
ENZYMOVENZYMOVÉÉ BIOSENSORYBIOSENSORY



BIOKATALYTICKÉ SENSORY – rekognikační prvek
je enzym = bílkovina, která biokatalyticky přemění
určitý specifický substrát na produkt.
V nejjednodušším případě lze popsat schématem:

Enzym + Substrát Enzym-Substrát Enzym + Produkt  
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Rychlost vzniku produktu podle rovnice Rychlost vzniku produktu podle rovnice MichaeliseMichaelise--MentenovMentenovéé::
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VVmaxmax je maximje maximáálnlníí rychlost rychlost 
ppřři saturaci substri saturaci substráátem:tem:
KK mm = (k= (k--11+ k+ k22)/k)/k11



Pro enzymovPro enzymovéé sensory platsensory platíí upravenupravenáá rovnicerovnice
MichaeliseMichaelise--MentenovMentenovéé::

�� Rychlost v nRychlost v níí vystupuje jako mvystupuje jako měřěřený signený signááll
�� Snaha udrSnaha udržžet koncentraci substret koncentraci substráátu mnohem tu mnohem 

ninižžšíší nenežž je Kje Kmm, proto, protožže pak ze pak záávisvisíí odezvaodezva
linelineáárnrněě na koncentraci substrna koncentraci substráátu,tu,
pro pro [S]       K[S]       Km m a [S]a [S] v jmenovateliv jmenovateli zanedbatzanedbat

�� PPřři imobilizaci enzymi imobilizaci enzymůů v v biosensorechbiosensorech dochdocháázzíí
obvykle ke zmobvykle ke změěnněě KKmm, tak, takžže se de se dáá ururččit jenit jen
zdzdáánlivnliváá hodnota.hodnota.
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Typ biorekognikační vrstvy

�� purifikovaný enzympurifikovaný enzym
�� biologický materibiologický materiáál (bul (buňňky, tkky, tkááňňovovéé řřezy)ezy)
�� jeden enzym nebo dva i vjeden enzym nebo dva i vííce, kterce, kteréé spolu spolu 

kooperujkooperujíí--katalyzujkatalyzujíí nnááslednslednéé reakce reakce 
nebo recyklanebo recyklaččnníí procesyprocesy



�stanovení substrátů

�stanovení inhibitorů

�stanovení aktivity enzymů



Stanovení substrátů

ANALYT ANALYT substrsubstráát imobilizovant imobilizovanéého enzymho enzymůů

PPŘŘEVODNEVODNÍÍK  K  elektroda nebo optický systelektroda nebo optický systéémm



Příklady stanovení látek jako substrátů
� sacharidy
� alkoholy a fenoly
� kyseliny
� aminokyseliny
� dusíkaté látky
� purinové báze
� estery a amidy
� triglyceridy
� fosfolipidy
� penicilin



GLUKOSAGLUKOSA
Význam:Význam: v klinickv klinickéé biochemiebiochemie

v potravinv potravináářřstvstvíí
Hodnoty.Hodnoty. normnormáálnlníí: 5 mM, patologick: 5 mM, patologickéé: a: ažž 50 mM50 mM
LLééččba:ba: inzulininzulin

PoPožžadavky na biosensor:adavky na biosensor:
rozsah:rozsah: do 20 mM, limit detekce 0,1 mMdo 20 mM, limit detekce 0,1 mM
koncentrace glukosy v krvi nenkoncentrace glukosy v krvi neníí stabilnstabilníí, ale kles, ale klesáá
za hodinu aza hodinu ažž o 10% o 10% 
stabilizace pomocstabilizace pomocíí NaFNaF a detergenta detergentůů

Sacharidy



GLUKOSAGLUKOSA

Biorekognikační vrstva
� glukosaoxidasa EC 1.1.3.4. Aspergillus niger

Penicillinum notatum
dimer se dvěma FAD kovalentně vázaný na podjednotky
16% glykosylových zbytků
Mr 160 kDa
specifická aktivita 200 U/mg (i více, poměrně stabilní)
oxiduje pouze ββββ-formu

� glukosodehydrogenasa EC 1.1.99.17, PQQ
Acinetobacter calcoaceticus

snadno přenáší elektrony na mediátory (ferrocen)
má vysoké číslo přeměny, poskytuje nejvyšší signál

� pyranosaoxidasa = glukosa-2-oxidasa
nevýhoda: reaguje s dalšími sacharidy





GALAKTOSAGALAKTOSA

�� klinickklinickéé biochemiibiochemii
Galaktosemie: chybchybíí galaktosagalaktosa--11--fosffosfááturidyltransferasaturidyltransferasa
(enzym pro metabolismus galaktosy v d(enzym pro metabolismus galaktosy v děětsktskéém vm věěku ku ––
--prprůůjem, zjem, záástava rstava růůstu, mentstu, mentáálnlníí redardaceredardace))
je potencije potenciáálnlněě toxicktoxickáá ppřři poruchi porucháách odbourch odbouráávváánníí
hladina v shladina v sééru: pod 0,25 mMru: pod 0,25 mM
Biorekognikační vrstva:
galaktosoxidasa EC 1.1.3.9, EC 1.1.3.9, kuproproteinkuproprotein
mmáá afinitu k obafinitu k oběěma ma anomeranomerůůmm



FRUKTOSAFRUKTOSA

�� potravinpotravináářřský prský průůmysl (alternativnmysl (alternativníí sladidlo)sladidlo)
�� klinickklinickáá biochemie intolerance fruktosy zpbiochemie intolerance fruktosy způůsobensobenáá

chybchyběěnníím m aldolasyaldolasy, , ššttěěppííccíí v jv jáátrech fruktosatrech fruktosa--11--fosffosfáát.t.
HromadHromadííccíí se fruktosa vede k inhibici se fruktosa vede k inhibici fosfoglukomutasyfosfoglukomutasy
poruporušše pe přřememěěny glykogenu na glukosu, cony glykogenu na glukosu, cožž se projevse projevíí
hypoglykemihypoglykemiíí po zpo zááttěžěži fruktosou. i fruktosou. 
OnemocnOnemocněěnníí popošškozenkozeníí CNS,jater, porucha rCNS,jater, porucha růůstu, stu, 
popošškozenkozeníí ledvinledvin

ŘŘeeššeneníí:: vynechvynecháánníí fruktosy a sacharosy ve stravfruktosy a sacharosy ve stravěě



BiorekognikaBiorekognikaččnníí vrstvavrstva
fruktosodehydrogenasafruktosodehydrogenasa (mikrobi(mikrobiáálnlníího pho půůvodu)vodu)
membrmembráánovnověě vváázaný enzym pzaný enzym přřenenášášejejííccíí
elektrony na umelektrony na uměělléé akceptory akceptory 
napnapřř..ferrikyanidferrikyanid



SACHAROSASACHAROSA

Význam:Význam: potravinpotravináářřstvstvíí a cukrovarnictva cukrovarnictvíí
(v cukrovce je obsah 15 a(v cukrovce je obsah 15 ažž 25%)25%)

Biorekognikační vrstva:
je tje třřeba imobilizovat neba imobilizovat něěkolik enzymkolik enzymůů::
INVERTASAINVERTASA (EC 3.2.1.26) hydrolýza(EC 3.2.1.26) hydrolýza

sacharosy na sacharosy na αααααααα--glukosu a fruktosuglukosu a fruktosu
MUTAROTASAMUTAROTASA (EC 5.1.3.3) urychluje(EC 5.1.3.3) urychluje

ustavenustaveníí rovnovrovnovááhy mezi obhy mezi oběěma ma anomeryanomery
glukosy (glukosy (spontspontáálnlněě –– pomalu)pomalu)

GLUKOSAOXIDASA GLUKOSAOXIDASA (EC 1.1.3.4.)(EC 1.1.3.4.)
oxiduje oxiduje ββββββββ--anomeranomer glukosy za vzniku Hglukosy za vzniku H22OO22



LAKTOSALAKTOSA = ML= MLÉÉČČNÝ CUKRNÝ CUKR
ββββββββ--DD--galaktosylgalaktosyl--44--OO--glukosa)glukosa)

V lidskV lidskéém mlm mlééku: 0,3 aku: 0,3 ažž 0,6 mM0,6 mM
V kravskV kravskéém mlm mlééku: 0,25 aku: 0,25 ažž 0,28 mM0,28 mM
Analýza v potravinAnalýza v potravináářřstvstvíí –– ururččeneníí obsahu suobsahu suššenenééhoho
mlmlééka v produktech.ka v produktech.
BiorekognikaBiorekognikaččnníí vrstva:vrstva:
ββββββββ--galaktosidasagalaktosidasa (EC 3.2.1.23)(EC 3.2.1.23)

poskytuje oba poskytuje oba monosacharidymonosacharidy
pak se poupak se použžije jeden z nije jeden z náásledujsledujííccíích:ch:

galaktosoxidasagalaktosoxidasa (EC 1.1.3.9)(EC 1.1.3.9)
nebo nebo glukosaoxidasaglukosaoxidasa (EC 1.1.3.4)(EC 1.1.3.4)



MALTOSAMALTOSA

Význam:Význam: klinickklinickéé biochemii pbiochemii přři stanoveni stanoveníí
aktivity aktivity αααααααα--amylasy (onemocnamylasy (onemocněěnníí slinivky)slinivky)

Biorekognikační vrstva
αααααααα--glukosidasaglukosidasa (EC 3.2.1.20) z kvasinek(EC 3.2.1.20) z kvasinek

hydrolýza na dvhydrolýza na dvěě αααααααα--glukosyglukosy
mutarotasamutarotasa (EC 5.1.3.3) z vep(EC 5.1.3.3) z vepřřových ledvinových ledvin

ppřřememěěna na αααααααα--glukosy na glukosy na ββββββββ--glukosuglukosu
glukosaoxidasaglukosaoxidasa (EC 1.1.3.4)(EC 1.1.3.4)

oxidace glukosy na kyselinu glukonovou oxidace glukosy na kyselinu glukonovou 
peroxid vodperoxid vodííkuku



šškrob krob  → −amylasaalfa dextrinydextriny + maltosa + maltotriosy+ maltosa + maltotriosy

maltosa maltosa 2 2 αααααααα--DD--glukosaglukosa

αααααααα--DD--glukosaglukosa  →mutarotasa ββββββββ--DD--glukosaglukosa

ββββββββ--DD--glukosa + Oglukosa + O22  → dasaglukosaoxi DD--glukonolakton + Hglukonolakton + H22OO22

 → − aglukosidasalfa



amylosaamylosa

amylopektinamylopektin

ŠŠKROBKROB

spojenspojeníí glukosovýchglukosových molekulmolekul
aa--1,4 vazbami1,4 vazbami



Význam:Význam: stanovenstanoveníí v obilv obilíí, rý, rýžži, brambori, bramborááchch

Biorekognikační vrstva:
nejprve je nutnnejprve je nutnéé provprovéést hydrolýzust hydrolýzu
glukoamylasou (EC 3.2.1.3) (EC 3.2.1.3) exoexo--1,41,4--αααααααα--glukosidasa,  glukosidasa,  
αααα-amylasu  (EC 3.2.1.1), kter(EC 3.2.1.1), kteráá produkuje maltosu + produkuje maltosu + 

dextrinydextriny (4 a(4 ažž 12 12 glukosovýchglukosových jednotek)jednotek)
αααα- glukosidasa (EC 3.2.1.20), kter(EC 3.2.1.20), kteráá ppřřememěěnníí

maltosu na dvmaltosu na dvěě glukosy (glukosy (αααααααα) ) 
mutarotasa (EC 5.1.3.3) katalyzuje pmutarotasa (EC 5.1.3.3) katalyzuje přřememěěnunu
αααααααα--glukosy na glukosy na ββββββββ--glukosu,glukosu,

glukosaoxidasa (EC 1.1.3.4) oxiduje glukosu (EC 1.1.3.4) oxiduje glukosu 
za vzniku peroxidu vodza vzniku peroxidu vodííku a kyseliny ku a kyseliny glukonovglukonovéé

Problém: velikost molekuly velikost molekuly šškrobukrobu
reaktoru reaktoru 



VITAMVITAMÍÍN CN C kyselina askorbová

Význam:Význam: stanovenstanoveníí v potravinv potravináách, ovoci, v preparch, ovoci, v preparáátechtech
Biorekognikační vrstva:
askorbátoxidasa (EC 1.10.3.3) (EC 1.10.3.3) kuproproteinkuproprotein

oxiduje vitamoxiduje vitamíín C na n C na dehydroaskorbovoudehydroaskorbovou
kyselinu, vznikkyselinu, vznikáá vvššak jen voda, lze tedyak jen voda, lze tedy
poupoužžíít pouze kyslt pouze kyslííkovou elektrodukovou elektrodu
vvěěttšíší citlivosti lze doscitlivosti lze dosááhnout zphnout zpěětnou tnou 
chemickou redukcchemickou redukcíí vznikajvznikajííccíí dehydroaskorbovdehydroaskorbovéé
kyseliny napkyseliny napřř. cysteinem. cysteinem
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+ H+ H22OO



Alkoholy a fenoly

ETHANOLETHANOL

Význam:Význam: v alkoholických nv alkoholických náápojpojííchch
klinickklinickáá praxe, ppraxe, přři kontrole i kontrole řřidiidičůčů
vhodnvhodnéé poupoužžititíí biosensorbiosensorůů, jsou snadno p, jsou snadno přřenosnenosnéé
pokusy mpokusy měřěřit vydechovaný vzduchit vydechovaný vzduch-- nadnaděějnjnéé

Biorekognikační vrstva
alkoholoxidasa (EC 1.1.3.13) mikrobi(EC 1.1.3.13) mikrobiáálnlníí

((PichiaPichia pastorispastoris)) spec. aktivita bývspec. aktivita býváá 40 U/mg40 U/mg



CHOLESTEROLCHOLESTEROL

Význam:Význam: klinickklinickáá praxe (uklpraxe (uklááddáá se ve stse ve stěěnnáách cch céév)v)
ppřři kardiovaskuli kardiovaskuláárnrníích chorobch chorobáách nejch nejččastastěějjšíší
ppřřííččina morbidity obyvatelstva (1/2 vina morbidity obyvatelstva (1/2 vššech ech úúmrtmrtíí))
3,5 a3,5 ažž 5,2 mM (6,5 = 2, 7,4=4)5,2 mM (6,5 = 2, 7,4=4)
potravinpotravináářřstvstvíí

BiorekognikaBiorekognikaččnníí vrstva:vrstva:
Cholesteroloxidasa (EC 1.1.3.6) produkce peroxidu vod(EC 1.1.3.6) produkce peroxidu vodííku, ku, 

cholesterol volný, pokud je tcholesterol volný, pokud je třřeba stanovit eba stanovit 
formuformu

vváázanou v esterech, pzanou v esterech, přřididáávváá se navse navíícc
cholesterolesterhydrolasacholesterolesterhydrolasa (EC 3.1.1.13),(EC 3.1.1.13),
pak je vhodnpak je vhodnéé pracovat v prostpracovat v prostřřededíí detergentudetergentu
(Triton X(Triton X--100, 100, deoxycholdeoxycholáátt) nebo v organick) nebo v organickéémm
rozpourozpouššttěědle. dle. 



CHOLINCHOLIN

Význam:Význam: ččasto se masto se měřěříí ppřři studiu nervovi studiu nervovéé funkcefunkce
Enzym:Enzym: CholinoxidasaCholinoxidasa (EC 1.1.3.17)(EC 1.1.3.17)

AlcaligenesAlcaligenes spsp..
produkuje produkuje betainbetain a 2 molekuly peroxidua 2 molekuly peroxidu
vodvodííkuku
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 → asacholinoxid + 2 H+ 2 H22OO22

cholin betain



FENOLYFENOLY

Význam:Význam: stanovenstanoveníí v prv průůmyslových odpadnmyslových odpadníích vodch vodááchch
v nv něěkterých potravinkterých potravináách (oleje)ch (oleje)
prprůůmyslovmyslovéé produktyprodukty

Enzymy:Enzymy: tyrosinasatyrosinasa (EC 1.14.18.1)(EC 1.14.18.1) fenoloxidasafenoloxidasa nebonebo
polyfenoloxidasapolyfenoloxidasa, , kuproproteinkuproprotein izolovanýizolovaný
ze ze žžampionampionůů, je mo, je možžnnéé poupoužžíít pt přříímomo
tktkááňňový ový řřez.ez.
PPůůsobsobíí na fenol, jednoduchna fenol, jednoduchéé substituovansubstituovanéé
fenoly, fenoly, katecholkatechol, , chlorfenolychlorfenoly..
Oxidace jde pOxidace jde přřes es katecholkatechol na ona o--chinon,chinon,
který který spontspontáálnlněě polymeruje (tmavne)polymeruje (tmavne)
lakasalakasa (EC 1.10.3.2)(EC 1.10.3.2) izoluje se z houbyizoluje se z houby
PolyporusPolyporus versicolorversicolor, , kuproproteinkuproprotein, p, půůsobsobíí
hlavnhlavněě na hydrochinon a na hydrochinon a pp--difenolydifenoly..



Karboxylové kyseliny a aminokyseliny

Kyselina mlKyselina mlééččnnáá (L(L--laktlaktáát)t)
kyselina jablekyselina jableččnnáá
kyselina kyselina oxaloctovoxaloctováá
kyselina mokyselina moččovováá
kyselina kyselina isocitronovisocitronováá

aminokyseliny:aminokyseliny: lysin, kyselina lysin, kyselina glutamovglutamováá

mastnmastnéé kyselinykyseliny

kyselina sikyselina siřřiiččititáá



KYSELINA MLKYSELINA MLÉÉČČNNÁÁ = L= L--LAKTLAKTÁÁTT

Význam:Význam: --v klinickv klinickéé medicmedicíínněě (koncentrace v s(koncentrace v sééru ru 
pro rozlipro rozliššeneníí acidacidóóz) norma: 2,7 mMz) norma: 2,7 mM
--ve sportovnve sportovníí medicmedicíínněě ukazatel trukazatel tréénovanostinovanosti
(n(náárrůůst koncentrace nastst koncentrace nastáávváá jako reakcejako reakce
na zna zááttěžěž))
--v potravinv potravináářřskskéém prm průůmyslu myslu –– mlmlééččnnéé kvakvaššeneníí
( v jogurtech a v( v jogurtech a víínu).nu).

Enzymy:Enzymy: laktlaktáátoxidasatoxidasa (EC 1.1.3.2)(EC 1.1.3.2) LOD z bakterieLOD z bakterie
PediococcusPediococcus, , flavoproteinflavoprotein produkujprodukujííccíí HH22OO22
cytochromcytochrom bb22 (EC 1.1.2.3)(EC 1.1.2.3) dehydrogenasadehydrogenasa
izoluje se z kvasinek, akceptorem jeizoluje se z kvasinek, akceptorem je
ferrikyanidferrikyanid a dala dalšíší medimediáátorytory
laktlaktáátmonoxygenasatmonoxygenasa (EC 1.13.12.4)(EC 1.13.12.4)
produkce acetprodukce acetáát+COt+CO22, pou, použžíívala se pvala se přřed LODed LOD



PPřři mli mlééččnnéém kvam kvaššeneníí mmůžůže vznikat i e vznikat i 
DD--forma laktforma laktáátutu
StanovenStanoveníí se provse provááddíí pomocpomocíí DD--laktlaktáátdehydrogenasytdehydrogenasy
(NAD(NAD++--dependetndependetníí))

LaktLaktáátdehydrogenasatdehydrogenasa (EC 1.1.1.27)(EC 1.1.1.27) ze svalu savcze svalu savcůů
mmáá jako koenzym NADjako koenzym NAD++, pro analýzu biosensory, pro analýzu biosensory
se prakticky nepouse prakticky nepoužžíívváá..



KYSELINA JABLEKYSELINA JABLEČČNNÁÁ

Význam:Význam: stanovenstanoveníí v ovoci, ve vv ovoci, ve víínněě (hodnocen(hodnoceníí kvality)kvality)

Enzym:Enzym: malmaláátdehydrogenasatdehydrogenasa (NAD(NAD++, EC 1.1.1.37), EC 1.1.1.37)
BacillusBacillus subtilissubtilis

MalMaláátt + NAD+ NAD++ oxalacetoxalacetáátt + NADH  + H+ NADH  + H++



KYSELINA OXALOCTOVKYSELINA OXALOCTOVÁÁ
Význam:Význam: klinickklinickáá biochemie, v mobiochemie, v močči pi přři i hyperoxaluriihyperoxalurii

zvýzvýššenenéé vyluvyluččovováánníí kyseliny kyseliny ššťťavelovavelovéé v mov moččii
(d(děědidiččnnéé poruchy, nadbytek vitamporuchy, nadbytek vitamíínu C,nu C,
nedostatek vnedostatek váápnpnííku)ku)

Kyselina Kyselina ššťťavelovavelováá v mov močči vzniki vznikáá z z 
10% z potravy10% z potravy
30% p30% přřememěěnou kyseliny askorbovnou kyseliny askorbovéé
60% endogenn60% endogenníí vzniklvznikláá ppřři metabolismui metabolismu
aminokyselinaminokyselin

Enzymy:Enzymy: oxaloxaláátoxidasatoxidasa (EC 1.2.3.4)(EC 1.2.3.4)
katalyzuje reakci:katalyzuje reakci:

(COOH)(COOH)22 + O+ O22 2CO2CO22 + H+ H22OO22



KYSELINA MOKYSELINA MOČČOVOVÁÁ

Význam:Význam: klinickklinickáá biochemie, hematologickbiochemie, hematologickéé poruchy,poruchy,
dna (kyselina modna (kyselina moččovováá se uklse uklááddáá v kloubech)v kloubech)
v sv sééru 0,14 aru 0,14 ažž 0,4 0,4 mMmM

Enzym:Enzym: urikasaurikasa (EC 1.7.3.3)(EC 1.7.3.3) ururáátoxidasatoxidasa, obsahuje Cu, obsahuje Cu
oxiduje kyselinu mooxiduje kyselinu moččovou na ovou na allantoinallantoin
a peroxid voda peroxid vodííkuku
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kyselina močová allantoin



KYSELINA ISOCITRONOVKYSELINA ISOCITRONOVÁÁ

VznikVznikáá jako vedlejjako vedlejšíší produkt pprodukt přři fermentai fermentaččnníí výrobvýroběě
kyseliny kyseliny citronovcitronovéé..

Enzym:Enzym: isocitrisocitráátdehydrogenasatdehydrogenasa (EC 1.1.1.42)(EC 1.1.1.42)
(NADP(NADP++))



AMINOKYSELINYAMINOKYSELINY

Význam:Význam: je moje možžnnéé stanovit jako sumu v potravinstanovit jako sumu v potravinááchch
Enzym:Enzym: oxidasa Loxidasa L--aminokyselin aminokyselin (EC 1.4.3.2)(EC 1.4.3.2)

pro Lpro L--aminokyselinyaminokyseliny
oxidasa Doxidasa D--aminokyselin aminokyselin (EC 1.4.3.3)(EC 1.4.3.3)
pro Dpro D--aminokyselinyaminokyseliny



LYSINLYSIN

Význam:Význam: esenciesenciáálnlníí, je p, je přřididáávváán do krmných smn do krmných směěssíí
Enzymy:Enzymy: lysinlysin--αααααααα--oxidasa oxidasa (EC 1.4.3.14),(EC 1.4.3.14), dekarboxylujdekarboxylujííccíí

z z TrichodermaTrichoderma viridaeviridae
lysindekarboxylasalysindekarboxylasa (EC 4.1.1.18)(EC 4.1.1.18)
z z Escherichia coli, Escherichia coli, BacteriumBacterium cadaveriscadaveris
produkuje COprodukuje CO22 a kadaverin, který lze stanovita kadaverin, který lze stanovit
pomocpomocíí diaminoxidasy diaminoxidasy (EC 1.4.3.6)(EC 1.4.3.6) z hrachuz hrachu

L-lysin + O 2 + H2O        6-amino-2-oxohexanoat + NH 3 + H2O2

lysin                kadaverin   +  CO 2

lysin-α-oxidasa

lysindekarboxylasa



KYSELINA GLUTAMOVKYSELINA GLUTAMOVÁÁ

Význam:Význam: je souje souččááststíí polpoléévkových kovkových kořřeneníí, sojov, sojovéé omomááččky.ky.
Enzymy:Enzymy: glutamglutamáátoxidasatoxidasa (EC 1.4.3.11)(EC 1.4.3.11) flavoproteinflavoprotein

produkuje z produkuje z glutamglutamáátutu NHNH33, CO, CO22, , αααααααα--oxoglutaroxoglutaráátt
a peroxid voda peroxid vodííku.ku.
glutamglutamáátdehydrogenasatdehydrogenasa (L(L--glutamglutamáátt: NAD(P): NAD(P)++
oxidoreduktasa(oxidoreduktasa(deaminujdeaminujííccíí) z jater)) z jater)
mměěla uplatnla uplatněěnníí ddřříív pv přřed objevem ed objevem oxidasyoxidasy..

LL--glutamglutamáátt +O+O22+H+H22O       2O       2--oxoglutaroxoglutaráátt+ NH+ NH33 + H+ H22OO22



MASTNMASTNÉÉ KYSELINYKYSELINY

Význam:Význam: kyselina olejovkyselina olejováá a palmitova palmitováá se analyzujse analyzujíí
v krvi, v potravinv krvi, v potravináách indikujch indikujíí denaturacidenaturaci
tukových (olejových) slotukových (olejových) složžekek

Enzymy:Enzymy: acylacyl--CoACoA--syntasasyntasa v pv přříítomnosti ATP a tomnosti ATP a CoACoA
ppřřevede mastnou kyselinu na pevede mastnou kyselinu na přřííslusluššnýný
acylacyl--CoACoA, na který , na který úúččinkujeinkuje
acylacyl--CoACoA--oxidasa oxidasa (EC 1.3.3.6),(EC 1.3.3.6),
oxidacoxidacíí vznikvznikáá dvojndvojnáá vazba a souvazba a souččasnasněě
se produkuje peroxid vodse produkuje peroxid vodííkuku



acylCoA + O 2 trans-2,3-dehydroacylCoA + H 2O2

acylCoA

+
trans-2,3-dehydroacylCoA

kyslík

peroxid vodíku

acylCoA-oxidasa

acylCoA-oxidasa



KYSELINA SIKYSELINA SIŘŘIIČČITITÁÁ

Význam:Význam: obsah se stanovuje ve vobsah se stanovuje ve víínněě
Enzym:Enzym: sulfitoxidasasulfitoxidasa (EC 1.8.3.1)(EC 1.8.3.1) oxidacoxidacíí vznikvznikáá

peroxid vodperoxid vodííkuku

NNěěkterkteréé daldalšíší anorganickanorganickéé kyseliny lze stanovit kyseliny lze stanovit 
na principu detekce inhibitorna principu detekce inhibitorůů (viz d(viz dáále).le).

siřičitan + O2 + H2O          síran + H2O2
sulfitoxidasa



momoččovinaovina
aminy a polyaminyaminy a polyaminy
kreatin a kreatininkreatin a kreatinin
purinovpurinovéé basebase

Dusíkaté slou čeniny



MOMOČČOVINAOVINA

Význam:Význam: --klinickklinickáá biochemiebiochemie
indikindikáátor funkce ledvin norma: 3,6 ator funkce ledvin norma: 3,6 ažž 9 mM9 mM
--zemzeměědděělstvlstvíí: stanoven: stanoveníí krmnkrmnéé ddáávkyvky
na zna záákladkladěě znalosti koncentrace moznalosti koncentrace moččovinyoviny
v kravskv kravskéém mlm mléékuku

Enzym:Enzym: ureasa ureasa (EC 3.5.1.5)(EC 3.5.1.5) absolutnabsolutněě specifickspecifickáá
katalyzuje:katalyzuje:

HH22NN--COCO--NHNH22 + H+ H22O + 2HO + 2H++ COCO22 + 2NH+ 2NH44
++

ureasaureasa

potenciometrie
konduktometrie



AMINY A POLYAMINYAMINY A POLYAMINY

Význam:Význam: kadaverin a putrescin = diaminy, kterkadaverin a putrescin = diaminy, kteréé vznikajvznikajíí
ppůůsobensobeníím mikroorganismm mikroorganismůů na potravinyna potraviny
bbíílkovinnlkovinnéého sloho složženeníí (sýry, maso, ovoce, sojov(sýry, maso, ovoce, sojováá
omomááččka, pivo, vka, pivo, vííno), indikno), indikáátor tor ččerstvostierstvosti
potravinpotravin
klinickklinickáá biochemie biochemie ––histaminhistamin (alergick(alergickáá reakce)reakce)
polyaminy (spermin a spermidin) indikpolyaminy (spermin a spermidin) indikáátorytory
nněěkterých karcinomkterých karcinomůů

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

RCHRCH22NHNH22 + O+ O22 + H+ H22OO RCHO + HRCHO + H22OO22 + NH+ NH33

AO, PAOAO, PAO



KREATIN A KREATININKREATIN A KREATININ

Význam:Význam: klinickklinickáá biochemie, posouzenbiochemie, posouzeníí funkce ledvinfunkce ledvin

CH3

N

NH
O

NH2+ CH3

N

NH
O

O

EE11

NH3++++

EE11 kreatininiminohydrolasakreatininiminohydrolasa (EC 3.5.4.21)(EC 3.5.4.21)

kreatininkreatinin NN--methylhydantoinmethylhydantoin

potenciometrie



CH3

N

NH
O

NH2+

N C
H2

COO-

CH3

NH2

NH

EE22

H N C
H2

COO-

CH3

EE33

EE44

Formaldehyd, glycin + HFormaldehyd, glycin + H22OO22

EE22 == kreatininamidohydrolasa

(EC 3.5.2.10)(EC 3.5.2.10)

EE3 =3 = kreatinamidinohydrolasa

(EC 3.5.3.3)(EC 3.5.3.3)

EE44 = = sarkosinoxidasa
(EC 1.5.3.1)(EC 1.5.3.1)

sarkosin

kreatinin kreatin

peroxidová elektroda



PURINOVPURINOVÉÉ BBÁÁZEZE

Význam:Význam: slousloužžíí v Japonsku jako indikv Japonsku jako indikáátor tor ččerstvostierstvosti
rybrybíího masa. Pho masa. Přři kai kažženeníí masa probmasa probííhháá
hydrolytický rozklad ATP, nakonec se oxidujehydrolytický rozklad ATP, nakonec se oxiduje
aažž na kyselinu mona kyselinu moččovou.ovou.
NastNastáávajvajíí zmzměěny kvality a chuti masa.ny kvality a chuti masa.

Enzymy:Enzymy: Byl vyvinut Byl vyvinut ččtytyřřkankanáálovýlový biosensor:biosensor:
1) 1) XantinoxidasaXantinoxidasa (EC 1.2.3.2) (XOD)(EC 1.2.3.2) (XOD)
2) 2) XOD + XOD + NukleosidfosforylasaNukleosidfosforylasa (EC 2.4.2.1)(EC 2.4.2.1)
3) 3) jako 2 + 5jako 2 + 5´́NukleotidasaNukleotidasa (EC 3.1.3.5)(EC 3.1.3.5)
4) 4) jako 3 + AMP jako 3 + AMP deaminasadeaminasa (EC 3.5.4.6)(EC 3.5.4.6)



PRINCIP BIOSENSORUPRINCIP BIOSENSORU

ATPATP

ADP+ ADP+ PPii

AMP+ AMP+ PPii

IMP + NHIMP + NH33

InosinInosin + + PPii HypoxantinHypoxantin ++ribosaribosa--11--PPii

xanthinxanthin

Kyselina moKyselina moččovováá

ATPasaATPasa

MyokinasaMyokinasa

AMP AMP deaminasadeaminasa

55´́NukleotidasaNukleotidasa

NukleosidfosforylasaNukleosidfosforylasa

xantinoxidasaxantinoxidasa

xantinoxidasaxantinoxidasa



PostupnPostupněě se urse urččíí hladiny vhladiny vššech metabolitech metabolitůů v tkv tkááni.ni.
NavNavííc se dopoc se dopoččííttáá obsah ATP/ADPobsah ATP/ADP
(výchoz(výchozíí mnomnožžstvstvíí je konstantnje konstantníí a zna znáámméé).).
VypoVypoččííttáá se procentuse procentuáálnlníí podpodííl l xanthinuxanthinu a a hypoxanthinuhypoxanthinu
k sumk suměě vvššech metabolitech metabolitůů –– tzv. tzv. faktor faktor ččerstvosti Kerstvosti K
Podle velikosti se pak maso klasifikuje jako:Podle velikosti se pak maso klasifikuje jako:

Velmi Velmi ččerstverstvéé K je menK je menšíší jak 10%jak 10%
ČČerstverstvéé K je menK je menšíší jak 40%jak 40%
KazKazííccíí sese K je vK je věěttšíší jak 40%jak 40%



AcetylcholinAcetylcholin
FosfolipidyFosfolipidy
TriglyceridyTriglyceridy
GlycerolGlycerol
PenicilinPenicilin

Estery a amidy



ACETYLCHOLINACETYLCHOLIN

Význam:Význam: slousloužžíí jako jako medimediáátortor ppřřenosu vzruchenosu vzruchůů
v nervovv nervovéé soustavsoustavěě

Enzymy:Enzymy: acetylcholinesterasaacetylcholinesterasa (EC 3.1.1.7)(EC 3.1.1.7)
z krvinek nebo elektrickz krvinek nebo elektrickéého ho úúhohořře e AChEAChE
ššttěěppíí na kyselinu octovou a na kyselinu octovou a cholincholin
(lze spojit s pH (lze spojit s pH sensoremsensorem))
cholinoxidasacholinoxidasa (EC 1.1.3.17 ChOD)(EC 1.1.3.17 ChOD)
stanovenstanoveníí cholinucholinu, produkuje 2 molekuly H, produkuje 2 molekuly H22OO22
Arthrobacter globiformisArthrobacter globiformis
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+ 2 H+ 2 H22OO22

cholin betain



FOSFOLIPIDYFOSFOLIPIDY

Význam:Význam: v krevnv krevníí plazmplazměě 2,5 a2,5 ažž 3 mM, 3 mM, 
hlavnhlavněě fosfatidylcholinfosfatidylcholin

Enzym:Enzym: po hydrolýzepo hydrolýze fosfolipasoufosfolipasou (EC 3.1.4.4) (EC 3.1.4.4) 
vzniklý vzniklý cholincholin se stanovse stanovíí pomocpomocíí ChODChOD
cholinoxidasacholinoxidasa (EC 1.1.3.17 )(EC 1.1.3.17 )



TRIGLYCERIDYTRIGLYCERIDY

Význam:Význam: klinickklinickáá biochemie: vyskytujbiochemie: vyskytujíí se v sse v sééru:ru:
normnormáálnlněě: 0,35 a: 0,35 ažž 1,7 mM,1,7 mM,
vyvyššíšší hodnoty: hodnoty: hyperlipidemiehyperlipidemie

Enzymy:Enzymy: lipasa lipasa (EC 3.1.1.3)(EC 3.1.1.3) hydrolýza hydrolýza triglyceridtriglyceridůů
na mastnna mastnéé kyseliny a glycerol, který kyseliny a glycerol, který 
lze stanovit:lze stanovit:
1)1) glyceroldehydrogenasaglyceroldehydrogenasa (EC 1.1.1.6),(EC 1.1.1.6),
oxidacoxidacíí se produkuje NADHse produkuje NADH
2)2) glycerol se pglycerol se přřevede  pomocevede  pomocíí
glycerolkinasyglycerolkinasy (EC 2.7.1.30) (EC 2.7.1.30) 
na na glycerolfosfglycerolfosfáátt,který se katalyticky,který se katalyticky
ppřřememěňěňuje pomocuje pomocíí glycerolfosfglycerolfosfáátoxidasytoxidasy



PENICILINPENICILIN

Význam:Význam: je biosensory stanovovje biosensory stanovováán bn běěhem fermentahem fermentaččnníí
výroby.výroby.

Enzymy:Enzymy: dva enzymy:dva enzymy:
ββββββββ--laktamasalaktamasa ((PenicilinasaPenicilinasa) ) (EC 3.5.2.6)(EC 3.5.2.6)
penicilinamidasapenicilinamidasa (EC 3.5.1.11)(EC 3.5.1.11)
oba se spojujoba se spojujíí s pH sensorys pH sensory
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laktamasa

penicilinamidasa

R-COOH++

Peniciloinová

kyselina
penicilin

Typ penicilinu:Typ penicilinu:
(R=):(R=):
GG……CC66HH55CHCH22--
V..CHOCHV..CHOCH--

6-APS

Stanovení penicilinu


