
ENZYMOVÉ BIOSENSORY
II



Měření enzymových aktivit

Produkt měřeného enzymu slouží jako substrát
indikačního enzymu imobilizovaného v biokatalytické
vrstvě.
Výhoda: nevadí zákal
Příklady stanovení:

laktátdehydrogenasa
αααα-amylasa
transaminasy
arginasa



Laktátdehydrogenasa
Význam: klinická praxe

normální hodnoty: muži: 63 až 155 U/l
ženy:   62 až 131 U/l

vzrůstá při hepatitidě nebo infarktu
Měření: substrátem je laktát a měří se produkce

pyruvátu pomocí sensoru
s pyruvátoxidasou

+ + + +

laktát + NAD+ pyruvát + NADH 



αααα-amylasa
Význam: klinická praxe: v séru

normální hodnoty: 60 až 150 U/l
vzrůstá při akutní pankreatitidě
potravinářský průmysl
výroba pracích prášků

Měření: substrát maltopentaosa a na biosensor
je imobilizována glukosaoxidasa
nebo je substrátem škrob a pro detekci
je imobilizována glukosaoxidasa + 
αααα-glukosidasa



Transaminasy

Význam: indikují funkci jater a objevují se i při infarktu
aspartátaminotransferasa (AST):

L-aspartát + 2-oxoglutarát oxalacetát + L-glutamát

oxalacetát + NADH + H+ L-malát + NAD+

Norma: do 0,67 µµµµkat/l
při patologických stavech 
(hepatitida, alkoholismus)
100 x až 1000x vyšší hodnoty



alaninaminotransferasa (ALT)

L-alanin + 2-oxoglutarát pyruvát + L-glutamát

pyruvát + NADH + H+ L-laktát + NAD+

Norma: v séru muži: 0,2 – 0,8 µµµµkat/l
ženy: 0,2 – 0,6 µµµµkat/l 



Arginasa

arginin + H2O       ornithin + močovina

Stanovení pomocí sensoru na stanovení močoviny
(ureasa)  NH3
potenciometrie
konduktometrie



Glukosový sensor

Glukosaoxidasa (HGlukosaoxidasa (H22OO22))

lze stanovit nlze stanovit náásledujsledujííccíí enzymy:enzymy:

�� alkalickalkalickáá/kysel/kyseláá fosfatasafosfatasa (glukoso(glukoso--66--fosffosfáát)t)
�� ββββββββ--glukosidasa (glukosoglukosidasa (glukoso--66--fosffosfáát)t)
�� glukoamylasaglukoamylasa (maltosa)(maltosa)
�� invertasa (sacharosa)invertasa (sacharosa)
�� trehalasatrehalasa ((α,αα,αα,αα,αα,αα,αα,αα,α´́--trehalosatrehalosa))



Fenolový sensor

tyrosinasoutyrosinasou (O(O22))

�� alkalickalkalickáá/kysel/kyseláá fosfatasafosfatasa ((fenylfosffenylfosfáátt))
�� ββββββββ--galaktosidasa (galaktosidasa (fenylfenyl--ββββββββ--DD--galaktosidgalaktosid))
�� ββββββββ--glukosidasa (glukosidasa (fenylfenyl--ββββββββ--DD--glukosidglukosid))
�� ββββββββ--glukuronidasaglukuronidasa ((fenylfenyl--ββββββββ--DD--glukuronidglukuronid) ) 



Stanovení inhibitorů

Reakce inhibitor + enzym = snReakce inhibitor + enzym = sníížženeníí aktivityaktivity
imobilizovanimobilizovanéého indikaho indikaččnníího enzymu.ho enzymu.
MMěřěřeneníí inhibitorinhibitorůů je velmi citlivje velmi citlivéé::

molekula analytu zablokuje molekulu enzymumolekula analytu zablokuje molekulu enzymu
(molekula enzymu pak nep(molekula enzymu pak nepřřememěěnníí mnoho molekulmnoho molekul
substrsubstráátu)tu)

Stanovení inhibitorů:
� reverzibilní
� irreverzibilní



Jak zjistit typ inhibice?

odezva odezva sensorusensoru na substrna substráát t 
v pv přříítomnosti rostouctomnosti rostoucíích koncentracch koncentracíí
inhibitoru.inhibitoru.
Podle tvaru kalibraPodle tvaru kalibraččnníích kch křřivekivek
v dvojitv dvojitéém logaritmickm logaritmickéém zobrazenm zobrazeníí
lze zjistit jak se inhibitor lze zjistit jak se inhibitor 
s imobilizovaným enzymem vs imobilizovaným enzymem váážže.e.



Stanovení reverzibilních inhibitorů

�� VýchozVýchozíí signsignáál Yl Y00 biosensoru se substrbiosensoru se substráátemtem
�� Do reakDo reakččnníí smsměěsi psi přřididáá vzorek s inhibitoremvzorek s inhibitorem

= pokles sign= pokles signáálu lu ∆∆∆∆∆∆∆∆Y, který je pY, který je přříímo mo úúmměěrný rný 
koncentraci inhibitoru. koncentraci inhibitoru. 
ZmZměěna signna signáálu je obvykle rychllu je obvykle rychláá a brzy dosa brzy dosááhne hne 
ustustáálenlenéého stavu.ho stavu.

�� Po promytPo promytíí je moje možžnnéé celý proces opakovat,celý proces opakovat,
ppřřitom výchozitom výchozíí signsignáál se substrl se substráátem je beze zmtem je beze změěny,ny,
nedonedoššlo k poklesu aktivity v lo k poklesu aktivity v biorekognikabiorekognikaččnníí vrstvvrstvěě..



S substrS substráátt
I inhibitorI inhibitor
∆∆∆∆∆∆∆∆YY signsignááll



Stanovení irreverzibilních inhibitorů
Inkubační postup
�� StanovStanovíí výchozvýchozíí signsignáál l 
�� NNáásleduje inkubace s inhibitoremsleduje inkubace s inhibitorem
�� StanovStanovíí se zbytkový signse zbytkový signáál l ∆∆∆∆∆∆∆∆YY



Kinetické měření
Inhibitor se přidá přímo do směsi se substrátem a
sleduje se časový pokles signálu dY/dt
Nevýhoda:
opakované použití biosensoru není neomezené,
aktivita postupně klesá, až dojde k úplnému
poklesu signálu.



Analytické vyhodnocení signálu

transformace vedoucí k linearizaci
log∆∆∆∆Y na log[ I ]
1/∆∆∆∆Y  na 1/log[ I ]

∆∆∆∆Y aproximace polynomem
nebo lze používat relativní změny signálu ∆∆∆∆Y/Y0

(dY/dt)/Y0, tak se dá kompenzovat
postupný úbytek aktivity při
měření.

� vysoká citlivost =  použití malého množství enzymů
� ale musí být dobře měřitelné signály se substrátem.
� koncentrace substrátu bude ovlivňovat stanovení

kompetitivních inhibitorů.
� zlepšení detekce = prodloužení inkubačního intervalu.



Aplikace stanovení inhibitorů biosensory
Alkalická fosfatasa (EC 3.1.3.1, ALP)

THEOPHYLIN THEOPHYLIN uuččinkujeinkuje jako jako 
stimulstimuláátor centrtor centráálnlníí nervovnervovéé soustavy,soustavy,
poupoužžíívváá se jako se jako bronchodilbronchodilááttáátortor
(l(láátka roztka rozššiiřřujujííccíí prprůůduduššky)ky)
k respirak respiraččnníí stimulaci.stimulaci.
TerapeutickTerapeutickáá hladina v krvi:hladina v krvi:
(10 a(10 ažž 20 mg/kg), je t20 mg/kg), je třřeba sledovat,eba sledovat,
aby nedoaby nedoššlo k plo k přřededáávkovvkováánníí..



2HN O-Pi 2HN OH
ALPALP

+ + HH22OO--PPii Theophylin

NH O

Biosensor s ALP (hovězí jaterní isoenzym),
substrát: p-aminofenylfosfátu (PAPP) 
Je akompetitivní. Pufr: tris nebo diethanolamin.
Stanovení ve vzorcích krve (přímo), mez detekce je 5 µµµµM

--2e2e-- --2H2H++

100 mV100 mV

Stanovení theophylinu



Stanovení anorganického fosfátu

�� stanovení v přírodě (životní prostředí)
znečišťování vodních toků
(podporuje nadměrný růst řas a sinic)

enzym alkalická fosfatasa (ALP)
substrát: glukoso-6-fosfát
inhibitor: anorganický fosfát Pi (kompetitivně)

vzniká glukosa
glukosaoxidasa imobilizované ve stejné vrstvě jako ALP.
Mez detekce: asi 10 mM.



Stanovení síranu

Arylsulfatasa (EC 3.1.6.1)

SubstrSubstráát:t: 44--nitrokatecholsulfnitrokatecholsulfáátt je hydrolyzovje hydrolyzováánn
hydrolýzou vznikhydrolýzou vznikáá 44--nitrokatecholnitrokatechol,,
který je anodicky oxidovkterý je anodicky oxidováán na chinonn na chinon

Inhibitor:Inhibitor: ssííran ran –– KOMPETITIVNKOMPETITIVNĚĚ

4-nitrofenylsulfát + H2O +



Detekce inhibitorů cholinesterasy
acetylcholinesterasa (AChE, EC. 3.1.1.7)
získává se z elektrického úhoře nebo 
membrán erythrocytů

butyrylcholinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8)
získává se z koňského séra

�� detekce zemdetekce zeměědděělsky dlsky důůleležžitých pesticiditých pesticidůů
((organofosforovýchorganofosforových a a karbamkarbamáátovýchtových))

�� detekce bojových otravných ldetekce bojových otravných láátektek
((sarinsarin, , somansoman, , tabuntabun, VX), VX)



P
RO

X
R´

z

organofosfáty karbamáty

N
R

R´

O

X

R alkyl, R alkyl, arylaryl
RR´́alkyloxyalkyloxy, , aryloxyaryloxy, , substsubst. amin. amin
X odchX odcháázejzejííccíí skupina skupina ––CN, F,CN, F,

pp--nitrofenylnitrofenyl , , fosfodiesterfosfodiester
Z = O nebo SZ = O nebo S

R, RR, R´́H, alkyl, H, alkyl, arylaryl

irreverzibilní inhibice 
u karbamátů částečně reverzibilní



Volný enzym EH tvoVolný enzym EH tvořříí komplex s inhibitorem PX, kterýkomplex s inhibitorem PX, který
rozpadem poskytuje rozpadem poskytuje fosforylovanýfosforylovaný enzym EPenzym EP
((fosforylujefosforyluje se nebo se nebo karbamoylujekarbamoyluje se hydroxyl se hydroxyl serinovserinovééhoho
zbytku v aktivnzbytku v aktivníím mm mííststěě cholinesterasycholinesterasy..
PrvnPrvníí krok charakterizuje rovnovkrok charakterizuje rovnováážžnnáá konstantakonstanta
KD = k1/k-1, druhý pak rychlostní konstanta k2:

EH + PXEH + PX EHEH……PXPX EP  EP  
kk11

kk--11

kk22

V praxi se používá bimolekulární inhibiční konstanta 
ki = k2/kD, hodnoty známé pro desítky pesticidů
= citlivost cholinesterazových pesticidů

Princip stanovení organofosfátů a karbamátů



Inkubační způsob měření

∆∆∆∆lnY = ki[PX]t

Odezva je určována koncentrací a inhibičními účinky
dané látky.
Mez detekce je proměnlivá, pro silné inhibitory i
pod 100 ng/l.



acetylcholin +  H+  H22OO kyselina octovkyselina octováá + + cholincholin
ChEChE

cholincholin + 2 H+ 2 H22O + OO + O22

ChODChOD
betainbetain + 2 H+ 2 H22OO22

amperometricky
kyselina octovkyselina octováá + H+ H22OO octan + Hoctan + H33OO++

pH-sensory

Možnosti měření s cholilesterazovými sensory:

1.1.



2.2.

acetylthiocholin + H+ H22OO
ChEChE

kys. octovkys. octováá ++

thiocholinthiocholin

amperometricky



3.3.

indolylacetát + H+ H22OO
ChEChE

kyselina octovkyselina octováá

+ indol+ indol
(naftol)(naftol)fluorescenční sensor



Různé varianty enzymových elektrod......
potenciometrické (měření pH, 

redoxní potenciál thiosloučenin)
amperometrické (oxidace H2O2 z následné reakce

cholinoxidasy, oxidace thiocholinu)
konduktometrické
optické systémy se světlovodnými vlákny (fluorogenní

substráty, barevné pH, 
redoxní indikátory, chromogenní
substráty)

Význam stanovení:
� životní prostředí (ve vodách)
� potravinářství + zemědělství (kontrola ovoce a zeleniny)
� vojenská oblast:bojové použití

likvidace chem. zbraní
teroristické útoky (nervovými plyny)



Inhibitory tyrosinasy

Význam stanovení:

� kyselina benzoová konzervační činidlo 
(dříve používané)

� kyselina salicylová vzniká odbouráváním
acylpirinu (acetylsalicylové)

� subst.thimočoviny vznikají z glukosinolátů
způsobují nepříjemné chuťové
vlastnosti výrobků z řepkového
oleje



Stanovení těžkých kovů (inhibitory ureasy)
potenciometrické enzymové elektrody



Stanovení herbicidů jako inhibitorů fotosystému
Thylakoidy chloroplastů špenátu nebo fotosyntetické
mikroorganismy (Rhodobacter) se využívají k detekci
herbicidů v zemědělství: triaziny

karbamáty
fenylmočoviny
nitrofenol

PQHPQH22

DCIPDCIP
(um(uměělý akceptor)lý akceptor)

PQ PQ 
PSIIPSII

exitaceexitacedifenylkarbaziddifenylkarbazid
(donor e(donor e--))

hhυυυυυυυυ osvosvěětlentleníí
zablokuje se přenos elektronů na umělý akceptor



Zesilovací biochemické systémy

1 molekula = = 1 jednotka měřeného signálu

Cílem zesílení (amplifikace) je: 
z 1 jednotky analytu získat G jednotek signálu
= zvýšení citlivosti stanovení.
Parametr G - zesilovací (amplifikační) faktor.



SUBSTRSUBSTRÁÁTT PRODUKTPRODUKT

EE22

DD CC

EE11

AA BBAA
Molekula analytu nastartuje
jednu nebo několik cyklicky
probíhajících reakcí,
přitom neustále přechází
mezi dvěma formami
(substrát produkt), které
jsou přeměňovány dvěma
komplementárními enzymy
E1 a E2 (např. oxidasa a
dehydrogenasa).
Recyklačního cyklu se 
účastní dvě pomocné látky
A a C a vystupují z něj
látky B a D.A a C recyklaci zapínají,

v nepřítomnosti neprobíhá..

Princip zesílení:



� Rychlost recyklace musí být limitována 
koncentrací analytu.

� Ostatní složky musí být v dostatečném nadbytku.

� dvouenzymové recyklace 
� chemickou recyklaci 

(dolní část cyklu probíhá bez E2)
� elektrochemická recyklace 

(schází E2 probíhá, redoxní děj na elektrodě)



Příklady recyklací:

Vysoce citlivé stanovení laktátu
enzymy:
laktátoxidasy a laktátdehydrogenasy
(imobilizace v jedné biokatalytické vrstvě)
� Pro systém LOD/LDH bylo dosaženo 

G převyšující 4000,
� Mez detekce pro laktát (nebo pyruvát) činí 1 nM.

Laktátový systém lze využít pro citlivou detekci
enzymů produkujících pyruvát, 
např. alaninaminotransferasy



OO22 HH22OO22

LODLOD

pyruvpyruvááttlaktlaktáátt

LDHLDH

NADNAD++ NADHNADH



Několikanásobná recyklace

Pro citlivou detekci ATP/ADP
(několikanásobný recyklační systém):
hexokinasa (HK)
pyruvátkinasa (PK)
laktátoxidasa (LOD)
laktátdehdrogenasa (LDH) 
katalasa (Cat)

Cykly byly propojeny pomocí pyruvátu.
Postupným „zapínáním“ jednotlivých cyklů byly 
zlepšovány parametry stanovení.



Několikanásobná recyklace



Závěrečný detekční stupeň
� Optické sledování úbytku NADH
� Vynechat katalasu a amperometricky H2O2

nebo       O2
� Přídavek katalasy umožňuje zvýšit produkci tepla
(termistor)

Látky Enzym G cmin

HK 1 60µµµµM

+PEP PK 30 2 µµµµM

+NADH LOD/LDH 1700 10 nM

HK-hexokinasa, PK pyruvátkinasa, Cat-katalasa

PEP-fosfoenolpyruvát



Recyklační systém 
využívající aktivity
jedinného enzymu
laktátdehydrogenasa

Další kombinace:
�glutamátoxidasa/dehydrogenasa (glutamát, amoniak)
�alkoholoxidasa/dehydrogenasa (alkohol)
�glutamátoxidasa/alaninaminotransferasa αααα−−−−oxoglutarát,

glutamát)
�lakasa/cytochrom b2 (benzochinon)
�laktátmonooxygenasa/malátdehydrogenasa
(malát, oxalacetát, AST)



Chemická recyklace
Ke zvýšení citlivosti detekce kyseliny askorbové
pomocí kyslíkové elektrody s askorbátoxidasou.
Zpětná redukce kyseliny dehydroaskorbové
probíhala v přítomnosti cysteinu.



tyrosinasatyrosinasa

OO22

pyrokatecholpyrokatechol oo--chinonchinon

2e2e--

300 mV300 mV

Tyrosinový sensor
stanovení fenolu,
který po oxidaci 
tyrosinasou
poskytne recyklující
pyrokatechol

ObdobnObdobněě: : 
pro pro lakasulakasu a a recyklujrecyklujííccíí ppáárr
hydrochinon/benzochinonhydrochinon/benzochinon

Elektrochemická recyklace



Mikrobiální a tkáňové elektrody
� mikrobiální
� rostlinné
� živočišné (buňky nebo organely nebo celé tkáně či 

orgány )
Výhody:
�biokomponenta je v přirozeném prostředí
�místo jednoho enzymu použít celé metabolické
reakční sekvence

�odpadá purifikace, což se odrazí na ceně.
�může dojít ke spontální obnově enzymové aktivity

Hybridní biosensor:
obsahuje vedle mikrobiální či tkáňové složky 
navíc izolovaný enzym



buňky bakterií, sinic, kvasinek:
� imobilizace na povrchu převodníku
� forma předřazeného reaktoru

Životnost: zajištění životních podmínek pro buňky
zlepšení lze dosáhnout pomocí

Problém: existence řady enzymových systémů v buňce
Indukce: přídavek potenciálního analytu = 

substrátu vyvolá zvýšenou tvorbu 
komponent metabolické dráhy

Inhibice: potlačí se funkce nežádoucích aktivit

Mikrobiální systémy



Imobilizace

� Zachycení buněk přefiltrováním přes vhodnou 
membránu ve formě pasty nebo filmu
(buňky jsou zachyceny uvnitř porů membrány, filtrační
papír, polyamid, celulosa)
Vlastnosti závisí:na tloušťce a porozitě membrány

na vlastnostech buněčné stěny mikroba
� Zachycení buněk uvnitř gelu

Tvorba gelu probíhá v přítomnosti buněk, nelze tedy 
použít příliš drastické podmínky

Materiály: agar, kolagen, želatina, polyakrylamid,
polyvinylalkohol (PVA)
kovalentní vazba není vhodná, neboť obvykle
dojde ke zničení buněčné stěny.



Typy biosensorů s mikrobiální složkou

� spojení s kyslíkovou elektrodou
� sensory pro CO2
� sensory pro NH3
� mediátory přenosu elektronů (ferrikyanid) 
Peroxid obvykle není produkován, neboť je pro
buňky toxický
Použití:
� stanovení substrátů (glukosa, fruktosa,sacharosa)
� sensor pro detekci benzenu

(pomocí kmene Pseudomonas obsahujícího
benzendioxygenasu)

� biochemická spotřeba kyslíku



Sensor pro detekci benzenu aromátů

OH

H

OH
H

FeFe2+2+

+O+O22 + NADH+ NADH + NAD+ NAD++

sukcinsukcináátt ++
acetylacetyl--CoACoA

Sensor obsahuje buňky kmene Pseudomonas,
obsahující enzym benzendioxygenasu



bb
Biochemická spotřeba kyslíku (BSK)
(anglicky:BOD, biochemical oxygen demand)

�� KlasickKlasickéé stanovenstanoveníí: BSK5 (rozd: BSK5 (rozdííl koncentrace Ol koncentrace O22
ve vzorku po 5 dennve vzorku po 5 denníí biochemickbiochemickéé oxidaci organických oxidaci organických 
lláátek, probtek, probííhháá aerobnaerobněě v uzavv uzavřřenenéémm
systsystéému v pmu v přříítomnosti mikroorganismtomnosti mikroorganismůů a ve tma ve tměě),),

�� PomocPomocíí biosensoru s kyslbiosensoru s kyslííkovou elektrodou a mikrobikovou elektrodou a mikrobiáálnlníí
vrstvou vrstvou –– TrichosporonTrichosporon cutaneumcutaneum, , BacillusBacillus subtilissubtilis aa
licheniformislicheniformis..

Měří se: mměřěříí se rychlost respirace (nse rychlost respirace (něěkolik minut)kolik minut)
hodnoty stanovenhodnoty stanoveníí BOD biosensorem jsouBOD biosensorem jsou
úúmměěrnrnéé parametru BSK5, pparametru BSK5, přřevodnevodníí vztahvztah
se urse urččíí kalibrackalibracíí..

Kalibrace: smsměěs glukosy a kyseliny s glukosy a kyseliny glutamovglutamovéé



Detekce toxických látek ve vodních tocích:
((azidyazidy, kyanidy, pesticidy, fenoly, t, kyanidy, pesticidy, fenoly, těžěžkkéé kovy)kovy)

Využívá se inhibice respiračního řetězce nebo fotosyntézy
vhodného indikačního mikroorganismu 
(např. Sinecoccus, aktivovaný kal)

monitorovací systémy jsou vhodné pro nepřetržité
sledování,ale nejsou příliš specifické a nevýhodou 
je také malá citlivost.



Zdrojem biorekognikační složky mohou být také rostliny
nebo houby.
Je třeba otestovat, v které části se vyskytuje enzymová
aktivita:
� rostoucí části: (mladé listy)
� zásobní části (plody, ovoce, zelenina)

Způsob použití:
� tenký řez přichycený pomocí řídké síťky
� tenký řez přichycený pomocí celofánu
� rozmělněný materiál vpravit do kompozitní směsi

pro přípravu uhlíkové pastové elektrody
(snadná obnova aktivního povrchu- vytlačit kousek 
pasty, uhladit a hned lze měřit)

Tkáňové řezy rostlin a hub



Kromě přirozených rostlinných tkání se používají
i uměle připravené buněčné kultury

Stabilita biosensorů: řádově týdny až měsíce

Limit detekce: 10 µµµµM

Problém: selektivita, protože jsou
přítomné nejrůznější
enzymové systémy.



Příklady biosensorů s rostlinami

Rostlina (použitá část) Enzym analyt

žampion (plodnice) tyrosinasa fenoly
brambor (hlíza) tyrosinasa fenoly
banán (dužina) tyrosinasa dopamin
okurek, tykev (řez 
plodu, šťáva) askorbátoxidasa vitamin C

cystein
křen peroxidasa peroxid vodíku
sója ureasa močovina
chryzantémy (okvětní
lístky) aminokyseliny



PPřřííklady biosensorklady biosensorůů s s žživoivoččiiššnými tknými tkáánněěmimi
Stabilita byla nižší ve srovnání s rostlinými systémy.
Uvedené systémy jsou vesměs spojeny s NH3 elektrodou.

Použitá část Enzym Analyt

ledvina (vepřová) katalasa glutamin
glukosamin-6-fosfát
peroxid vodíku

játra (králík) monoaminoxidasa katecholaminy
guanin

sval (králík) AMP
střevo (myš) adenosin


