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Enzymovi elektroda pro stanoveni laktosy

EVA VRBOVA JI'|KA P']CKOVA MIROSLAV MAREK PAVEL BREZINA

S()uhrn. Enz-'-rrtova clektroda pro stanoveni laktosy byla piipravena koimobilizaci

ftgalrktosiclasi. glukosaoxiclasy a kalalasy na parciirlni hydrolyzovanou nylonovou sifku
kovitlcntni vazl)ou za piitomnosti cyklohexylisokyanidu a glutaraldehydu; nosia s naviiza-
nynri enzymy byl lixoriin na povrchu kvslikoveho didla Clarkova typu.

Piipravcny bioscnzor byl charaktcrizovan specifickt.lu aktivitou imobilizovan6 Agalak-
to::i.lasy. oblasti lint:iirni zhr.islosti odezvy cnzynrovc elektrody ua konccntraci substrhtu
(l 20nrmol .clm r).ztlirnlivouMichaclisovoukonstantou(Knr,ppr:9,99.10 rmol .dm r;

a stabilitou r,zdvislosti na i'asc a podtu provedenych analyz: dAle byl testovAn vliv pH
a tcplot)' reaki'ni smesr na vclikost odezvy.

Laktosrr,u'i clcktroda byla pouZita pro stanovcni obsahu laktosy vc vybranych vyrobcich
nrltkrirenskeho prtmyslu. ziskane hodnoty byly ovdicny pomoci fotometrick6 enzymovc
nrctod\ pro stunoveni laktosl' a tt-galaktosy-

Kravske mleko obsahuje v prftmdru 4 5 % laktosy. u mlednych vyrobkri je
tato hodnota niiSi podle typu technologickeho zpracovdni. Rychle a piesne
stanoveni obsahu laktosy v potraviniiskych vyrobcich je d&leZite z iady drivo-
dri, v posledni dobd vsak take s ohledem na vysoke procento jedincfi, kteiijsou
postiZeni laktosovou intoleranci.

Vedle chemickych [] a fyzikalnd-chemicky'ch zprisobri [2] se pro stanoveni
laktosy iim d6l vice vyuZivA enzymovich postup& piedev5irn nab|zi pgalakto-
sidasy (f-gal). Nejdast6ji je pro stanoveni obsahu laktosy vyuZivirn system

enzymfi ftgalaktosidasy il glukosaoxidasy (GOD):

laktosa As"r , D-galaktosa * o-glukosa,

fto-glukosa + or + HrO cor) ) kys. o-glukonova + H,O..

lng. Eva Vrbovii. Doc. lng. Miroslav Marek. CSc.. Biotechnologick6 centrum VSCHT,
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U uvedenych metod je v5ak stanoveni obsahu laktosy ruSeno volnou o-
-glukosou. ktera musi byt ze smdsi odstrandna nebo musi b:,t jeji obsah stanoven
samostiitnlrrn mdienim.

BEZnd pouZivan6 fotometricke metody (zalolene na reakci peroxidu vodiku
s leukolormou barviva katalyzovane peroxidasou) jsou pomdrne zdlouhave.
pracne na upravu vzorku a naroine z hlediska spotieby chemikalii. Z tohoto
hlediska je vyhodn6jii elektrochemickd detekce spotieby kysliku [3] nebo rvorby
peroxidu vodiku [4]. Metodu stanoveni obsahu laktosy v ml6ce pomoci ,,sendvi-
i'ov6" enzymov6 elektrody vypracovali Pilloton a kol. [5]. B-Galaktosidasa
a glukosaoxidasa byly koimobilizovany na nylonove sitce nebo na imunoafinitni
membrfnd. kter6 byla piiloZena na dialyzadni acetdtcelulosovou membrdnu
H,O,-citliveho senzoru a od reakdni smdsi odddlena ochrannou acetatcelusovou
rnembranou.

Cilem naSi prAce byla piiprava citlive a stabilni enzymove elektrody na bazi
imobilizovane sm6si enzymri B-galaktosidasy, glukosaoxidasy a katalasy ve
spojeni s amperometrickou detekci kysliku a vyuZiti piipraveneho biosenzoru
v potravinAistvi pro stanoveni laktosy ve vzorcich kultivainich medii a produk-
tech mlekiirenskeho prrimyslu.

Materi6l a metody

Irrrobili:ace en:yntil ct piiprctvct biosen:oru. Kointobili:at'e B-golakrosidus.t',
gltrkosctoxida:;y u kutulusl' nu nt'lonot,ou sitku. Nylonov6 sitka (UHELON 63.
R.empo e Snn; byla pii 20 "C aktivovAna parcidlni hydrolyz ou 25oh kyselinou
chlorovodikovou. okamzitd po jeji aplikaci byla sitka drikladnE promyta desri-
lovanou vodou. Po ususeni bylo na parciilnd hydrolyzovany povrch naneseno
5 pl roztoku B-galaktosidasy (B-o-galaktosid galaktohydrolasy 8.C.3.2.1.23)
piipraveneho rozpuStdnim 20 mg lyofilizovaneho prepardtu (z Curvulariu irtct-
equulis,5.60.10 r pkat.mg-r Ferment:rs, Vilnius. SSSR) v 100 pl destilovane
vody. 5 pl roztoku glukosaoxidasy (B-o-glukosa : O,-oxidoreduktasy.
E.C.1.1.3.4) piipraven6ho rozpuitdnim 5 mg pr6Skoveho preparatu (z Aspergil-
lu.s niger.4,l6 pkat. mg r, Serva. SRN) ve 100 pl destilovan6 vody, 5 pl suspen-
ze katalasy (KAT, H.O. : H.O-oxidoreduktasy. 8.C.1.1.1.6, 56,7 pkar . mg l

Reanal, MR), 5 1tl5'h roztoku glutaraldehydu (Koch-Light Laboratories, Vel-
ka Britanie) a ev. 1 plcyklohexylisokyanidu (Fluka. Svycarsko). Po promich6ni
enzymove sm6si a naslednych 96 h pii 4 oC byla sitka s navazanymi enzymr
promyta 0.1 mol . dm I draselno-fosfdtovym pufrem. pH 5,5, obsahujicim iont1,
Mnr- v koncentraci l0-amol.dm '', ktery byl pouZit ipro jeji uchovdni pii
4 oC. pii piipravd enzymove elektrody byla sitka s imobilizovanymi enzym\
frxovana na povrchu kyslikoveho tidla Clarkova typu (Chemoprojett. eSf'R).
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Stanoveni laktos1,. Do temperovane (30 "C) michane reakdninddobky o obje-
^..u l.5ml se zasunutym biosenzorem bylo pipetovino l,4ml 0,1 mol .dm r

::aselno-fosf6toveho pufru, pH 5,5, s koncentraci Mnrn-iontri l0 I mol . dm 1.

:',ceneho vzduinym kyslikem. Reakce byla zahdjena piidavkem 100 pl roztoku
. zorku nebo laktosy piisluSn6 koncentrace. Rychlost ubytku kysliku z reakini
,:lisi byla sledovana nanoamp6rmetrem se stabilizovanym zdrojem stejnosm6r-
:.cho polarizadniho napdti a dlenem pro derivaci sign6lu (Chemoprojekt,
t SFR). Prosty signirl a jeho derivace byly registrov6ny pomoci zapisovade

TZ 1200 (Laboratorni piistroje. eSFn). Ddle byl pro stanoveni laktosy pouZit
r:.rmbinovany fotometricky set fy Boehringer [6].

Stanoveni :dvislo.sti aktit,it)' en:rmovi elektrodv nu pH rauk{'nilut prostfedi
.; replotd. Do reakdni nadobky temperovane na 20 aZ 50oC, obsahujici l,4ml
.1mol.dm I draselno-fosf6toveho pufru (s l0 amol.dm r Mn2--ionty)

. ruznych hodnotdch pH (2.5 aZ 8,0), syceneho vzduinym kyslikem, bylo
,,plikov6no l0 pl standardniho roztoku laktosy. SmEs byla promicha''6na mag-
:.etickym michadlem a pii kaZde zmdnd hodnoty pH nebo teploty byl system

:stalov6n 10 minut.
Stunoveni o-glukosy. Do temperovane (30 oC) michane reakdni nridobky

-. objemu I,5 ml se zasunutou enzymovou elektrodou na stanoveni o-glukosy [7]
rrlo pipetovino 1,4m1 0,1 mol.dm 3 draselno-fosf6toveho pufru, pH 5,8,

:rc€n€ho vzdu5nym kyslikem. Reakce byla zahajena piidavkem 100 pl roztoku
'. zorku nebo o-glukosy piisluin6 koncentrace. Pied vlastnim stanovenim bylo
:ieba promdiit ze standardnich roztokri kalibradni kiivku.

Vfsledky a diskuse

Enzymova elektroda pro stanoveni laktosy byla piipravena koimobilizaci
&galaktosidasy, glukosaoxidasy a katalasy kovalentni vazbou na aktivovanou
:rr lonovou sitku. Cyklohexylisokyanid byl do reakdni smEsi piid6v6n za udelem
,. \ tvofeni pevndjSi, a tedy stabilndjSi kovalentni vazby oproti ,,klasicke" imobili-
zaci enzymri pomoci samotn6ho glutaraldehydu. Pii pouZiti cyklohexylisokya-
nidu sice doch6zelo k mirnemu sniZeni aktivity imobilizovan6ho enzymoveho
komplexu, ale z diivdj5ich na5ich praci [7] bylo moZno analogicky usuzovat na
podstatn6 zvyieni dlouhodob6 stability enzymovych systemt, a tedy i znadnE
prodloudeni Zivotnosti biosenzoru. Vz6jemny pomdr enzymfi byl volen tak, aby
nejpomalejSim, a tedy iidicim ddjem cel6ho procesu byla enzymov6 hydrolyza
laktosy pomoci ftgalaktosidasy. Pii pouZiti cyklohexylisokyanidu vykazoval
koimobilizovany komplex enzymi 75-80 oh vychozi aktivity volnych enzymt,
zatimco pii klasicke koimobilizaci uvedeneho enzymov6ho komplexu (bez pii-
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tomnosti cyklohexvlisokyanidu) tento podil zachovane enzymove aktivity iinil
v prfimdru 95 o/o.

Specifickai aktivita enzymoveho komplexu imobilizovan6ho za piitomnosti
cyklohexylisokyanidu byla 28.9 . l0 r pkat . mg- I B-galaktosidasy pouZite
k imobilizaci. lineirni zdvislost odczvy biosenzoru na koncentraci substr6tu
(obr. l) se nachirzela v oblasti l.l0 r 20. l0 r mol.dm- r laktosy v nAstiiku
vzorku. tj.6.67. l0 5 

-1.33. l0 r nrol.drn '' laktosy v nAdobce.

lnmol Oi sJl

.t-
,/

c Imol.drn-] l

Obr. l . Kalibrai'ni kiir, ka pro stanovcni laktost' pomoci enzymor.'c clt'ktrodv piipravenc! koimobili-
zaci Igalaktosidasl. glukosaoxidasy a katalasr nir n\'l()novou sit-hu. r' rychlost ubytku kl.siiku

v re akini smcsi. t. konccntracc laktosv v niistiiku snttlsi.
Fig. l. Calibralion cune lbr the determination ol'lactose usinq enzynre electrode prepared br
co-irnmobilization olSgalactosidase. glucosc oxidase and catalase on nylorr nct. r' rate oloxygc-n

consumption in lhc rcaetiorr lnirturc. ( conccntrirtion ol laclose in thc in.lccted mixture ,

Z kiivky z6vislosti aktivity imobilizovaneho komplexu enzymt na pH reak-
iniho prostiedi bylo zjiStdno pH optirnum 3.4 (obr. 2). ve srovn6ni s volnou
smdsi enzymft (pH optimum 3.0) doSlo vlivem imobilizace k mirn6mu posunu
do alkalicke oblasti. ZjiStene udaje byly v dobre shodE s literarnimindaji[8]. kde
je pro plisiovou lngalaktosidasu uvideno pH oprimum v intervalu 2.5 ai 4.5
jednotek pH. pH optimum n6mi pouzivaneho enzymu z. Curt,ularia inaecluulis [9.
l0l IeZi v oblasti 3,4 aL4,3 pH, Pokud byl pufr v tomro inrervalu pH pouZivhn
pro stanoveni, dochdzelo behem 24 hodin k rychle inaktivaci enzymov6 sm€si
a ztratd stability biosenzoru. Proto byly analyzy vzorkfi provfddnypii pH 5.-5.

36

2\

12

0,10,08



lzlmo\.e aktivity dinil

aniho za piitomnosti
alaktosidasy PouZit6
toncentraci substr6tu
r-i laktosy v ndstiiku
ridobce.

*tr.ri r Pii Pravene koimobili-
. r - :ychlost ubYtku kYsliku

hlu .nisi.
elne electrode PrePared bY

rrlion net. r - rate ofoxYgen

rs rn the injected mixture.

ru enzl'mfi na PH reak-
lf- \-e srovn6ni s volnou
zece k mirnEmu Posunu
i[terarnimi udaji [8], kde

m \ intervalu 2,5 aL 4,5

z C ur t' ul a r i a inae qualis 19,

o intervalu pH PouZivin
ettivaci enzymov6 smEsi

kt pror'6dtnyPii PH 5,5'

i

I

I

I

Ferl.

kdy citlivost biosenzoru byla
diska uchov6ni dlouhodob6

postaiujici, a tato hodnota pH vyhovovala i z hle-
stability biosenzoru.

A
lo/" I

r00

80

60

pH

Obr. 2. Vliv pH reakdniho prostiedi na I - aktivitu volnd ftgalaktosidasy. 2 aktivitu imobilizo-
van6ho enzymoveho komplexu p-galaktosiciasy. 

-elukosaoxidasy a katalasy.

Fig. 2. Influence ol pH ol reaction mixture on I the activity ol free Sgalactosidase. 2 the

activity of immobilized enzyme complex (pgalactosidase. glucose oxidase and catalase).

Piim6ieni zdvislosti aktivity enzymov6ho komplexu na teplot6 byla zji5t6na
maxim6lni rychlost irbytku kysliku z reakdni sm6si pii 60 "C, po piekrodeni t6to
teploty nastal prudky pokles aktivity enzymov6ho komplexu (obr. 3). Teplotni

'rptimum volneho enzymu z Curvularia ina:qualis bylo uv6d6no v intervalu 30
a2 55 oC 

[9. l0]. Vzhledem k zaji5tdni dostatedn6 stability a citlivosti biosenzoru
blla pro mEieni zvolena teplota 30 oC.

Gaussovou-Newtonovou iteradni metodou byla na zikladl hodnot ziska-
n1'ch z kalibradni kiivky (obr. 1) zji5t6na zd|nlivit Michaelisova konstanta
Krtropp.l :9,99 ' l0-2 mol ' dm-3'

Pii ov6iov6ni stability biosenzoru (piipraven6ho koimobilizaci enzymt
s cyklohexylisokyanidem) bylo provedeno s jedinou enzymovou elektrodou asi

-<00 analyz vdetnE stanoveni laktosy ve vybranych vzorcich potravindisk6ho
prrimyslu. Pies noc byla enzymovd elektroda uchov6v6na v pufru pii 4 oC. Pii
testovdni byla hodnota smErnice line6rni d6sti kalibradni kiivky vyjildiena
bezprostiedn6 po imobilizaci jako 100 %, analogicky byly zisk6ny dal5i hodno-
ty'vyjadiujici stabilitu biosenzoru. Bthem intervalu 5 m6sicri nebylo pozorov6-
no Z6dn6 podstatn6 sniZeni aktivity koimobilizovan6ho syst6mu enzymfi
tobr. 4).
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Obr. 4. Stabilita enzymov6ho komplexu pgalaktosidasy, glukosaoxidasy a katalasy imobilizovan6-
ho na nylonov6 sitbe v zivislosti na iase.

Fig.4. Stability of enzyme complex (pgalactosidase, glucose oxidase and catalase immobilized on
nylon net) in dependence on time. (Time [days].)

Pomoci enzymove elektrody piipraven6 uvedenim zprisobem byl stanoven
obsah laktosy v nEkterlfch vfrobcich ml6k6rensk6ho prtmyslu (tab. l). vlisled-
ky uveden6 v tabulce I piedstavuji prtmEr z pEti stanoveni. Analyza je rusena
piitomnosti voln6 o-glukosy, jejiZ mnoZstvi ve vzorcich bylo zjiSt[no z kalibrad-
ni kiivky (obr. 5) pro enzymovou elektrodu na stanoveni n-glukosy [7] a pot6
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Obr. 3. Teplotni zAvislost aktivity enzymov6ho komplexu pgalaktosidasy, glukosaoxidasy a kata-
lasy imobilizovaneho na nylonove sit'ce.

Fig. 3. Temperature dependence of activity of enzyme complex pgalactosidase, glucose oxidase
and catalase immobilized on nylon net. (Temperature.)
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rvl

Tebulka l. Stanoveni

Trble l. Determination

glukosy, laktosy a galaktosy ve vzorcich ml6kdrensk6ho primyslu
(g.dm-3)

of glucose, lactose and galactose in the samples of dairy industry pro-
ducts (g.dm 3)

Analyzovany vzorekl
Glukosa2

(enzymov6

elektroda)

Laktosal Galaktosaq

(enzymovd

elektroda)5

(set ly
Boehringer)6

(set by
Boehringer)6

:asterovan6 ml6k07
zahu5t6n6 ml6ko neslazen6 Tatra Grand8

Biokyse
Jovo kokteil'o
billi jogurtrr

0,1

0,5

0;7
13,5

0.8

4l,t
104,4

3',1,0

)))
43,0

?q?

104,5

4l.0
24.2
48,7

1.4

2.8

13.4

14,6

18.3

i Sample analyzed,2 - Glucose (enzyme electrode), 3 - Lactose, 4 Galactose, 5 - Enzyme

.,ectrode, 6 - Set by fa Boehringer, T - Pasteurized milk, 8 - Condensed sugarless milk ,,Tatra
Grand", 9 - Biokys (soured milk beverage), l0 Jovo (milk-shake), I I - White yoghurt.

hmtO, s-t I

0,03 0

0,025

0,020

0,01 5

0,010

0,005

20 25

c [mrnot.dni3 ]

Obr. 5. Kalibraini kiivka pro stanoveni o-glukosy (imobilizace glukosaoxidasy a katalasy na

nvlonov6 sitbe). v - rychlost irbytku kysliku v reakdni smEsi, c - koncentrace glukosy v n6stiiku
smesl.

Fig. 5. Calibration curve for the determination of o-glucose (glucose oxidase and catalase immobili-
zed on nylon net). v - rate ol oxygen consumption in the reaction mixture, c - concentration of

glucose in the injected mixture.
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odedteno od celkol'eho mnoZstvi laktosy a n-glukosy stanoveneho biosenzorenr
s imobilizovanym komplexem B-galaktosidasy, glukosaoxidasv a katiilasy.

Vysledky trnalyz, byly ovEieny pomoci kombinovan6ho enzymoveho setu na
stanoveni laktosy a u-galaktosy fy Boehringer (SRN) (zaloZeneho na katalytic-
kem uiinku B-galaktosidasy, hexokinasy a glukosa-6-fbsfat-dehyclrogenasy).
Obsah laktosy ve vzorcich odpovidaljejimu mnoZstvi zji5tdnemu pomoci nami
piipraveneho biosenzoru. Rozdily pii stanoveni tehoi vzorku ob6ma rnetodami
jsou asi 2 g. dm t (tj 5. l0 r rrol. dm r) laktosy. U vzorkfr bileho .logurtu
a biokysu byla chyba stanoveni r,,viii. coi bylo ziejrnd spojeno s obtiTnou
piipravou vzorkt pro rndieni. ale i v tdchto piipadech lze biosenzor pouiit prc-r

velrni rychle orientacni stanoveni laktrts,v.
Analyza laktosy enzymovou elektroclou bi."la podstatni ry'chlc'jii (dobtr odez-

vy 5 s, doba ustarleni do nirsledujici analyzy clo,l rnin)a nevyZac'lolrrla zvlaitni
upravu vzorkti pied vlastnim stanovenim ve srovnani se zdlotrhar,or.r anal-vzou
setem fy Boehringer a pracnou piipriivu vzorki. ktcrir blll nezbvtrti prt'r
moZnost fotometricke detekcc' elrzynrove reakce. ( llro stanoveni oi'lstrhu laktosy
lze take pouZit volneho enzymu ftgalaktosiclasy v kornbinaci s bit)Sc-nrt)rrjll nu
stanoveni t>-glukosy..jako u7 bylo diive vvzkouieno I l] )
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Oepuenrnufi snelcrpoA AJIa onpeAeJren[fl JrarTo3bt

Pe: rove

Oeprraenrnrrfi 3ner(Tpoa ailg onpe.{eJleHltt ta(To3br 6H,r noaroros-neH ror,Ivo6u:rnrauuefi 6e-

:l-ra!'raxrocuAa3Lr, r;rroKocoor(cr,raa3H K KaraJIa3Ll Ha qacrI,IqHo rnaponu3r,tpoBansofi nauroHo-
3ot-t cerKe xosareHrHoil cscgefi s upncy.IlcrBr,tn ul,Irrore(cltru3oKl,IaHllAa ll rJlyrapaJlbaert4aa;
iocHTeJrb co cBr3aHHbrMn QepveHrauu 6rrrl QlrrcnponaH Ha noBepxnocrn (nctopoaHoro aereK-
:lrpa rrrna Klapxa.

floarorosreHHrrfi 6noceucop 6rrr oxaparrepr.r3oBaH cnequ@uuecrofi arrrsnocrrc nvo6n,rn-
i..sassofi 6era-ralaxcocuaagrr, o6.nacrrrc nuneapnofi 3aBr,rcl,rMocrI,t peaKuI{tt Qepueurnoro:rer-
:fo:a Ha xoHrreHTpaqrrc cy6crpara (l-20vrvro,r.aM-r), unuvofi xoHcraHrofi Mnxae,ruca
Arr,.pp.r :9,99.10-2uor.av-l) u cra6n,rrsocrlo B 3aBucrMocrlr or BpeMeHI,r I,I KoJ,'rl4qecrBa

--te-taHHbrx aHa,'rr3oB, aa,ree 6u.no npoBepeHo BJmtHne pH n revneparypbr peaKur4onHofi cutecu

:.1 BejIUqI{Hy peal(unll.
ilaxro:osrrfi 3neKTpoa 6ul ncnorugoBaH aJn onpeaeJreHlrr aoJrr,r JraxTo3br a nr6paunrrx

rlle.lxrx voloqnofi npoMbmlJleuHocrr. IloryveHHbre aaHHbre 6urlr nponepeHbr c noMorrrblo

:[ToMerpuqecxoro $epvrenrHoro Meroaa .[ac onpeAereHltt taKTo3bI I{ A-ranaxTo3br.

Enzyme electrode for the lactose determination

Summary

Enzyme electrode for the lactose determination has been prepared by co-immobilization o[
tgalactosidase, glucosidase and catalase on the partially hydrolyzed nylon net using the covalent
r.rnd at the presence ol both cyclohexyl isocyanide and glutaraldehyde. A carrier with bo ided
3nzlmes has been fixed on a surface of the Clark type oxygen sensor.

That biosensor has been characterized by specific activity of immobilized pgalactosidase, as well
.:,s by linear dependence of the enzyme electrode response on the substrate concentration
I 20 mmol dm-r), and by apparent Michaelis'constant (Kvrupp.r :9,99 .10-r mol . dm-r) and by

ihe stability in dependence on both the time and the number of analyses. Moreover, pH influence
:nd 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
rroducts. These values have been verified by means of photometric enzyme method which is used
xr the determination of lactose and o-galactose, as well.
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