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Biosenzor pro kontrolu cerstvosti rybiho masa

PETRA BRAZDILOVA - PETR KOTZIAN - KAREL VYTRAS

SOUHRN. Biosenzor pro stanoveni hypoxantinu jako ukazatele cerstvosti rybtho masa byl
zhotoven zachycenim enzymu xanthin oxiddzy na uhlikové ti§téné elektrodé modifikova-
né oxidem rutheni¢itym (SPCE/RuO2). Pro amperometrické stanoveni hypoxantinu byla
vyuzita metoda pritokové injekénf analyzy do roztoku 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,5
s prutokem 0,6 ml.min-l, pficemz byla sledovdna proudovd odezva ¢lanku pfi vioZeném
napéti 0,5 V vs. Ag/AgCl. Kalibraéni zavislost modelovych vzorki byla linedrni v rozmez{
1-15 mg.I"! hypoxantinu s mezi detekce (3c) 0,4 mg.l'l, relativni smérodatnd odchylka
1,7 %. Béhem méfeni byl pozorovdn mirny pokles aktivity biosenzoru; po pfiblizné
40 néstficich a osmihodinovém pouZivdni klesla jeho proudovd odezva na cca 85 %
plvodni hodnoty. Moznost vyuziti tohoto biosenzoru pro kontrolu cerstvosti skladova-
nych ryb byla studovdna na vzorcich masa lososa.

KLICOVA SLOVA: rybi maso; biosenzor; uhlikova tiSténd elektroda; pritokovd injekéni
analyza; xanthin oxiddza; hypoxanthin

V soucasné dobé je vénovana velkd pozornost vyvoji a aplikacim senzorti
pro stanoveni nejriznéjSich chemickych nebo biologickych latek, vyjimeéné
nejsou ani aplikace v potravinarské praxi. V tomto prispévku bychom radi
poukdzali na mozZnost jejich vyuZiti k hodnoceni Cerstvosti skladovaného
rybtho masa. Je dobfe zndmo, Ze po usmrceni ryb se v jejich tkdni za¢nou
v disledku autolyzy rozkladat molekuly adenosintrifosfatu na adenosindi-
fosfat, adenosinmonofosfdt a nésledné inosinmonofosfat, m.j. zptisobujici
pro nékoho pifjemny, pro jiného nepiffjemny pach rybitho masa. V piitom-
nosti enzymti je inosinmonofosfat ddle pfeménovan na inosin, hypoxanthin,
xanthin a kyselinu mocovou [1], coZ vede ke zméndm v kvalité i chuti masa.
Protoze v rybi tkdni pfitom dochdzi k akumulaci hypoxanthinu, stanoveni
jeho obsahu miuze byt vyuZzito k odhadu stdrnuti masa skladovanych ryb.
Oxidaci hypoxanthinu a xanthinu na kyselinu mocovou katalyzuje enzym
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xanthin oxiddza, flavoproteinovy enzym obsahujici molybden a Zelezo a na-
chdzejici se ve znatném mnoZstvi v jaternich bunikdch [2], pfi¢emZ se uvol-
fluje peroxid vodiku (viz schéma na obr. 1). Mnozstvi vzniklého peroxidu
je tedy umérné obsahu hypoxantinu v analyzovanych vzorcich.
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OBR. 1. Schéma enzymatické oxidace hypoxanthinu a xanthinu.

Fi1G. 1. Scheme of the enzymatic oxidation of hypoxanthine and xanthine.
1 - hypoxanthine, 2 - xanthine oxidase, 3 - xanthine, 4 - uric acid.

Ke stanoveni hypoxantinu jsme zhotovili amperometricky biosensor
na bdzi tiSténych uhlikovych elektrod (SPCE, z angl. Screen Printed Carbon
Electrodes) modifikovanych oxidem ruthenicitym. Podobnd modifikace je
obecné nezbytnd; je totiz zndmo, Ze k oxidaci H2O2 na uhlikovych elektrodach
dochdzi pti hodnotdch napéti kolem 0,9 V [3], pficemz vSak dochdzi ¢asto
k interferencim ze strany jinych oxidace schopnych ldtek. Jednou z moznos-
ti, jak zvySit specifitu téchto elektrod k H2O2, je jejich modifikace pomoci
medidtord, coz jsou latky umoziujici sniZzeni prepéti H2O». Roli medidtort
mohou zastavat rizné latky s vyraznou oxida¢né redukéni aktivitou, napf.
i organické slouceniny a komplexy. Prehled nékterych vybranych medidtora
lze nalézt napiiklad v citované souhrnné praci [4]. Na nasem pracovisti byla
ve spolupréci s kolegy Styrského Hradce (Karl-Franzens-Universitit Graz)
doneddvna studovédna a vyuzivana modifikace pfidavkem MnO> do uhliko-
vych past nebo uhlikovych inkoustt, které byly pouZivany jako nosice enzy-
mu v biosenzorech pro stanoveni glukdzy a jinych ldtek (viz odkazy v prehle-
du o téchto cidlech, ktery byl neddvno uvetejnén [5]). Pres vysokou citlivost
a reprodukovatelnou odezvu k peroxidu vodiku vSak tato ¢idla nemohla byt
plné vyuzivana v kyselejSich roztocich a pii aplikacich negativnéjSich poten-
cidld, nebot za téchto podminek dochdzelo k postupnému vymyvdni tohoto
medidtoru. Proto jsme se zaméfili na moznost modifikace pomoci RuO,
kterd byla vyuZita jinymi autory v ¢idlech pro stanoveni kyseliny askorbové
[6], popripadé glukdzy a jinych sacharida [7-9].
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Material a metody

Chemikdlie a roztoky

Xanthin oxiddza (E.C. 1.1.3.22, mikrobidlniho pivodu, specifické aktivi-
ty 9,8 U.mg-1) a hypoxanthin byly zakoupeny od dodavatelské firmy Fluka
(Buchs, Svycarsko). Fosfatovy pufr byl pfipraven smichdnim 0,1 M vodnych
roztokt NayHPO4.12H20 a NaH,P04.2H,0 (Lachema, Brno, CR), hod-
nota pH byla kontrolovdna potenciometricky pomoci ¢ldnku sestaveného
ze sklenéné a nasycené kalomelové elektrody, k jehoz kalibraci byly pouzity
standardni pufry konvenéni aktivitni stupnice. K pfipravé vSech roztok byla
pouzivdna deionizovand a ndsledné destilovand voda.

Pristroje a zarizeni

Ke v§em méfenim byl pouzit moduldrni analyzdtor AUTOLAB (model
PGSTAT 20) ovladany softwarem GPES 4.4, ktery také slouzil pro zazna-
mendvani, ukldddni a zpracovdni naméfenych dat (Ecochemie, Utrecht,
Holandsko).

Systém pro injekéni pritokovou analyzu se sklddal z peristaltické pumpy
(model PCD 83 SE, Koufil, Kyjov, CR), Sesticestného ventilu (Ventil C,
ECOM, Praha, CR) s davkovaci smyckou o objemu 200 pl a manudlné
konstruované elektrochemické cely. Tiielektrodovy systém tvofila pracovni
uhlikova tiSténd elektroda a referentni Ag/AgCl elektroda (3 M KCI, model
RE-6, BAS, West Lafayette, IN, USA), pomocnou elektrodou bylo nerezové
télo pritokové cely. Nastiik kazdého vzorku byl opakovan tfikrdt. Odezva
amperometrického méfeni méla tvar piku, jehoZ vyska odpovidala pfislusSné
koncentraci analytu.

Tisténé elektrody

Elektrody byly pfipraveny smichdnim 1,9 g uhlikového inkoustu
(C50905D1, Gwent, Pontypoll, Velka Britdnie) s 0,1 g RuO2 (Aldrich,
St. Louis, MO, USA), ktery byl po dtikladné homogenizaci natiStén
na inertni keramické podlozky (113 x 166 x 0,635, No. CLS 641000396R,
Coors Ceramic, Chattanooga, TN, USA) v tenkych vrstvach na tiskovém
stroji (SP-200, MPM, Franklin, MA, USA). Tisténé elektrody byly suSeny
pii laboratorni teploté po dobu dvou hodin.

Nasledné byl rozpustén 1 mg enzymu ve 20 pl fosfatového pufru, poté
bylo pfidano 20 ul 5% Nafionu® (Aldrich) neutralizovaného koncentro-
vanym amoniakem na pH~7. Po promichdni bylo 5 pl této smési naneseno
na presné¢ vymezeny povrch tiSténé elektrody a vysuSeno pfi laboratorni
teploté po dobu 30 min.
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Potravindrsky vzorek

Jako prakticky vzorek jsme v obchodnf siti zakoupili maso lososa, které
bylo uchovdvano v mraznicce pii teploté —18 °C. Po rozmrazeni pfi labora-
torni teploté bylo 15 g masa vloZeno do 150 ml fosfatového pufru (pH 7,5)
a homogenizovdano. Homogendt byl rozdélen do zkumavek a centrifugovan
5 min prfi 6000 otackdch/min. Roztok nad sedimentem byl po filtraci pres
filtr Whatman (1 pm, GMF-150, Middlesex, Velkd Britdnie) davkovan injek-
¢ni stitkackou do proudu nosného pufru. Pro studium procesu kazeni masa
a ndrdstu mnozstvi hypoxanthinu byly vzorky ponechdny pii laboratorni
teploté.

Vysledky a diskuse

Po vytvoreni biosenzoru obsahujicitho enzym xanthin oxiddzu byla prove-
dena optimalizace podminek pro méfeni hypoxanthinu, resp. pro stanoveni
peroxidu vodiku, ktery vznikd katalytickou reakci xanthin oxiddzy. Peroxid
vodiku reaguje s RuOz chemicky za tvorby vody, molekuldarniho kysliku
a kovového ruthenia (viz obr. 2, reakce I). Ruthenium je zpétné elektroche-
micky oxidovdno na RuO2, systémem pak prochdzi katalyticky proud (II).
Muze vSak byt rovnéz oxidovano chemicky (III). Tato reakce je ale kineticky
pomalejsi, protoze katalyticka aktivita modifikdtoru je elektrochemicky kon-
trolovdna.

Zavislost odezvy hypoxanthinu na vlozeném napéti byla studovana v roz-
mezi -0,3 V az +0,7 V. Signdl hypoxanthinu linedrné rostl se zvySujicim se

RuO»
HyO +2e~ A Ho0o
HoO
elektrochemicka @mické redukce chemicka oxidace
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OBR. 2. Mechanismus reakce H2O7 s modifikdtorem RuO2 na tisténych elektrodéch.

FIG. 2. Mechanism of the reaction of H2O2
with the RuO2 modifier on screen-printed electrodes.
I - chemical oxidation of hydrogen peroxide, II - electrochemical oxidation, III - chemical reduction
of hydrogen peroxide.
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OBR. 3. Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni hypoxanthinu.
Podminky: napéti 0,5 V vs. Ag/AgCl; nosny elektrolyt 0,1 M fosfatovy pufr o pH 7,5; pritok 0,6 ml.min-1;
nastiik roztoku 200 pl. I - proudova odezva, ¢ - koncentrace.

Fi1G. 3. Calibration dependence for the determination of hypoxanthine.
Conditions: operation potential 0.5 V vs. Ag/AgCl; carrier electrolyte 0.1 M phosphate buffer, pH 7.5;
flow rate 0.6 ml.min-!; solution injection 200 pl. I - amperage response, ¢ - concentration.

vloZenym napétim. Jako nejvhodnéjsi pracovni napéti bylo vybrdno +0,5 V,
nad touto hodnotou totiZ dochdzelo k vyraznému vzristu proudu pozadi
a k nezddoucim interferencim jinych oxidace schopnych ldtek.

Signal hypoxanthinu byl vyznamné ovliviiovan téz hodnotou pH pouZziva-
ného fosfdtového pufru. Pfi hodnotach pH mezi 5 a 6 nebyla zaznamendna
témér Zddnd odezva, nejvyssi byla pri pH 9. Pii této hodnoté se vSak vySka
zaznamendvanych pikt opakovanim ndsttikti snizovala. Proto bylo pro dalsi
studium voleno prostiedi o pH 7,5, pfi némz byla vySka pikd dostatecna
a pokles pozorovdn nebyl.

Proudovou odezvu hypoxanthinu ovliviiovala i rychlost pritoku fos-
fatového pufru elektrochemickou celou. Nejvyssi signdl byl zaznamendn
pfi pratoku 0,2 ml.min-! jako disledek pomalé enzymové reakce. Pii této
hodnoté vSak byly vySky pika pfi opakovanych ndstficich pon€kud hifre
reprodukovatelné, coZz bylo zfejmé zapfiinéno nevyrovnanou rychlosti
pfenosu elektrond mezi enzymem, medidtorem a uhlikem tiSténé elek-
trody. Vzhledem k témto faktorim byla zvolena rychlost pritoku pufru
0,6 ml.min-! jako kompromis mezi vy§kou signdlu a reprodukovatelnosti
pti opakovanych néstficich.

Za téchto zvolenych podminek byla promérena kalibra¢ni zavislost ampe-
rometrického signdlu (vySky piku) na koncentraci hypoxanthinu (obr. 3).
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V rozmezi 1-15 mg.I'! hypoxanthinu bylo mozno tuto zavislost prolozit
piimkou

I =0,0672 + 0,3184 ¢ (R% = 0,9999),

kde I je proudova odezva v mikroampérech a ¢ koncentrace hypoxanthinu
v mg.l-1, R je korela¢ni koeficient.

Odchylky od linedrnitho pribéhu, naméfené pri koncentracich vySSich
nez 15 mg.l-1, byly zfejmé zptlisobeny nasycenim aktivnich center enzymu.
Této kalibracni zavislosti odpovidal detekéni limit (3o0) 0,4 mg.1-L, relativnf
smérodatnd odchylka 1,7 %.

Nakonec byl homogendt losostho masa ponechén pfi laboratorni teploté,
kterd se pohybovala kolem 25 °C, a vySe popsanym postupem byl sledovin
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OBR. 4. Ndrust koncentrace hypoxanthinu v lososim mase béhem 24 hodin.
Podminky: jako u OBR. 3.

F1G. 4. Increase in the hypoxanthine concentration in salmon meat during 24 hours.
Conditions: see a footnote under FIG. 3. 1 - concentration [mg/100 g of meat], 2 - time.

TaB. 1. VytéZnost standardnich pfidavkl hypoxanthinu k vzorku losostho masa.
Tas. 1. Recovery rates of standard additions of hypoxanthine to salmon meat samples.

Ptidéno Ocekdvand hodnota Nalezeno Vytéznost4
[mg/100 g masa]! [mg/100 g masa]? [mg/100 g masa]3 [%]
0,0 ? 8,1 -
2,5 10,6 10,6 100
5,0 13,1 13,5 103

1 - added [mg/100 g of meat], 2 - expected [mg/100 g of meat], 3 - found [mg/100 g of meat], 4 - recovery
rate.
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nartst obsahu hypoxanthinu. S ohledem na moznou degradaci enzymu byla
kalibrace jednou za 2 hodiny ovérovana. Ukazalo se, Ze v diisledku pokracu-
jictho rozkladu masové tkané se jeho koncentrace vyrazné zvysila jiz béhem
24 hodin (obr. 4). Abychom ovéfili vliv matrice, stanovovali jsme hypo-
xanthin také v Cerstvé ptipravenych homogendtech vzorkt losostho masa
uméle kontaminovanych zndmymi pridavky preparatu a sledovali vytéznost.
Dosazené vysledky (viz tab. 1) jsou naprosto uspokojivé; je tfeba pozname-
nat, ze zjiSténi obsahu vyssiho nez 100 % bylo zfejm¢ zpuisobeno ¢asovou
prodlevou mezi jednotlivymi ndstfiky vzorkd, béhem niz stdle probihala
rozkladnd reakce.

Zavér

Vzhledem k moznému vyuzZiti vySe popsaného biosenzoru v kontrolni
praxi je ale také tfeba poznamenat, Ze jeho Zivotnost neni neomezend. V del-
Sim ¢asovém useku méfeni byla pozorovédna jeho mirna nestabilita; po 8 ho-
dindch a priblizné 40 ndéstficich klesla jeho odezva na 80 %, po ca. 24 ho-
dindch na 25 % puvodni hodnoty. Lze to pfi¢ist na vrub jednak nestabilité
a degradaci enzymu, ptipadné i jeho vyplavovani z vrstvy Nafionu. Pfi mére-
ni redlnych vzorku pak také mohlo dochdzet k adsorpci proteinti ze vzorku
na aktivni centra enzymu a/nebo na povrch elektrody. Vzhledem ke skutec-
nosti, ze ti§téné elektrody (SPCE) jsou koncipovdny jako ¢idla pro omezeny
pocet méfeni, neni nutné kldst pfisna kritéria na jejich stabilitu. S prihlédnu-
tim k ostatnim parametriim (citlivost, limit detekcie) lze predpoklddat, Ze by
tento biosenzor mohl byt vyuzit pro stanoveni hypoxanthinu v rybim mase.
Vyhodou téchto cidel je bezesporu jejich selektivita a citlivost, relativné
rychld odezva a nakonec i pfiznivé cena.
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Biosensor for control of the fish meat freshness
BRAZDILOVA, P. - KOTZIAN, P. - VYTRAS, K.: Bull. potrav. Vysk., 44, 2005, p. 75-82.

SUMMARY. A biosensor for the determination of hypoxanthine as an indicator of the fish meat
freshness has been fabricated by immobilization of the xanthine oxidase enzyme on the carbon
screen-printed electrode modified with ruthenium dioxide (SPCE/RuQ3). For amperometric
determination of hypoxanthine, a method of flow injection analysis was applied using 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.5) at a flow rate of 0.6 ml.min-1, and a current response was followed
at the operation potential of 0.5 V vs. Ag/AgCl. Calibration dependence of the model samples
was linear in the range of 1-15 mg.I'! hypoxanthine with the detection limit (3c) of 0.4 mg.I-1,
relative standard deviation 1.7 %. During the measurement, a moderate decrease in the bio-
sensor activity was observed; its current response decreased to approx. 80 % of the original
value after approx. 40 injections and 8 hours of use. Applicability of the biosensor to the con-
trol of freshness of stored fish was studies using salmon meat samples.

KeYwoRDS: fish meat; biosensor; carbon screen-printed electrode; flow injection analysis;
xanthine oxidase; hypoxanthine
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