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Abstract

Determination of glucose is based on electrochdndietection of products originated from
reaction of glucose with enzyme glucose oxidasex)GDetermination of sucrose follows the
same procedure after its hydrolysis to mixture lotdse and fructose. The flow system
consisted of two channel peristaltic pump, batstp| and detector with porous graphite as
working electrode. The agent (solution of GOx) wgscted into flow of sample. Interferents
(e.g. ascorbic acid) have no effect on determinatjost increase background current.
Optimum conditions are: 0.1 M phosphate buffer pB, Tinear range of glucose (sucrose)
concentration 10 az 1¢ M, enzyme solution 5 units/ml, working potential. 80 V (vs.
Ag/AgCl/sat.KCl).
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Uvod

Pro stanoveni koncentrace glukdzy ve vzorcich@atgEi matrici s&asto pouzivaji postupy
zaloZzené na jeji oxidaci, tj.nizné varianty oxidimetrickych a coulometrickych ditf a
amperometrié>® Glukéza vyZaduje po#mné energickou oxidaci, tj. pouZiti silnych
oxidatnich ¢inidel nebo relativé vysokého pracovniho nép pri oxidaci elektrochemické.
Pritomnost jinych oxidovatelnych latek ve vzorkuuze proto pedstavovat vaznou
komplikaci stanoveni. Z tohotoidodu je zvladt ve slozZitych matricich (krev a jin€lni
tekutiny, napoje a potraviny) stale vice pouZivaremimé stanoveni zaloZzené naieni
produkt: reakce glukézy s vhodnym enzyménkterym je v naprostéstsing pripadi (i kdyz

ne vyhradl) glukéza oxidaza® Enzym reaguje prakticky pouze s jednim polohovym
izomerem glukdzy, coz umodje vysokou selektivitu stanoveni - ovSem pouzeupoke
poddi zajistit vysokou selektivitu ipp méieni koncentrace produkreakce enzymu. Peroxid
vodiku se ve vzorcich obvykle nevyskytuje, a pmof@e pochazet pouze z oxidace glukozy. |
kdy? jej Ize stanovitirznymi metodamf, v&tsi vyznam ma pouze amperometrie. Obvykle je
oxidovan na elementarni kyslik, oxidace ale prolpifh&elativreé vysokém nagti, pii kterém
mohou byt oxidovany i jiné oxidovatelné latky, nakyselina askorbova. Redukce peroxidu
na vodu je sice pakud selektivijsi, je ale komplikovana vysokym zapornyneptim.
Enzym je obvykle ukotven spolu s pomocnynidlem (mediatorem) idmo na povrchu
elektrody. Tento tzv. glukbzovy biosenzor je dniesc& vyuzivan pedevsim fi stanovovani
hladiny glukézy v krvi diabetik.

V této praci je navrzen jednoduchyufmkovy systém pro afasna stanoveni glukézy a
sacharozy fedevsim v potravinach, ktery nevyZaduje vyrobudmasru, neniiflis citlivy na
pritomnost rusicich elektroaktivnich latek a byl imatan z relativa dostupnych komponent.

Experimentalni ¢ast

Aparatura (viz obr. 1) byla sestavena z dvoukaréiovperistaltickéh@erpadla (MS CA-
2/860C, Ismatec, Svycarsko;aprk 1 ml/min), davkovaciho ventilu (Davkovaci artally
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ventil smykovy C, Ecom s.r.0. Praha) se stkgu 0 objemu 5Qu, reakéni teflonové haaky

o paméru 0,5 mm a délce 50 cm atpskového detektoru Eca cell 353b (Istran Bratisjava
Slovensko) fipojeného k pistroji Polarographic analyzer PA 4 (Laboratortisfoje Praha;
pristroj umoZuje nastavitiznou velikost tlumeni signalu a tim do Zné miry potlait vliv
proudovych oscilaci vytiénych peristaltickymcerpadlem). Ritokova cela ma v seéb
zabudovan drzak porézni pracovni elektrody, retafeargentchloridovou a pomocnou
platinovou elektrodu. Pouzita byla pracovni ele#&roE53C, kterd je twena vodivym
prstencem vypknym uhlikovou ,drti“.

peristaltické reakeni
¢erpadlo civka  detektor

VZOrek —pm — W\, O—»odpad

nosny proud —

davkovaci ventil Cinidlo
odpad odpad
Obr. 1. Schema aparatury.

K nastavovani a kontrole pH roziokyl pouzit Laboratorni digitalni pH-metr Gryf 107
(Laboratorni pistroje Gryf, Havl¢kav Brod).

Chemikalie

Pfi méfenich byl pouzivan enzym Glucose oxidase (Sigmaiekil o aktivie 234900
jednotek/g (katalogéislo G-7141) a 6000 jednotek/g (G-6766). Ostatminukalie byly p.a.
Cistoty od vyrobé@ Lachema Neratovice a Lachema Brno. Argon a kyslikkovych lahvich
byly od firmy Linde Technoplyn. Pouzita demineraliand voda s vodivosti pod iS/cm
pochazela zifstroje Demiva 5 roi (Watek s.r.o, Letead Sazavou).

Priprava fosfatového pufru (pH 7,0): 15,6 g N&ay.2H,O bylo rozpu&tno v 900 ml vody,
pH tohoto roztoku bylo upraveno 10 % roztokem Na@H7,0 a objem roztoku byl dogim
na 1000 ml.

Priprava vzork a standard

VSechny promstované roztoky byly fipravovany rozpughim resp. gedinim fosfatovym
pufrem. Cerst pripraveny roztok glukozy je nutné nechatdbdelsi dobu stat (az 1 den)
nebo jej kratkodob zatrat k varu (gkolik minut na vodni lazni), aby se ustalila rovaba
mezi fiznymi formami glukdzy (enzym reaguje pouzgB-glukopyrandzou).

Pred stanovenim sachardzy je nutné provést v jednodilypvzorku inverzi sachardzy na
glukézu a fruktozu. Inverze sachar6zy: 1 ml kon€lHa kazdych 10 ml roztoku, z@h na
max. 70°C po dobu max. 10 minut, ochladiidpt cca 10 ml fosfatového pufru, upravit pH
roztokem 10 % NaOH na 7,0 a doplnit v aalrmé baice fosfatovym pufrem.ied analyzou je
tento roztok dale vhodmaeden fosfatovym pufrem.

Optimalni koncentrace glukézy v préfovanych roztocich je cca t0az 5.1G molll,
optimalni koncentrace roztoku GOx je 5 jednotekknzyhodnoceni riéeni je vhodné pouzit
kalibracni graf. Koncentrace glukozy se zjisti z rozdilgnsii neinvertovaného a
invertovaného podilu vzorku.

Roztoky, které nejsodiré, je nutné fed davkovanim do FIA systéemuefiltrovat, jinak
dochéazi k ucpavani detektoru.
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Mereni praktickych vzork

Glukéza a sacharéza byly stanoveny v napojich @mda; Sprite a Jahlay napoj Toma a v
Horském medu JSG.i€d analyzou byly vzorky napojodplyrény na ultrazvukové lazni.
Coca-Cola a Sprite obsahovaliijizné stejné koncentrace obou ciikrcca 21 g/l glukézy a
cca 65 g/l sacharézy. Jabhyy napoj Toma obsahoval 6,1 g/l glukézy a 16,7sghardzy.
Vitamin C, obsazeny v napoji, mé&azvedal zakladni linii, ale neruSil stanoveni. Hgrsed
JSG obsahoval 26 % glukozy a 4,0 % sacharozy.

Vysledky a diskuse

Pritokovy systém

NejvhodrgjSim se ukazal byt ptokovy systém tvieny dwma proudy. Jeden prochazi
davkovaci smikou, kterd davkuje do proudiistého pufru zonu GOXx rozpége v tomtéz
pufru. Tento proud je ve vhodné vzdalenogtédodetektorem smichavan s druhym proudem,
tvorenym vhodd naredénym a pufrovanym vzorkem. Detektorem tedy protélzrek
obsahujici z6nu GOx. Tato zOna se na zaznamu prpjem, jehoZz vySka je ma
koncentraci glukézy. Oxidovatelné latky ve vzorkey3uji Uroveér proudového pozadi, ale
obvykle nerusi vlastni stanoveni.

Porézni elektrody tihy postupnym ucpavanim. Jako vhodné protitgyatzabraujici ucpani
elektrody se ukazalo uchovavani elektrody na syplouproplachnuti destilovanou vodou)
resp. v 15 % methanolu. Ucpanou elektrodu bylo rdadinovit v¢isténim v ultrazvukoveé
lazni.

Vliv pH a zéakladniho elektrolytu

Velky vliv na aktivitu enzymu a tim i na citlivostanoveni ma pH roztoku. Vyrobce udava
aktivitu enzymu g pH 5,1. Jako nejvhod§si se ale ukazalo pHiplizn¢ 7,0 (fosfatovy pufr
0,1 mol/l). Naopak, H pH 4,7 (acetatovy pufr) byla odezva asi 4x mem&Z v pufru
fosfatovém. B jemngjSim prongieni v rozsahu pH 6,4 az 7,7 byl maximalni signgkam i
hodnot pH 7,5. Vzhledem k citlivosti signalu na kolisg byl pouzivan fosfatovy pufr o
pH 7,0, tj. o pH blizkém maximalni tlumivé kap&cgufru (pokles citlivosti ve srovnani s
maximem byl necelych 20 %).

Polarizacni napeti

Problém, ktery se nepoaiila vyieSit, fedstavuje powrné vysoké napti potrebné na oxidaci
peroxidu vodiku (fipadré redukované formy enzymu), a to zviSha uhlikovych
elektrodach. Signal se objevuje aZz v oblasti, kd&inA rozklad elektrolytu. PouZivané
pracovni nagti (+1,00 V) je kompromis mezi dostate velkym signalem oxidace 4, a
prijatelné vysokym proudem pozadi.
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Obr. 2. Zavislost velikosti signalu na vkladaném iipm fosfatovy pufr;e 10° M glukéza
ve fosfatovém pufru.

Vliv kysliku

U roztoki neobsahujicich kyslik by neinvznikat HO,, tzn. Ze detektor by nethreagovat
na davkovani enzymu. V rozporu s timttegipokladem byl ziskan prakticky st&jmelky
signal pro roztoky bez kysliku (vybublané argonesy, vzdusnym kyslikem i nasycené
(probublané) kyslikem z tlakové lahve. To vzbuzupelezeni, Ze mifeny proud je zfisoben
nejen oxidaci KO, ale pravdpodobre i pfimou oxidaci redukované formy enzymu. Tomu by
mohlo naswdcovat i to, Ze samotny enzym (tj. bez glukdzy) déigmal odpovidajici roztoku
glukdzy o koncentraciijblizng 10° mol/l.

Stabilita signalu

Kratkodol# (desitky po sab jdoucich nagika) Ize signal povazovat za téimkonstantni.
Dlouhodol& Ize u nové elektrody sledovat postupné zvySovéhvasti, které po gkolika

dnech dosahne svého maxima a pakneapomalu klesat. VyraZj$i vliv m& postupné
ucpavani porézni elektrody a ofsiiovani hadiek peristaltickéhd@erpadla, které Zysobuji

snizovani pitoku roztoku detektorem.

DalSi parametry

Z dalSich experimefitvyplynulo, Ze za danych podminek qfok kazdou ¥tvi 1,0 ml za
minutu, vnitni praimér hadtek 0,5 mm) je nejvhodisi koncentrace roztoku enzymu
priblizné 5 jednotek/ml a délka re&ki smyky priblizné 50 cm.

Roztok enzymu v pufru, pokud byl uchovavan v chlaoylo moZzné pouzivat po dobu az
jednoho ngsice. Pouzivan byl i roztokiipraveny z méa kvalitniho preparatu GOx -&t8i
obsah balastnich latek se na signalu praktickkmgprojevil.

Interference

Pri vysokém pracovnim n&f jsou oxidovany i dalSi elektrochemicky aktivatky piitomnée
ve vzorku. Nej¢tSi vyznam v tomto smyslu ma kyselina askorbov&nb piitomna v
napojich a potravinach. Jejfipmnost se projevuje zvySenym proudem pozadiyvgdiu
piku, ktera odpovida koncentraci glukozy, nealije. Krone toho ji Ize pondrné jednoduse
odstranit ponechanim roztoku vzorku v pufru na hdunebo probublavanim roztoku
kyslikem.
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Inverze je obvykle provama v silré kyselém progedi (HCI) za zvySené teploty. Vzhledem k
vlastnostem pouzivanéhotgmbu detekce je nutné pH roztoku po inverzi upnagihodnotu
co nejbliz8i 7,0. B peclivém provedeni se kalibkai zavislost pro glukbézu a sachardzu
prakticky neliSi. B vyhodnoceni je nutné si &domit, Ze signal roztokuipd inverzi
odpovida glukéze a signél roztoku po inverzi 8 glukozy a sacharozy.

Zavér

Stanoveni glukozy ,obracenou” FIAtipkteré je davkovancainidlo do proudu vzorku,
snizuje spdebu drahéhctinidla a umo#uje stanoveni glukbézy a sachardzy ¥Ztych
materialech (napoje, potraviny) i ¥ifpmnosti pordrné vysokych koncentraci interferujicich
latek. Aparatura je jednoducha a sestavitelnaativet snadno dostupnych dil

Podékovani
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