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ABSTRACT

The aim of this work was focused on the determination of pesticides concentration in wa-
ter solution. Pesticides are indissoluble in aqueous solutions and impedance or voltamet-
ric/amperometric response of the pure water and water with pesticides is identical. There-
fore was necessary find a way how rapidly, effectively and economically measure the pes-
ticides concentration. One way is measurement of conductivity with electrochemical mi-
crosensors after enzymatic reaction.

1. UVOD

Prace se zabyva impedan¢nim chovanim mikroelektrod a jeho vyuziti pro méfeni koncent-
race pesticidil v roztoku vody. Pesticidy vykazuji hydrofobni chovani, a proto jsou ve vo-
d¢ témét nerozpustné. Nemohou proto ani ovlivnit impedancni chovani roztoku a méfeni
jejich koncentrace pomoci elektrochemickych mikrosenzort je pfimou cestou nemozné.

Resenim je vyuziti mikrobialnich enzymi haloalkan dehalogenazy (déle jen enzymy), kte-
ré $tépi vazbu uhlik-halogen v halogenovanych slouceninach a nahrazuji halovy prvek
hydroxylovou skupinou z vodni molekuly. Pro vSechna méteni byl pouzit 1-chlorhexan
CsHi3Cl (déle jen chlorhexan), jakoZto zastupce pesticidu.

2. ROZBOR

Pokud srovndme molarni hmotnost enzymu a chlorhexanu zjistime, Ze je zde rozdil o dva
rady. Pfiblizné stejny je pak rozdil obou molekul. Navic povrch dehalogenazy je také
velmi hydrofobni a molekuly chlorhexanu k sobé pfirozené ptitahuje. Povrch molekuly
enzymu spolu s pfitahovanym chlorhexanem je zndzornén na Obr. 1. Je zde patrny utvar
podobny kapse, ktery je zakoneny tunelem vylsténym na povrchu molekuly (oznaceno
Sipkami). Do néj je pravé vtahovana molekula chlorhexanu. Povrch kapsovitého ttvaru je
pokryt halogenid-stabilizujicimi rezidui Asn, Trp, Pro, His, Glu a dalSimi (v obrdzku zna-
zornéno Cervené a modie). Po pfilnuti molekuly chlorhexanu k povrchu pokrytému rezidui
se spousti slozitd chemicka reakce, ktera je obecné€ zndzornéna nize (1).

E+RX < E-RX < E-R‘ X < E‘-ROH-X" < E + X"+ ROH (1)

Na konci reakce vystupuje volny iont halového prvku, v naSem ptipadé€ chléru (na obrazku
znazornén zeleng), zbytek halogen-uhliku a nespotfebovany enzym, ktery zde funguje jako
katalyzator.



Diky volnym chloridovym ion-
tim se zvysi vodivost roztoku
a tuto zménu je mozné nameftit
pomoci vyrobeného elektro-
chemického mikrosenzoru. [1]

2.1. PRIPRAVA SENZORU

Jako senzor byla pouzita hie-
binkova elektroda, ktera byla
zhotovena z chemicky velmi
odolné platiny tlustovrstvou
technologii. Senzor je vyroben
na keramickém substratu me-
todou tlustych vrstev. Jednotli-
vé vrstvy byly nanaSeny na si-
totiskovém poloautomatu

Obrazek 1: Povrch enzymu haloalkan dehalogenazy.

v tomto sledu:

1. vodiva vrstva (piivody k elektrodam), Ag-Pd pasta: ESL9562G
2. elektrody, Pt pasta: ESL5545

3. dvojita kryci vrstva, dielektrickd pasta: ESL4901

Ve stejném sledu byly jednotlivé vrstvy postupné zasuSovany a vypalovany. Nakonec byl
keramicky substrat nafezan laserovou fezackou na jednotliva cidla. Povrch elektrod byl
poté galvanicky modifikovan platinou.

2.2. MERENi KONCENTRACE

Do roztoku pufru ohtfatého na teplotu 25°C byl za stidlého michani pfidavan roztok enzym-
fostatovy pufr-chlorhexan. Tyto roztoky byly postupné ptidavany v davkach o objemu 20 pl
avSak o rlznych koncentracich. V tomto roztoku byla provedena méfeni pomoci
pkonduktometru. Ten byl pfipojen pies USB rozhrani k PC a namétené hodnoty byly uklada-
ny do souborti. Do zadkladniho roztoku pufru byly pfidavany piidavky, takZe se koncentrace
enzymu v pufru postupné zvySovala a hodnota naméteného odporu postupné klesala. Po vy-
neseni namétenych hodnot do grafu byly ziskdny nésledujici priibéhy (Obr. 2). Jednotlivé
ktivky odpovidaji ptfidavkim vySe zminénych koncentraci, které¢ byly do roztoku postupné
pfidavany s ¢asovym odstupem péti minut.
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Obrazek 2: 1 Casové pritbéhy namérenych hodnot odporii v roztoku enzym-chlorhexan.



ptestoze jednotliva méteni vychéazela pokazdé z Cistého pufru, je mozné vidét jisty rozptyl
ve velikosti poklesu hodnoty odporu se zménou koncentrace. Ten je zplisoben narGstem
velikosti objemu méteného roztoku o jednotlivé piidavky. Celkovée se tedy zméni objem
z puvodnich 5 ml na 5,2 ml. Proto je nutné pted dalSim zpracovanim hodnot provést ko-
rekcei. Poté je mozné vynést prubéh rozdilu zmén odporu mezi ptidavkem bez chlorhexanu
a s chlorhexanem v zavislosti na koncentraci do grafu. Priibéh pro roztok chlorhexanu s
enzymem je zobrazen na Obr. 3.
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Obrazek 3: Zadvislost zmény odporu na koncentraci.

3. ZAVER
Meéfeni koncentrace pesticidll je v soucasné dobé mozna jen pomoci zdlouhavych labora-
tornich metod. Proto bylo méfeni provedeno novym zplisobem s vyuzitim spojeni mikro-

senzoru a enzymu haloalkan dehalogenédzy. Vysledky ukazuji pomérn€ dobrou citlivost s
limitem detekce na urovni ppm [3].
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