ENZYMOVE BIOSENSORY



BIOKATALYTICKE SENSORY - rekognikacni prvek
je enzym = bilkovina, ktera biokatalyticky preméni
urcity specificky substrdat na produkt.

V nejjednodussim pripadé lze popsat schématem:

. Ky X,
Enzym + Substrat—— Enzym-Substrat=— Enzym + Produkt
K1

Rychlost vzniku produktu podle rovnice Michaelise-Mentenove:

V .. J€ maximalni rychlost
V el S DFi saturaci substratem:

T KaH[S] | K= ket ko,




Pro enzymové sensory plati upravena rovnice
Michaelise-Mentenové:

| Rychlost v ni vystupuje jako méreny signdl
 Snaha udrzet koncentraci substratu mnohem
nizsi nez je K., protoze pak zavisi odezva
linearné na koncentraci substratu,

pro [S] < < K, a [S] v jmenovateli zanedbat
1 PFi imobilizaci enzymu v biosensorech dochazi
obvykle ke zméné K, , takze se da urcit jen
zddnliva hodnota.
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Typ biorekognikacni vrstvy

O purifikovany enzym

O biologicky material (bunky, tkanové rezy)

O jeden enzym nebo dva i vice, které spolu
kooperuji-katalyzuji ndsledné reakce
nebo recyklacni procesy



v'stanoveni substratu
v'stanoveni inhibitoru

v'stanoveni aktivity enzymi



Stanoveni substrata

ANALYT substrat imobilizovaného enzymu

PREVODNIK elektroda nebo opticky systém



Priklady stanoveni latek jako substrati
v" sacharidy

v alkoholy a fenoly
v kyseliny

v" aminokyseliny

v dusikaté latky

v purinové baze

v estery a amidy
v triglyceridy

v fosfolipidy

v penicilin




Sacharidy

GLUKOSA

Vyznam: v klinické biochemie

v potravinarstvi
Hodnoty. normdlni: 5 mM, patologické: az 50 mM
Lécba: inzulin

Pozadavky na biosensor:

rozsah: do 20 mM, limit detekce 0,1 mM
koncentrace glukosy v krvi neni stabilni, ale klesa
za hodinu az o 10%

stabilizace pomoci NaF a detergenti




6LUKOSA

Biorekognikacni vrstva
 glukosaoxidasa EC 1.1.3.4. Aspergillus niger
Penicillinum notatum
dimer se dvéma FAD kovalentné vdzany na podjednotky
16% glykosylovych zbytku
M. 160 kDa
specificka aktivita 200 U/mg (i vice, pomérné stabilni)
oxiduje pouze (-formu
 glukosodehydrogenasa EC 1.1.99.17, PQQ
Acinetobacter calcoaceticus
snadno prenadsi elektrony na mediatory (ferrocen)
mad vysokeé Cislo premény, poskytuje nejvyssi signdl
 pyranosaoxidasa = glukosa-2-oxidasa
nevyhoda: reaguje s dalSimi sacharidy




D-Glucose

projects right
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isomer

C. Ophardt, . 2002



GALAKTOSA

Q klinické biochemii
Galaktosemie: chybi galaktosa-1-fosfaturidyltransferasa
(enzym pro metabolismus galaktosy v détském veku -
-prijem, zastava rustu, mentalni redardace)

je potencidlné toxicka pri poruchdach odbouravani
hladina v séru: pod 0,25 mM

Biorekognikacni vrstva:

galaktosoxidasa EC 1.1.3.9, kuproprotein

ma afinitu k obéma anomerim




FRUKTOSA

Q potravinarsky prumysl (alternativni sladidlo)

Q klinicka biochemie intolerance fruktosy zpusobena
chybénim aldolasy, Stépici v jatrech fruktosa-1-fosfat.
Hromadici se fruktosa vede k inhibici fosfoglukomutasy
poruse premeény glykogenu na glukosu, coz se projevi
hypoglykemii po zatézi fruktosou.

Onemocnéni posSkozeni CNS, jater, porucha rustu,
_poskozeni ledvin

ReSeni: vynechani fruktosy a sacharosy ve strave




Biorekognikaéni vrstva
fruktosodehydrogenasa (mikrobidlniho ptvodu)
membranové vazany enzym prenasejici
elektrony na umélé akceptory
napr.ferrikyanid
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Vyznam:  potravinarstvi a cukrovarnictvi
(v cukrovce je obsah 15 az 25%)

Biorekognikacni vrstva:
je treba imobilizovat nékolik enzymu:
INVERTASA (EC 3.2.1.26) hydrolyza |

sacharosy na a-glukosu a fruktosu
MUTAROTASA (EC 5.1.3.3) urychluje

ustaveni rovnovahy mezi obéma anomery

glukosy (spontdlné - pomalu)
6LUKOSAOXIDASA (EC 1.1.3.4))

oxiduje 3-anomer glukosy za vzniku H,0,




LAKTOSA = MLECNY CUKR

B-D-galaktosyl-4-0-glukosa)

Lactose

CHz OH

i a

HH

OH . OH

V lidskem mléku: 0,3 az 0,6 mM
V kravském mléku: 0,25 az 0,28 mM
Analyza v potravindrstvi - urceni obsahu suseného
mléka v produktech.
Biorekognikaéni vrstva:
B-galaktosidasa (EC 3.2.1.23)
poskytuje oba monosacharidy
pak se pouzije jeden z nasledujicich:
galaktosoxidasa (EC 1.1.3.9)
nebo glukosaoxidasa (EC 1.1.3.4)




MALTOSA

Vyznam:  klinické biochemii pri stanoveni
aktivity a-amylasy (onemocnéni slinivky)

Biorekognikacni vrstva
a-glukesidasa (EC 3.2.1.20) z kvasinek
hydrolyza na dvé a-glukosy
mutarotasa (EC 5.1.3.3) z veprovych ledvin
preména a-glukosy na [3-glukosu
glukosaoxidasa (EC 1.1.3.4)
oxidace glukosy na kyselinu glukonovou
peroxid vodiku
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amylosa

spojeni glukosovych molekul
a-1,4 vazbami



Vyznam: stanoveni v obili, ryzi, bramborach

Biorekognikacni vrstva:
nejprve je nutné provést hydrolyzu
glukoamylasou (EC 3.2.1.3) exo-1,4-a-glukosidasa,
a-amylasu (EC 3.2.1.1), ktera produkuje maltosu +
dextriny (4 az 12 glukosovych jednotek)
a- glukosidasa (EC 3.2.1.20), ktera premeéni
maltosu na dvé glukosy (a)
mutarotasa (EC 5.1.3.3) katalyzuje premeéenu
a-glukosy na (-glukosu,
glukosaoxidasa (EC 1.1.3.4) oxiduje glukosu
za vzniku peroxidu vodiku a kyseliny glukonové
Problém:  velikost molekuly Skrobu
reaktoru




VITAMiN C kyselina askorbova

Vyznam:  stanoveni v potravindch, ovoci, v preparatech

Biorekognikacni vrstva:

askorbatoxidasa (EC 1.10.3.3) kuproprotein
oxiduje vitamin C na dehydroaskorbovou
kyselinu, vznika vsak jen voda, lze tedy
pouzit pouze kyslikovou elektrodu
vétsi citlivosti |ze dosahnout zpétnou
chemickou redukci vznikajici dehydroaskorbové
kyseliny napr. cysteinem
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Alkoholy a fenoly

ETHANOL - OH ‘

Vyznam: v alkoholickych nédpojich
klinicka praxe, pri kontrole ridicu
vhodné pouziti biosensoru, jsou snadno prenosné
pokusy mérit vydechovany vzduch- nadéjné
Biorekognikacni vrstva
alkoholoxidasa (EC 1.1.3.13) mikrobialni
(Pichia pastoris) spec. aktivita byva 40 U/mg




CHOLESTEROL

Vyznam:  klinicka praxe (uklada se ve sténach ceév)
pri kardiovaskularnich chorobach nejcastéjsi
pricina morbidity obyvatelstva (1/2 vsech dimrti)
3,5az5,2 mM (6,5 = 2, 7,4=4)
potravindrstvi

Biorekognikaéni vrstva:

Cholesteroloxidasa (EC 1.1.3.6) produkce peroxidu vodiku,
cholesterol volny, pokud je treba stanovit

formu
vazanou v esterech, pridava se navic
cholesterolesterhydrolasa (EC 3.1.1.13),
pak je vhodné pracovat v prostredi detergentu
(Triton X-100, deoxycholat) nebo v organickém
rozpoustédie.



CHOLIN

Vyznam:  Casto se méri pri studiu nervové funkce
Enzym: Cholinoxidasa (EC 1.1.3.17)
Alcaligenes sp.
produkuje betain a 2 molekuly peroxidu
vodiku
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FENOLY

Vyznam:

Enzymy:

stanoveni v prumyslovych odpadnich vodach
v nékterych potravindch (oleje)

prumyslové produkty

tyrosinasa (EC 1.14.18.1) fenoloxidasa nebo
polyfenoloxidasa, kuproprotein izolovany
Ze Zampionl, je mozné pouzit primo
tkanovy rez.

Pusobi na fenol, jednoduché substituované
fenoly, katechol, chlorfenoly.

Oxidace jde pres katechol na o-chinon,
ktery spontdlné polymeruje (tmavne)
lakasa (EC 1.10.3.2) izoluje se z houby
Polyporus versicolor, kuproprotein, pusobi
hlavné na hydrochinon a p-difenoly.



Karboxylové kyseliny a aminokyseliny

Kyselina mlécna (L-laktat)
kyselina jablecna

kyselina oxaloctova
kyselina mocova

kyselina isocitronova

aminokyseliny: lysin, kyselina glutamova
mastné kyseliny

kyselina siricita



KYSELINA MLECNA = L-LAKTAT

Vyznam:
0

OH
OH

Enzymy:

-v klinicke mediciné (koncentrace v séru

pro rozliSeni acidoz) norma: 2,7 mM

-ve sportovni mediciné ukazatel trénovanosti
(narust koncentrace nastava jako reakce

na zatez)

-v potravinarském primyslu - mlééné kvaseni
( v jogurtech a vinu).

laktdatoxidasa (EC 1.1.3.2) LOD z bakterie
Pedjiococcus, flavoprotein produkujici H,O,
cytochrom b, (EC 1.1.2.3) dehydrogenasa
izoluje se z kvasinek, akceptorem je
ferrikyanid a dalSi mediatory
laktatmonoxygenasa (EC 1.13.12.4)
produkce acetat+CO,, pouzivala se pred LOD



Pri mlééném kvaseni muze vznikat i
D-forma laktatu

Stanoveni se provdadi pomoci D-laktdtdehydrogenasy
(NAD*-dependetni)

Laktatdehydrogenasa (EC 1.1.1.27) ze svalu savcu
ma jako koenzym NAD*, pro analyzu biosensory
se prakticky nepouziva.



KYSELINA JABLECNA

Vyznam: stanoveni v ovoci, ve viné (hodnoceni kvality)

Enzym: malatdehydrogenasa (NAD*, EC 1.1.1.37)
Bacillus subtilis

Malat + NAD* » oxalacetat + NADH + H*



KYSELINA OXALOCTOVA

Vyznam:  klinicka biochemie, v mocCi pri hyperoxalurii
zvySené vylucovani kyseliny st’avelové v moci
(dedicné poruchy, nadbytek vitaminu C,
nedostatek vapniku)

Kyselina St'avelova v mocCi vznika z
10% z potravy
30% premeénou kyseliny askorbové
60% endogenni vznikla pri metabolismu
aminokyselin

Enzymy:  oxaldtoxidasa (EC 1.2.3.4)
katalyzuje reakci:

(COOH)Z + 02 . ZCOZ + HzOz




KYSELINA MOCOVA

Vyznam:  klinicka biochemie, hematologické poruchy,
dna (kyselina mocova se uklada v kloubech)
vseru 0,14 az 0,4 mM

Enzym: urikasa (EC 1.7.3.3) uratoxidasa, obsahuje Cu
oxiduje Kyselinu mocovou na allantoin
a peroxid vodiku
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kyselina mocova allantoin



KYSELINA ISOCITRONOVA

Vznika jako vedlejsi produkt pri fermentacni vyrobé
kyseliny citronove.

Enzym: isocitratdehydrogenasa (EC 1.1.1.42)
(NADP*)



AMINOKYSELINY

Vyznam:  je moZné stanovit jako sumu v potravinach
Enzym: oxidasa L-aminokyselin (EC 1.4.3.2)

pro L-aminokyseliny

oxidasa D-aminokyselin (EC 1.4.3.3)

pro D-aminokyseliny



LYSIN

Vyznam:  esencidlni, je pridavdn do krmnych smeési
Enzymy:  lysin-u-oxidasa (EC 1.4.3.14), dekarboxylujici
z Trichoderma viridae
lysindekarboxylasa (EC 4.1.1.18)
z Escherichia coli, Bacterium cadaveris
produkuje CO, a kadaverin, ktery lze stanovit
pomoci diaminoxidasy (EC 1.4.3.6) z hrachu

lysin-a-oxidasa
L-lysin + O , + H,O — 6-amino-2-oxohexanoat + NH ; + H,O,

lysin — kadaverin + CO ,
lysindekarboxylasa



KYSELINA GLUTAMOVA

Vyznam:  je soucdsti polévkovych koreni, sojové omacky.
Enzymy:  glutamdtoxidasa (EC 1.4.3.11) flavoprotein
produkuje z glutamdtu NH;, CO,, a-oxoglutarat
a peroxid vodiku.
glutamdtdehydrogenasa (L-glutamat: NAD(P)*
oxidoreduktasa(deaminujici) z jater)
méla uplatnéni driv pred objevem oxidasy .

L-glutamat +0,+H,O0 —— 2-oxoglutardt+ NH; + H,O,
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MASTNE KYSELINY

Vyznam:  kyselina olejova a palmitova se analyzuji
v krvi, v potravindch indikuji denaturaci
tukovych (olejovych) slozek

Enzymy:  acyl-CoA-syntasa v pritomnosti ATP a CoA
prevede mastnou kyselinu na prislusny
acyl-CoA, na ktery dcinkuje
acyl-CoA-oxidasa (EC 1.3.3.6),
oxidaci vznika dvojnd vazba a soucasné
se produkuje peroxid vodiku
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KYSELINA SIRICITA

Vyznam:  obsah se stanovuje ve viné
Enzym: sulfitoxidasa (EC 1.8.3.1) oxidaci vznika
peroxid vodiku

Nékteré dalSi anorganické kyseliny lze stanovit
na principu detekce inhibitord (viz ddle).

..... sulfitoxidasa
siricitan + O, + H,O——  siran + H,0,



Dusikaté slou ¢eniny

mocovina

aminy a polyaminy
kreatin a kreatinin
purinové base



MOCOVINA

Vyznam:  -klinicka biochemie
indikator funkce ledvin norma: 3,6 az 9 mM
-zemeédeélstvi: stanoveni krmné davky
na zdkladé znalosti koncentrace mocoviny
v kravském mléku

Enzym: ureasa (EC 3.5.1.5) absolutné specificka
katalyzuje:

ureasa

HzN‘CO‘NHZ + Hzo + Z2H* —— COZ + 2NH4*

potenciometrie
konduktometrie



AMINY A POLYAMINY

Vyznam:  kadaverin a putrescin = diaminy, které vznikaji
pusobenim mikroorganismu na potraviny
bilkovinného slozeni (syry, maso, ovoce, sojova
omacka, pivo, vino), indikator Cerstvosti
potravin
klinicka biochemie -histamin (alergicka reakce)
polyaminy (spermin a spermidin) indikatory
nékterych karcinomu

Enzymy:  aminoxidasa (EC 1.4.3.6), AO
polyaminy (EC 1.5.3.11), PAO
katalyzuji:

AO, PAO
RCHzNHZ + Oz + Hzo » RCHO + HzOz + NH3




KREATIN A KREATININ

Vyznam:  klinicka biochemie, posouzeni funkce ledvin

kreatinin N-methylhydantoin

E; kreatininiminohydrolasa (EC 3.5.4.21)
potenciometrie



kreatinin kreatin
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E, = kreatininamidohydrolasa
H—N—C—COO-
(EC 3.5.2.10) CIZH H, sarkosin
E; . kreatinamidinohydrolasa i E
(EC 3.5.3.3) l !

Formaldehyd, glycin

E, = ?éxzkc;sg\o;lf;lm peroxidova elektroda



PURINOVE BAZE

Vyznam:  slouzi v Japonsku jako indikator cerstvosti
rybiho masa. Pri kazeni masa probiha
hydrolyticky rozklad ATP, nakonec se oxiduje
az na kyselinu mocovou.

Nastdvaji zmeény kvality a chuti masa.

Enzymy: Byl vyvinut ctyrkandlovy biosensor:

1) Xantinoxidasa (EC 1.2.3.2) (XOD)

2) XOD + Nukleosidfosforylasa (EC 2.4.2.1)
3) jako 2 + 5°Nukleotidasa (EC 3.1.3.5)

4) jako 3 + AMP deaminasa (EC 3.5.4.6)



PRINCIP BIOSENSORU

ATP
ATPasa
ADP+ P,
Myokinasa Kyselina mocova
AMP+ P; xantinoxidasa
deaminasa .
IMP + NH, xanthin |
5° Nukleotidasa xantinoxidasa
Inosin + P, }Hypoxantin +ribosa-1-P;

Nukleosidfosforylasa



Postupné se uréi hladiny vSech metabolitu v tkani.
Navic se dopocita obsah ATP/ADP

(vychozi mnozstvi je konstantni a zname).

Vypocita se procentualni podil xanthinu a hypoxanthinu
k sumé vSech metabolitl - tzv. faktor Eerstvosti K
Podle velikosti se pak maso klasifikuje jako:

Velmi cerstve K je mensi jak 10%
Cerstvé K je mensi jak 40%
Kazici se K je vétsi jak 40%



Estery a amidy

Acetylcholin
Fosfolipidy
Triglyceridy
Glycerol
Penicilin



CH, 0

ACETYLCHOLIN e fomsocon

kation acetylcholinm

Vyznam:  slouZi jako mediator prenosu vzruchu
v nervové soustave

Enzymy:  acetylcholinesterasa (EC 3.1.1.7)
z krvinek nebo elektrického Ghore AChE
Stépi na kyselinu octovou a cholin
(Ize spojit s pH sensorem)
cholinoxidasa (EC 1.1.3.17 ChOD)

stanoveni cholinu, produkuje 2 molekuly H,O,
Arthrobacter globiformis

HC—OH COO-

2 CH
‘ /CH3 ‘ +/ 3
! o C—N—CH
C—N—CH O PP TN
o New 2 on, Y0,

cholin betain



FOSFOLIPIDY

Vyznam: v krevni plazmé 2,5 az 3 mM,
hlavné fosfatidylcholin

Enzym: po hydrolyze fosfolipasou (EC 3.1.4.4)
vznikly cholin se stanovi pomoci ChOD
cholinoxidasa (EC 1.1.3.17 )



TRIGLYCERIDY

Vyznam:

Enzymy:

klinicka biochemie: vyskytuji se v seru:
normalné: 0,35 az 1,7 mM,

vyssi hodnoty: hyperlipidemie

lipasa (EC 3.1.1.3) hydrolyza triglyceridu
na mastné kyseliny a glycerol, ktery
|ze stanovit:

1) glyceroldehydrogenasa (EC 1.1.1.6),
oxidaci se produkuje NADH

2) glycerol se prevede pomoci
glycerolkinasy (EC 2.7.1.30)

na glycerolfosfat,ktery se katalyticky
premeénuje pomoci glycerolfosfdatoxidasy



PENICILIN

Vyznam:  je biosensory stanovovan béhem fermentacni
vyroby.

Enzymy:  dva enzymy:
B-laktamasa (Penicilinasa) (EC 3.5.2.6)
penicilinamidasa (EC 3.5.1.11)
oba se spojuji s pH sensory



Stanoveni penicilinu

S

RCO—y CH,
g

N 3

¢ COOH

RCONH S.__CH,
AL
~COOH
penmﬂwn \\\\\
Typ penicilinu:
(R=): H N
6..C,HCH,-
V..CHOCH-
~—N
O

O
Peniciloinova

kyselina

+ R-COOH



