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Abstrakt

Aplikace elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS) pro studium redoxnich
enzymovych reakci byla jiz popsana. Impedancni méfeni jsou velmi citlivé na zmény na
rozhrani mezi elektrodou a roztokem zpiisobené napf. adsorpci nabitych castic.
Z tohoto divodu mohou byt pouzity pro studium kinetiky adsorpce makromolekul,
ale také umoznuji studovat enzymovou kinetiku, jelikoz pusobenim enzymu
na substraty se enzymy ucastni modifikace a generovani nabitych Castic na povrchu
elektrody.

V této praci zkoumame potencial elektrochemické impedancni techniky ke
sledovani kinetiky reakce na modelovém piikladu enzymu glukoza oxidazy a glukozy
jako substratu. Enzym je vystaven riznym koncentracim substratu a interakce se budou
zaznamenavat v redlném case. Ocekéavaji se zmény v impedanci pifi ruznych
koncentracich substratu. Tyto zm&ny by mély nasledovat kinetiku Michaelis-
Mentenové. Experimentalni postup by mél byt jednoduchy a mél by byt provadén

Vv roztocich pufru bez pozadavku na jakékoliv dodate¢né redoxni préoby.

Abstract

The application of electrochemical impedance spectroscopy (EIS) in theory
and experiment for investigation of redox enzyme kinetics has been already described.
The impedance studies are quite sensitive to the changes at the interface caused
by adsorption of charged species and therefore can be used to study the kinetics
of adsorption of macromolecules and also enables us to study enzyme kinetics since the
action of the enzymes on their substrates involved modification and generation
of charged species.

In this work, we explore the potential of electrochemical impedance technique
to follow the kinetics of glucose oxidase—substrate reactions on the immobilized
surface. The enzyme will be allowed to interact with different concentrations of its
substrate and the resulting reaction will be recorded in real time. Changes in the
imaginary component of the impedance at various substrate concentrations will
be expected to follow Michelis—Menten kinetics. The experimental procedure should
be simple and can be carried out directly in buffer solutions most suited for the required
interaction to take place, without the requirement of any additional redox probes.
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1. Uvod

Enzymatické stanoveni glukoézy v ptitomnosti enzymu glukoza oxidazy ma jiz
dlouholetou tradici piedev§im v jejim stanoveni pomoci amperometrickych
enzymovych biosenzort. Tyto biosenzory se vyznacuji dobrou citlivosti a selektivitou,
nicmén¢ fada interferujicich latek v redlnych vzorcich miize tyto parametry sniZovat.
Impedan¢ni analyza je velmi citlivd metoda detekujici zmény kapacitance a rezistance
v tésné blizkosti elektrody. Jako takova, muze tedy slouzit jako alternativa
k amperometrickym senzorim, pfiCemZ je vyuzito stanoveni zmén impedanénich
parametr béhem enzymové piemény glukdzy na povrchu elektrody s imobilizovanou
glukéza oxidazou. Potencidl této metody pfi studiu enzymové kinetiky je studovan jak
na zéklad¢ impedancni spektroskopie, tak pii fixni frekvenci. Ocekava se, Ze zmeny
v impedanci pti ruznych koncentracich substratu budou nasledovat kinetiku Michaelis-
Mentenové. Vyhodou zde zUstava, jako u vétSiny biosenzort, rychla detekce,

jednoduché konstrukce, dobra citlivost, Casova stalost a finan¢ni nenaro¢nost.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1. Sacharidy

Sacharidy fadime mezi nejrozsitenéjsi organické slouceniny vyskytujici se v biosféte.
Jsou to slouceniny prevazné rostlinného plvodu. Sacharidy vznikaji primarné pfi
fotosyntéze v zelenych rostlinach z oxidu uhli¢itétho a vody za pfitomnosti svételna

energie viditelného zaifeni (rov. 1).

6C0, + 12H,0 + svételna energie — 60, + CgH,,04 + 6H, @)

Sacharidy maji fadu vyznamnych funkci v zivych organismech. Jednou z nich
je stavebni funkce v téle rostlin, kdy jsou sacharidy soucasti pojiva a bunéénych stén
(napt. celuloza). Energeticka funkce zahrnuje velmi bohaty a rychly zdroj energie
pro organismy. Zasobni formy sacharidi tvofi Skrob (u rostlin) a glykogen
(u zivocichu). [4]

Mezi nejjednodussi sacharidy patfi monosacharidy. Mnoho téchto sloucenin je
syntetizovano v procesu glukoneogeneze, jiné jsou produkty fotosyntézy. Metabolicky
rozklad monosacharidi poskytuje vétSinu energie potifebné pro pribéh biochemickych
pochodl. Monosacharidy jsou také vyznamnou slozkou nukleovych kyselin a dilezitou

soucasti lipidd. [4]

Druhou skupinu sacharidi ptedstavuji oligosacharidy, které se skladaji ze dvou
az deseti kovalentné vézanych monosacharidovych jednotek, byvaji casto slouceny
s proteiny a lipidy, v nichz maji jak stavebni, tak regula¢ni funkci. [4]

Tteti skupinou jsou polysacharidy tvofené vice jak deseti kovalentn¢ vazanych
monosacharidovych jednotek. Mezi polysacharidy tfadime napf. celulézu, S$krob
a glykogen. Jejich strukturni role je nepostradatelnd pro vSechny organismy, zejména
pak v rostlinach, kde celuldoza tvofi zakladni stavebni material. U Zivocicht

je vyznamny napf. glykogen, ktery slouzi jako zasobni zdroj energie. [4]

2.1.1. Glukoéza

vvvvvv

Vv pfirod¢. Je hlavnim a rychlym zdrojem energie pro vSechny buiky v lidském téle.
Tvoii zékladni stavebni jednotku celuldzy, Skrobu a glykogenu. Volné ji najdeme
ve sladkém ovoci a nektaru kvétia. U glukdzy rozeznavame dvé formy, L- a D- forma
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(L-glukéza, D-glukoza). Jinou formu tvofi tzv. anomery. RozliSujeme a- a - anomery
Vv zavislosti na poloze OH skupiny konkrétné na prvnim uhliku v fetézci. [4] [5]

Gluko6za ma také obrovsky vyznam v 1ékarstvi, jelikoz jeji roztoky jsou béznou
soucasti nitrozilnich infuzi. Hypertonické roztoky glukdzy se podavaji pfi umélé vyzive
nebo v terapii nékterych zavaznych stavi (napf. mozkovy edém). ZvySena hladina
koncentrace glukozy v krvi muze byt také indikatorem nemoci diabetes mellitus
(tzv. cukrovka, onemocnéni projevujici se Unavou, ¢astym mocenim a pocitem zizn¢.
[4] [14] [19]

OH

Obrazek 1 - a-D-glukoza

2.2. Biosenzory

Biosenzor Ize definovat jako ,, analyticky pristroj obsahujici citlivy prvek biologického
puvodu, ktery je bud soucdsti Nebo Vitésném kontaktu s fyzikdalné-chemickym
prevodnikem. Poskytuje pribézny elektricky signdl, ktery je primo umérny koncentraCi

Jjedné nebo nekolika chemickych latek ve vzorku . [12]

Jinymi slovy je biosenzor zafizeni, kde se spojuje cCast biorekogni¢ni
a prevodnikova. Biorekognice je umoznéna diky bioelementu, ktery je imobilizovan
na povrch biosenzoru. Bioelementem mohou byt bunky, enzymy, DNA sekvence,
a jiné. Bioelement se nachazi v tésném kontaktu s pfevodnikovou €asti, ktera méfenou
reakci ¢i interakci prevadi na signal lépe vyhodnotitelny (napf. elektricky, opticky).
Diky biosenzorim jsou dnes zkoumany napf. interakce protilatka-antigen, hybridizace
DNA nebo enzymové stanoveni substrati. Jednim z prvotnich a dodnes asi nejvice
prostudovanych biosenzort je gluk6zovy biosenzor, komercné znamy jako glukometr,
ktery je vyuzivan u diabetikti k méfeni koncentrace glukozy v krvi. [3] [9] [11]

13



Imobilizovana Deteltor PC
ANALYT == ==| biorekogni¢ni
sloika

= i
Biologicky signal Pievodnikovy signal

Obrazek 2- Usporadani slozek biosenzoru

2.2.1. Rozdéleni biosenzoru

Biosenzory lze rozdélit podle typu pouzité biorekogni¢ni slozky a pievodniku na
nasledujici [11]:

1) Podle biorekogni¢ni slozky:

o biokatalytické (napf. organely, enzym, buiika, organismus) — pracuji na principu
premény analytu v prib&hu chemické reakce; analytem je substrat enzymové reakce
o bioafinitni (napf. protilatka, nukleova kyselina) — analyt se specificky vaze na

vznikajici afinitni komplex

2) Podle typu fyzikaln¢ — chemického pievodniku:
° optické — mé&fi intenzitu emitovaného svétla, absorbanci, reflektanci, a take
zménu indexu lomu pti biochemické reakci/interakci
o piezoelektrické — zaloZené na piezoelektrickém jevu, tj. na zméné frekvence
vibraci piezoelektrického krystalu po navazani zkoumané latky
o kalorimetrické — méii zménu tepla v pribéhu termickych reakci mezi analytem
a imobilizovanou biomolekulou na senzoru
. elektrochemické — méfi elektricky signal vznikajici béhem plsobeni mezi
substratem a biologicky aktivni slozkou, fadi se zde biosenzory potenciometrické,
amperometrické a voltametrické
o impedimetrické — vyuzivaji zménu impedancnich parametri nejcastéji

pii bioafinitnich interakcich
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Jak jiz bylo zminéno, v pfedlozené praci se budeme zabyvat vyuzitim impedimetrie
pfi studiu Kinetiky enzymové reakce. Nize tedy bude detailnéji popsana impedanéni
technika.

2.2.1.1. Impedimetrické biosenzory

Impedance je fyzikalni veliCina vyjadiujici elektricky odpor zavisly na frekvenci.
Tato veli¢ina je vyjadiena komplexnim c¢islem, v kterém je obsazena informace
0 zavislosti dvou veli¢in, kapacitance a rezistence. Znaci se pismenem Z, jednotkou

je 1 Q [ohm]. Impedanci lze zapsat v kartézském tvaru nasledujicimi rovnicemi:

|Z| = Re + Im 2
Re = |Z| + cos® 3
Im = |Z| + sin® 4)

|Z] =+ Re? +Im? (5)

kde Z odpovida celkové impedanci, Im znaci imaginarni sloZzku impedance a Re readlnou

slozku impedance, thel ¢ (fazovy thel), ktery svira impedance Z s realnou osou (Re).
[19] [20]

U impedimetrickych biosenzoru lze zachytit zmény v impedanci (Z) na zakladé
biochemické reakce/interakce. Impedimetrické biosenzory jsou konstruované vétsinou
jako ttielektrodové s biorekogni¢ni slozkou imobilizovanou na pracovni elektrodé.
Na elektrody je ptivedeno stiidavé napéti s malou amplitudou. Nevyzaduji referencni
elektrodu, mohou se vyuzit napf. dvé pracovni elektrody. Mezi vyhody patii dobra
slucitelnost s poc¢itacovym rozhranim a elektrickymi obvody, naopak nevyhodou oproti
amperometrickym ¢1 potenciometrickym biosenzorim  je nizka citlivost.
Vyuzivaji se napt. ke sledovani rastu mikroorganismu ¢i stanoveni mocoviny pomoci
enzymu ureazy. [3] [9] [11] [13] [17]
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2.2.1.2. Elektrochemicka impedanéni spektroskopie

Elektrochemicka impedancni spektroskopie (EIS) je metoda, kdy se na pracovni
elektrodu vklada konstantni potencidl se stfidavym napétim o urcité amplitudé.
Amplituda je pfevazn¢ volena v rozsahu 5-10 mV a métena je stfidava slozka proudové
odezvy. Metoda umoznuje pii méfeni meénit frekvenci v Case. Meétfeni probiha
se méii podstatné pomaleji. Pii méfeni jsou pouzity frekvence, které se zpravidla
pohybuji od 0,1 mHz do 1 MHz. Vyuziva se tfielektrodového zapojeni. Volené
frekvence se mohou vkladat dvéma zpusoby. Vlozeni je bud’ postupné (single-sine
technika) nebo skladanim vice frekvenci (multi-sine technika, napf. 6 nebo 10).
Mezi nevyhody techniky multi-sine je ponékud nizsi kvalita namétenych dat, ale zato
je rychla. Single-sine technika poskytuje vySs$i kvalitu naméfenych dat, ale neni
dostatecné rychld. Abychom mohli jednotlivé frekvence separovat, je nutno vyuzit
Fourierovy transformace, ktera dokaze diky své rychlosti zmé&fit i méné stabilni
systtmy. EIS v obou pfipadech pouzivda hlavné ke kvalitativnimu popisu
elektrochemického chovéni systému. Mize byt kombinovédna i s jinymi technikami.
Mezi vyhody lze uvést poskytovani komplexniho popisu elektrochemického chovani
daného zkoumaného systému, napi. informace o kinetice ¢i mechanismu elektrodového
déje. Pokud dojde k odchyleni potencidlu zkoumaného systému, neprojevi
se to ve zméné charakteristiky d&€ji probihajiciho na elektrodovém systému. Vysledek
méfeni soucasné popisuje jak faradaicke, tak i1 nefaradaické déje, proto je mozné z EIS

ziskat informace o mechanismu probihajiciho elektrochemického procesu. [18] [19]

Piemény elektrochemického systému

Metoda EIS je uzitetnou metodou zkoumajici chovani danych systémi (biosenzort,
elektrod). Vysledkem chovéani téchto systému jsou informace o elektrochemickém
procesu. Vystupni hodnotou je celkova impedance systému, ktera je vyjadiena jako
soucet redlné slozky (Re) aimaginarni slozky (Im). Zajimavé dé&e lze pozorovat
Vv elektrochemickém systému na rozhrani elektroda-elektrolyt. Tyto d&je mohou byt
popsany ndhradnim obvodem, tzv. Randles obvodem. Rozhrani mezi dvéma systémy
lze chapat jako kapacitor, ktery je nutno doplnit odporem, aby systémem mohl
prochazet proud. Randles obvod zahrnuje odpor roztoku Rs, Wardburgovu impedanci
ZW (ta popisuje diftzi ionth elektrolytu k elektrodovému rozhrani, zavisi
na koncentraci roztoku), kapacitu dvouvrstvy Cp a odporu prenosu naboje Rer.
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Kapacitu dvouvrstvy lze popsat rovnici (rov. 6): [19] [20]

1 (6)

7. =
m CDL

kde Zim odpovida imaginarni slozce impedance, Cp_ zna¢i kapacitu dvouvrstvy.
Z rovnice lze vyvodit, ze pfi nizsi kapacité dvouvrstvy dochézi k poklesu imaginarni

slozky impedance.

CDL

|
i A

Rer Zw

\/

elektroda

Obrazek 3 - Schéma impedance

Charakteristickym vyjadifenim impedancniho spektra je tzv. Nyquist diagram
(Obrazek 4). Tento diagram lze rozdé&lit na ¢ast skladajici se z pulkruznice a ¢ast tvotici
primku. Pulkruznice je ddna odporem ptfenosu naboje pies dvouvrstvu a lze ji sledovat
pti vysokych frekvencich. Pfimkova ¢ast definuje déje fizené diftizi a je charakteristicka
pro nizké frekvence. Kazdy bod Nyquistova diagramu je impedance na jedné frekvenci.
Nyquist diagram miize byt reprezentovan jako vektor o délce | Z |. Uhel mezi timto
vektorem a osou x je nazyvan fazovym thlem. [19] [20]

Im

preered

nizké kmitoéty

vysoké kmitoéty \
s 45¢ |

Re

Obrazek 4 - Nyquist diagram
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2.2.2. Enzymové biosenzory

Tyto biosenzory patii mezi biokatalycké vyuZzivajici enzym jako biorekogni¢ni slozku.
Enzym (E) dokaze katalyticky pfeménit substrat (S) na produkt (P) (rov. 7).

E+S o[E-S]|>E+P (7)

Mezi velké vyhody muzeme ftadit jednoduchost as ni spojenou dobrou
definovatelnost odpovédi. Enzymaticky katalyzované reakce jsou rychlé, obvykle velice
selektivni a nejcastéji se fidi kinetikou podle Michaelis-Mentenové. Z ni vyplyva,
ze pii dostatecném mnozstvi enzymu je rychlost reakce v uritém rozsahu piimo
umérna koncentraci analytu (Obrazek 5). Je mozné tedy vytvofit kalibracni kiivky
a stanovit kvantitativn¢ obsah analytu. [7] [11]

VoA

Vmax

Vmax

Km S

Obrazek 5 -Kinetika podle Michaelis-Mentenové
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Rychlost reakce 1ze vyjadrit vztahem (rov. 8):

b Vinax [S] (8)
Ky +[S]

kde v znaci rychlost vzniku produktu, V.4 je maximalni rychlost, pfi které dochazi

k saturaci enzymu substratem, K,, odpovida Michaclisové konstanté, tedy koncentraci

A, g o .V
substratu, pfi niz reakce probiha pravé polovicni rychlosti (%). [11]
Pokud dojde k imobilizaci enzymu v biosenzorech, zméni se Michaelisova konstanta.

Enzymové biosenzory vyuzivaji bud’ jeden enzym anebo vyzaduji k imobilizaci vice

enzymul, které katalyzuji napt. recyklaéni procesy ¢i nasledné reakce. [7] [11] [16]
2.2.3. Imobilizace enzymu na povrch elektrod

Imobiliza¢ni technika umoziuje upevnit biologicky material k ostatnim ¢astem senzoru,
pfedevsim tvofit pevnou vazbu s pfevodnikovou casti. Pokud sestavujeme funkéni
biosenzor, je dulezité bezchybné zvladnout imobiliza¢ni proces biorekogniéni slozky.
Imobilizace méa vliv na funkci biosenzoru, pfevazné na reprodukovatelnost, stabilitu,
citlivost a rychlost odezvy. Uziti vhodné imobiliza¢ni metody zavisi jak na bioelementu,

tak na charakteru detekéniho zatizeni. [11]

Imobilizovat enzym Ize rGznymi metodami. Jednou znich je kovalentni
imobilizace, dale pomoci silanizace nebo SAM metody (spontanni vznik monovrstvy).
Déle je mozno vyuzit nekovalentnim imobilizace pomoci pouhé fyzikalni adsorpce,
zachycenim enzymu v polymeru ¢i gelu nebo tzv. cross-linkem pomoci bifunkénich
¢inidel. [3] [10] [11]

2.3. Enzymy

Enzymy jsou makromolekuldrni latky bilkovinné povahy. Jsou nedilnou soucasti
lidského téla a ucastni se fady biochemickych reakeci. Jsou oznacovany jako
biokatalyzatory, latky snizujici aktivacni energii reakci. Chemické reakce bud’ urychluji,
nebo naopak zpomaluji. V bunikach se nachazi vice jak 3000 enzymd, které jsou
charakterizovany specifickou strukturou umoznujici pribéh reakci. Ke svému ucinku
pozaduji pfedevsim neutrdlni prostfedi a optimalni teplotu okolo 37°C. Hlavni funkci

enzymii v organismu je ucast pii traveni. Stdpia rozkladaji ur¢ité molekuly
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(tuky, cukry, bilkoviny) na zakladni elementy. Tyto elementy vyuzivaji organismy jako
zdroj energie, ktera je nezbytna pro rast organismu. [1] [2]

2.3.1. Enzymova reakce

Pfeménam v riznych enzymovych reakcich podléhaji latky, které se jmenuji substraty
(S). Tyto substraty se vazi na enzymy (E) a navazanim vznika tzv. komplex enzym-
substrat. Substrat se vdze na povrch enzymu, do mista zvaného aktivni centrum,
kde probiha samotnd biochemickd reakce. Aktivni centrum je tvofeno
aminokyselinovymi zbytky, které maji schopnost vazat reaktivni casti molekuly
substratu. Po dokonceni reakce je vysledna latka (produkt - P) uvolnéna z aktivniho
mista. Snizeni aktivaéni energie zavisi také na neproteinové slozce, kterd je nazyvana
jako kofaktor. Kofaktory jsou z velké casti derivaty vitamini. Muzeme je rozdélit
do dvou skupin dle navazani. Prvni skupinou jsou kofaktory vazané na strukturu
enzymu pevneé - prostetické skupiny (napf. Mn2+), druhou tvofii kofaktory vazané volngji
— koenzymy (napi. NAD™). [4]

+‘— ’/"‘

SUBSTRAT Sl

Obrazek 6 - Vznik komplexu enzym-substrat
(Pfevzato z www.e-chembook.eu)

¢
—’\"l'w‘

Obrazek 7 — Uvolnéni produktu z komplexu enzym-substrat
(Ptevzato z www.e-chembook.eu)

2.3.2. Rozdéleni enzymu

Pojmenovani a zatazeni enzymi vychdzi z reakce, kterou katalyzuji a z ndzvu substratu.

Nazvoslovi mize byt védecké (systémoveé) a doporucené (pracovni). Kazdy enzym ma
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tak své jedinecné pojmenovani. Enzymy se dé¢li do Sesti tfid podle typu katalyzované
reakce. [4]

1. Oxidoreduktdzy -  katalyzuji =~ oxidacné¢  redukéni  reakce,
napt. laktatdehydrogenaza, gluk6za oxidaza

2. Transferazy - skupina enzymu pienasejici atomy z jednoho substratu na
druhy, napt. alaninaminotransferaza

3. Hydrolazy - katalyzuji hydrolytické St€peni substratii, napt. uredza

4. Lyéazy - enzymy katalyzujici nehydrolytické odstépeni malé skupiny
ze substratu za tvorby vazby C-C, C-O, C-N, napt. dekarboxylazy

5. Izomerazy - katalyzuji intramolekularni pfesuny vazeb V substratu,
napf. epimerazy

6. Ligazy - katalyzuji vznik vazby mezi dvéma substraty za hydrolyzy ATP

2.3.3. Oxidoreduktazy

Oxidoreduktazy jsou enzymy, které katalyzuji oxidacné redukéni reakce a plati u nich
(rov. 9):

A" +B > A+ B~ 9)

kde A znaéi oxida¢ni ¢inidlo a B je reduké¢ni ¢inidlo. V Zivych systémech se oxidace
latek uskuteciuje prostfednictvim odStépeni vodiku (dehydrogenaci substratu).
Oxidoreduktdzy  jsou  skupinou  zahrnujici  dehydrogendzy a  oxidazy.
Mezi dehydrogenazy tadime napf. laktatdehydrogenazu, alkoholdehydrogenazu,

glutamatdehydrogenazu. Oxidazam nalezi napf. katalaza nebo glukoza oxidaza. [4]

2.3.4. Oxidazy

Biosenzorové systémy, které jsou zaloZeny na oxidazach vyuzivajicich kyslik, ktery
slouzi jako akceptor elektronti za tvorby peroxidu vodiku (H,0,) nebo vody (H20). [8]

Enzymové reakce mohou byt sledovany amperometricky, tedy meéfenim
spotieby kysliku (O2) nebo produkei peroxidu vodiku (H20,) pii pracovnich
potencialech -650 mV (kyslik) a +650 mV (peroxid vodiku). [7] [8]
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Jak jiz bylo zminéno, jednou z oxidaz je glukéza oxidaza (GOD).
Vyuzivase pro  stanoveni  glukézy  vKklinické  biochemii. Jeji  kofaktor
je flavinadenindinukleotid, ozna¢ovan jako FAD. [4] [6]

2.34.1. Charakteristika glukéza oxidazy

Objev glukdéza oxidazy (GOD) je zndm odroku 1928. GOD se objevila poprvé
Vv plisnich Aspergillus niger a Penicillium glaucum. Bylo zjisténo, Ze v plisnich

katalyzuje oxidaci glukozy za vzniku glukonolaktonu a peroxidu vodiku (rov. 5). [6]

GOD
0, + f — D — gluk6za — glukonolakton + H,0, (10)

GOD se sklada ze dvou polypeptidovych fetézct, které jsou navzajem spojeny
disulfidickymi mustky. Na polypeptidické fetézce je vazdn FAD. Molekulovd hmotnost
glukézy oxidazy je 186 000 g/mol a az 16% molekuly tvoifi sacharidova slozka.
Zvlastnosti GOD je znama vysoka substratova specifita vzhledem k B-D-formé
glukézy. [6] [16]

22



3. Cil prace

1. Provedeni literarni reSerSe na zvolené téma (enzymy, enzymova Kinetika,

enzymové biosenzory, impedancni méfeni kinetické reakce).

2. Seznameni se s problematikou enzymovych biosenzori a porozuméni
impedancnim technikam z teoretického a praktického hlediska (impedan¢ni
spektroskopie, meétfeni pii fixni frekvenci, Faradaickda a non-Faradaicka
impedance).

3. Testovani funk¢nosti a kalibrace pfipraveného biosenzoru — méfeni kinetiky
enzymové reakce s pouzitim modelové interakce mezi glukdéza oxiddzou
a gluk6zou. Bude provedena impedanéni spektroskopie, z niz bude vyhodnocena
frekvence. Piitéto frekvenci bude sledovana zména impedancnich parametrd

béhem enzymové reakce v realném case.

4. Vyhodnoceni namétenych vysledki
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4. Experimentalni ¢ast

V této bakalatské praci jsem se seznamila a pfiblizila si problematiku méfeni kinetiky
enzymové reakce pomoci impedanéni spektroskopie. Prakticky jsem si vyzkousela
laboratorni praxi, kterd je nezbytnd pro zvladnuti praktické Casti méfeni. Seznamila
jsem se s méfici aparaturou a programem pro méfeni vytvoienym Ing. Zdenkem
Pytlickem.

4.1. Pouzité chemikalie

e fosfatovy pufr (50mM, pH 7,4)
e 10mM glukoéza (Sigma)
e glukdza oxidaza, 191 U/mg, (Sigma)

4.2. Pouzité pristroje

o tiielektrodovy senzor s imobilizovanou GOD (poskytnuty Ing. Milanem Jilkem)
e impedanéni analyzator Agilent 4980A, program na sbér dat vytvofeny
Ing. Zdenkem Pytlickem

e pritocna cela (poskytnuta Ing. Jilkem)

4.3. Mérici aparatura

Pro samotné méfeni bylo nutno sestavit vhodnou méfici aparaturu, kde by bylo mozné
testovat enzymovy biosenzor (Obrazek 9). Soucasti byla pruto¢na cela, do které byl
vloZen biosenzor (Obrazek 10, Obrazek 11). Cela byla umisténa ve Faradayové kleci
kvili potlaceni okolniho ruseni. Z pritocné cely byly vedeny dvé hadi¢ky, z nichz jedna
byla pfivodem dané Ilatky (pufru/glukézy) na biosenzor a druhd vyvodem.
Z impedan¢niho analyzatoru Agilent 4980A (Obrazek 8) bylo na pracovni elektrodu
s imobilizovanou GOD vkladano napéti o amplitudé 10 mV, proud prochazejici
syst¢tmem odpovidal hodnoté 1pA. Systém umoziioval méfit v rozmezi frekvenci
0d20Hz — 2 MHz. Data z méfeni byla sbirdna pomoci vytvoifeného programu

a zobrazena na pocitaci.
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Obrazek 8 - Impedanéni analyzator Aligent 4980A

Obrazek 9 - MéFici aparatura s prato¢nou celou umisténa ve Faradayové kleci
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Obrazek 10 -Pruto¢na cela

Obrazek 11 - Tiielektrodovy senzor s imobilizovanou GOD
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4.4, Imobilizace GOD a albuminu

Pro spravnou funkénost biosenzoru je nezbytné zvlddnout imobilizaéni proces.
Pro ucely méteni byly dodany dva komeréné vyrobené bionsezory od firmy RNDr.
Dagmar Jilkova, s. r. 0.. Bionsezor je tvofeny ze dvou pracovnich elektrod a jednou
elektrodou referencni. Na prvni pracovni elektrodu byl imobilizovan enzym GOD
(Obrazek 13), na druhou pak albumin (Obrazek 14). Samotny imobiliza¢ni proces byl
proveden za pomoci glutaraldehydu v zelatiné metodou cross-link, neboli zesiténim
(Obrazek 12). Zesiténi je ireverzibilni proces, ktery vyuziva nejcastéji glutaraldehyd

jako sitovaci ¢inidlo diky jeho dostupnosti a financni nenaroc¢nosti.

Obrazek 12 - Ukazka metody zesiténi biomolekul
(Ptevzato z www.rpi.edu)

GOD + GA + zelatina

proteinova vodiva vrstva

elektroda

Obrazek 13 - Schéma jednotlivych vrstev pracovni elektrody s imobilizovanou GOD

ALBUMIN + GA + Zelatina

proteinova vodiva vrstva

elektroda

Obrazek 14 - Schéma jednotlivych vrstev pracovni elektrody s imobilizovanym
albuminem
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4.5. Impedancéni spektra glukozy

Tato experimentalni ¢ast je zaméfena na testovani odezvy biosenzoru na glukozu
v Sirokém rozsahu frekvenci. Cilem bylo zjistit optimalni frekvence pro méfeni
kalibracni kiivky glukozy ve fixni frekvenci. Pro méfeni impedancnich spekter byl
biosenzor umistén v prato¢né cele, ktera byla soucasti Faradayovy klece. K biosenzoru
byl pomoci konektord pfipojen impedancni analyzator Agilent 4980A, ktery generoval
napéti o amplitudé¢ 10 mV. Impedanéni spektra biosenzoru byly méfeny pro 0,5 mM
koncentraci gluk6zy. Impedanc¢ni spektra byly méteny i1 pro jiné koncentrace glukézy
(1 mM, 2 mM) avsak nebylo dosahnuto vyraznych zmén oproti 0,5 mM glukozy.

4.6. Kalibraéni zavislost glukézy pfri fixni frekvenci

Na zéklad¢ impedancni spektroskopie jsme zjistili, Ze ke zménam impedance dochazi
v celém spektru frekvenci od 20 Hz do 2 MHz. Z mé&feného spektra byly vybrany dvé
fixni frekvence, ze kterych byly sestrojeny kalibra¢ni zavislost gluk6zy. Zaméfili jsme
se na nizkofrekvenéni a vysokofrekvencni slozku. Jako nizkofrekvencni slozka byla
zvolena frekvence 100 Hz a vysokofrekven¢ni 2 MHz. Dodate¢né byly méfeny také jiné
frekvence (20 Hz, 250 Hz, 1000 Hz, 2500 Hz, 10000 Hz, 50000 Hz, 150000 Hz,
500000 Hz), u kterych ovSem nedochdzelo k vyrazné&jsim zménam oproti zvolenym
frekvencim. Pro zvolené fixni frekvence byly sestrojeny kalibra¢ni zévislosti pro Sest
vzrustajicich koncentraci glukozy (0,01 mM; 0,5 mM; 1 mM; 2 mM; 5 mM; 10 mM).
Frekvence byly generovany Vraznych casovych intervalech. Pfi  méfeni
s koncentrovangjsim roztokem dochazelo k vétsimu poklesu impedance, nez u roztokt
méné koncentrovanych. Hodnoty celkové impedance pro jednotlivé koncentrace byly
vypocteny Zrozdild hodnot pufru a glukézy. Rozdily byly dale zprimérovany
a vysledkem byly hodnoty odpovidajici |Z|, |[Re|, [Im].
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Impedancni spektra a kalibraéni kfivka pro glukézy

V naméfenych impedancnich spektrech lze zaznamenat zmény jak Vrealné, tak
imaginarni slozce (Obrazek 15). V zavislosti na méfené frekvenci Ize pozorovat také
zménu impedance, kdy se zvySujici se frekvenci dochazi k poklesu celkové impedance
(Obrazek 16).

0
= glukdza 1(0,5mM)
glukdza 2(0,5mM)
-500 pufr 1
pufr 2
— -1000
[=} /
£
= -1500
-2000
-2500

4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000
Re [Ohm]

Obrazek 15 — Graf zavislosti rezistence a kapacitance na koncentraci 0,5 mM glukozy
a pufru
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8500
= glukdza 1(0,5mM)

8000 glukdza 2(0,5mM)
2
\ pufr 1
7500
pufr 2
7000
£
£
O, 6500
N
6000
5500
5000
4500
1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000

frekvence [Hz]

Obrazek 16 - Zavislost celkové impedance |Z| na frekvenci pro 0,5 mM glukézu a pufr

Na Obr. 16 (Obrazek 16) mizeme vidét zavislost frekvence na celkové impedanci |Z]
pro pufr a0,5mM koncentraci glukozy. Muzeme vidét, ze celkova impedance

se s rostouci frekvenci snizuje, coz odpovida predpokladim.

Z vysledkli impedancni spektroskopie a zvolenych fixnich frekvenci byly
sestrojeny kalibra¢ni zavislosti gluk6zy. Tyto zavislosti jsou zaznamenany v grafech
separovan¢ pro frekvenci 100 Hz a 2 MHz. Pro srovnani byla méfena odezva
biosenzoru také pro protein albumin. Vrstva albuminu neni sice enzymaticky aktivni,
zato odezva GOD byla u frekvence 100 Hz srovnatelna s odezvou albuminu pii prutoku
glukozy.

Bylo provedeno nékolik méfeni odezvy biosenzoru na glukozu. NejlepSich
vysledkt bylo dosazeno ptfi hodinovém méfeni, které probihalo v pratoku. Prito¢nou
celou se nejprve nechal protékat pufr a nasledné¢ byl stifidan glukozou. Stfidani
probihalo po minuté. Béhem hodinového méteni proteklo systémem vSech Sest riiznych
koncentraci glukozy. Rychlost pritoku byla nastavena na hodnotu 3 ml/min.
Pro otestovani i jinych rychlosti se tento pratok snizil o 1/3, avsak snizenim rychlosti
prutoku nebyly vysledky adekvatni. Bylo zkoumano, jak se lis§i impedance v zavislosti
na koncentraci glukézy a frekvenci. Zaznam z daného méfeni pro GOD muzete vidét
na Obr. 17 (Obrazek 17) pro frekvenci 100 Hz a Obr. 21 (Obrazek 21) pro frekvenci

2 MHz.
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U téchto dvou frekvenci 1ze zaznamenat rozdily zejména v imagindrni ¢asti impedance.
U frekvence 2 MHz jsou hodnoty imaginarni slozky pro vSechny koncentrace podstatné
vy$8i. Vyssi hodnoty mohou byt nasledkem zmén fazovych uhlu, diky kterym se systém

chova vice kapacitativng.

Ve srovnani s impedanéni studii S. Shikrshnan [7] mtzeme konstatovat, ze jsme
dosahli obdobnych vysledkli. Zmény impedance byly zaznamendny v celém spektru
frekvenci. Na zéklad¢ naSich vysledkt lze fici, ze se zvySujici koncentraci glukdzy
dochazelo k poklesu imaginarni slozky impedance. Pokles v imaginarni slozce
impedance béhem enzymatické reakce sesledoval v realném cCase pii fixnich

frekvencich.

Z hlediska chovani biosenzoru béhem enzymatické reakce lze predpokladat,
ze srostouci koncentraci glukézy dochazelo k poklesu odporu R systému a taktéz
k poklesu imaginarni slozky impedance. Tyto zmény mohly nastat v dusledku
enzymatické reakce a tvorbé nabitych Castic, popf. mozné detekce zmény konformace

proteinu ¢i vytvareni komplexu E-S.
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Obrazek 17 - Graf zavislosti celkové impedance Z v Case 1h pro frekvenci 100 Hz

Graf na Obr. 17 (Obrazek 17) je zaznamem hodinového méfeni odezvy biosenzoru
na pritomnost glukézy v riiznych koncentracich ve frekvenci 100 Hz. Z grafu je zfejmé,

ze dochazi k poklesu impedance ve vSech koncentracich glukézy.
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Nadchazejici €ast zahrnuje tabulky primérnych hodnot celkové impedance, realné
a imaginarni slozky v zavislosti na koncentraci glukozy z jednotlivych detekci (Tabulka
1, Tabulka 2). Hodnoty zahrnuji také smérodatné odchylky a jsou spoCitany pro enzym
I albumin ve fixni frekvenci 100 Hz. Z naméfenych hodnot pro frekvenci 100 Hz
je ziejmé, Ze hodnoty impedance pro enzym a albumin se zvlast nelisi, tudiz odezva pfi
pratoku glukézy byla srovnatelnd. Z vypocitanych hodnot byly sestrojeny kalibracni
kiivky glukézy.

Tabulka 1- Primérné hodnoty impedance a smérodatné odchylky pro enzym GOD

a =100 Hz
¢ [mmol/l] |Z] [Ohm] |Re| [Ohm] [Im| [Ohm]

0,01 150,30+9,83 150,46+£10,9 5,18+4,57

0,5 100,09+5,46 100,04+5,62 5,17+1,72

1 53,49+3,81 53,39+3,87 3,60+3,65

2 145,98+3,35 145,66+3,43 10,27+2,53

5 171,79+2,55 171,90+2,30 6,95+5,95

10 288,49+6,12 288,70+5,87 11,58+4,54

Tabulka 2 - Primérné hodnoty impedance a smérodatné odchylky pro albumin

a =100 Hz
¢ [mmol/l] |Z] [Ohm] |Re| [Ohm] [Im| [Ohm]

0,01 160,23+£11,42 159,87+11,76 11,70+£2,95

0,5 137,59+4,00 137,70+3,92 5,91+2.28

1 42,71+1,41 42,67+1,38 2,63+0,62

2 72,30+7,34 72,36+7,50 3,124+2.09

5 150,23+0,95 150,12+0,96 8,80+1,90

10 284,66+2,45 284,46+2,28 16,69+4,09

Na zékladé impedanc¢nich méfeni jsou v niZze uvedenych grafech vykresleny kalibra¢ni
zavislosti glukézy pro enzym a albumin ve frekvenci 100 Hz. Z grafu na Obr. 18
(Obrazek 18) je patrné, ze rozdil zmény impedance |A Z| se zvySujici se koncentraci
glukézy nartistd. Zmény jsou také zaznamenany jak v imaginarni (Obrazek 19), tak
realné ¢asti impedance (Obrazek 20). NarGst zmény impedance mize byt vysvétlen

enzymovou reakci, kdy dochazi k pfeméné substratu (gluk6zy) na produkt.
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Obrazek 18 - Graf zavislosti impedance na koncentraci pro enzym a albumin
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Obrazek 19 - Graf zavislosti kapacitance na koncentraci pro enzym a albumin

(f=100 Hz)

34



350 ~

y(A) = 16,945x + 88,921
R2=0,5931
300 -
y(E) = 18,25x + 95,391
250 - R2=0,7722
_g 200 -
=]
)
2 150 8
— *
100 -
¢ ENZYM
s0{ % .
@ ALBUMIN
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

¢ [mmol/I]

Obrazek 20 - Graf zavislosti rezistance na koncentraci pro enzym a albumin (=100 Hz)
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Obrazek 21 - Zavislost celkové impedance Z v ¢ase 1h pro frekvenci 2 MHz

Graf na Obr. 21 (Obrazek 21) je zaznamem hodinového méfeni odezvy biosenzoru
na ptritomnost glukozy v riznych koncentracich ve druhé fixni frekvenci 2 MHz.
Z grafu je zfejmé, ze dochazi k poklesu impedance ve vSech koncentracich stejné jak pii
frekvenci 100 Hz.
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Dalsi ¢ast zahrnuje opét tabulky primérnych hodnot celkové impedance, reélné

a imaginarni slozky v zavislosti na koncentraci glukozy z jednotlivych detekci (Tabulka

3, Tabulka 4.). Hodnoty zahrnuji také smérodatné odchylky a jsou spocitany pro enzym
I albumin ve fixni frekvenci 2 MHz. Pro frekvenci 2 MHz je zna¢ny rozdil v hodnotach

celkové impedance pro enzym a albumin oproti méteni pii frekvenci 100 Hz. Pii tomto

méfeni bylo dosahnuto toho, Ze odezva pii prutoku glukoézy nebyla srovnatelna pro

albumin i enzym. Lze tedy pfedpokladat, Ze pfi této frekvenci bylo méfeni citlivéjsi.

Tabulka 4 nezahrnuje vysledky pro 1 mM koncentraci glukézy, jelikoz odezva

pro albumin v této koncentraci nebyla vyhodnotitelna. Ze zaznamenanych hodnot byly

také sestrojeny kalibracni kiivky glukozy.

Tabulka 3 - Primérné hodnoty impedance a smérodatné odchylky pro enzym GOD

af=2 MHz
¢ [mmol/1] |Z| [Ohm] |Re| [Ohm] [Im| [Ohm]

0,01 136,39+10,79 93,92+11,80 112,7845,96

0,5 89,1243,52 60,17+2,95 75,98+2,30

1 54,56+6,77 39,8749,12 40,99+3,97

2 137,97+5,29 92,40+4,10 119,98+5,18

5 194,78+5,53 131,08+4,25 168,97+5,21

10 283,79+5,30 192,42+4 .47 244,95+3,44

Tabulka 4 - Primérné hodnoty impedance a smérodatné odchylky pro albumin

a f=2 MHz
¢ [mmol/l] |Z] [Ohm] |Re| [Ohm] [Im| [Ohm]
0,01 389,70+39,37 310,70+26,76 269,38+40,81
0,5 243,934+48,90 179,08+35,06 197,33+5,28
2 138,48+12,34 121,76+12,30 66,97+3,77
5 288,23+12,34 215,75+12,25 228,23+6,75
10 607,92+13,48 465,65+4,18 461,12+31,56
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V nize uvedenych grafech jsou vykresleny kalibracni zavislosti glukézy pro enzym

aalbumin ve frekvenci 2 MHz. Ve vSech uvedenych kalibra¢nich kiivkach se rozdil

zmény impedance |A Z| se zvySujici se koncentraci glukdzy nartsta. U albuminu jsou

vSak rozdily impedance zhruba dvojnasobné. Zna¢ny rozdil impedance v kalibra¢nich

v

zavislostech pro enzym a albumin Ize vysvétlit citlivéjsSim méfenim a chovanim vrstvy

albuminu. Pti vysokych frekvencich se neoc¢ekéava srovnatelné odezvy jako u enzymu.
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Obrazek 22 - Graf zavislosti impedance na koncentraci pro enzym a albumin (f=2 MHz)
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Obrazek 23 - Graf zavislosti kapacitance na koncentraci pro enzym a albumin
(f=2 MHz)
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Obrazek 24 - Graf zavislosti rezistance na koncentraci pro enzym a albumin (f=2 MHz)
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6. Zavér

Cilem této bakalatské prace bylo testovani funkcnosti a kalibrace piipravené¢ho
biosenzoru, métfeni kinetiky enzymové reakce s pouzitim interakce mezi glukdza
oxidazou a gluk6zou.

V teoretické ¢asti jsem provedla literarni reSer$i na téma enzymy, enzymova
kinetika, biosenzory a zaméfila jsem se na princip elektrochemické impedanéni
spektroskopie, ktery byl vyuzit v experimentalni ¢asti.

Pro zpracovani této bakalarské prace bylo vyuzito biosenzoru S imobilizovanym
enzymem GOD a albuminem. Hlavni tkolem bylo provést impedan¢ni méfeni na tomto
biosenzoru a zkoumat jeho odezvu pro ruzné koncentrace glukozy. Impedanénim
méfeni bylo provedeno pro Sest koncentraci glukézy ve fixnich frekvencich 100 Hz
a 2 MHz. Pro zvolené frekvence byla sledovana zména impedancnich parametrii béhem
enzymové reakce v realném cCase. S postupné piibyvajici koncentraci glukézy dochazelo
ke zvySovani zmén impedance. Je pravdépodobné, Ze linearita kalibraéni zavislosti
by rostla i pro koncentrace vyssi nez 10 mM glukdza. Pro blizsi zkoumani enzymové
kinetiky by bylo vhodné vyzkouset méfeni také ve vyssich koncentracich, a tak stanovit
jak horni, tak i dolni limit detekce biosenzoru. U nizkych koncentraci glukdzy
(do 1 mM) Ize usoudit, ze méfeni probihalo mimo limit detekce, jelikoZ hodnoty
impedanc¢nich parametri nevykazovaly linearni zavislost. Také by bylo vhodné zaméftit
se na rychlost prutoku substratu, optimalizovat ji a pfispét tim k dosaZeni lepsich
vysledkim impedan¢niho méfeni. Aby bylo mozné ovéfit reprodukovatelnost méfeni
enzymového biosenzoru, muselo by byt provedeno stejné méfeni s jinym senzorem.
Z ditvodli Casové narocnosti vSak nebyl prostor pro méfeni a porovnani nameétenych
hodnot.

Vysledky bakalaiské prace z ¢asti pfispély ke zkoumani enzymové kinetiky a
tuto praci je mozné do budoucna rozsifit a ziskat tak nové poznatky v méfeni kinetiky

enzymovych reakci.
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