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BIOSENSOR AMPEROMETRIC PENTRU DETERMINAREA
COLINEI IN MEDII BIOLOGICE COMPLEXE

Carmela Negulescu®, A. Ciucu**, V. Magearu***

REZUMAT

S-a realizat un sensor enzimatic pentru colind, avand
la baza un sensor amperometric pentru oxigen, pe
suprafata caruia s-a fixat o membrana de dializa continand
colin-oxidaza (ChOx) imobilizata covalent. in scopul
imobilizarii enzimei pe suprafata membranelor de dializa
s-a folosit 2,4-diclor-6-metoxi triazina, un nou derivat al
clorurii de cianuril, care spre deosebire de alti derivati
monosubstituiti ai acesteia prezintd o serie de avantaje.
Timpul de masurare este de numai 15-20 sec. daca se
utilizeaza metoda cinetica si de circa un minut daca se
utilizeaza metoda starii stationare. Electrodul raspunde
liniar pe domeniul de concentratii cuprins intre 102 —
10* moli/l (metoda cinetica) si 5 x 10° — 10* moli/l (metoda
starii stationare).
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ABSTRACT
Amperometric Biosensor for Choline
Determination in Complex Biological Matrix
An enzymatic sensor for choline was constructed from
an oxygen amperometric sensor on whose surface a
dialysis membrane containing covalently immobilized
cholin-oxidase was set. Immobilization of enzyme on the
dialysis membrane surface was achieved with 2,4-dichloro-
6-mehtoxy-s-triazine, a derivative of cyanuric chloride,
which unlike others of its mono-substituted derivatives,
ensures some advantages. The time of measurements is
about 15-20 sec. for the kinetic method of the initial slope,
and about one minute for the steady-state method. The
sensor respond linearly to choline in the concentration
range 102 — 10* moles/l (kinetic method) and 5 x 10° —
10* moles/| (steady-state method).
Key words: amperometric, biosensor, choline, clinical

INTRODUCERE

Tendinta spre simplificarea si automatizarea metodelor
de analizd utilizate in laboratoarele chimice, clinice, precum
si in cele de monitorizare a mediului a condus la elaborarea
unor procedee electrometrice enzimatice de determinare a
colinei; dintre acestea metodele bazate pe electrozi enzimatici
sunt deseori utilizate in cadrul determindrilor mentionate
mai sus [5,6,8,9]. Acetilcolina este primul neurotransmititor
studiat, iar colina este un metabolit al acestuia. Determindrile
voltametrice a compusilor oxidabili din lichidele extracelulare
precum si determindrile in vivo ale unor astfel de compusi
(neurotransmitdtori) este un domeniu de mare interes clinic.
In prezenta lucrare se descrie o metoda electrometricd de
determinare a colinei, bazatd pe un electrod enzimatic, care
a fost obtinut prin fixarea pe suprafata unui sensor
amperometric pentru oxigen a unei membrane de dializa
continand colin-oxidaza (ChOx) imobilizatd covalent. Prin
introducerea sensorului enzimatic intr-o solutie de colina
aceasta difuzeaza spre suprafata electrodului unde are loc
reacfia catalizatd enzimatic:
coling +20,+ HO ——————»  betaini + 2H,0,

in urma acestei reactii are loc o scadere a concentratiei
de oxigen in pelicula de electrolit dintre sensorul de oxigen
si membrana de dializd ce confine enzima imobilizata.
Scaderea concentratiei de oxigen este direct proportionalda
cu concentratia de colind din solutiile probelor de analizat.
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EXPERIMENTAL

Reactivi si solutii

in cadrul determindrilor s-a folosit ChOx (EC 1.1.3.17)
din Alcaligenes sp. cu o activitate specificd de 225 Ul/mg
solid obtinuti de la Sigma Chem. Co., USA. Pentru prepararea
solutiilor diluate standard de colind s-a utilizat clorura de
colind (Sigma); acestea au fost preparate in solutie tampon
fosfat 50 mM, pH=8,0. In scopul imobilizirii enzimei s-au
folosit membrane de dializa tip C (Technicon Corp. Nr. 105
1058). Triclor triazina a fost obtinutid de la firma (Fluka).
Reactivii folositi au fost de puritate analiticd.

Prepararea membranelor enzimatice

in scopul realizirii electrodului enzimatic, ChOx a fost
imobilizat pe suprafata membranelor de dializd printr-o
metoda descrisa anterior [1,2], cu mentiunea ci in acest caz
s-a utilizat o solutie de ChOx concentratie proteica finald
1 mg/ml

Imobilizarea covalentd a colin oxidazei pe suprafata
membranelor de dializd, avand un diametru de 2,5 cm, a
avut la baza reactivul de cuplare 2,4-diclor-6-metoxi triazina,
care a fost sintetizat in laborator, plecénd de la triclor triazina.

Reactia de cuplare a fost ldsatd si decurga timp de 24 de
ore la temperatura camerei si pH 7.5. In final membranele
enzimatice au fost spilate de 4 ori, imp de 5 minute, cu cate
50 ml apa distilata si apoi de doud ori cu céte 50 ml de solutie
NaCl de concentratie 1 M.

** Prof. dr. Anton Ciucu, Catedra de Chimie Analiticd, Facultatea de Chimie, Universitatea din Bucuresti
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Membranele enzimatice astfel obtinute sunt utilizate la
constructia electrodului enzimatic. Ele pot fi pastrate in solutie
tampon, sau in stare uscatd la 4°C fird si-si piardd din
activitate, timp de citeva luni.

Activitatea enzimei imobilizate s-a determinat printr-un
procedeu electrometric descris in lucréri anterioare [3]. In
acest caz, electrodul de oxigen, fird membrand enzimatica,
este introdus in 6,0 ml amestec de reactie termostatat la 25°
C, contindnd tamponul si colina in concentratie optima (22,2
mM). In urma echilibririi electrodului, reactia este initiata
prin introducerea in amestecul de reactie a unei portiuni din
membrana activi. In conditiile determindrii activitatii
enzimatice a ChOx are loc o scidere a concentratiei de oxigen
in sistemul de determinare si se inregistreaza curentul in
functie de timp, obtindndu-se o variatie liniard. Calibrarea
electrodului pentru oxigen s-a realizeazat prin doud puncte,
unul corespunzitor punctului zero, realizat cu o solutie de
sulfit de sodiu 5% si altul corespunzator unei solutii de apa
distilatd saturati cu aer, la 25° C, care contine 8,18 mgO,/1
(71

inainte de a fi utilizate in constructia biosensorului
membranele enzimatice au fost testate repetat timp de 5
minute, la 25° C, in diferite solutii de determinare, pana cand
s-a obtinut o activitate enzimatici constanti. Asa cum rezultd
din figura 1 dupd 56 spaldri nu mai apare nici o scidere a
activititii enzimatice. Scaderea activititii enzimatice s-a datorat
desorbtiei unor cantititi de enzimi activi de pe suprafata
membranei de dializa. Activitatea enzimatica relativd a ChOx
a fost de 82-84%. Intre determindri membranele se spald cu
solutie tampon.
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Fig. 1. Efectul spdldrilor repetate asupra
activitdtii ChOx

Aparaturd

Schema sensorului enzimatic este prezentati in figura 2.
Aceasta consti dintr-un sensor amperometric pentru oxigen
(Yellow Springs Instruments Co.) care functioneazi pe
sistemul Au/Ag, polarizat la -0,8 V, previzut cu o membrand
de teflon permeabild pentru oxigen, pe suprafata caruia s-a
fixat cu ajutorul unor inele de cauciuc membrana enzimatica.
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'
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Fig. 2. Reprezentarea schematicd a biosen-
sorului pentru colind

Sensorul amperometric este previzut cu doi termistori
care permit compensarea efectelor temperaturii asupra
membranei si in acelagi timp urmdrirea continud a
temperaturii in interiorul celulei de reactie. Ca electrolit
intern s-a folosit KC1 0,5 M.

In figura 3, este redat montajul folosit pentru inregistrarea
semnalului analitic al sensorului.

Oxigenometru —— fnregistrator

-Electrod enzimatic

Tampon

—

./
Celuld termostatatd

Fig.3. Schema motajului folosit pentru inre-
gistrarea semnalului biosensorului

El consti din celuld de reactie termostatati, electrodul
enzimatic, oxigenometru (Yellow Springs Instruments Co),
care permite citirea directd a temperaturii si a concentratiei
de oxigen dizolvat in mg/1 si un inregistrator (Tacussel Type
EPL 1B), a cirui scali a fost calibrati in mg O,/1. Concentratia
oxigenului din solutiile probelor utilizatd in calcul a fost
exprimati in mmoli O,/1.

Procedeul de determinare

Determindrile s-au efectuat la o temperaturd de 25°C -
0,1°C realizatad cu ajutorul unui ultratermostat si la un pH =
8,0 mentinut constant cu ajutorul tamponului fosfat 50 mM.
De asemenea toate masuratorile s-au efectuat sub agitare
continuii si constanti, realizatd cu ajutorul unui agitator
magnetic. Dupi fiecare misurare, electrodul a fost spalat
prin introducerea lui in solutia tampon, iar intre determindri
el a fost pastrat in aceasi solutie tampon la 4°C.

Solutiile probelor aduse la volum constant de 10 ml, sunt
saturate cu oxigen, prin barbotare de oxigen timp de 2 minute,
Electrodul a fost echilibrat initial in solutia tampon, timp de
2 minute. In aceste conditii oxigenul la saturatie a fost
responsabil pentru curentul obtinut la timp t = 0; acest curent
constant a fost utilizat drept linie de baza.

Prin introducerea electrodului in solutiile probelar, are
loc oxidarea colinei prin intermediul ChOx din membrand,
ceea ce a condus la o scidere a concentratiei de oxigen din
jurul membranei de teflon, care s-a tradus printr-o scidere a
semnalului analitic, care a fost inregistrat grafic. Dupa
aproximativ 1 minut de la introducerea electrodului in solutiile
probelor s-a obtinut curentul stirii stationare.

Graficul de calibrare s-a obtinut prin doud metode si
anume: (i) prin metoda stirii stationare, in care s-a masurat
curentul corespunzitor acestei stiri, obtinut dupa 1 minut, a
ciirei valoare a fost exprimatii in mmoli O, consumati/1si (i)
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prin metoda pantei initiale, in care s-a calculat viteza initiald
a reactiei ca fiind panta dreptei la graficul i = f(t), la timpul
t = 0; toate vitezele iniiale au fost exprimate ca mmoli O,
consumati/ minut.

In cazul determinarii colinei din probe biologice (sénge),
electrodul a fost introdus in 9,0 ml solutie tampon fosfat 50
mM, pH=9,0, la care s-a addugat 1,0 ml din probele de sange.
Metoda amperometricd de determinarea a colinei din sange
avand la bazi electrodul enzimatic, a fost comparati in mod
direct cu procedeul spectrometric cel mai des folosit in
laboratoarele clinice [10]. In conditiile determindrii colinei
din singe a fost necesari deproteinizarea prealabili a probelor
care s-a realizat prin precipitare cu acid tricloracetic. In cazul
plasmei sau a serului metoda se poate aplica si fird
deproteinizarea prealabili a probelor.

Rezultate sgi discutii

in figura 4 sunt redate curbele tipice de rispuns ale
electrodului pentru colind. Dupa cum se observi din figurs,
semnalul obfinut scade cu impul pani in momentul obtinerii
unei stirii stationare. Viteza initiali este liniard si atinge o
valoare maximi in primele 15-20 sec., iar curentul stirii
stationare se obtine dupd aproximativ un minut. Timpul de
raspuns al sensorului depinde, dupa cum bine se stie [4], de
grosimea membranei, concentratia de enzimi si de substrat
de temperaturi.

!

80

40l ) }

0 40 60 80 100

Timp (min)

Fig.4. Curbele de rdspuns ale electrodului
pentru colind. Concentratiile solutiilor
de colind sunt: 10° M (A), 2,5 x 10° M
B) si 5 x 10° M (C).

Timpul de revenire al sensorului pentru o solutie de
colinid de concentratie de 5 x 103 moli/l este redat in figura
5. Pentru determinarea acestui parametru, sensorul a fost
introdus initial timp de 2 minute in solutia tampon fosfat
saturatd cu oxigen, dupa care in solutia probei timp de 5
minute, in final el fiind reintrodus in solutia initiald. Dupa
cum se observa din figurd, au fost necesare circa 2 minute
pentru a se ajunge la valoarea initiald a semnalului generat
de sensor. In cazul solutiilor mai diluate de colini, atat timpul
de raspuns cit si cel de revenire sunt mai mici, fapt
demonstrat si de alti autori [8,9].
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Fig.5. Timpul de revenire al electrodului pen-
tru o solutie de colind de concentratie
5x10°M

Figura 6, prezinti curba de calibrare pentru electrodu!
de colind, bazati pe viteza initiald care rezulti in perioada
primelor 15 secunde. Se prezinti de asemenea si curba de
calibrare bazatd pe curentul stiirii stationare. Fiecare punct
din grafic reprezinti o medie a trei determiniri.
Reproductibilitatea determinarilor a fost aproximativ 2% in
cazul masuratorilor de vitezd si mai micd decat 1% pentru
masuririle curentului stérii stationare.

In cazul in care in sistemnul de determinare sunt prezente
impuritati care interfer3 si care genereazi un curent de fond
mare, se preferd metoda vitezei initiale, deoarece curentul
de baza are un efect minim asupra masuririi vitezei. Metoda
starii stationare poate fi deasemenea utilizati cu succes, in
cazul in care, in paralel cu sensorul enzimatic se utlizeazi un
alt electrod, similar cu electrodul enzimatic, dar fari
membrand enzimaticd, rdspunsul acestuia din urmai fiind
scizut din cel al electrodului pentru colini, prin intermediul
unui amplificator diferential, sau al oricdrei alte tehnici de
scadere.
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Fig. 6. Curba de calibrare pentru colini. (x)
metoda curentului stérii stationare (axa
curentului mmoli O, consumati/1); (o)
metoda vitezei initiale de reactie (axa
vitezei mmoli O, consumati/minut)

Dupa cum se observd din figurd, sensorul enzimatic
prezintd un raspuns liniar pe domeniul de concentratii de
colind cuprins intre 10 — 7,5 x 10® moli/1 (curba stirii
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stationare) si respectiv 10 - 10 moli/1 (curba vitezei initiale).
Pentru concentratiile de colind mai mari de 102 M, raspunsul
electrodului a fost neliniar, fapt demonstrat i de alti autori
[8,9].

In tabelul 1, se prezinti comparativ valorile cantititilor
de colina obtinute din graficul de calibrare al electrodului
enzimatic (metoda vitezei initiale) cu cele adiugate in sistemul
de determinare dintr-o solutie standard de colinad de
concentratie 1 M. Eroarea medie procentuald a valorilor
obtinute din graficul de calibrare a fost de 2%.

Tab.1

Comparatie intre valorile cantititilor
de colind adidugate si cele obtinute
din curba de calibrare

o dependenta liniara.

Din cinetica enzimatica, se cunoaste ca temperatura are
2 efecte asupra vitezei de reactie. Astfel, initial are loc o
crestere a vitezei de reactie cu temperatura, care este in
acord cu legea lui Arrhenius, paAnd in momentul atingerii
unei viteze maxime, iar ulterior, peste temperatura
corespunzitoare acestei viteze, are loc o scadere a vitezei de
reactie datoratd trecerii enzimei din forma nativa in forma
denaturati. Graficul linear din figura 8, indicd faptul ci pe
domeniul ingust de temperaturd folosit nu a avut loc o
denaturare a ChOx i de asemenea ca
sensibilitatea metodei poate fi maritd dacid este
necesar, prin folosirea unor temperaturi mai mari
decat 25° C. Utilizarea unor temperaturi mai mari

Nr. | Colindadiugat |  Colind gasila Eroare Eroare medic sau mai mici decat 25° C, conduce ins la

mg/100 ml mg/100 ml (%) (%) modificarea concentratiel unuia dintre reactanti
1. 36 354 -1,6 si anume oxigenul. In cadrul determinrilor, s-
& Te 10 sid au ficut corectiile necesare pentru concentratia
i: :EE iﬁf,jﬁ ig oxigenului- din solutiile probelor la diff:ritc-.t
5 162 157,4 2.8 2.0 temperaturi. Prin folosirea unor temperaturi mai

S-a studiat efectul pH-ului asupra raspunsului electrodului
pe domeniul cuprins intre 6,5 si 9,0. Curba vitezei initiald -
pH pentru o solutie de colind de concentratie 5 x 10* moli/
1, este redati in figura 7. Din graficul respectiv se constati
ci ChOx imobilizate prezinti o activitate maximd in jurul
valorii de 8,0 (pentru metoda vitezei initiale), valoare identica
cu cea a enzimei solubile. In general profilul curbei pe
domeniul de pH utilizat este similar cu cel al curbei activitate-
pH pentru ChOx solubild. Se poate afirma deci, cd prin
imobilizare, enzima nu-si modificd stabilitatea fatd de pH si
nici valoarea pH-ului optim, datele fiind comparabile cu cele
existente in literatura de specialitate [8,9,4].
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Fig. 7. Efectul pH-ului asupra rdspunsului
electrodului pentru colind. (o) metoda
cinetica.

S-a studiat influenta temperaturii asupra raspunsului
electrodului pe domeniul cuprins intre 10-40°C, folosindu-se
in acest caz o solutie de colind de concentratie 5x10* moli/
1. Rezultatele obtinute sunt redate grafic in figura 8 din care
rezultd ci pe domeniul mentionat intre logaritmul raspunsului
electrodului (obtinut prin metoda cinetica) si 1/T (° K) exista

mari decat 25° C scade atat solubilitatea
oxigenului cit si stabilitatea in timp a ChOx si prin aceasta
se micsoreazd efectul generat de cresterea temperaturii.
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Fig.8. Efectul temperaturii asupra rdspun-
sului electrodului pentru colina.
Metoda cineticd.

S-a studiat deasemenea, stabilitatea electrodului enzimatic
atit pe parcursul folosirii lui repetate cat i in imp. In primul
caz, electrodul a fost introdus intr-o solutie de colind de
concentratie 5x10° moli/1 saturatd cu oxigen, timp de 3
minute, dupd care el a fost introdus in solutia tampon fosfat
saturatd cu oxigen, timp de alte 3 minute. Dupa cum se
observi din figura 9, in urma repetirii acestei operatii de 75
de ori, nu s-a constatat nici o scidere a valorii semnalului
analitic al sensorului, dupi care raspunsul acestuia incepe sd
scadi lent.
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Fig.9. Semnalul electrodului enzimatic in
conditiile folosirii repetate

in al doilea caz, s-a studiat rispunsul electrodului fata de
solutia de colind mentionata mai sus, cel putin o datid pe
sdptimand timp de mai multe luni, rezultatele obtinute fiind
redate grafic in figura 10. Din aceasta se observa ci electrodul
a prezentat un rispuns maxim si aproximativ constant timp
de 20-25 de zile, dupd care acesta incepe si se modifice
datoriti sciderii activititii ChOx imobilizate, ca rezultat al
denaturdrii lente, in timp a enzimei.
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poate afirma ci intre cele 2 metode existd o buna corelatie.

Tab.2 Rezultatele obtinute
prin analiza a 6 probe diferite
de singe din punctul de vedere
al concentratiei in colini
Nr Colin¥ (mg/100 ml)
crt. Spectrometric Electrometric
1 101 102
2 130 132
3 150 151
- 160 160
5 167 167
6 174 175

in continuare s-au studiat interferentele posibile in cadrul
metodei amperometrice in conditiile masurdrii concentratiei
de colind din probele de singe. In acest sens, dintr-o solutie
standard de colind de concentratie 1M, s-au addugat in
amestecul de reactie mentionat anterior volume cuprinse intre
1090 ml. In tabelul 3 sunt prezentate comparativ valorile
cantitatilor de colind obtinute in aceste conditii din graficul
de calibrare al electrodului enzimatic cu cele adiaugate din
solutiile standard in sistemul de determinare. Eroarea medie
procentuald obtinutd din graficul de calibare in conditiile
mentionate este aproximativ egald cu cea obtinuta in cazul
folosirii numai a solutiilor apoase de colind, ceea ce indicd
lipsa interferentelor in cadrul metodei elaborate.

Tab.3 Comparatie intre valorile
cantititilor de colind standard

adaugate si cele obtinute

din curba de calibrare in conditiile

unei probe de singe

Nr. | Colin (mg/100ml) | Colina (mg/100 ml) | Colini regisit
25 Crt. ad3ugati glhsitd (%)
1 0 70,0
= . i p 2 2 18 876 97,7
25 50 100 390 3 36 105,1 97,5
zile |4 54 122,7 97,6
5 90 157.5 97,2
Fig.10. Stabilitatea in timp a electrodului [6 108 1754 97,6
pentru colind

Totodatd, in urma acestor studii s-a constatat ci electrodul
pentru colind a prezentat o scidere de aproximativ 6% din
raspunsul maxim (metoda cineticd) prin pastrare mai mult
de 6 saptamani la 4°C. In aceasti perioadd s-au efectuat peste
30 de masuratori pe diferite probe de colini.

Interferente si specificitate

Colinoxidaza prezintd o mare specificitate de substrat si
de aceea numdrul interferentelor posibile in cadrul metodei
amperometrice prezentate este mult mai redus comparativ
cu cele care pot apidrea in cadrul altor metode chimice.
Colinoxidaza este inhibatd de urmatorii cationi: Cu®, Hg*,
Ag*, care pot interfera deci in raspunsul electrodului.

Analize pe probe reale

Continutul de colind din 6 probe diferite de singe
deproteinizat in prealabil a fost determinat comparativ prin
cele 2 metode, amperometrica si spectrometrica. Rezultate
obtinute sunt trecute in tabelul 2. Din examinarea datelor se

Pentru studierea prezentei sau absentei inhibitorilor i/
sau a activatorilor ChOx in solutiile probelor analizate la
sfarsitul fiecirei determiniri cu electrodul enzimatic, s-a
verificat calibrarea acestuia intr-un singur punct. In urma
acestor studii nu s-a constatat prezenta vreunui inhibitor sau
activator natural al enzimei.

CONCLUZII

Electrodul enzimatic realizat este selectiv pentru colina,
el putdnd fi utilizat in cadrul unei metode simple si directe
de misurare a colinei, selectivitatea lui permitand dozarea
acesteia in medii complexe. Timpul de masurare este de
numai 15 secunde (metoda cineticd) si de circa 1 minut
(metoda stirii stationare). Electrodul permite utilizarea
repetatd a colinoxidazei, precum si a solutiilor probelor,
deoarece in cadrul unei determiniri numai o portiune mica
din probd, si anume cea din jurul membranei este
descompusi. Pe parcursul testirii §i pastririi electrodului
pentru colini s-a constatat ci membranele enzimatice prezinta
o stabilitate mecanicd buni ele fiind rezistente la actiunea
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bacteriani. Electrodul a prezentat o scidere de aproximativ
6% din rispunsul maxim prin pstrare mai mult de 6 sdptimani
la 4°C. Comparativ cu alti electrozi similari acesta prezinta
avantajele: stabilitate si un timp de viatd mai mare,
posibilitatea regenerdrii lui rapide la un pret de cost redus
prin simpla inlocuire a membranei enzimatice. El poate fi
utilizat atit in cadrul analizelor unor probe discrete cat si in
flux continuu.
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