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Enzymova elektroda pro stanoveni laktosy

EVA VRBOVA--JITKA PECKOVA-—MIROSLAV MAREK - PAVEL BREZINA

Souhrn. Enzymova elektroda pro stanoveni laktosy byla pripravena koimobilizaci
P-galaktosidasy, glukosaoxidasy a katalasy na parcialné hydrolyzovanou nylonovou sitku
kovalentni vazbou za pfitomnosti cyklohexylisokyanidu a glutaraldehydu; nosi¢ s navaza-
nymi enzymy byl fixovan na povrchu kyslikového ¢idla Clarkova typu.

Pripraveny biosenzor byl charakterizovan specifickou aktivitou imobilizované S-galak-
tosidasy, oblasti linearni zavislosti odezvy enzymove elektrody na koncentraci substratu
(1--20 mmol . dm *). zdanlivou Michaelisovou konstantou (Ky,, = 9.99.10 > mol.dm *)
a stabilitou v zavisiosti na Case a pocCtu provedenych analyz: dale byl testovan vliv pH
a teploty reakéni smési na velikost odezvy.

Laktosova clektroda byla pouzita pro stanoveni obsahu laktosy ve vybranych vyrobcich
mlékarenského prumyslu, ziskané hodnoty byly ovéfeny pomoci fotometrické enzymové
metody pro stanoveni laktosy a D-galaktosy.

Kravské mléko obsahuje v priméru 4—5 % laktosy, u mléénych vyrobku je
tato hodnota niz8i podle typu technologického zpracovani. Rychlé a presné
stanoveni obsahu laktosy v potravinaiskych vyrobcich je dulezité z fady divo-
da, v posledni dobg vsak také s ohledem na vysoké procento jedincu, ktefi jsou
postizeni laktosovou intoleranci.

Vedle chemickych [1] a fyzikalné-chemickych zptsobi [2] se pro stanoveni
laktosy ¢im dal vice vyuziva enzymovych postupt predevsim na bazi f-galakto-
sidasy (f-gal). Nejcastgji je pro stanoveni obsahu laktosy vyuZivan systém
enzymu fB-galaktosidasy a glukosaoxidasy (GOD):

laktosa Lo p-galaktosa + D-glukosa,

p-p-glukosa + O, + H,O =2, kys. p-glukonova + H,0,.
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U uvedenych metod je vSak stanoveni obsahu laktosy ruseno volnou D-
-glukosou, ktera musi byt ze smési odstranéna nebo musi byt jeji obsah stanoven
samostatnym meétrenim.

BéZné pouzivané fotometrické metody (zalozené na reakci peroxidu vodiku
s leukoformou barviva katalyzované peroxidasou) jsou pomérné zdlouhavé,
pracné na upravu vzorku a narocné z hlediska spotfeby chemikalii. Z tohoto
hlediska je vyhodnéjsi elektrochemicka detekce spotieby kysliku [3] nebo tvorby
peroxidu vodiku [4]. Metodu stanoveni obsahu laktosy v mléce pomoci ,,sendvi-
cove™ enzymové elektrody vypracovali Pilloton a kol. [5]. B-Galaktosidasa
a glukosaoxidasa byly koimobilizovany na nylonové sitce nebo na imunoafinitni
membrang, ktera byla priloZzena na dialyzac¢ni acetatcelulosovou membranu
H,O,-citlivého senzoru a od reakéni smési oddélena ochrannou acetatcelusovou
membranou.

Cilem naS$i prace byla pfiprava citlivé a stabilni enzymové elektrody na bazi
imobilizované smési enzymi p-galaktosidasy, glukosaoxidasy a katalasy ve
spojeni s amperometrickou detekci kysliku a vyuziti pfipraveného biosenzoru
v potravinafstvi pro stanoveni laktosy ve vzorcich kultiva¢nich médii a produk-
tech mlékarenského prumyslu.

Material a metody

Imobilizace enzymit a priprava biosenzoru. Koimobilizace B-galaktosidasy,
glukosaoxidasy a katalasy na nylonovou sitku. Nylonova sitka (UHELON 63,
Rempo CSFR) byla pii 20 °C aktivovana parcialni hydrolyzou 25% kyselinou
chlorovodikovou. OkamZité po jeji aplikaci byla sitka dikladné promyta desti-
lovanou vodou. Po ususeni bylo na parcialné hydrolyzovany povrch naneseno
5 ul roztoku p-galaktosidasy (f-p-galaktosid galaktohydrolasy E.C.3.2.1.23)
ptipraveného rozpusténim 20 mg lyofilizovaného preparatu (z Curvularia ina-
equalis, 5,60.107° pkat. mg~' Fermentas, Vilnius, SSSR) v 100 ul destilované
vody, 5Sul roztoku glukosaoxidasy (f-p-glukosa: O,-oxidoreduktasy,
E.C.1.1.3.4) pfipraveného rozpusténim 5 mg praskového preparatu (z Aspergil-
lus niger, 4,16 pkat. mg~', Serva, SRN) ve 100 pl destilované vody, 5 pul suspen-
ze katalasy (KAT, H,0O,: H,O-oxidoreduktasy, E.C.1.1.1.6, 56,7 pkat.mg"'
Reanal, MR), 5 pl 5% roztoku glutaraldehydu (Koch-Light Laboratories, Vel-
k& Britanie) a ev. 1 pl cyklohexylisokyanidu (Fluka, Svycarsko). Po promichani
enzymove smési a naslednych 96 h pii 4 °C byla sitka s navazanymi enzymy
promyta 0,1 mol.dm ™ draselno-fosfatovym pufrem, pH 5,5, obsahujicim ionty
Mn** v koncentraci 107* mol.dm™*, ktery byl pouzit i pro jeji uchovani pfi
4 °C. pfi pfipravé enzymové elektrody byla sitka s imobilizovanymi enzymy
fixovana na povrchu kyslikového ¢idla Clarkova typu (Chemoprojekt, CSFR).
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Stanoveni laktosy. Do temperované (30 °C) michané reak¢ni nadobky o obje-
mu 1,5 ml se zasunutym biosenzorem bylo pipetovano 1,4 ml 0,1 mol.dm*
draselno-fosfatového pufru, pH 5,5, s koncentraci Mn?*-iont 10~* mol . dm
sveeného vzduSnym kyslikem. Reakce byla zahajena pridavkem 100 pl roztoku
vzorku nebo laktosy pfislusné koncentrace. Rychlost ubytku kysliku z reakéni
smési byla sledovana nanoampérmetrem se stabilizovanym zdrojem stejnosmeér-
neho polarizacniho napéti a ¢lenem pro derivaci signalu (Chemoprojekt,
CSFR). Prosty signal a jeho derivace byly registrovany pomoci zapisovace
TZ 4200 (Laboratorni pristroje, CSFR). Dale byl pro stanoveni laktosy pouZit
kombinovany fotometricky set fy Boehringer [6].

Stanoveni zavislosti aktivity enzymové elektrody na pH reakcniho prostiedi
a teploté. Do reakéni nadobky temperované na 20 az 50 °C, obsahujici 1,4 ml
).1 mol.dm™* draselno-fosfatového pufru (s 10~*mol.dm™* Mn?"-ionty)
o raznych hodnotach pH (2,5 az 8,0), sycen¢ho vzdusnym kyslikem, bylo
aplikovano 10 pl standardniho roztoku laktosy. Smés byla promichavana mag-
netickym michadlem a pfi kazdé zméné hodnoty pH nebo teploty byl systém
ustalovan 10 minut.

Stanoveni D-glukosy. Do temperované (30 °C) michané reakéni nadobky
o objemu 1,5 ml se zasunutou enzymovou elektrodou na stanoveni D-glukosy [7]
bylo pipetovano 1,4 ml 0,1 mol.dm™’ draselno-fosfatového pufru, pH 5.8,
svceného vzduSnym kyslikem. Reakce byla zahajena pridavkem 100 pl roztoku
vzorku nebo D-glukosy prislusné koncentrace. Pred vlastnim stanovenim bylo
tfeba proméfit ze standardnich roztoku kalibracni kiivku.

Vysledky a diskuse

Enzymova elektroda pro stanoveni laktosy byla pfipravena koimobilizaci
[-galaktosidasy, glukosaoxidasy a katalasy kovalentni vazbou na aktivovanou
nylonovou sitku. Cyklohexylisokyanid byl do reakéni smési pfidavan za ucelem
vytvofeni pevnéjsi, a tedy stabilngjsi kovalentni vazby oproti ,,klasické** imobili-
zaci enzymu pomoci samotného glutaraldehydu. Pfi pouziti cyklohexylisokya-
nidu sice dochazelo k mirnému snizeni aktivity imobilizovaného enzymového
komplexu, ale z dfivéjsich naSich praci [7] bylo mozno analogicky usuzovat na
podstatné zvyseni dlouhodobé stability enzymovych systému, a tedy i zna¢né
prodlouceni zivotnosti biosenzoru. Vzajemny pomér enzymu byl volen tak, aby
nejpomalejSim, a tedy fidicim déjem celého procesu byla enzymova hydrolyza
laktosy pomoci f-galaktosidasy. Pti pouziti cyklohexylisokyanidu vykazoval
koimobilizovany komplex enzymii 75—80 % vychozi aktivity volnych enzymu,
zatimco pii klasické koimobilizaci uvedeného enzymového komplexu (bez pfi-
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tomnosti cyklohexylisokyanidu) tento podil zachované enzymové aktivity ¢inil
v prumeéru 95 %.

Specificka aktivita enzymového komplexu imobilizovaného za pfitomnosti
cyklohexylisokyanidu byla 28.9.107" pkat.mg~' p-galaktosidasy pouzité
k imobilizaci, linearni zavislost odezvy biosenzoru na koncentraci substratu
(obr. 1) se nachazela v oblasti 1.107*~20. 107" mol.dm™* laktosy v nastfiku
vzorku, tj. 6,67.10°—1,33.10 " mol.dm * laktosy v nadobce.
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Obr. 1. Kalibraéni kfivka pro stanoveni laktosy pomoci enzymové elektrody piipravené koimobili-
zaci f-galaktosidasy. glukosaoxidasy a katalasy na nylonovou sitku. v — rychlost ubytku kysliku

v reakéni smési, ¢ — koncentrace laktosy v nastiiku smési.
Fig. 1. Calibration curve for the determination of lactose using enzyme electrode prepared by
co-immobilization of -galactosidase, glucose oxidase and catalase on nylon net. v — rate of oxygen
consumption in the reaction mixture, ¢ — concentration of lactose in the injected mixture.

Z ktivky zavislosti aktivity imobilizovaného komplexu enzymii na pH reak-
¢niho prostiedi bylo zjisténo pH optimum 3.4 (obr. 2). Ve srovnani s volnou
smési enzymu (pH optimum 3.0) doslo vlivem imobilizace k mirnému posunu
do alkalicke oblasti. Zjisténé udaje byly v dobré shodé s literarnimi udaji [8]. kde
je pro plisnovou f-galaktosidasu uvadéno pH optimum v intervalu 2.5 az 4.5
Jednotek pH. pH optimum nami pouzivaného enzymu z Curvularia inaequalis [9.
10] lezi v oblasti 3,4 az 4,3 pH. Pokud byl pufr v tomto intervalu pH pouzivan
pro stanoveni, dochazelo béhem 24 hodin k rychlé inaktivaci enzymové smési
a ztraté stability biosenzoru. Proto byly analyzy vzorka provadénypii pH 5.5.

36




«dy citlivost biosenzoru byla postacujici, a tato hodnota pH vyhovovala i z hle-
diska uchovani dlouhodobé stability biosenzoru.
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Obr. 2. Vliv pH reakéniho prostiedina 1 aktivitu voiné p-galaktosidasy. 2 - aktivitu imobilizo-
vané¢ho enzymoveho komplexu f-galaktosidasy. glukosaoxidasy a katalasy.
Fig. 2. Influence of pH of reaction mixture on 1 the activity of free f-galactosidase, 2 — the
activity of immobilized enzyme complex (f-galactosidase. glucose oxidase and catalase).

Pri méfeni zavislosti aktivity enzymového komplexu na teploté byla zjiSténa
maximalni rychlost ubytku kysliku z reakéni smési pfi 60 °C, po prekroceni této
teploty nastal prudky pokles aktivity enzymového komplexu (obr. 3). Teplotni
sptimum volného enzymu z Curvularia inacqualis bylo uvadéno v intervalu 30

7 55°C[9, 10]. Vzhledem k zajiSténi dostatecné stability a citlivosti biosenzoru
bvla pro méfeni zvolena teplota 30 °C.

Gaussovou-Newtonovou itera¢ni metodou byla na zakladé hodnot ziska-
nvch z kalibracni kiivky (obr. 1) zjiSténa zdanliva Michaelisova konstanta
Kuttappy = 9,99.107* mol .dm .

Pii ovérovani stability biosenzoru (pripraveného koimobilizaci enzymu
s cyklohexylisokyanidem) bylo provedeno s jedinou enzymovou elektrodou asi
300 analyz véetné stanoveni laktosy ve vybranych vzorcich potravinarského
prumyslu. Pfes noc byla enzymova elektroda uchovavana v pufru pti 4 °C. Pii
testovani byla hodnota smérnice linearni ¢asti kalibracni kfivky vyjadiena
bezprostiedné po imobilizaci jako 100 %, analogicky byly ziskany dals§i hodno-
tv vyjadiujici stabilitu biosenzoru. Béhem intervalu 5 mésicu nebylo pozorova-
no zadné podstatné snizeni aktivity koimobilizovaného systému enzymi
obr. 4).
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Obr. 3. Teplotni zavislost aktivity enzymového komplexu f-galaktosidasy, glukosaoxidasy a kata-
lasy imobilizovaného na nylonové sitce.
Fig. 3. Temperature dependence of activity of enzyme complex f-galactosidase, glucose oxidase
and catalase immobilized on nylon net. (Temperature.)
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Obr. 4. Stabilita enzymového komplexu B-galaktosidasy, glukosaoxidasy a katalasy imobilizované-
ho na nylonové sitce v zavislosti na ¢ase.
Fig. 4. Stability of enzyme complex (B-galactosidase, glucose oxidase and catalase immobilized on
nylon net) in dependence on time. (Time [days].)

Pomoci enzymoveé elektrody pfipravené uvedenym zplisobem byl stanoven
obsah laktosy v n€kterych vyrobcich mlékarenského primyslu (tab. 1). Vysled-
ky uvedené v tabulce 1 pfedstavuji primér z péti stanoveni. Analyza je rusena
pritomnosti volné p-glukosy, jejiz mnozstvi ve vzorcich bylo zjisténo z kalibrag-
ni kfivky (obr. 5) pro enzymovou elektrodu na stanoveni p-glukosy [7] a poté
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Tabulka 1. Stanoveni glukosy, laktosy a galaktosy ve vzorcich mlékarenského primyslu

(g.dm %)

Tzble 1. Determination of glucose, lactose and galactose in the samples of dairy industry pro-
ducts (g.dm?)

Glukosa? Laktosa® Galaktosa®
Analyzovany vzorek' (enzymova (enzymové (set fy (set by

elektroda) | elektroda)’ Boehringer)® | Bochringer)”
nasterované mléko’ 0,1 41,1 39,2 1.4
22husténé mléko neslazené Tatra Grand® 0,5 104,4 104.5 2.8
Biokys’ 0.7 37.0 41,0 134
Jovo kokteil' 13,5 22,2 24.2 14,6
bily jogurt!! 0.8 43,0 48,7 18.3

| — Sample analyzed, 2 — Glucose (enzyme electrode), 3 — Lactose, 4 — Galactose, 5 — Enzyme
zlectrode, 6 — Set by fa Boehringer, 7 — Pasteurized milk, 8 — Condensed sugarless milk ,.Tatra
Grand™, 9 — Biokys (soured milk beverage), 10 — Jovo (milk-shake), 11 — White yoghurt.
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Obr. 5. Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni D-glukosy (imobilizace glukosaoxidasy a katalasy na
nylonové sitce). v — rychlost ubytku kysliku v reakéni smési, ¢ — koncentrace glukosy v nastfiku

smesi.

Fig. 5. Calibration curve for the determination of D-glucose (glucose oxidase and catalase immobili-
zed on nylon net). v — rate of oxygen consumption in the reaction mixture, ¢ — concentration of
glucose in the injected mixture.
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odecteno od celkového mnozstvi laktosy a D-glukosy stanoveného biosenzorem
s imobilizovanym komplexem f-galaktosidasy, giukosaoxidasy a katalasy.

Vysledky analyz byly ovéreny pomoci kombinovaného enzymového setu na
stanoveni laktosy a D-galaktosy fy Boehringer (SRN) (zalozené¢ho na katalytic-
kém ucinku p-galaktosidasy, hexokinasy a glukosa-6-fosfat-dehydrogenasy).
Obsah laktosy ve vzorcich odpovidal jejimu mnozstvi zjisténému pomoci nami
piipraveného biosenzoru. Rozdily pfi stanoveni téhoz vzorku obéma metodami
jsou asi 2g.dm* (tj. 5.107* mol.dm™?) laktosy. U vzorki bilého jogurtu
a biokysu byla chyba stanoveni vyssi, coz bylo ziejmé spojeno s obtiznou
ptipravou vzorkl pro méfeni, ale i v téchto pfipadech Ize biosenzor pouzit pro
velmi rychlé orientacni stanoveni laktosy.

Analyza laktosy enzymovou elektrodou byla podstatné rychlejsi (doba odez-
vy 5's, doba ustaleni do nasledujici analyzy do 4 min) a nevyzadovala zvlastni
Gpravu vzorki pfed vlastnim stanovenim ve srovnani se zdlouhavou analyzou
setem fy Boehringer a pracnou pfipravu vzorku, ktera byla nezbytna pro
moznost fotometrické detekce enzymove reakce. (Pro stanoveni obsahu laktosy
1ze také pouzit volného enzymu f-galaktosidasy v kombinaci s biosenzorem na
stanoveni D-glukosy, jako uz bylo dfive vyzkouseno [11].)
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DepMeHTHBIH 2JIEKTPOI JJIA ONpeIe/ieHHs JAKTO3bI
Pe3srome

DepMEeHTHBIN JIeKTPO/ s ONpeeIeHHUs JIaKTO3bl ObUI MOArOTOBJIEH KOMMOOUIN3anuei Oe-
T2-Ta7aKTOCHMAA3bl, TJFOKOCOOKCHIA3bl K KaTajla3bl HA YACTUYHO TMAPOJIM3UPOBAHHON HAWIOHO-
=0i1 CeTKE KOBAJCHTHOW CBsi3eH B NMPHCYACTBUHM LHUKJIOTCKCHJIM3OKHAHMIAA M I1yTapasibleruia;
< OCHTEb CO CBA3AHHBIMU (hepMeHTaMU Obli1 (GUKCHPOBAH HA MOBEPXHOCTH KUCIOPOIAHOrO JETeK-
“opa Tuna Knapka.

[TOArOTOBIEHHBIN OMOCEHCOP ObI 0XapaKTePU30BaH CNEUUPHYCCKONH dKTHBHOCTIO HMOOUIIH-
:BaHHOI OeTa-rajgakcocuiasbl, 061aCTbIO JINHEAPHOM 3aBUCHMOCTHU peaklunu (PePMEHTHOIO JJIeK-
Tp01a Ha KOHUeHTpamuto cyberpata (120 MMon. M '), MHMMOH KOHCTaHTOM Muxaemuca
Auiappy = 9.99. 1072 Mon. aM ) M CTaBMIBHOCTIO B 3aBUCMMOCTH OT BPEMEHH U KOIMYECTBA
_ 12 1dHHBIX AHAJM30B, JaJjiee OblIO MPOBEPEHO BiMsHUE pH M TeMnepaTypbl PeakLMOHHOM cMmecH
<2 BEJMYMHY PEAKIHH.

TakTO30BbIN 3J€KTPOA OBLIT HCMOJB30BAH IS OMpPEACICHUS IOJIM JAKTO3bl B M30paHHBIX
#3717 MAX MOJIOYHOW MPOMBILLTIEHHOCTH. [losyueHHble JaHHbIE ObIIH NMPOBEPEHbI C TMOMOLIBIO
ZOTOMETPUYECKOro GEPMEHTHOrO METOAA 1S ONpPECIICHHS JTaKTO3bl U [-TaJaKTO3bI.

Enzyme electrode for the lactose determination
Summary

Enzyme electrode for the lactose determination has been prepared by co-immobilization of
“zalactosidase, glucosidase and catalase on the partially hydrolyzed nylon net using the covalent
~ond at the presence of both cyclohexyl isocyanide and glutaraldehyde. A carrier with bo ded
cnzymes has been fixed on a surface of the Clark type oxygen sensor.

That biosensor has been characterized by specific activity of immobilized f-galactosidase, as well
:s by linear dependence of the enzyme electrode response on the substrate concentration

20 mmol dm ), and by apparent Michaelis’ constant (Kyy,,,, = 9.99.10"* mol.dm %) and by
‘e stability in dependence on both the time and the number of analyses. Moreover, pH influence
znd the influence of the reaction mixture temperature on the response intensity was studied.

The lactose electrode was used for the determination of the lactose content in some dairy
oroducts. These values have been verified by means of photometric enzyme method which is used
“or the determination of lactose and D-galactose, as well.
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