laktéozy v mléénych produktech se pouzivd enzym
B-galaktozidaza. Tento enzym byva ziskan z mikroorganismi (houby, bakterie nebo
kvasinky), z rostlin, zivo¢isnych bunék nebo z rekombinacnich zdroju. B-galaktozidaza je
Siroce pouzivdna v potravinaiském pramyslu s cilem zlepSit rozpustnost, sladkost, chut

a stravitelnost mléénych vyrobka™.
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B-galaktozidaza z E. coli byla diky své univerzalnosti pouzita jako modelovy enzym
pro laktézovy biosenzor, kdy byl enzym imobilizovan na tfirozmérnou kiemicitou sit’
spojenou piimo s kiemikovym povrchem, kterd poskytuje mnohem vétsi plochu a 3,5x vyssi
zachyceni enzymu ve srovnani s enzymem napojenym piimo na povrchu. p-galaktozidaza
imobilizovand na tfirozmérnou strukturu byla stabilni a udrzela vice nez 80% pocatecni
aktivity po 10 dnech pfi 24 °C%.

Pro stanoveni glukozy, galaktozy a laktozy v mléce byla pouzit pritokovy injekéni
amperometricky senzor spojen s mikrodialyzou (UFIAS). Snimac je zaloZen na enzymem
katalyzované reakci v kombinaci s tfemi tradinimi analytickymi technikami: vzorkovaci
mikrodialyzou, pritokovou injekéni analyzou (FIA), a amperometrickou detekei. Se
snimacem multianalyte bylo mozné detekovat glukdézu a galaktéozu sekvencnimi nastiiky
jejich odpovidajicich enzymu: glukézooxidazy a galakt6zooxidazy, zatimco laktéza byla
stanovena injekci smési enzymt B-galaktozidazy a gluk6zooxiddzy. Snima¢ prokazoval
linearitu mezi 0,05 a 10 mM pro glukézu, mezi 0,1 a 20 mM pro galaktézu a mezi 0,2
a 20 mM pro laktézu. Stanoveni obsahu laktozy v mléce pomoci tohoto senzoru byl porovnan
se standardni metodou s infracervenym spektrofotometrem21.

Byl studovan vliv teploty na signal biosenzoru pro kvantitativni analyzu laktozy
zalozené na stanoveni spotieby kysliku v enzymatické reakci. Bylo pozorovéno, ze existuje
nelinearni vztah mezi elektrickou odezvou biosenzoru a koncentraci laktc')zyzz.

Byl vyvinut amperometricky biosenzor na stanoveni laktézy imobilizaci laktazy
a galaktozooxidazy (GAO) v Langmuir-Blodgett (LB) filmu poly (3-hexyl thiofen)
(P3HT) / kyselina stearova (SA) pro odhad laktéozy v mléce a jeho produktech. Enzym
imobilizovany na LB filmu byl pouZit jako pracovni elektroda a referen¢ni elektroda byla
zvolena platinovad. Enzym elektrody vykazuje linearitu v rozmezi 1-6 g / dl laktdézy a maji
zivotnost vice nez 120 dnti. Pfi opakovaném pouziti dochazelo k 3 % ztraté proudové odezvy.
Enzymova elektroda byla charakterizovana infradervenou spektroskopii s Fourierovou
transformaci (FTIR), skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) a kinetickymi parametry,
jako je pH, teplota a stabilita pracovni elektrody. Senzor muize byt pouzit pro odhad
laktozy / galaktozy v potravinach a biologickych tekutinach®.

Novy amperometricky biosenzor pro stanoveni laktdozy v syrovém mléce byl vyvinut
prostfednictvim soucasné imobilizace B-galaktozidazy a galakt6zooxidazy na derivatizovanou

polyethersulfonovou membranu. f-galaktozidaza katalyzuje hydrolyzu laktoézy na galaktozu
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a glukozu. Citlivost takto ptipravenych biosenzoril byla 6,81 nA.mol dm
a reprodukovatelnost 0,72 nA.mol dm™ a jejich stabilita byla 20 dnt**,

Byl vyvinut hybridni biosenzor pro stanoveni laktdzy. Saccharomyces cerevisiae byla
zachycena v agaru. Dva druhy laktazy byly adsorbovana na diethylaminoethyl
celuloze. Katalytické slozky byly ohrani¢eny z jedné strany membranou propustnou pro CO;
a zdruhé strany dialyzaéni membranou. Laktdza hydrolyzuje laktézu, Saccharomyces
cerevisiae fermentovanou glukozu a galaktéozu za produkce CO,. Tento plyn byl méfen
pomoci CO, elektrody. Vysledky byly aplikovany na analyzu laktdozy ve vzorcich
mléka. Validace byla provedena na mlécich n€¢kolika znacek a vysledky byly porovnavany se
spektrofotometrickou metodou®.

Dalsi biosenzor na detekci laktézy byl pripraven na elektrodové vrstveé
S B-galaktozidazou a gluk6zooxiddzou, imobilizované na Zelating. Laktézové biosenzory byly
vystaveny nékolikandsobnému pouziti pro zjiSténi opakovatelnosti a zivotnosti. Pti stanoveni
byly pouzity roztoky standard laktozy a mlécnych vyrobkl. VétSina Cinnosti laktézovych
biosenzori byla zachovana 1 po desatém pouziti v obdobi 30 dni®®.

Amperometricky biosenzor, citlivy na glukézu a laktézu byl vyvinut imobilizaci
gluk6zooxidazy (GOD), B-galaktozidazy, mutarotasy a ferrocenu na B-cyklodextrinovém
polymeru. Ferrocen je obsazen v dutinach polymeru, zatimco gluk6zooxidaza,
B-galaktozidaza a mutarotasa jsou zasitované s polymerem [-cyklodextrinem. Stabilita
enzymu byla zna¢n¢ zvySena zasitovanim enzymu s polymere m?’.

Ttienzymovy biosenzor pro stanoveni koncentrace laktozy v syrovém mléce je zalozen
na sériovych reakcich p-galaktozidazy, glukézooxidazy, a kienové peroxidazy
imobilizovanych na skelné uhlikové elektrodé. Postupnd enzymatické reakce zvysi selektivitu
1 citlivost cidla. Senzor vSak vyZzaduje tedéni syrového a piidani S5-aminosalicylové
kyseliny. Koncentrace laktozy v mléce métena takto pfipravenymi snimaci byla v dobré shod¢

. v ;o v s voelros v ’ - 28
s hodnotami naméfenymi referenéni metodou za pouziti infracervend spektrometrie™.

2.5. Biosenzory s nanocasticemi

Pro vSeobecné zlepSeni detekce atim i vyhodnoceni vysledku se zacaly pouZzivat
biosenzory s nano&asticemi. Diky jedine¢nym vlastnostem nanomateriali®® se pouzivaji na
vystavbu elektrochemickych biosenzort, které dosahuji lepsi analytické vykonnosti s ohledem

na dalsi konstrukce™°.
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Grafen je jeden z nejnovéjsich nanomaterialtt pouzivany v biosenzorech. Byl objeven
v roce 2004%. Jeho atomy jsou uspofadany opakovand hexagonalné a maji sp2 hybridizaci
a tvori krystalovou miizku, stejné jako je tomu u grafitu. Tento nanomaterial vypada jako by
byl vyroben z plochého draténého pletiva. Mezi jeho fyzikalni vlastnost patfi predevsim
biokompatibilita, rychly transport elektrontll, vysoka tepelna vodivost a vysokd mechanicka
pevnost®. Dalsimi vlastnostmi je transparentnost, vysokéd elasticita, Setrnost k Zivotnimu
prostiedi, fakt, Ze se jedna o polovodiCovy materidl s nulovou Sitkou zakdzan¢ho pésu

a Vv neposledni fad¢ se jednd o nizkonédkladovy material*®

. Grafen se v prabéhu nékolika
poslednich let uk4zal jako vhodna souc¢ast chemickych a biologickych senzorovych aplikaci
a jeho pouziti se osvéd¢ilo také v enzymatickych biosenzorech®3*%®. Grafen umoziiuje snazsi
imobilizaci proteind, nez je tomu v piipad¢ pouziti uhlikovych nanotrubicek. Bylo zjisténo, ze
grafen ma vysokou katalytickou aktivitu s peroxidem vodiku, kdy v ufinné fizené
elektrochemii vznika s glukozooxidazou vynikajici material snimace pro glukézoveé
biosenzory®®. K pienosu elektronti mezi grafenem a redoxni aktivni latkou dochézi na okrajich
grafenového listu nebo (nékdy také soucasng) na defektech v bazalni roving®®. Diky vysoké
povrchové vrstvé grafenu tedy ziskdvame velky pocet elektroaktivnich mist. Ultratenké
vicevrstvé greenové nanodesticky byly také pouzity jako snimace v glukdézovych
biosenzorech®®*,

Koloidni zlato je jednim =z nejvice studovanych nanomateriald v souvislosti
s biosenzory®®. Vyrabi se z malych oktaedrickych jednotek nazgvanych ,primarni jednotky*.
Velikost a morfologie nano&astic lze ménit, v zavislosti na zpiisobu zvolené syntézy™. Zlaté
nanocastice se obvykle uchovavaji ve vodném roztoku. Kovové nanocastice jsou vhodné pro
stavbu biosenzorii, vzhledem k jejich schopnosti zvySovat mnoZstvi imobilizovanych
biomolekul zaclenénych do snimage®. Nano&astice zlata umoznuji snimani bez nutnosti
pfenosu elektronli medidtorti. Nanocéstice zlata také ptedstavuji uzitecné rozhrani pro
elektrolyzu redoxnich procest molekul, jako H;O,, O, nebo NADH (red. forma
nikotinamidadenindinukleotidu). Podili se na fadé vyznamnych biochemickych reakci*’.

Modifikace povrcht elektrod pomoci samoskladnych monovrstev (SAM) thiolu,
poskytuje jednoduchy zpiisob navrhovani materiali na miru. Ty mohou byt dale pouzity na
imobilizaci funkénich mist nano&astic zlata a enzymit®. P¥i porovnavani vysledki riznych
GOx biosenzori na zakladé nékolika SAM-modifikovanych elektrod se dospélo k zavéru, ze

koloidni zlato vazané na merkaptni monovrstvé samoorganizujici Se na zlaté diskoveé
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elektrod® vykazovaly vyssi selektivitu a Zivotnost neZ ostatni GOx biosenzory*?. Schéma pro

. : . o o . 42
ruzné strategie GOx biosenzori mizeme vidét na obr. 2™
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Obr. 2 — Schéma strategie piipravy GOx biosenzori

Biosenzory se pouzivaji také jako imunosenzory, kdy byly protilatky nanaSeny na
nanocastice zlata. Potenciometrick¢é a amerometrické imunosenzory pro detekci HBsAg
(povrchovy antigen viru hepatitidy B) byly stanoveny elektrostatickou adsorpci protilatky na
nanocastice zlata / tris (2,2-bipyridyl) kobalt (III) vicevrstvé folie*. Také byly popsany
nano&astice zlata na bazi bimolekularni metody imobilizace na Nafionu a Zelating*. Kroky

, URTIRY . - C 45
znazornéné pii piipravé imunosenzoru lze vidét na obr. 3™.
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Obr. 3 - Pfiprava imunosenzoru

2.6. Laktoza

Laktoza (obr. 4), neboli mléény cukr je disacharid tvoteny gluk6ézou (obr. 5)
a galaktozou (obr. 6). Tyto dva monosacharidy jsou spojeny p-1-4-glykosidickou vazbou®.
Laktoza ma sumarni vzorec C12H2,011, systematicky nazev
beta-D-galactopyranosyl-(1-4)-D-gluké6za a je izomerem sachar6zy. Laktéza je
hydrolyzovana na glukézu a galaktozu, izomerizovana v alkalickém roztoku na laktulozu
a katalyticky hydrogenuje na odpovidajici vicesytny alkohol, laktitol*’.

OH
HaC 7 HEC/OH
HO O H
H
OH H o OH
H H

OH H

H

Obr. 4 - Struktura laktozy* Obr. 5 - Struktura glukozy Obr. 6- Struktura galaktozy

Laktoza je extrahovana ze sladké nebo kyselé syrovatky. Nazev pochézi z latinského
nazvu pro mléko Lactis a koncovky -ose pouzivané pro cukry®. Prvni izolace laktozy byla
provedena vroce 1633 italskym Iékafem Fabriziem Bartolettim. V roce 1700 publikoval
benatsky lékarnik Lodovice Testi brozuru certifikati o sile mlééného cukru (saccharum

lactis) zmirfujici, mimo jiné nemoci, také ptiznaky artritidy. V roce 1715 pak byl Testitv
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postup pro vyrobu mlééného cukru publikovan Antoniem Vallisnerim. Laktéza byla, jako
cukr, identifikovana Carlem Wilhelmem Scheelem v roce 1780. O 32 let pozdéji, tedy v roce
1812, doslo k velkému skoku v chapani laktozy zjisténim Heinricha Vogela, Zze glukoza,
jakozto zakladni a nejpodstatnéjsi cukr, je hydrolytickym produktem laktozy. Dalsi produkt
hydrolytického Stépeni, tedy galaktdza, byl objasnén Louisem Pasteurem vroce 1856.
Laktoza ziskala svou kompletni konfiguraci cukru v roce 1894, nicméné jeji nazev byl znam
jiz od roku 1843,

Aplikace laktdézy v potravinaiském primyslu se vyrazné zvysila od roku 1960. I ptes
tento fakt neni laktoza pfidavana do mnoha potravin, protoZe jeji rozpustnost je mnohem nizsi
nez u jinych cukrl, béZné pouzivanych v potravinaistvi. AvSak u ptipravkd pro kojence je
tomu jinak. Zde musi byt laktdza pridavana, aby produkt odpovidal, co mozna nejpiesné;ji
slozeni lidského mléka®. Prebytek laktozy ze syrovatky, jakozto vedlejSitho produktu
mléénych operaci, je potencialnim zdrojem alternativni energie®.

Dalsi hlavni pouziti je ve farmaceutickém prumyslu. Laktoza se pridava do I€ka jako
vyplii diky jejim fyzikdlnim vlastnostem, jakymi jsou predevSim dobra stlacitelnost a nizka

cena. Z podobnych divodi byva také pouzita k fedéni heroinu®°.

2.6.1. Vlastnosti

Monohydrat a-laktozy je nejstabiln€jsi formou laktézy. Zde se z laktdzy ziskavaji
krystaly z vodnych roztoku pti teploté do 93,5°C. Oproti tomu, jestlize se rozhodneme pro
krystalizaci pii teplot¢ nad 93,5°C vznikne nam bezvoda B-laktdoza. Hygroskopického
a-anhydridu dosahneme vysusenim ve vakuu pfi teploté nad 100°C. Paklize chceme docilit
amorfni hygroskopické smési a- a B-laktézy, musime zvolit postup rychlého suSeni roztoki
laktozy nebo suseni mléka. Rozpustnost obou téchto anomert je velmi odlisna. a-anomer ma
rozpustnost pouhych 7,5 g/100 g vody a jeho krystaly jsou tvrdé, mirné¢ hygroskopické
a pomalu rozpustné. Naopak krystaly B-anomeru jsou lépe rozpustné a nejsou hygroskopické
a jejich rozpustnost je uvedena jako 48 g/100 g vody.

Porovname-li laktozu s ostatnimi cukry, kuptikladu se sacharézou, zjistime, Ze laktoza
se pomaleji vstiebava v zaZivacim traktu, zfejmé vlivem mensi rozpustnosti ve vod¢ a také je
méné sladka®. Zvlastnosti je, Ze laktoza je méné sladkd, nez jednotlivé monosacharidy, ze

kterych je slozena. Toho se zacina vyuzivat v mlékarenském prumyslu, kdy se enzymatickym
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St&penim laktézy zvysuje sladivost mléénych vyrobka®”. Laktdza poskytuje rizné chemické

reakce, nejdilezitéjsi z nich véetné produktti jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 - Nejpodstatn&jsi chemické reakce laktozy a jejich vysledny produkt®-°.

Chemicka reakce Produkt

Epimerace Laktulosa (bifidogenni faktor)

Redukce Laktitol-4-O-B-D-galaktopyranosyl-D-sorbitol
(cukerny alkohol, sladidlo)

Oxidace Kyselina laktobionova — 6 lakton kyseliny laktobionové

Maillardova reakce | Reakce neenzymového hnédnuti; interakce mezi karbonylovou
skupinou laktozy a amino skupinou (piednostné lysin v bilkovinach)
za tvorby glukosaminii (laktosamin), které podléhaji dalSim reakcim

za tvorby kone¢nych produkti melanoidint

Fermentace Kyselina mlécna, kyselina octova, diacetyl, acetoin atd.

Typickou vlastnosti optickych izomert je takzvana mutarotace, kdy dochazi
k vratnému pfesmyku mezi alfa a beta strukturou. K tomuto jevu dochazi v zavislosti na pH,
teploté, koncentraci a dalSich faktorech. V mlékarenském priimyslu ma tento jev nezadouci
ucinky predevSim proto, Ze jestlize by byly v produktu zastoupeny obé¢ formy, mohlo by
dochézet k necht&né krystalizaci a tvorbé pis¢ité struktury.

Laktoza méa v mléénych produktech dilezity vyznam. NejdilezitéjSimi jsou pak
fyzikalni vlastnosti, jakozto osmoticky tlak, bod mrazu ¢i bod varu. Dale mimo tyto fyzikalni
vlastnosti je také tfeba vyzdvihnout podporu adsorpce vapniku, slouzi jako zdroj energie,
dodavd mléku nasladnou chut a predev§im je laktéoza podstatnou latkou pii vyrobé

fermentovanych mléénych vyrobka.

2.6.2. Vyskyt
Laktoza, jak jiz z ndzvu (,,mlécny cukr®) vyplyva, je obsazena v matefském mléce

savcu v koncentraci okolo 0,3 mol/l a dalsich mléénych produktech. Zde tvofi, podle druhu

mléka ¢i mlééného vyrobku, rizné procento. Pro predstavu pifikladam tabulku 2 s vybranymi

mlé¢nymi vyrobky.
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Tabulka 2 - Piehled obsahu laktozy v jednotlivych mlé&nych vyrobcich®’

Laktoza [%0]
Mlécny vyrobek
Rozmezi [%] Pramér [%]
Plnotuéné mléko 1,05-7,3 4.8
Nizkotuéné (odstfedéné) mléko 3,4-7,05 52
Slehacka 2,8-3,0 2,9
Zakysana smetana 3,0-4,3 3,9
Podmasli 3,6-5,0 43
Slazené kondenzované mléko 11,4-16,3 12,9
Zmrzlina 3,1-8,4 -
Maslo 0,8-1,0 -
Margarin 0,0-1,0 -
Susené polotu¢né mléko 36-38,5 -
Susené nizkotuéné mléko 49-52.3 -
Syrovatka (sladky typ) 63-75 -
Camembert 0,0-1,8 -
Cedar (jemny) 0,0-2,1 -
Cottage 0,0-3,5 -
Eidam 0,0-1,4 -
Gouda 0,0-2,2 -
Mozzarela 0,0-3.1 -
Parmazan (strouhany) 2,9-3,7 -
Ricotta 0,2-5,1 -
Romadur - 2,5

Lakt6za vSak nemusi byt vzdy soucasti pouze mléka, ale objevuje se také v suSenkéch,
peCivu slaném ¢i sladkém, instantnich smésich, bramborovych chipsech, kukufi¢énych
lupincich, produktech na hubnuti, bonbonech, nealkoholickych napojich, pivu lezak. Laktoza
je také Casto v malé mife soucasti 16ki®®°,

Laktozy je vyrobeno ngkolik miliond tun roéné jako vedlejsiho produktu

mlékarenského primyslu. Syrovatka je vyrobena az z 6,5% pevnych latek, z nichz 4,8% je
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pravé laktoza. Ta byva o&isténa krystalizaci®. Primyslové se laktoza vyrabi ze syrovatkového
permedtu tak, Ze je syrovatka filtrovand pro vSechny hlavni proteiny. Proteinova frakce se pak
vyuziva v kojenecké vyzivé ¢i sportovni vyziveé, zatimco permeat je mozné odpafit do
60-65% pevnych latek a krystalizovat za chlazeni®. Laktéza mize byt také vysraZena ze
syrovatky pouzitim etanolu. Vzhledem k tomu, Ze je v etanolu nerozpustna, ¢ini srazenina asi

65% vytezek®.

2.6.3. Laktozova intolerance

Abychom mohli spravné pochopit podstatu laktézové intolerance, musime nejdiive
védét, jak to ma spravné fungovat, tedy laktozovou toleranci. Vlivem B-galaktozidazy dojde
v kartackovém lemu la¢niku (jejunum) tenkého stieva k hydrolyze laktézy na glukdzu
a galaktozu. Oba tyto monosacharidy jsou spolu s vodou absorbovany do krevniho obé&hu.
(Na" ionty obsazené ve stfevni lumen vyrazné ovliviiuji transport glukozy a galaktozy do
sttevnich bun€k.) Glukoza nasledné slouzi jako zdroj energie a galaktéza jako slozka

glykolipidii a glykoprotein®>®

. Enzym lakt4za se dostava procesem zrani z hlubSich vrstev
sliznice tenkého stfeva na vrcholky enterocyti kartackového lemu. Ta je aktivovana
pankreatickym enzymem trypsinem na sliznici tenkého stfeva. Pro hydrolyzu laktazy je
podstatné pH, které musi byt v rozmezi 6-8 a nizkd koncentrace bakterii. Pravé diky témto
podminkam je mistem pusobeni laktazy jejunum, které oba pozadavky splﬁujessbs. Laktozova
intolerance je tedy nedostatek enzymu B-galaktozidazy, kdy lakt6za neni pln¢ hydrolyzovana
a spolu s vodou piechazi do tlustého stieva, kde je travena stfevnimi bakteriemi za vzniku
CO, a H,>®. Vznikem t&chto plyni dochazi k nadymani.

Problém laktozové intolerance je celosvétovy (obr. 7). VSichni suchozemsti
zivo¢ichové maji dramaticky pokles laktdzy béhem Zivota, pfedev§im hned po odstaveni. Po
celém svéte ztraceji lidé od raného détstvi 90-95% laktazy s trvalym poklesem tohoto enzymu
V prubehu celého zivota. V soucasné dob¢ se svétem rozsitil nepfesny udaj, kdy je nedostatek
laktazy povazovan za ,,normalni* ¢i ,,pfirozeny* stav a pretrvavani vyrazné aktivity laktdzy do
dospé&lého Zivota se v severskych evropskych populacich povazuje za ,,abnormalni mutaci®®.

Procento lidi s laktézovou intoleranci se 1i§i v zavislosti na etniku. Naptiklad se tento problém

tyka 2% osob severni Evropy oproti téméf 100% dospélych Asiati a americkych indiant®’.
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Obr. 7 - Cetnost laktézové intolerance ve svéts®’

Lidé s nedostatkem enzymu laktazy potvrdili, Ze potize, spojené predevSim
S nadymanim ptichdzi v pozieni 12 az 18 g laktézy. Tento fakt ovliviiuje nékolik faktort.
Mimo etnicky piivod je dalSim ukazatelem také vék postizeného, kdy pacienti starSitho véku
jsou néchylnéjéies. Symptomy postizeného jsou piimo sprazeny s osmotickym tlakem
substratu v tlustém stfevé a vyskytuji se asi dvé hodiny po poZiti lakt(')zy68.

Casto byva laktozova intolerance $patné oznaGovana za alergii na laktozu. Kazda
Z téchto nemoci ma jiny ptivod. Pti laktdzové intoleranci, jak jiz bylo feCeno, je to nedostatek

enzymu B-galaktozidazy, naopak pii alergii na laktozu jde o imunologickou reakci.

2.6.4. Metody stanoveni

Metod stanoveni laktozy ve vzorku je mnoho. Mezi jedny z nejznaméjSich patii titrace za
pritomnosti chloraminu T. Béhem této titrace se stanovuje halogen, ktery je uvolnén pti reakci
cukrt s chloraminem T a jodidem draselnym®. Dalsi z metod je Metoda dle Luff Schoorla.
Zde se vzorek vyceti Carrezovym cinidlem, ¢imZ odstranime tuk a bilkovinu. Poté se ve
filtratu, na zakladé schopnosti laktézy redukovat za varu méd’naté soli z Luffova roztoku na
oxid m&d’ny, stanovi redukujici cukry, tedy laktoza. Prebytek, ktery nezreaguje je stanoven
jodometricky™. Jestlize pouzijeme biochemickou metodu, musime laktézu enzymaticky §t&pit.
Enzymy ptidame soucasné, ale pisobi postupné. B-galaktozidaza stépi laktozu na glukozu

a galaktozu, hexokindza a adenosintrifosfat fosforyluji gluk6zu na gluk6zo-6-fosfat. Glukdzo-
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6-fosfatdehydrogenaza za pritomnosti nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfatu (NADP)
katalyzuje oxidaci gluk6zo-6-fosfatu na 6-fosfoglukonat za prevedeni NADP na redukovanou
formu NADPH. Kone¢ny produkt, tedy NADPH, se stanovi spektrofotometricky pii vlnové
délce 340 nm®®. Dale lze laktozu stanovit infracervenou spektroskopii,”t chromatografii
(HPLC i GC)™. Pii pouziti GC je samoziejmosti cukry zderivatizovat, jelikoZ samy o sob&

nejsou prilis t&kavé. Ze viech uvedenych metod je nejcastdjsi HPLC ™",
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie

Zasobni roztok laktézy o koncentraci 0,01 mol I'* byl piipraven rozpusténim
navazené¢ho mnozstvi laktéozy (= 99,5 %, Sigma-Aldrich, USA) v roztoku zékladniho
elektrolytu (ZE) obsahujiciho fosfatovy pufr (PBS) o koncentraci 0,05 mol I* a MgCl,
o koncenraci 1 mmol I*. Na ptipravu fosfitového pufru byl pouzit hydrogenfosfore¢nan
sodny (p.a., Chemapol, Praha) a jeho pH bylo upraveno na poZzadovanou hodnotu pomoci
hydroxidu sodného (p.a., Lach-Ner, Neratovice). Pro zajisténi optimalni aktivity enzymu
B-galaktozidazy™ byl ve fosfatovém pufru rozpustén predem vysuSeny chlorid hofecnaty
(p.a., Lach-Ner, Neratovice). Na piedtpravu elektrody namocenim v kyselin¢ byla pouzita
kyselina merkaptopropionova o koncentraci 0,04 mol I (> 99 %, Sigma-Aldrich, USA). Na
biosenzor se nanaSely dvé vrstvy. Prvni vrstva byla tvofena ferrocenem o koncentraci
0,01 mol I"* (98 %, Sigma-Aldrich, USA) rozpusténého v metanolu (p.a., Penta, Praha). Druha
vrstva byla tvofena smési kienové peroxidazy (HRP) o koncentraci 96,8 mg mi™
(250-330 U mg™, Sigma-Aldrich, USA), B-galaktoziddzy z Escherichia coli (B-GAL)
o koncentraci 18,4 mgml* (> 500U mg™, Sigma-Aldrich, USA), glukézooxidazy
z Aspergillus niger (GOD) o koncentraci 123 mg ml™ (100-250 U mg™, Sigma-Aldrich,
USA), 10% (w/w) Zelatiny Agar-Agar (Natural, Jihlava, CR) a polymeru polyethylenglykol
diglicidyl etheru (PEGDE) o koncentraci 2,5 mg ml™* (M, 500, Sigma-Aldrich, USA).

Pti hledani optimalnich podminek byly pouzity také nanocastice zlata (suspendovany
VvV H,0O, 30x6 nm, Aldrich, USA), stfibra (20 nm, 0,02 mg/ml, Aldrich, USA), grafen
(Graphene supermarket, New York) a nanocastice SAMN (0,1 g/ml v destilované H-0O,
ptipraveny 8. 3. 2015, maghemitové nanocastice byly poskytnuty od prof. Fabia Vianella,
Univerzita v Padov&)’.

Pro stanoveni laktézy v mléénych produktech pomoci plynové chromatografie
s hmotnostné spektrometrickou detekci (GC-MS) byly pfipraveny standardy galaktozy,
glukozy a laktozy (vSe Sigma-Aldrich, USA). Pro deproteinaci byl pouzit etanol
denaturovany 5% metanolem (Tereos TTD, lihovar Kojetin, Kojetin) s rozpusténym salicilem
jako vnitfnim standardem (>99% (GC), Sigma, USA). Vzorky byly derivatizovany
hydroxylaminhydrochloridem (p.a., Lachema, Brno) v pyridinu (p.a., Penta, Chrudim),

23



hexamethyldisilazanem (>99% reagent grate, Aldrich, USA) a kyselinou trifluoroctovou
(>99%, Sigma Aldrich, USA).

Jako redlné vzorky bylo pouzito mléko (odstiedéné mléko Basic, Albert, Praha),
susené mléko (odstifedéné suSené mléko Lactino, PML Protein.Mléko.Laktoza, a.s., Novy
Bydzov), bily jogurt (Pilos bily jogurt nizkotu¢ny, Okregova Spoéidzielnia Mleczarska
w Lowiczu, Polsko) a tvaroh (odtuénény tvaroh Pilos, POLABSKE MLEKARNY a.s.,
Podébrady).

3.2. Pristrojové vybaveni

Chronoamperometrické experimenty Dbyly provadény na pfistroji Autolab se
softwarem NOVA 1.10 (Metrohm Autolab B.V., Nizozemi). Rozpousténi a homogenizace
roztokl byly podpofeny pomoci ttepacky Reax Top (Heidolph Instruments, Némecko). Pro
upravu pH fosfatového pufru byl pouzit pH metr InoLab pH 720 s kombinovanou sklenénou
elektrodou SenTix 41 (vSe WTW, Némecko), ktery byl kalibrovdn na vodné kalibracni
roztoky Duracal (Hamilton, Svycarsko).

Jako referen¢ni metoda byl pouzit plynovy chromatograf s hmotnostni spektrometrii
GC-MS systém Agilent 7890B & 7010 Triple Quad se softwarem Mass Hunter (vSe Agilent
Technologies, Palo Alto, USA). Ptipravené vzorky, vCetné standarda byly centrifugovany na
centrifuze 5702 (Eppendorf, Némecko).

Topografické snimky povrchu biosenzoru byly potfizeny na mikroskopu atomarnich sil

(AFM) Dimension Icon (Bruker Corporation, Billerica, USA).

3.3. Pracovni postupy

3.3.1. Priprava biosenzoru

Biosenzor (uhlikova ty¢inka), byl o¢istén na smirkovém papiie a navlhéené buniciné
(obr. 8). Na takto ptipravené biosenzory bylo nejprve naneseno 3 pl ferrocenu v methanolu
anasledné 3 pl smési enzymi s polymerem a Zelatinou vV poméru 4 ul HRP, 4 pl zelatiny
AGAR-AGAR, 8 ulB-GAL a 10 pl GOD (obr. 9). Nasledn¢ byl na biosenzor pokladen
specialni tenky celofan, ktery byl zafixovan parafilmem. Biosenzory byly ponechany do

nasledujiciho dne v lednici.
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0.0 1: Height Sensor 10.0um

Obr. 8 — Topograficky snimek grafitu z AFM mikroskopu po Cisticim kroku, tedy obrouseni

na smirkovém papiie a o€isténi na navlh¢ené buniciné

867.1nm

7036 nm

r 1
0.0 1: Height Sensor 10.0um

Obr. 9 — Topograficky snimek biosenzoru z AFM mikroskopu po ¢isticim kroku a naneseni

vrstvy ferrocenu a smési enzymu

3.3.2. Priprava realnych vzorki

Redlné vzorky pro chronoamperometrické stanoveni byly pfipraveny presnym
navazenim mléka, jogurtu, tvarohu a suSené¢ho mléka, které byly rozpustény ve vodé

a ponechany v ultrazvukové lazni do vzniku homogenni smési. Vzorky byly nasledné

25



natedény fosfatovym pufrem o pH 7,5 tak, aby vysledna koncentrace métené¢ho roztoku byla

v linearnim rozsahu koncentraci kalibra¢ni zavislosti.

3.3.3. Chronoamperometrie

Pii chronoamperometrii se méii proud v zavislosti na ¢ase pii konstantnim potencialu.
Chronoamperometrie je velmi ucinna metoda pouzivana pfevazné v kvantitativni analyze
nukledrnich reakci. Toto technické pouziti vede k ziskani vychozich informaci o jadie
a rastovém mechanismu ve studovaném systému. Kromé toho mutze také stanovit mnozstvi
nabiti nutného na ulozeni do rozpoustédla (rozpusténi). Také miize byt tato metoda pouzita na
stanoveni rychlostni konstanty jadra a adsorpéni izotermy”.

Podobné¢ jako vSechny impulzni metody produkuje i1 chronoamperometrie vysoké nabijeci
proudy, které exponencialné ubyvaji s Casem, stejné jako ostatni RC okruhy. Nejcastéji se
v chronoamperometrii pracuje Vv tiielektrodovém zapojeni. Vzhledem k tomu, ze je proud
integrovan pies pomérné dlouhé ¢asové intervaly, poskytuje chronoamperometrie lepsi pomér
signalu k Sumu ve srovnani s jinymi amperometrickymi metodami’®.

Pfi méfeni se pracovalo v ttielektrodovém =zapojeni, kdy pomocna elektroda byla
platinova, pracovni elektroda byl samotny biosenzor a referentni elektrodu jsme zvolili
argentchloridovou elektrodu. Do elektrochemické cely bylo ptevedeno 10 ml ZE potfebného
na méfent.

Chronoamperometrie byla méfena pii potencialu -50 mV s c¢asem intervalu 50 ms.
Nasledné byl, po ustaleni rovnovahy (po 5 minutach), priddvan roztok laktézy ¢i vzorku v

rozmezi od 10 pl do 100 pl.

3.3.4. Referen¢ni metoda GC-MS

Plynova chromatografie je typ chromatografie, kde je mobilni fizi nosny plyn. Casto
se jednd o inertni plyn, jako je naptiklad helium, nebo o nereaktivni plyn, napiiklad dusik.
Stacionarni faze je tvofena mikroskopickou vrstvou kapaliny nebo polymeru na inertni naplni
uvnitt kolony. Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) je analyticka
metoda, kterd kombinuje vlastnosti plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie pro

identifikaci riznych latek v testovaném vzorku. GC je separacni metoda, pomoci niZ se daji
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analyzovat tékavé a semi-t€kavé slouceniny s velkym rozliSenim a MS mize poskytnout
podrobngjsi informace o struktufe latek .

Do cisté centrifugacni zkumavky bylo navazeno s analytickou piesnosti pfiblizné 0,5 g
vzorku jogurtu, mléka a tvarohu, 50 mg vzorku suSeného mléka nebo 25 mg standardu
galaktozy, glukozy, laktozy nebo jejich smési, kdy vSechny 3 standardy byly po 25 mg
smichany v 1 centrifuga¢ni zkumavce. Vzorek byl rozmichdn v 1,5 ml destilované vody
a ponechan 5 minut v ultrazvukové lazni. Poté byl vzorek deproteinovan pridavkem 4 ml
etanolu (denaturovaného 5% metanolem) S rozpusténym salicinem
(2-(hydroxymethyl)phenyl-B-D-glukopyranosid) o koncentraci 2,5 mg ml™ jako vnitfnim
standardem. Vzorek byl promichan, ponechan 10 minut v ultrazvukové lazni a centrifugovan
6 minut pfi 4400 otatkdch min™. Z &irého supernatantu bylo odebrano 100 pl do &isté
Sroubovaci vialky a odpafeno mirnym proudem dusiku pii teploté 50°C. K odparku bylo
ptidano 500 pl roztoku hydroxylaminhydrochloridu, vialka byla uzaviena a inkubovana
30 minut pfi teploté 75°C. Po nasledném ochlazeni bylo pfidano 500 ul hexamethyldisilazanu
a 50 ul kyseliny trifluoroctové. Vzorky byly inkubovany pti laboratorni teploté 30 minut, poté
byly centrifugovany, supernatant byl odebran a nafedén 100x hexanem do krimplovavi vialky.

Ptipraveny vzorek byl analyzovan plynovou chromatografii s hmotnostné
spektrometrickou detekci (GC-MS) s témito parametry: nastfikovany objem 1 pl; teplota
nastiiku  300°C; split 5 ml min? (5:1); dv& kolony HP-5ms Ultra Intert
(15 m x 250 pm x 0,25 pm), pritoky na 1. a 2. kolon&: 1 ml min™ a 1,2 ml min™; teplotni
program: 180°C - 2 min - 7°C min™ - 320°C - 2 min, post run: 320°C — 8 min; pritok N,
(collision gas) 1,5 ml min™, pratok He (quench gas) 2,25 ml min™, EI 70 eV, SIM mode:
318,5 m/z do 14. min, 360,5 m/z od 14. min. Kvantifikace byla provedena metodou vnitiniho

standardu.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Vliv pH

Biosenzory byly testovany pii riznych pH 6,0; 7,0; 7,5 a 8,0, protoze kazdy pouzity
enzym vykazuje vyssi aktivitu v jiném pH. Aktivita kienové peroxidazy je nejvyssi v rozmezi
pH 6,0-6,5, aktivita enzymu GOD je naopak nejvyssi v pH 7,0 a enzym B-GAL je
nejaktivnéj$i pti pH 6,0. Ttienzymovy biosenzor poskytoval nejlepsi odezvu pii pH 7,5.

(Obr. 10).

-1E-7

-1.5E-7

I (A)

-2E-7
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-3E-7
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Obr. 10 - Zaznam chronoamperogramu ttienzymového biosenzoru pro Sest piidavku laktozy
0 objemu 10-20 pl a koncentraci 0,01 mol I'* v pH 6,0 (zelena), pH 7,0 (fialova), pH 7,5
(modra) a pH 8,0 (Cervend)
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4.2. Vliv piredupravy elektrody

Grafittova tyCinka byla vzdy pied nanesenim vrstev obrousena na smirkovém papiie
a nasledné¢ ocisténa na navlhéené buniciné. Po Cisticim kroku jsme zkouseli pfedupravit
elektrochemickym c¢isténim v 1 % NaCl (Obr. 11a), biosenzor nevykazoval odezvu na
laktozu. Také jsme zkouSeli pfedapravu macenim elektrody pifes noc v kyseling
merkaptopropionové podle lit.”® (Obr. 11b), nicméng odezva biosenzoru nebyla pozorovana.
Tento zpisob predupravy je spiSe vhodny pro zlatou elektrodu’. Zkusili jsme
I predupravu skloubenim obou moznosti (Obr. 11c). Z vySe uvedenych vSak ani jedno

nevykazovalo lepsi nebo alesponi stejné odezvy jako tomu bylo u elektrod upravenych pouze

¢isticim krokem (Obr. 11d).
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Obr. 11 - Porovnani chronoamperogramu biosenzoru s pfedupravou pomoci El.-Chem. ¢isténi

(), namocenim v MPA kyseliné (b), El.-Chem. ¢i§ténim a namocenim v MPA kyseliné (c)

a biosenzoru bez predupravy (d)
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4.3. Vliv pouziti polymeru
Do enzymové smési biosenzoru jsme pro stabilizaci vrstvy a zesitovani ptfimichali
polymer PEGDE a zelatinu. Pozitivni efekt téchto slozek byl také pozorovan zlepSenim

odezvy biosenzoru (Obr. 12).

SES T
8E-8
AET
<
= 12ET7

1 4E7

-1.6E-7

18ET7 |

1 1 1 1 1 1 1 1
280 300 320 340 360 380 400 420
t(s)

Obr. 12 - Porovnani chronoamperogramu biosenzoru s polymerem (fialova), s Zelatinou

(Cernd) a polymerem i Zelatinou (Cervena)

4.4. Vliv ruznych typi nanocastic

Déle bylo testovano, zda pfimichdni nanocastic do enzymové smési biosenzoru bude
mit vliv na odezvu biosenzoru v roztoku laktézy. Pro tyto experimenty byly pouzity
nanocCastice zlata (Obr. 13a), stfibra (Obr. 13b), grafen (Obr. 13c) a nanocastice SAMN
(Obr. 13d). Nejlepsi chronoamperometricky zaznam a odezva vSak byly pozorovany

s biosenzorem bez piimichanych nanoc¢astic (Obr. 13e).
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Obr. 13 - Porovnani chronoamperogramu biosenzoru s nanofasticemi zlata (a), stiibra (b),

grafenem (c), nanocasticemi SAMN (d) a bez nanocastic (e)
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4.5. Kalibraéni zavislost laktozy

S patnacti biosenzory, které vykazovaly nejlep$i odezvu (Cisténi bez dalsi predupravy,
s polymerem i Zelatinou a bez nanocastic), byly v prostfedi PBS pufru o pH 7,5 naméteny
kalibracni zavislosti laktézy (Obr. 14), ze kterych byla vytvofena primérna kalibracni
zavislost (Obr. 15). Ta byla linearni v rozsahu koncentraci 1 - 10* az 6 - 10* mol I* - se
smérnici a smérodatnou odchylkou (-1,72 - 10°+ 1,26 - 10®) Al mol™, usekem kalibraéni
ptimky a smérodatnou odchylkou (7,65 - 10° +0,33 - 10°) A a koeficientem determinace
0,9964. Odhad meze detekce byl 1,08 - 10 mol I a meze stanovitelnosti 1,52 - 10 mol I'™.

41e07TF ' g ! ! ! E
42007
43007 LR

4 4607

| (A)

-4.5e-07

-4 6e-07

-4 7e-07

1 | | 1
300 350 400 450
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Obr. 14 - Chronoamperometrické méfeni jednoho z biosenzoru pouzitych na stanoveni

kalibraéni zavislosti
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Obr. 15 - Primérna kalibra¢ni zavislost laktozy z patnacti biosenzort
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4.6. Stanoveni laktozy v realnych vzorcich

Ptipravené biosenzory byly pouzity pro amperometrické stanoveni lakt6zy v redlnych
vzorcich tvarohu, jogurtu, mléka a suseného mléka. Do elektrochemické cely se k 10 ml ZE
pridavalo vzdy 100 pl roztoku redlného vzorku. Pro kazdy redlny vzorek bylo ptipraveno pét
biosenzora (pro mléko sedm). U tvarohu a jogurtu vSechny ptipravené biosenzory vykazovaly
dobrou odezvu, u mléka a suseného mléka tii biosenzory poskytovaly analyticky
vyhodnotitelny signal (Obr. 16).

Z regresni rovnice kalibra¢ni zavislosti byl vypocitan obsah laktozy v jednotlivych

realnych vzorcich (Tabulka 3).

Tabulka 3 - Obsah laktozy v realném vzorku m véetné smérodatnych odchylek s vypocitané

z kalibra¢ni zavislosti a obsah laktozy deklarovany vyrobcem produktu mg

Vzorek m (g/100 g) s (9/100 g) Mg (9/100 g)
Mléko 4,94 1,50 5
Susené mléko 56,00 8,00 53,2
Jogurt 10,42 3,67 5,2
Tvaroh 5,67 0,85 4,0
O C T I_.-.‘u_ T T T ]
L L
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HETE \ —— S
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Obr. 16 - Chronoamperogramy realného vzorku mléka (Cernd), tvarohu (Eervena), jogurtu

(modrd) a susen¢ho mléka (zelend)
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4.6.1. Stanoveni laktozy, glukozy a galaktozy referencéni metodou GC-MS

Pro srovnani vysledkl stanoveni lakt6zy v realnych vzorcich byla zvolena referencni
metoda plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci (CG-MS). Byly
zméfeny standardy laktozy, glukozy a galaktozy (Obr. 17) a jejich smés (Obr. 18) a nasledné
byly zméfeny ptedupravené realné vzorky tvarohu, jogurtu, mléka a suSeného mléka
(Obr. 19).

Pro kvantitativni stanoveni byl pouzit salicin jako wvnitini standard. Vypocet
odezvovych faktoru f a kvantifikace (Tabulka 4) byla provedena podle rovnice (1), kde Ay
a As odpovida plocham pikd stanovované latky a vnitfniho standardu a my ams jsou
hmotnosti stanovované latky a standardu.

_m, 4;

me A

1)
V jogurtu, jako u jediného realného vzorku, bylo amperometricky stanoveno
dvojnasobné vyssi mnozstvi laktdzy, coz mohlo byt ovlivnéno vyS§Sim mnozstvi galaktdzy
(0,52 +0,01) g na 100 g jogurtu. U ostatnich realnych vzorki bylo stanoveno deseti az
stonasobné nizs$i obsah galaktdézy nez u jogurtu (Tabulka 4). Pfi vyrob¢ jogurtu fermentaci
dochazi k rozkladu laktézy na glukozu a galaktozu. Jogurtové bakterie vSak vétsinu glukozy

spottebuji, proto vidime jen zvySeny obsah galaktozy.
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Obr. 17 — Chromatogramy jednotlivych standardd sacharidd véetné interniho standardu
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Obr. 19 — Chromatogramy jednotlivych realnych vzorkl, véetné zvétsené oblasti pikd

galaktozy
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Tabulka 4 Obsah laktozy, glukoézy a galaktéozy v realnych vzorcich stanoveny
referencni metodou GC/MS ze tii méfeni, kde m je obsah sacharidii v realném vzorku, s je

smérodatna odchylka, f je odezvovy faktor.

Tvaroh Jogurt Miléko Susené mléko
Sacharid f m s m s m s m S

(9/1009) | (9/1009g) | (9/100g) | (9/100g) | (9/100g) | (9/1009) | (9/100g) | (9/1009)
LAK 0,450| 3,9363| 0,0450| 3,8638| 0,0723| 5,4644| 0,0596| 56,4014 | 2,1558

GLU 0,170| 0,0004| 0,0001| 0,0008| 0,0002| 0,0059| 0,0001| 0,0363| 0,0007
GAL 0,155| 0,0110| 0,0002| 0,5178| 0,0140| 0,0061| 0,0001| 0,0494| 0,0010
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5. Zavér

Byl zkonstruovan amperometricky enzymovy biosenzor pro stanoveni laktozy. Jeho
odezva byla sledovana v zavislosti na pH, pficemz nejlepsi vysledky byly zaznamenany pii
pH 7,5. Nejvhodnégjsi predupravou elektrody se ukéazalo byt pouze obrouseni na jemném
smirkovém papife a oCisténi na navlhéené buni¢iné. Lepsi vysledky daval biosenzor po
pridani Zelatiny AGAR-AGAR a polymeru polyethylenglykoldiglycidyl etheru do enzymové
smési bez pouZiti nanocastic.

Se sadou 15-ti biosenzort byly naméfeny kalibra¢ni zavislosti. Primérna kalibra¢ni
zavislost vykazovala linearitu v rozsahu koncentraci 1 - 10* az 6 - 10 mol I se smdrnici
a smérodatnou odchylkou (7,65 - 10°+0,33 - 10°) A I mol™, tsekem kalibraéni piimky
a smérodatnou odchylkou (7,65 - 10 + 0,33 - 10°) A a koeficientem determinace 0,9964.
Odhad meze detekce byl stanoven na 1,08-10*moll* a meze stanovitelnosti
1,52 - 10 mol I

S pfipravenymi biosenzory byl stanoven obsah laktézy v realnych vzorcich mléka
(5,0 /100 g), jogurtu (10,4 g/100 g), tvarohu (5,67 g/100 g) a suseného mléka (53,2 g/100 g).
Jako referen¢ni metoda byla zvolena plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou
detekci a pro kontrolu slouzily udaje uvedeny na obalu produktu. Hodnoty stanovené
amperometricky, pomoci GC-MS a udaje uvedené na obalu vyrobku byly v souladu, kromé
vzorku jogurtu, u kterého bylo chronoamperometricky stanoveno dvojnasobné mnozstvi

laktozy. ZvySeny obsah galaktozy v jogurtu pravdépodobné ovlivnil odezvu biosenzoru.
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6. Summary
The amperometric enzyme biosensor for the determination of lactose was constructed.

Its response was observed, depending on the pH. The best results were observed at pH 7.5.
The most appropriate pretreatment of the electrode turned out to be grinding on fine
sandpaper and cleaning on moistened pulponly. The biosensor provided even better results
after adding gelatin agar-agar and the polymer polyethylenglykoldiglycidyl ether to the
enzyme mixture without using nanoparticles.

The calibration curves were measured with a set of 15 biosensors. The average
calibration dependence showed linearity in the concentration range 1 - 10*to 6 - 10 mol L™
with the slope and standard deviation (7.65 - 10° +0.33 - 10°) AL mol™, a section of the
calibration line and standard deviation (7.65 - 10® + 0.33 - 10”) A and with the coefficient of
determination 0.9964. Estimation of the limit of detection was set on 1.08 - 10 mol L and
the limit of quantification on 1.52 - 10 mol L™,

Using prepared biosensors the content of lactose was determined in real samples of
milk (5.0 g / 100 g), yogurt (10.4 g / 100 g), cheese (5.67 g / 100 g) and powdered milk
(53.2g / 100 g). The gas chromatogramy with mass spectrometric detection was used as
a reference method and for control we used data indicated on the packaging of the product.
The values which were set amperometrically using GC-MS and information on the packaging
of the product were consistent except for the yogurt sample. Twofold higher amount of
lactose has been determined chronoamperometrical lyin yogurt. Increased content of galactose

in yogurt probably influenced the response of the biosensor.
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7. Seznam pouzitych zkratek

AFM
B-GAL
DNA
El.-Chem.
GC
GC-MS
GOD
GOx
HBsAg
HPLC
HRP
MPA
MS
NAD
NADH
NADP
NADPH
p.a.

PBS
PEGDE
RC okruhy
SAM
SAMN
w/w

ZE

Mikroskopie atomarnich sil

B-galaktozidaza

Deoxiribonukleové kyselina

Elektro-chemické

Plynova chromatografie

Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickym detektorem
Glukozooxidaza

Glukozooxidaza

Povrchovy antigen viru hepatitidy B

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kienova peroxidaza

Merkaptopropionova kyselina

Hmotnostni spektrometr

Nikotinamidadenindinukleotid

Redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
per analysis (Cistota chemikalie - pro analyzu)
Fosfatovy pufr

Polyethylenglykol diglycidyl eter

Obvod slozeny z odport (rezistorl) a kondenzatora

Z angl. Self Assembled Monolayer (samoskladna monovrstva)
Maghemitové nanocastice

Hmotnostni procentualita

Zakladni elektrolyt
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