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1.Budowa, dziatanie i klasyfikacja elektrod

lektrody enzymatyczne stanowia najwczesniejsza opracowana i najwaz-
Eniejszq grupe czujnikéw enzymatycznych o duzych perspektywach i moz-

liwosciach zastosowan, zwilaszcza w diagnostyce medycznej, biotechnologii
i ochronie Srodowiska naturalnego. Sa to uktady ztozone z odpowiedniego
(dla oznaczanego substratu) enzymu, immobilizowanego w bezpo$redniej bli-
skosci elektrody, czulej na dany substrat ewentuatnie wspétsubstrat lub pro-
dukt reakcji katalizowanej enzymem. Zmiany stezenia elektrochemicznie
aktywnego reagenta, bedgce miarg stezenia oznaczanego substratu, ujawniajg
sie w zmianach sygnatu elektrycznego elektrody. Elektroda wskaZnikowa jest
tu przetwornikiem zmian chemicznych. Elektroda odniesienia jest zcizwyczaj
zblokowana z elektroda wskaznikowa w tej samej obudowie. Dla uproszczenia
taki kompletny uktad dwu zblokowanych elektrod z immobilizowanym enzy-
mem w poblizu elektrody wskaZnikowej przyjeto sie nazywac ,.elektrodg enzy-
matyczng”. Zalety elektrod enzymatycznych wynikaja z potgczenia dwéch za-
sadniczych cech: specyficznosci substratowej enzymu oraz precyzji, prostoty
i szybkosci pomiaru sygnatu elektrycznego elektrody.

W zaleznosci od tego, czy parametrem pomiarowym jest potencjat elektry-
czny elektrody wskaznikowej czy natezenie pradu, elektrody enzymatyczne
dzielimy na potencjometiyczne i pragdowe. Potencjometryczne elektrody enzy-
matyczne budowane sg z udziatlem elektrod jonoselekt}rwnych, takich jak
szklana elektroda czuta najony amonowe lub wodorowe. Potencjat elektryczny
(E) takiej elektrody liniowo zalezy od logarytmu aktyAvnosci lub w przyblizeniu,
od stezenia elektrochemicznie aktywnych jonow (/S**'/), zgodnie z réwnaniem
Nemsta:

E = Eref + RT/F In[S+] Peh)

gdzie: Ej-gf— stala zawierajaca potencjat normalny i potencjat elektrody od-
niesienia, R — stala gazowa, T — temperatura, F — stala Faraday'a.

Pierwsza elektrode tego typu do oznaczenia stezenia mocznika w roztworze
stanowita szklana elektroda na jony NH4 pokryta warstewka poliakiyloamidu
0 grubosci 60-350 pm, zawierajacg enzym, ureaze (1) (1969).
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Mocznik z badanego roztworu dyfunduje do warstewki unieruchomionej
ureazy zanurzonej elektrody i tu pod wptywem enzymu ulega hydrolizie.

(NH2)2CO + 2H20 + H+-------—--- > HCO3 + 2NH4

Powstajgce jony NH4, ktérych stezenie jest miarg stezenia oznaczanego
mocznika, okre$laja potencjat elektrody. Ztozone warunki reakcji i zjawisk
dyfuzyjnych w warstewce zawierajacej enzym powoduja, ze zakres liniowej
zaleznosci potencjatu elektrody E od logaiytmu stezenia mocznika ogranicza
sie do kilku dekad, za$ wspétczynnik nachylenia prostej odbiega od teorety-
cznej wartosci RT/F i w tym przypadku jest mniejszy. Tak zatem, dla danej
elektrody nalezy zawsze wyznaczy¢ krzywa kalibracji, stosujac serie roztworéw
wzorcowych.

Pehametryczna elektrode szklang wraz z elektrodg odniesienia i roztworem
elektrolitu w jednej obudowie jest korzystnie oddzieli¢ cienkg hydrofobowa
membrang od roztworu zewnetrznego, zawierajacego oznaczany substrat.
Membrana taka wykonana np. z teflonu, polipropylenu lub polietylenu prze-
puszcza tylko gazowy produkt reakcji enzymatycznej {NH3 lub CO2), co zwie-
ksza selektywnosc elektrody (2).

W elektrodzie pradowej miarg stezenia oznaczanego substratu jest nate-
zenie pradu elektrycznego ptynacego w obwodzie elektrody. Najwazniejszg
elektroda tego typu stanowi tlenowa elektroda Clarka (3) i jej odmiany. Jest
ona zbudowana z katody platynowej, chlorosrebrowej (Ag, AgCl) elektrody
odniesienia i elektrolitu wewnetrznego (roztwér KCI). Cato$¢ zostaje zamknigta
hydrofobowg membrang przylegajaca do ptaskiego czota elektrody Pt. Elektro-
da platynowa jest spolaryzowana napieciem zewnetrznym do potencjatu ok.
— 0,6V (charakterystyka pradowo-napieciowa wykazuje plateau (w zakresie
-0,4 -(-0,8) V), przy ktorym tlen dyfundujacy przez membrane z zewnetrznego
roztworu jest redukowany.

02 + 2H20 1 2e------- > H202 + 20H-
Na elektrodzie odniesienia Ag, AgCl zachodzi sprzezona reakcja utlenienia:
2Ag + 2Cl-------mmmmo- > 2AgCl + 2e

Natezenie powstajacego w ten sposob pradu elektrycznego jest proporcjo-
nalne do strumienia tlenu dyfundujgcego przez membrang, ten zas$ jest pro-
porcjonalny do ci$nienia O2 w roztworze zewnetrznym.

Oprdcz opisanej tzw. polarograficznej elektrody tlenowej, zostaty opraco-
wane rowniez elektrody galwaniczne, nie wymagajgce polaryzacji z zewnatrz.
Potencjat elektryczny katody, przy ktérym zachodzi redukcja 02 pochodzi
z wytwarzanej sity elektromotorycznej ogniwa. Katoda w tych ogniwach jest
najczesciej wykonana ze srebra, anode za$ mogg stanowi¢ metale: Pb, Zn,
Al, Cd.
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Enzymatyczng elektrode amperometiyczng na bazie elektrody tlenowej
mozna otrzymac, jezeli zewnetrzna powierzchnia membramy zostaje pokiyta
warstewka zawierajacg immobilizowany enzym typu oksydazy lub reduktazy.
Pierwsza i najwszechstronniej zbadana elektroda do oznaczania glukozy zo-
stata zbudowana z tlenowej elektrody Clarka, na ktérg naniesiono warstewke
zelu, zawierajaca immobilizowang oksydaze glukozowg (GOD) (4), Elektroda
taka zanurzona do mieszanego roztworu wodnego nie zawierajgcego glukozy,
daje prad elektryczny o natezeniu proporcjonalnym do stezenia wolnego tlenu
w roztworze i warstwie zelowej. Wéwczas gdy do roztworu zostaje wprowa-
dzona glukoza, to dyfunduje ona do warstwy zelowej i ulega utlenieniu pod
wplywem enzymu:

glukoza + O2 + H20 GOD kwas glukonowy -- H202

SEM
a)
IgC
Przetwornik .
1-U Rejest.
-rotor

3 jwzmocniacz |

b)

Rys. 1. Budowa i krzywe kalibracji elektrody enzinmatycznej; a) potencjometrycznej, b) ampe-
rometrycznej; 1 — warstewka immobilizowanego enzymu, 2 — hydrofobowa membrana, 3 —
elektroda odniesienia, 4 — elektroda pehametryczna, 4 — spolaryzowana elektroda platynowa,
5 — roztwor elektrolitu wewnetrznego.
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Nastepuje zmniejszenie stezenia tlenu w warstewce i tym samym zmniej-
szenie strumienia O2 do katody, a zatem zmniejszanie natezenia pradu — Al.
Jest ono miarg stezenia oznaczanej glukozy w roztworze zewnetrznym —
Al = f(Cgiuk)- Ogoblng zasade budowy i dziatania enzymatycznej elektrody
potencjometrycznej (a) i amperometrycznej polarograficznej (b) pokazano na
lys. 1

2. Immobilizacja enzymu na elektrodzie

Do unieruchomienia enzymu na membranie elektrody mozna stosowac
rézne znane metody fizyczne i chemiczne (5). Najprostszg z nich jest natozenie
czesciowo zamrozonej pasty enzymu na membrane i szczelne przykrycie jej
(zamkniecie) btong celofanowg do dializy. Inna fizyczna metoda polega na
»zamknieciu” czasteczek enz)miu w zelu poliakrylamidowym. Takie metody
nie zabezpieczajg catkowicie przed wyptukiwaniem enzymu. Pod tym wzgle-
dem lepsze sg metody chemiczne. Jedna z najprostszych i najczesciej uzy-
wanych polega na kowalencyjn)mi wigzaniu enzymu z grupami funkcyjnymi
nosnika, np. albuminy surowicy wotowej (BSA) za posrednictwem aldehydu
glutarowego (rys. 2). Aldehyd glutarowy tworzgc wigzania miedzy grupami
aldehydowymi a grupami aminowymi czasteczek enzymu oraz biatka nosnika,
wytwarza nierozpuszczalng warstewka zelowa. Dla polepszenia wasciwosci
mechanicznych i przylegania do hydrofobowej membrany, $wiezo przygoto-
wany w odpowiednich proporcjach, roztwor buforu, albuminy, enzymu i al-
dehydu glutarowego nanosi si¢ na membrane z umocowang na niej siatkag
nylonowa. Nastepuje usieciowanie zelu, a ewentualny nadmiar aldehydu jest
wyptukiwany.

Rys. 2. Wiazanie chemiczne enzymu z czasteczkami biatkowego nosnika za posrednictwem
aldehydu glutarowego.
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3. Zaleznos$¢ sygnatu elektrody pradowej
od stezenia substrata

w enziniiatycznych elektrodach amperometrycznych prad powstaje w wy-
niku zaistnienia dwoch kolejnych proceséw:

1) dyfuzji substratu do warstwy enzymu,

2) reakcji enzymatycznej.

Procesem kontrolujgcym i okre$lajac3rm zalezno$¢ pradu stacjonarnego od
stezenia oznaczanego substratu w roztworze jest najwolniejszy etap. Wspot-
czynnik obcigzenia enzymem warstwy enzymatycznej, fg (6) stanowi jego ilo-
Sciowe kryterium:

_ kg [EI X2

gdzie: k2 — stata szybkosci rozpadu kompleksu enzym — substrat na en-
zym i produkt reakcji, /E/ — stezenia enzymu w warstwie, — grubos¢
warstwy enzymatycznej, — stata Michaelisa, D — wspotczynnik dyfuzji

substratu w warstwie.

Dla matych wartosci fg < 1, reakcja enzionatyczna jest kontrolujagcym pro-
cesem. Zalezno$¢ pradu stacjonarnego od stezenia substratu jest wéwczas
zgodna z réwnaniem kinetyki enzymatycznej, w najprostszej formie — Mi-
chaelisa — Menten. Dla wiekszych wartosci wspétczynnika fe > 10, proce-
sem ograniczajgcym jest dyfuzja substratu. Konsekwencjg jest liniowa zalez-
no$¢ pradu stacjonarnego od stezenia oznaczanego substratu w roztworze,
o ile nie ma ograniczeh, np. w niedostatecznej iloSci drugiego wspotsubstratu.

4. Metodyka pomiaréw

Pomiary stezenia substratu za pomocg elektrody enzymatycznej mozna
dokonywa¢ w dwoch wersjach eksperymentalnych (rys. 3) w ukfadach:

a) zanurzeniowym,

b) przeptywowym.

W uktadzie zanurzeniowym wykalibrowang elektrode zanurza sie do dobrze
mieszanego roztworu oznaczanego substratu lub do roztworu buforowego, do
ktérego wprowadza sie nastepnie okreslong objetos$¢ roztworu prébki. Odczytu
dokonuje sie po ustaleniu sie natezenia pradu stacjonarnego. Zmiana stacjo-
narnej wartosci pragdu w stosunku do jego wartosci w nieobecnosci probki
Al, jest miarg stezenia oznaczanego substratu. Woéwczas gdy czas ustalania
sie pradu jest zbyt dtugi, jako miare stezenia mozna przyja¢ poczatkowg
szybkos$¢ zmian pradu dl/dt.

W uktadzie przeptywowym, mata objetos¢ V < 0,5 ml badanej prébki wpro-
wadza sie do strumienia przeptywajacego roztworu nosnego, ktoéry transpor-
tuje ja do elektrody i na zewnatrz. Krdtki czas kontaktu prébki z elektroda
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czas

Rys. 3. Uklady pomiarowe oraz sygnaty elektryczne elektrody amperometrycznej (przy dwoéch
réznych stezeniach substratu Cj i C2): a) w metodzie zanurzeniowej, b) w metodzie przeptywowej;
I — roztwor z oznaczanym substratem, 1' — buforowy roztwdr nosny, 2 — etektroda, 3 — ter-

mostatowane naczynko, 3' — pompa perystaltyczna, 4 — potencjostat do polaryzacji elektrody
wskaznikowej, 5 — przetwornik prad-napiecie i wzmacniacz, 6 — rejestrator, 7 — mieszadio
magnetyczne, 77 — wprowadzenie probki, 8 — zbiornik zuzytego roztwom.

nie pozwala na osiggniecie sygnatu o stacjonarnej, maks3nnalnej wartosci, ale
jednoczesnie skraca znacznie czas trwania sygnatu. Umozliwia to osiggniecie
duzej szybkosci oznaczen seryjnych.

5. Mediatory przejs¢ elektronowych

w enzymatycznych reakcjach oksydacyjno-redukcyjnych do utlenienia lub
redukcji danego substratu potrzebny jest drugi reagent, wspotsubstrat, ktory
gdy wystepuje w niedostatecznej ilosci, ogranicza zakres oznaczanych stezen.
Przyktadem moze by¢ oznaczanie gtukozy przez pomiar tlenu zuzytego w re-
akcji utleniania. Ograniczenie to mozna rozwigza¢ przez zastgpienie tlenu
innym utleniaczem, np. benzochinonem lub odpowiednim matoczasteczko-



Elektrody enzymatyczne 139

wym zwigzkiem, mediatorem, ktéry posredniczy w przekazywaniu elektronow
miedzy enzymem a elektroda, a przy tym nie ulega zuzyciu (rys. 4). Role
takich mediatoréw dobrze spetniaja ferroceny i ich pochodne Fecp2R, zawie-
rajace zelazo ulegajace fatwo utlenieniu i redukcji: Fe+™ + e Fe+™. Me-
diator taki nanosi sie z odpowiednim enzymem (np. z GOD) na elektrode,
najlatwiej na wegtowa. Na elektrodzie glukozowej (7) zachodza nastepujgce
procesy:

1) glukoza + GODgx A glukonolakton + GODred-
2) GODred + 2 Fecp2R"" ---—-> GODox + 2 Fecp2R + 2H+,
3) 2 Fecp2R  ------------ > 2 Fecp2R™ + 2e

W etapie 3 mediator od-
daje elektrony elektrodzie
i w formie utlenionej po-
nownie wchodzi w reakcje
2. Tak jak wida¢ nie jest
juz potrzebny tlen, a zakres warstewka
liniowej zaleznosci pradu GOD
elektrody od stezenia glu-
koly rozcigga sie tu do 30
mmol/dm”. Na tej samej

zasadzie zastosowania me- = - - glukoza: roztwor
diatora mozna oznaczac

szereg innych substancji,

np. metanol, tlenek wegla, Rys. 4. Schemat dziatania mediatora M w procesie
galaktoze, NADH (8). enzymatycznego utleniania glukozy.

6. Elektrody multienzymatyczne

Elektrody zawierajgce jeden tylko enzym immobilizowany w warstewce
przylegajacej do jej czota majg ograniczony zakres zastosowan, poniewaz cze-
sto substraty Ilub produkty reakcji enzymatycznej nie s czynne
elektrochemicznie i nie wytwarzajg sygnatu etektiycznego. Dwa lub kilka en-
zymoOw wspoélnie immobilizowanych na elektrodzie znacznie rozszerzajg ten
zakres. Moga one dziata¢ szeregowo, gdy elektrochemicznie nieaktywny pro-
dukt powstajacy z udzialem pierwszego enzymu staje sie substratem reakcji
z nastepnym enzymem, produkt drugiej reakcji substratem trzeciej z udziatem
trzeciego enzymu itd., az do pojawienia sie zwigzku wywotujgcego sygnat ele-
ktryczny elektrody. W innych przypadkach enzymy dziatajg réwnolegte, kon-
kurujac o jeden substrat. Mogg tez tworzy¢ sprzezong ze sobg pare powodu-
jaca wietokrotng recytkulacje tych samych czasteczek A P wzmacniajac
w ten sposob sygnat. Wreszcie enzymy immobitizuje sie w oddzielnych, na-
tozonychi na siebie warstwach. W ten sposéb pierwsza warstewka od strony
badanego roztworu moze by¢ warstwg antyinferencyjng, gdy enzym w niej
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zawarty usuwa jakis zwigzek przeszkadzajgcy w oznaczaniu interesujgcego
nas substratu.

Dziatanie elektrod multienzymatycznych bedacych pochodnymi dobrze po-
znanych elektrod glukozowych zostanie zilustrowane na kilku przyktadach.

6.1. Elektroda z immobilizowanqg oksydazq glukozowq (GOD)
i glukoamylazqg (GA)

Elektroda moze stuzyé do oznaczania glukozy, maltozy oraz wielocukréw
ulegajacych hydrolizie pod wptywem GA. Maltoza lub inne cukry ztozone dy-
funduja do warstwy enzymoéw i ulegajg hydrolizie z wytworzeniem czasteczek
P-D-glukozy (11), ktore reaguja pod wptywem oksydazy glukozowej z tlenem
zmniejszajac jego strumien do elektrody i tym samym natezenie pradu ele-
ktrody. To zmniejszenie — Al jest miarg stezenia oznaczanego W roztworze
substratu. Schematycznie, nastepujace po sobie reakcje z udziatem GA i GOD
pokazano na rys. 5.

1) maltoza + H20 GA —> 2 glukoza,

2) glukoza + 02 — Gob kwas glukonowy + H202.

Elektroda taka moze stuzy¢ takze do
- — oznaczania aktywnosci glukoamylazy
koza lub a-amylazy. W tym celu elektrode
warstewka  Zanurza sie do roztworu bufor_owego
GA-GOD zawierajgcego skrobie w zakresie ste-
zenn odpowiednich dla reakcji hydroli2y
roztwor skrobi zerowego rzedu Cs >> Km. Po
ustaleniu sie pradu elektrody, do roz-
Rys. 5. Schemat oznaczania maltozy tW,O,ru Wprowadza SIg o_kre$lonq Obje-
W roztworze za pomoca elektrody z immobi- ~ tOSC roztworu enzymu i mierzy szyb-
lizowanymi enzymami GA i GOD, dziatajacy- k0S¢ zmian natezenia pradu elektrody.
mi sekwencyjnie. Szybkos¢ ta liniowo zalezy od akt}w-
nosci enjymu hydrolizujgcego skrobie
i jest miarg tej akt3rwnosci (9,10). Se-

kwencja reakcji w tych oznaczeniach jest nastepujaca:

0, “ maltoza

1) skrdbiaq:ﬁa-m)/lzi—za> maltoza 4 oligosacharydy (w roztworze).

2) maltoza + oligosacharydy GA A glukoza (w warstwie enzymatycznej),

3) glukoza - 02 + H20 GOD kwas glukonowy - H202.

Z ostatniej reakcji wynika, ze Slybko$¢ zmiany natezenia pragdu moze byé
zwigzana z szybkos$cig wyczerpywania sie tlenu w warstewce enzymatycznej.
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albo z szybkoscig produkcji nadtlenku wodoru. W tym ostatnim przypadku
nalezy:

1) umozliwi¢ dostep H202 do platynowej elektrody, co mozna osiggnac
przez zastgpienie hydrofobowej membrany oddzielajgcej warstewke enzyma-
tyczng od elektrody btona, np. celofanowg, przepuszczalng dla H202,

2) spolaryzowac elektrode wskaZznikowa do potencjatu rozktadu H202 zgod-
nie z reakcja:

H20?2 2H+ + O2 + 2e
ktéry wynosi +0,6 V (11).

Nalezy zauwazy¢, ze zastgpienie membrany hydrofobowej — hydrofilowa,
nie przeszkadza praktycznie w funkcjonowaniu elektrody glukozowej w opar-
ciu o zuzywanie 02 na elektrodzie wskaznikowej spolaryzowanej ujemnie do
potencjalu — 0,6 V (11).

6.2. Elektroda z oksydazg glukozowq (GOD) i peroksydazq (POD)

Elektroda z GOD i POD ma zastosowanie do oznaczania bilirubiny —
jednego z substratow peroksydazy (12). Elektrode zanurza sie do buforowa-
nego roztworu glukozy o stezeniu 10 mmol/dm”. Po ustaleniu sie pradu do-
datnio spolaryzowanej (+0,6 V) elektrody wskaZnikowej wprowadza sie malg
objetos¢ ok. 50 pi) roztworu bilirubiny. Glukozg i bilirubina dyfundujag do
warstewki enzymatycznej, gdzie kolejno zachodzg reakcje:

1) glukoza + O2 + H20 Gob + kwas glukonowy + H202,

2) H202 + bilirubina PODP + H20 + produkt.

Glukoza uzyta w tym przypadku stuzy do wytworzenia w reakeji 1 elek-
trochemicznie aktywnego wspotsubstratu bilirubiny jakim jest H202. Ze
wzgledu na duze stezenie glukozy tlen w warstewce ulega catkowitemu wy-
czerpaniu i przeksztatceniu w H202 Stezenie H202 maleje w reakcji 2 pro-
porcjonalnie do stezenia oznaczanej bilirubiny i w tym stopniu maleje nate-
zenie pradu elektrody.

6.3. Elektroda z immobilizowanymi, wsp6tzawodniczqcymi enzymami:
oksydazqg glukozowq (GOD) i dehydrogenazq glukozowq (GDH)

Bienzymatyczng elektroda GOD i GDH moze by¢ wykorzystana do ozna-
czenia stezenia koenzymu GDH, tzn. NAD'* (11). Elektroda reagujaca na tlen,
przy polaryzacji — 0,6 V elektrody wskaznikowej jest zanurzona do buforo-
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warstewka
GOD- GDH

02 - - glukr - NAD*-" roztwoér

Rys. 6. Schemat oznaczania glukozy za pomocg réwnolegle i konkurencyjnie dziatajacych
enzyméw GOD i GDH.

wanego roztworu glukozy I mmol/dm”. Po ustaleniu sie¢ natezenia pradu, do
roztworu dodaje sie prébke oznaczanego roztworu NAD+ wigczajagc GDH do
konkurencji o glukoze (rys. 6). Na tej samej zasadzie wspoOtzawodnictwa
0 wspolny substrat, tj. glukoze, miedzy enzymami GOD i heksokinazg zbu-
dowano elektrode do oznaczania stezenia ATP w roztworze (10).

6.4. Elektroda ze wspotimmobilizowanymi enzymami GOD i GDH

Elektroda juz opisana moze by¢ zastosowana w ukiadzie recyrkulacji cza-
steczek glukozy miedzy sprzezonymi enzymami. Produkt utleniania glukozy
tlenem przez GOD, glukonolakton, jest z powrotem redukowany do glukozy
dziataniem GDH, z wykorzystaniem koenzymu NADH (11) (rys. 7). Taka wie-
lokrotna recyrkulacja tych samych czasteczek glukozy powoduje duze zuzycie
tlenu, duzg zmiang natezenia pradu, a zatem wzmocnienie sygnatu elektrody.

warstwo
GDO-GDH

roztwor

Rys. 7. Schemat oznaczania glukozy ze wzmocnieniem za pomocg sprzezonych enzymow
GOD i GDH.
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Wypadkowg reakcjg cyklu jest utlenienie NADH do NAD+. Elektroda moze
zatem stuzy¢ do oznaczenia bardzo matych ilosci glukozy, badZ do oznaczania
NADH w roztworze. Osiggnieta granica detekcji glukozy wynosita
0,8 pmot/dcm” (11).

6.5. Elektroda z warstwg antyinterferencyjnq

W oznaczaniu interesujgcego nas substratu moga przeszkadza¢ pewne
zwigzki, bedace roéwniez substratami, albo tez inhibitory czy aktywatory en-
zymOw zastosowanych do oznaczenia. Problem ten mozna rozwigza¢ przez
natozenie warstwy ostaniajgcej, zawierajgcej enzymy przeksztatcajgce zwigzki
przeszkadzajgce na nie przeszkadzajgce. Z chwilg gdy chcemy oznaczaé np.
stezenie sacharozy w sokach pitnych, w soku z buraka cukrowego itp. za
pomocyg elektrody zawierajgcej immobilizowang p-fruktofuranozydaze (inwer-
taze, INV) i GOD, to obecna w roztworze glukoza przeszkadza, zawyzajac
wyniki. Obecnos$¢ drugiej, zewnetrznej warstwy zawierajacej immobilizowang
GOD i katalaze (KAT) eliminuje przeszkadzajgcg glukoze, nie dopuszczajgc
jej do warstwy pierwszej (rys. 8). Eliminacja ta jest skuteczna az do stezenia
glukozy, wynoszacego 2 mmol/dm” (11). W ten spos6b mozna oznacza¢ takze
maltoze, skrobie, a-amylaze (11).

O™ | p-D-glukoza .
0%-D-8Iukozo - INV-GOD

GOD-KAT

glukoza - 02 — sacharoza .
roztwor

Rys. 8. Schemat oznaczania sacharozy w obecnosci glukozy. Zewnetrzna warstewka immo-
bilizowanych enzymoéw GOD i KAT nie dopuszcza gluko™ do warstewki wewnetrznej INV-GOD.
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Tabela 1
Wybrane przyk#ady elektrod enzymatycznych i ich chaplakterystyka

Substrat Elektroda Trwatosc Zakr;eg I /%?Tr]rj\iaru L:;erga-
mocznik gazowa (NH3) > 4 mies. 5 102 do 5 10" 17)
glukoza Pt (H202) > 14 mies. 2 10" do 10™ (18)
kwas mlekowy Pt < 1 tydz. 2 10" do 0™~ (19)
penicylina PH 1-2 tyg. 10" do 10" (20)
kwas moczowy Pt (0% 4 mies. 10" do 7)
L-aminokwasy Pt 4-6 mies. 10" do 10" (21)
ogolnie

kreatdmina gazowa NH3 - 10" do 7 10" (22)
etanol Pt (02) 4 mies. do 5 mg% (23)

7. Elektrody z materiatem biologicznym

Niektore tkanki zwierzece, roslinne, bakterie sg szczegllnie bogatym
zrédtem okreslonych enzymoéw. Bezposrednie natozenie takiego materiatu na
elektrode potencjometryczng, czutg na gazowy amoniak lub dwutlenek wegla,
moze zastgpi¢ immobilizacje czystego, wyizolowanego enzymu zwiaszcza w 0z-
naczaniu aminokwasow.

Arnold i Rechnitz (1980) (13) dokonali poréwnania parametrow elektrody
do oznaczania glutaminy w roztworze stosujgc immobilizowang, homogenng
glutaminaze, zywe komorki szczepu Sarcina Jlava, mitochondrialng frakcje
z nerki i skrawki tejze nerki wieprzowej. Materiat biologiczny zamykano na
elektrodzie btong do dializy. Podstawag oznaczenia byfa reakcja zachodzaca:

glutamina + H20 A glutaminian + NH3

z wydzielaniem amoniaku okre$lajacego potencjat elektrody. Okazato sie, ze
najgorsze parametry, z wyjatkiem selektywnosci, miata elektroda z homogen-
nym enzymem, za$ najlepsze — elektroda z cienkim, o grubosci 0,1 -
0,3 mm skrawkiem nerki. O ile np. trwato$¢ pierwszej elektrody wynosita
dzien, to trwatos¢ drugiej — 30 dni. Selektywnos¢ elektrody z tkanka ner-
kowg okazata sie bardzo dobra. Jedynie asparagina dawata niewielki sygnat
zaktocajacy, praktycznie natomiast zadnego: mocznik, alanina, arginina, hi-
stydyna, walina, seryna, kwas asparaginowy. Zaletami elektrod z wycinkami
tkanki oprécz dobrej trwatosci jest takze stosunkowo tatwa dostepnos¢, maty
koszt, prostota ich przygotowania. Wzrasta zatem zainteresowanie takimi ele-
ktrodami, trwaja poszukiwania odpowiednich materiatéw zwierzecych i roslin-
nych, ktérymi mogg by¢ np. ptatki kwiatéw, skérki owocow itp. Dla przyktadu
przytoczymy zbadane elektrody (14):
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Zastosowana tkanka Oznaczany substrat
nerka wieprzowa glutamina

eienkie jelito myszy adenozyna

miesien kroélika monofosforan adenozyny
miazsz dyni glutaminian

watroba krolika guanina

ziarno kukurydzy pirogronian

lis¢ ogorka cysteina

8. Elektrochemiczne oznaczanie immunologiczne
Z zastosowaniem enzymow

Do oznaczanego antygenu (Ag) lub przeciwciata (Ab) dodaje sie koniugatu
oznaczanego skitadnika i odpowiedniego enzymu E, tj. Ag-E tub Ab-E. Zna-
kowany enzymem skiadnik, np. Ag-E konkuruje z oznaczanym, nieznakowa-
nimi Ag o zwigzanie z przeciwcialem Ab. Miarg iloSci zwigzanego, znakowa-
nego antygenu jest ilo$¢ elektrochemicznie aktywnego produktu reakcji prze-
miany odpowiedniego substratu, katalizowanej enzymem. Istnieje kilka metod
przeprowadzenia takiego oznaczenia (15).

W metodach heterogenicznych zwigzany z przeciwciatem antygen Ag od-
dziela sie w okreslonym etapie oznaczenia.

W metodach homogenicznych, prostszych eksperymentalnie, takiego roz-
dziatlu nie ma. Wykorzystuje sie tu zjawisko sitnej inhibicji enzymu zwigza-
nego w kompleksie Ab:Ag-E w poréwnaniu z aktywnos$cig koniugatu Ag-E
niezwigzanego. Kolejnos¢ oznaczania np. przeciwciata jest nastepujaca:
w pierwszym etapie mierzy sie sygnat elektryczny elektrody zanurzonej do
roztworu zawierajgcego koniugat (E-Ag) i substrat enzymu (S), przeksztalca-
jacy sie w czynny elektrochemicznie produkt (P).

S + E-Ag------------ > E-Ag + Pi

Nastepnie do roztworu wprowadza sie oznaczane przeciwciata, specyficzne
dla danego antygenu, wigzace koniugat E-Ag w kompleksy E-Ag:Ab, w ktérych
enzym praktycznie traci swg aktywnos$¢. Zmniejsza sie zatem szybkos¢ two-
rzenia produktu P i zarazem sygnat elektryczny elektrody

S + E-Ag + Ab > E-Ag:Ab + P2
nieaktywny
Stezenie tworzacego sie produktu jest teraz znacznie mniejsze niz w nie-
obecnosci przeciwciata [P]2<< [Pli-

Zmniejszenie sygnatu elektrod}'” jest miarg itosci oznaczanego przeciwciata,
gdyz ilo$¢ tworzonych kompleksow jest do niej proporcjonalna. Czuto$¢ me-
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tody zalezy od iloSci wprowadzonych koniugatéw E-Ag. Broyles i Rechnitz
(16) do oznaczania przeciwciata leku lidokainy, zastosowali jako enzym sko-
niugowany z lekiem, dehydrogenaze glukozo-6-fosforanu (G6PD-Ag), a jako
substrat glukozo-6-fosforan (G6P). Aktinvnos¢ enzymu byta oznaczana ampe-
rometrycznie w procesie utleniania NADH na elektrodzie platynowej.

G6PD-Ag + G6P + NAD+ + Ab
(E-Ag) ©)

6-fosfo-glukono-d-lakton + NADH + H+ + G6PD-Ag:Ab + G6PD-A
P (nieaktywny) (aktywn)%

Dzieki niezwykle duzej selekt3rwnosci przeciwciata wzgledem danego anty-
genu oraz wzmochieniu chemicznemu wynikajacemu z zastosowania enzymu,
metoda tg mozna oznacza¢ antygeny lub przeciwciata na poziomie 10“* grama.
Jedna czynna czasteczka enzymu produkuje bowiem bardzo duzg ticzbe cza-
steczek efektrochemicznie aktywnego produktu.

Na zakoriczenie przegladu podstaw i zastosowan elektrod enzymatycznych
nalezy stwierdziC, ze ta nowoczesna i perspektywiczna dziedzina analizy nie
zakonczyta jeszcze swego burzliwego rozwoju. Dalsze badania zmierzajg w kie-
runku;

1) zwiekszenia czutoSci oznaczen, np. wykorzystujac rdéznego rodzaju
wzmocnienia chemiczne i fizyczne sygnatu,

2) zwiekszenie szybkosci odpowiedzi elektrody,

3) miniaturyzacji elektrod, pozwalajacych na oznaczenia in vivo w tkankach
miesniowych, zytach i tkance moézgowej.
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Enzyme Elektrodes

Summary

The principles of construction, function and operation of potentiometric and amperometric

enzyme electrodes have been described. The range of application of these electrodes can be
significantly extended by the use of more than one enzyme immobilized acting in sequences or
parallelly. Bioselective membrane electrodes using tissue materials as biocatalysts have been
described as well as the use of enzymes in electrochemical immunoassay.
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