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ANOTACE 

Hlavní náplní této vědecké práce bylo studium vlivu skladovacích podmínek na životnost 

tyrozinázových biosenzorů. Pro experimentální měření byl jako analyt zvolen neurotransmiter 

dopamin. Enzym tyrozináza (EC 14.18.1) izolovaný z houby Agaricus bisporus byla pevně 

zakotvena na různé typy amperometrickcých transduktorů. Imobilizace se prováděla přímým 

začleněním do elektrodového materiálu, vmezeřením do struktury polymeru Nafionu®, či 

kovalentní vazbou prostřednictvím zesíťovadla glutaraldehydu. Takto vzniklé biosenzory byly 

skladovány za různých podmínek a jejich analytické parametry se sledovaly amperometricky. 

KLÍČOVÁ SLOVA 

tyrozináza, biosenzory, amperometrie, imobilizační techniky, skladovací podmínky 

TITLE 

Optimalization of storage conditions for tyrosinase senzors 

 

ANNOTATION 

The main aim of this scientific work was study of storage conditions effect on tyrosinase 

biosensors service life. A neurotransmitter dopamine was chosen as the analyte for 

experimental measurements. An enzyme tyrosinase (EC 14.18.1) isolated from the muschroom 

Agaricus bisporus was firmly anchored to different types of amperometric transducers. 

Imobilizations were realized using incorporation into the electrode material, intercalation into 

the Nafion® polymer structure and/or covalent bonding via a glutaraldehyde crosslinker. 

Resulting biosensors were storated at different storing conditions and their analytical 

parameters were monitored amperometrically. 
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CMK-1/CMK-3 kopie matric mezoporézního oxidu křemičitého 

CNTs   uhlíkaté nanotrubice 

CPE   uhlíková pastová elektroda 

CuA, CuB  označení oxidačních iontů mědi 
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GTA   glutaraldehyd 
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SWNTs  uhlíková nanotrubice 

TYR   tyrozináza 

Vmax   maximální rychlost 
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Úvod 
Mnou zhotovená bakalářská práce je věnována studiu vlivu použitých imobilizačních 

technik a podmínek skladování na životnost tyrozinázových amperometrických biosenzorů. 

Doposud byl vyvinut bezpočet takovýchto biosenzorů pro různě významné klinické aplikace, 

ať už v monitorování neurotransmiterů, hormonů, léčiv atd. Nicméně je stále zapotřebí se cíleně 

věnovat výzkumu v této oblasti, protože stabilita těchto biosenzorů není natolik uspokojivá, aby 

byly zařazeny do rutinní praxe. 

Tato bakalářská práce je rozdělena do dvou větších celků, a to na teoretickou a 

praktickou část. První část je zaměřena především na popis struktury enzymu tyrozináza (EC 

14.18.1) izolovaný z houby Agaricus bisporus, tak aby imobilizace mohla být, co 

nejefektivnější. Dále jsou zde přehledně zmíněny nejčastější způsoby imobilizace, které se 

používaly v souvislosti s tímto enzymem. V poslední řadě jsou v teoretické části zahrnuty 

fyzikálně-chemické podmínky, které taktéž významně ovlivňují katalytickou aktivitu 

tyrozinázy, a tím i výsledné analytické parametry amperometrických biosenzorů. 

V rámci praktické části byla připravena trojice biosenzorů lišící se způsobem 

imobilizace. Z této trojice byl vybrán biosenzor na bázi polymeru, z důvodu reprodukovatelné 

konstrukce, tak aby mohl být dále studován vliv skladovacích podmínek na jejich životnost. 

Dopamin jakožto důležitý neurotransmiter v lidském organismu spojovaný s Parkinsonovou a 

Alzheimrovou nemocí byl pro svůj klinický význam zvolen jako modelový analyt. Ze 

získaných dat se lze domnívat, že jak samotný způsob imobilizace, tak i skladovací podmínky 

mají významný vliv na životnost tyrozinázových biosenzorů, z čehož vyplývá, že by bylo dobré 

ve studiu dále pokračovat v rámci diplomové práce. 
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TEORETICKÁ ČÁST 

1. Základní charakteristika enzymu tyrozinázy 

1.1. Molekulová struktura aktivního centra 
Tyrozináza (EC 14.18.1) je enzym nacházející se v mnoha organismech, kde se 

zúčastňuje důležitých biochemických procesů, jako je tvorba melaninu a tím spojené hnědnutí 

pokožky a vlasů. Dále se podílí na hnědnutí ovoce a hub. Tento enzym patří i mezi základní 

metabolické vybavení mnoha mikroorganismů, včetně bakterií. Dále je nutné zmínit, že se u 

vyšších obratlovců (člověka) podílí na hojení ran či imunitní odpovědi [1]. 

Aktivní centrum tyrozinázy zodpovědné za její katalytickou aktivitu je složeno dvěma 

atomy mědi (CuA a CuB), přičemž každý atom dvoumocné mědi je vázán k šesti histidinovým 

zbytkům [2]. Takto složený kofaktor je obalen 4 podjednotky (proteiny), který obsahuje 

významné aminokyselinové zbytky jako asparagin, glutamin, valin a methionin [3] (viz. 

Obr.1.). Zmíněné atomy mědi jsou spojeny vazbou s kyslíkem, která hraje důležitou roli ve 

funkci tyrozinázy [4,5]. Celková struktura tyrozinázy může být rozdělena do tří domén: 

centrální doména, N-terminální doména a C-terminální doména. Centrální doména je složena 

z již zmíněných šesti histidinových zbytků a obsahuje oxidační ionty mědi CuA a CuB [6]. 

Enzym tyrozináza je složen ze dvou podjednotek H a dvou podjednotek L o různých 

molekulových hmotnostech, podjednotky H o molekulové hmotnosti 43 kDa a podjednotky L 

o 14 kDa. Dohromady enzym vyskytující se jako tetramerní protein složený z α-helixů, β-listů 

a smyček (H2L2) odpovídá molekulové hmotnosti 120 kDa [3,7]. Na stabilitě enzymu se 

podílejí hydrofobní interakce, vodíkové můstky a iontové vazby [3]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1. Molekulová struktura tyrozinázy [8] 
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Termín tyrozináza je spjat se specifickým substrátem tyrosinem. Enzym katalyzuje 

oxidace monofenolů a o-difenolů na reaktivní o-chinony, za použití molekulového 

kyslíku [1,5,9]. Fyziologická úloha tyrozinázy představuje přeměnu tyrosinu na dopachinon, 

poněvadž je to klíčový enzym v prvním kroku biosyntézy melaninu [1]. Melanogeneze začíná 

hydroxylací tyrosinu na o-difenol (L-DOPA) a následnou oxidací na dopachinon. Obě tyto 

oxidační reakce jsou katalyzovány právě enzymem tyrozinázou [10,11]. 

Tvorby pigmentů při melanogenezi se účastní tři typy tyrozináz (oxy-, met- a 

deoxytyrozináza). Tyto enzymy obsahují různé typy struktur dvouatomárního aktivního místa. 

Okysličená forma tyrozinázy (oxy) je tvořena ze dvou atomů mědi (CuII) a vázána 

histidinovými zbytky, přičemž kyslík je vázán jako peroxid vodíku. Met-tyrozináza se podobá 

oxy formě, ale namísto peroxidu obsahuje hydroxidové ligandy. Deoxytyrozináza obsahuje 

atomy mědi v oxidačním stavu jedna (CuI) a koordinačně se podobá formě met, ale již bez 

hydroxidových můstků. Výše uvedené skutečnosti ovlivňují různou tyrozinázovou aktivitu. 

Pokud monofenol reaguje pouze ve formě kyslíku, může se dále oxidovat na o-chinon, což dále 

vede k vázání deoxyformy a deoxygenu. Regenerace oxytyrozinázy probíhá vazbou 

molekulárního kyslíku na deoxytyrozinázu. V případě, kdy máme k dispozici pouze o-difenol, 

formy oxy a met s ním reagují a oxidují ho na o-chinon [2] (viz. Obr. 2.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 2. Mechanismus oxidace fenolu katalyzovanou přítomností tyrozinázy [11]. 
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1.2. Optimální podmínky pro katalytickou aktivitu 
Obecně má tyrozináza schopnost katalyzovat oxidaci fenolových substrátů, které mají 

hydroxylovou skupinu v ortho poloze [13]. Pro kinetiku těchto reakcí je tedy důležitá 

dostupnost hydroxylových skupin pro tyrozinázu. Enzymatickou reakci lze popsat pomocí 

Michaelisovy konstanty (KM) jako koncentraci substrátu v polovině maximální míry dosažené 

systémem (Vmax) [14]. Hodnoty KM pro monofenolázovou aktivitu houbové tyrozinázy se 

pohybují obvykle v rozmezí od 0,1 do 2,0 mmol·l-1. Aktivita difenolasy dosahuje hodnot 

nižších [15]. Katalytickou aktivitu ovlivňují různé faktory, jako například teplota a pH, které 

jsou dále diskutovány. 

 

1.2.1. Teplota 
Obvykle je houbová tyrozináza aktivní v poměrně širokém rozmezí teplot, a to od 30°C 

až do 65°C [16-18]. Například v roce 2008, L. B. Martina a kol. studovali vliv teploty na 

katalytickou aktivitu tyrozinázy a pro dosažení potřebných výsledků použili teplotu 30°C [19]. 

Nicméně zjištěné optimum pro katalytickou aktivitu je teplota 35°C. [16,18.] 

 

1.2.2. Vliv pH prostředí 
V literatuře se můžete dozvědět, že většina experimentů se uskutečňovala povětšinou 

v prostředí fosfátového pufru o koncentraci 0,1 až 0,01 mol·l-1 o pH 6-8 [19,20]. Je možné 

použít více druhů pufrů, fosfát citrátu, fosforečnanový pufr, tris-HCl, glycin-NaOH [21] a 

borátový pufr [22]. Pro houbovou tyrozinázu je ideální pH 7 za použití fosfátového pufru, jenž 

byl použit i v mé praktické části [21]. 

 

1.2.3. Iontová síla 
Aktivita enzymu se může částečně lišit podle druhu iontové kapaliny. Dle stanovených 

kinetických parametrů lze říci, že iontové kapaliny mohou mít na enzym vliv v podobě přímé 

interakce, čímž brání ve vazbě enzym-substrát z důvodu jejich vysoké hydrofilnosti a polarity. 

Iontové kapaliny mohou mít také vliv na pufrovací účinek a při vyšší teplotě schopnost navýšit 

katalytickou účinnost [23]. 

Nicméně si tyrozináza ponechává svoji katalytickou aktivitu i v organickcých 

rozpouštědlech, jako je například hexan či chloroform [24]. Aktivita enzymu se může lišit dle 

typu použitého iontového rozpouštědla a hlavní faktory, které tuto skutečnost ovlivňují, jsou 

hydrofobnost, polarita a viskozita [25]. Například hydrofilnější rozpouštědlo lépe přímo 
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interaguje s enzymem, protože lépe pronikne do vodného roztoku, tím obklopí molekuly 

enzymu a může způsobit snížení jeho aktivity [24]. Nevodná rozpouštědla ovlivňují aktivitu 

enzymu tím, že brání vázání substrátu na aktivní místo enzymu, což má za následek vyšší KM a 

aktivační energii a tento výsledek je mnohem závažnější, než když použijeme jako reakční 

činidlo iontovou kapalinu [23]. 

 

1.2.4 Inhibitory 
Obecně inhibitor enzymu je molekula či iont prvku, který se naváže na enzym a tím 

snižuje jeho aktivitu [2]. Typické příklady inhibitorů tyrozinázy jsou ionty těžkých kovů, 

kosmetické přípravky, potravinářské přídatné látky [2,26,27], pesticidy [28], protizánětlivé 

látky [29] a mnoho dalších farmaceutických výrobků. Inhibitory lze rozdělit do tří typů dle 

mechanismu inhibice: včetně kompetitivní, nekompetitivní a smíšeného typu [30]. Dále se dají 

rozdělit na základě původu, jmenovitě na přírodní a syntetické. Reverzibilní inhibice je 

způsobena nekovalentními interakcemi, jako jsou vodíkové vazby, hydrofobní interakce a 

iontové vazby a nevratná inhibice souvisí s chemickými reakcemi, kdy vznikají kovalentní 

vazby. 

Z vědecké literatury, která je věnována inhibici tyrozinázy, nelze přímo určit, zda se 

opravdu jedná o skutečný inhibitor dle výše uvedené definice. Pojem inhibice se často totiž 

využívá ve vztahu k inhibici melanogeneze (tvorba melaninu) a jindy zas v přítomnosti 

substrátů tyrosinu a L-DOPA, přičemž je kladen důraz na reakci tvorby dopachinonu. 

Co se experimentálního hlediska týče, můžeme za inhibitor považovat redukční činidla 

způsobující redukci vzniklých oxidačních produktů. Za tyto inhibitory lze považovat látky 

s redukčními vlastnostmi, jako je například kyselina askorbová a sloučeniny obsahující 

thiolovou skupinu. 

Někdy jsou mylně za inhibitory označovány fenoly, které vykazují afinitu k enzymu a 

tím zabraňují tvorbě chinonů. Za inhibitory mohou být také považovány různé kyseliny a báze, 

které enzym denaturují. Za specifické inhibitory tyrozinázy jsou považovány látky, které 

mohou být katalyzovány tyrozinázou, ale zůstávají kovalentně vázány na enzym a tím ho 

nenávratně inaktivují. Mezi tyto látky patří difenoly obsahující hydroxy skupinu v meta poloze. 

Typickýcm příkladem je například resorcinol [2]. 

Kyselina kojová je jedna z nejvíce studovaných inhibitorů a je používána i jako 

srovnávací standard. Tato sloučenina se hojně využívá v potravinářství pro zpomalení 

enzymatického hnědnutí [30]. Kyselina kojová inhibuje enzym tak, že chelatuje měď v 
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aktivním místě enzymu [31]. Doposud největší skupinou inhibitorů tyrozinázy jsou 

polyfenolické sloučeniny, z nichž flavonoidy jsou nejvíce studované [32]. 

 

1.2.5 Aktivátory 
Aktivátory lze definovat jako látky, které svojí přítomností zvyšují či udržují aktivitu 

daného enzymu. Tyto látky by mohly být použity právě při skladování mnou vyrobených 

biosenzorů, aby se prodloužila jejich životnost. Dále lze zmínit, že aktivátory tyrozinázy 

schopné stimulačního účinku na melanogenezi jsou doposud zkoumány pro úspěšnou léčbu 

hypopigmentačních onemocněních [33]. Tyrozináza bývá přítomna v latentní fázi, která je třeba 

nejprve aktivovat [34]. Tato aktivace probíhá pomalu a závisí na její povaze. Tato reakce by se 

dala popsat jako konformační změna proteinu, kdy se struktura změní, aby dosáhla své aktivní 

povahy. Je zajímavé, že u auronů je mimo inhibiční účinek pozorována i povaha aktivátoru, za 

který je pravděpodobně odpovědný alosterický efekt, záleží však na typu sloučeniny. Některé 

pentapeptidy byly také publikovány jako aktivátory pro houbovou tyrozinázu [35,36]. Již 

v poměrně nízkých koncentracích se projevuje aktivační účinek například i u ethyl- nebo 

propyl-xantátu [37]. Za zmínku stojí též využití metabolitu tryptofanu s o-aminofenolovou 

strukturou (3-hydroxykynurenin), jak v roli substrátu, tak i jako možnosti využití aktivátoru pro 

houbovou tyrozinázu [38]. 

 

1.2.6. Přítomnost kationtů kovů 
Přítomnost kovů v roztoku enzymu může buď snížit či zvýšit jeho katalytické účinky, 

proto diskuzi o vlivu iontů kovů bylo nutné zařadit jako samostatnou kapitolu. Některé kovové 

ionty vyskytující se v biologických systémech, Fe2+, Cu2+ a Mn2+ mají výrazný vliv na aktivitu 

tyrozinázy. U iontů Zn2+, Cd2+, Ni2+ a Co2+ nebyl pozorován žádný vliv na kinetiku enzymu, 

zatímco Cu2+ a Mn2+ vykazují inhibiční účinek [39]. Univalentní kationty Li+, Na+ a NH4
+ 

nemají žádný výrazný vliv na tyrozinázovou aktivitu. Draselné ionty mohou mít mírný inhibiční 

účinek stejně jako ionty chloridové. Obecně jsou to slabé inhibitory, protože je jich zapotřebí 

ve velké koncentraci. Fluoridy, chloridy inhibují tyrosin-tyrosinásové a dopa-tyrosinázové 

reakce. Ionty rtuti, stříbra a zlata mohou mít schopnosti inaktivace enzymu, protože jsou 

schopny soutěžit o vazebné místo aktivního centra enzymu [40]. 

Ionty Fe2+ mají jedinečnou schopnost stimulovat aktivitu tyrozinázy. Konverze tyrosinu 

na L-DOPA je krok, který omezuje rychlost biosyntézy melaninu katalyzovanou tyrozinázou. 

Tato reakce se vyznačuje dobou prodlevy a její rozsah závisí hlavně na přítomnosti donoru 

vodíku, jako je přímo L-DOPA. Bylo zjištěno, že katalytické množství iontů Fe2+ má při 
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stimulaci aktivity enzymu tyrosinhydroxylázy stejný účinek jako L-DOPA, přičemž kinetika 

reakce závisí na koncentraci kovu a povaze pufrovacího systému. Na aktivitu tyrozinázy 

vykazovaly malý účinek ionty Fe3+, zatímco na kinetiku oxidace tyrosinu měly inhibiční účinek 

ionty Cu2+ a Mn2+ [39]. 

 

1.3. Potencionální substráty 
Protože tyrozináza má různě koordinovanou molekulovou strukturu, lze za substráty 

označit alifatické sloučeniny, kde může enzym způsobit hydroxylační účinek [41]. Jelikož má 

tyrozináza také oxidázovou aktivitu, kde dochází ke katalýze oxidace o-difenolů na o-chinony, 

je tyrozináza řazena mezi vnitřní monooxygenázy. Neboť difenolový produkt může být pro 

enzym zdrojem dvou elektronů, které jsou třeba ve fenolové oxidaci, lze o něm hovořit jako o 

substrátu pro daný enzym [42]. 

Bezpočet klinicky významných fenolických látek, které mají volný uhlík v ortho poloze 

nebo mají katecholovou strukturu lze považovat za substráty, a tudíž za potencionální analyty 

tyrozinázových biosenzorů. Pomocí elektrochemických senzorů založených na tyrozináze lze 

stanovit hormony (př. estrogeny) [43], neurotransmitery (př. dopamin) [44], mikrobiální 

patogeny [45-47] a proteiny [48,49]. Také je lze aplikovat v různém odvětví medicíny, jako při 

diagnóze melanomu [50-52], Alzheimerovy choroby [53-55], stanovení aktivity enzymů 

[56,57] a léčiv [57-60]. Mezi tyto látky patří již zmíněný L-DOPA (aminokyselina využívaná 

jako léčivo Parkinsonovi nemoci), [61,62], epinefrin (neurotransmiter) [63], penicilin 

(antibiotikum) [58], serotonin (neurotransmiter). Také neurotransmiter dopamin lze stanovit, 

který je zkoumán v souvislosti s Parkinsonovou chorobou [64]. Právě dopamin byl v mé práci 

použit jako substrát i z důvodu jeho velikého klinického významu. 

 

2. Konstrukce amperometrických tyrozinázových senzorů 
Biosenzor lze definovat jako analytické zařízení, které kombinuje biologický materiál 

s fyzikálně-chemickým převodníkem, a je určený ke stanovení analytu. V našem případě je 

důležité zmínit schopnost biosenzoru využít katalytickou aktivitu tyrozinázy [65]. 

Elektrochemické biosenzory převádějí informaci rozpoznanou z biologického materiálu na 

elektrický signál s určitou citlivostí. Měřenou veličinou může v tomto případě být potenciál 

(potenciometrické), elektrický proud (amperometrické) či vodivost (konduktometrické 

biosenzory). Ve všech zmíněných případech, pokud se nejedná o nepřímé stanovení (analýza 

inhibitorů), je měřená veličina přímoúměrná koncetraci stanoveného analytu [66,67]. 
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Převodníky (elektrody) mohou být tvořeny z ušlechtilých kovů, jejich slitin, grafitu nebo 

různých nanomateriálů [68], přičemž lze použít dvou nebo tříelektrodové zapojení [69]. 

Protože většina tyrozinázových biosenzorů využívá amperometrický typ převodníku, 

další způsoby elektrochemické detekce nejsou diskutovány. Amperometrické zařízení měří 

změny koncetrace analytu v difúzní vrstvě při procházejícím proudu pracovní elektrodou 

způsobené oxidací nebo redukcí produktů biochemické reakce a zároveň při konstantní hodnotě 

pracovního potenciálu. Vyžadované vlastnosti amperometrických biosenzorů jsou přesnost, 

rychlá doba odezvy a nízké detekční limity, přičemž je důležité brát na zřetel, že selektivita 

může být ovliněna redox potenciálem interferujících elektroaktivních látek ve vzorcích. I přes 

tuto skutečnost jsou amperometrické biosenzory velmi často využívány v klinické diagnostice 

[70]. 

 

2.1. Nekovalentní imobilizace 
Imobilizace je velice důležitý krok ve vývoji biosenzorů, protože pomáhá dosáhnout 

požadovaného kontaktu mezi biomateriálem a převodníkem a také stabilizovat biomateriál pro 

opětovné použití [71]. Při vývoji katalytických biosenzorů by měly být obecně zajištěny 

následující pracovní podmínky: úzký kontakt vybraného enzymu s transduktorem, selektivní 

permeabilita bio-membrány, mechanická stabilita (zabránění nežádoucí eluci enzymů) a 

dostatečná vodivost biovrstvy. Hlavním cílem tedy je hledání různých způsobů pro pevné 

zabudování bioreceptorů na povrchu elektrod. Odpovídající techniky pak mohou být rozděleny 

do dvou hlavních skupin: nekovalentní imobilizace enzymů a imobilizace kovalentní vazbou. 

Volba typu imobilizace může do jisté míry snížit katalytické účinky enzymu, protože způsob 

imobilizace ovlivňuje orientaci enzymu na povrchu elektrody, či zablokování aktivního místa. 

Patří sem několik parametrů, jako je celková katalytická aktivita, účinnost kinetiky využití 

katalyzátoru, deaktivace a regenerace [72]. První generace katalytických biosenzorů byly 

vyvinuty právě nekovalentní imobilizací enzymu na povrchu elektrody [73]. Různé typy 

nekovalentní imobilizace jsou diskutovány v následujících odstavcích. 

 

2.1.1. Přímé zakomponování do elektrodového materiálu 
Bezpočet přístupů pro zabudování tyrozinázy k těsnému kontaktu s elektrodou bylo 

vyvinuto. Tyto přístupy lze rozdělit do dvou velkých skupin, a to fyzikální nebo chemické 

zakotvení. První generace tyrozinázových biosenzorů byla konstruována přímým začleněním 

surové tkáně nebo extraktu do elektrodového materiálu. Většinou se jednalo o pletiva rostlin či 

plodů obsahujících enzym, která byla součástí uhlíkové pastové elektrody [74]. Využívaly se 
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tkáně z ovoce (Persea americana [75] a Pyrus communis [76]), zeleniny (Ipomoea batatas [77] 

a Cucurbita pepo var. giromontiina [78]) a houby (Agaricus bisporus) [79]. Tyto materiály 

byly využívány jako zdroje polyfenol oxidáz (tyrozinázy), dokud se nedocílilo možnosti izolace 

s jejich vysokou čistotou a aktivitou [80]. Toto nekovalentní začlenění může být umožněno 

smícháním tkáně nebo čistého enzymu s vodivým uhlíkovým práškem a lipofilním pojivem 

[81]. 

Jako příklad biosenzoru lze uvést tkáňově modifikovanou uhlíkovou pastovou elektrodu 

(CPE) [82]. Velikou výhodou zde je, že tento senzor může být obohacen o další prvky, hlavně 

redox mediátory, které mohou sloužit jako mediátory, a tak zvýšit selektivitu finálního 

biosenzoru [83]. V mé práci byl obdobně připraven amperometrický biosenzor a zkoumán vliv 

imobilizace na jeho životnost. 

 

2.1.2. Přímá adsorpce na povrch elektrodového materiálu 
Další způsob přípravy biosenzoru lze cestou přímé adsorpce na povrch elektrody, kde 

se nanáší na povrch elektrody potřebné roztoky a enzym se nechá imobilizovat [84]. Přímou 

adsorpci lze označit jako nejjednodušší způsob imobilizace enzymu na povrch elektrody [85]. 

Při této technice jsou využity fyzikální interakce mezi povrchem elektrody a enzymem. 

Konkrétně se jedná o slabé Van der Waalsovy síly anebo vodíkové můstky [86]. Dále se mohou 

účastnit také hydrofobní interakce [73,87]. Je však důležité myslet na možnost nežádoucí eluce 

biologického materiálu z povrchu elektrody, kterou může mít za následek změna pH, iontové 

síly nebo teploty [88]. Jako elektrodové materiály se nejčastěji využívají různé typy uhlíku, 

které vykazují vysoké adsorpční vlastnosti [84].  

 

2.1.3. Zakotvení enzymu pomocí polymeru 
Příprava membrán pomocí vodivých polymerů je nejvyužívanější technikou imobilizace 

enzymů [89]. I přes pevné zachycení enzymu ve struktuře polymeru je umožněn pohyb 

substrátů a produktů reakce [90]. Na povrchu elektrody lze polymerní filmy vytvořit 

elektrochemickou depozicí [91] nebo přímou aplikací s odpařením použitých rozpouštědel 

[92,93]. V současné době se využívají elektrodové materiály na bázi polymerů a grafenu 

[94,95], uhlíkatých nanotrubic (CNTs) [96-98] nebo kovů [99,100]. V poslední době jsou 

vodivé polymery zkoumány a využívány pro výrobu různých biosenzorů. Obecně je enzym 

zabudován do polymeru, který pokrývá pracovní elektrodu nebo je součástí kompozitního 

materiálu, který můžeme chápat jako směsice daného enzymu, polymeru, nanočástic, 

zesíťovadel atd. [101-103]. Při použití vodivého polymeru dochází ke zvýšení specifického 
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povrchu biosenzoru, což vyustí ke zvýšení citlivosti [104]. Považuji za důležité zmínit, že 

pomocí polymeru lze zakotvit mnohonásobně vyšší obsah enzymu, než v ostatních případech, 

a tím zvýšit kromě citlivosti i životnost. Z tohoto důvody byl konstruován jednoduchý 

tyrozinázový biosensor na bázi polymeru a studována jeho životnost. 

Při přípravě tyrozinázových biosenzorů lze považovat za nejoblíbenější polymery 

polypyrrol (PPY) [105], polyanilin (PANI) [97], chitosan [106], Nafion [107,108], poly (3,4-

ethylendioxythiofen) (PEDOT) [109], epoxy pryskyřice [110] a polyvinylalkohol (PVA) [111]. 

Tyto polymery mají tu vlastnost, že mohou fungovat jako snímače a zároveň imobilizační 

matrice pro zadržení enzymu, jak uvnitř, tak i přes polypyrrolový film. [112,113]. Zmíněný 

PPY lze tedy využít jako základ pro imobilizaci tyrozinázy s následovným zesítěním pomocí 

glutaraldehydu (GTA) [105]. Je nutné brát na zřetel, že výsledné kompozity mohou obsahovat 

malé množství vody, které může způsobit zhoršení mechanických vlastností membrány a vést 

až k uvolnění zachycených biomolekul [90]. 

Kromě toho mohou být polymery také použity pro přípravu biomimetických senzorů, 

které mohou zcela nahradit funkci enzymatických biosenzorů, a tak významně prodloužit jejich 

životnost [114]. V této oblasti umělých biosenzorů se nelze obejít bez znalostí 

supramolekulární chemie k napodobení vlastností biologických enzymů [115,116]. Syntetická 

vazebná místa, která napodobují aktivní místo enzymu tyrozinázy jsou součástí struktury 

molekulárně potištěných polymerních membrán [117]. Této problematiky se týká vývoj 

syntetického polymeru (MIP), protože se polymerní katalyzátory ukázaly jako významná oblast 

zájmu. [118,119]. MIP lze popsat jako polymer schopný reverzibilní vazby funkčních 

monomerů s templátovou molekulou (analyt) za vzniku výsledného „komplexu“ a začlenění do 

síťového polymeru kopolymerizací za současného nadbytku zesíťujícího monomeru 

v přítomnosti inertního rozpouštědla a působením volných radikálů [120]. Syntetický otisk 

tyrozinázy lze získat metodou molekulárního otisku při termicky iniciované radikálové 

polymerizaci, kdy je výsledkem vytvoření dutin polymerní sítě [117]. 

 

2.1.4. Zabudování enzymů do nanopórů vhodných nosičů 
Kromě CNTs [121], grafenu [122], a fullerenů [123] jsou často testovány mezoporézní 

uhlíky (OMC) jako složky nových biosenzorů. Mezi nejčastější OMC používající se pro 

přípravu matrice biosenzoru patří CMK-3 a CMK-1, což jsou kopie různých typů matric 

mezoporézního oxidu křemičitého [124,125]. Dobrá elektronická vodivost, vysoce definovaná 

velikost pórů, vysoký specifický povrch, velký objem pórů, a zvýšená mechanická stabilita, to 

jsou všechno vlastnosti, díky kterým se tyto materiály využívají v katalytické, adsopční a 
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elektrochemické aplikaci při konstrukci chemických a biochemických senzorů [124]. 

Mezoporézní uhlíkové materiály mají široké využití v amperometrickém, voltamerickém a 

potenciometrickém stanovení [126]. Enzym může být zabudován do nanopórů nosičů pomocí 

nanovláken s následným zesítěním, kdy je účinnost závislá hlavně na vzájemné interakci 

materiálu s enzymem a porézní struktuře nanomateriálu. [127-129]. Nanovlákna se v tomto 

případě vyrábějí za použití roztoku polymeru a tavení při vysokém napětí, kdy vznikne nabité 

polymerní vlákno [130]. Tyrozináza může být imobilizována například na jednovrstevné 

uhlíkové nanotrubici (SWNT) za použití polymerace PPY, kdy vznikne mnoho póru a trhlin 

pro dobrý přenos enzymu. Tento typ biosenzoru lze použít pro stanovení dopaminu [131]. Jako 

příklad lze také uvést zeolitově modifikovanou tyrozinázovou elektrodu, kdy se uhlíková 

elektroda modifikovaná mediátorem obsahující zeolitové nanočástice potáhne imobilizovanou 

tyrozinázou [132]. 

 

2.2. Kovalentní imobilizace 
Metody chemické imobilizace zahrnují zejména připojení enzymu k matrici 

kovalentními vazbami, zesítění mezi enzymem a matricí a zesítění enzymu multifunkčními 

činidly. Postupy kovalentní imobilizace jsou využívány zejména díky jejich jednoduchosti a 

silné chemické vazbě mezi materiálem a biomolekulou. Důležité je zmínit možnost ztráty 

aktivity v důsledku nežádoucí změny konformace enzymu během zesítění [133].  

Kovalentní vazbou lze zakotvit enzym přímo na povrch elektrody nebo na strukturu 

polymeru, který pokrývá elektrodu. Aby mohlo dojít ke kovalentnímu zakotvení, musí enzym 

na svém povrchu mít volné funkční skupiny, které by se mohly zúčastnit kovalentní reakce. Za 

tyto skupiny lze považovat –SH2 cysteinu, –NH2 lysinu a argininu, –COOH kyselin glutamové 

a asparagové atd. [134-136]. Tyrozináza má především -NH2 funkční skupiny [3]. Typy reakcí, 

které se mohou podílet na tvorbě kovalentní vazby, jako jsou diazotace [137], alkylace [138], 

tvorbou Schiffovy báze [139], vznik amidové vazby [140] a výměna thioldisulfidu [141] (viz. 

Obr. 3.). 

 

2.2.1. Karbodiimidová metoda 
 Karbodiimidy jsou nenasycené sloučeniny s allenovou strukturou. Od jejich první 

syntézy z thimočoviny začly být široce využívány v organické syntéze a biotechnologiích. 

Karbodiimidy adičně reagují s vodou, alkoholy, aminy, fenoly a karboxylovými kyselinami, 

využívají se také při syntéze peptidů [142], modifikaci polysacharidů [143] a proteinů [144] ve 

vodných systémech. Karbodiimidy jsou velmi účinné v zesíťování proteinů, díky schopnosti je 
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vzájemně propojovat bez zavedení dalších skupin [145]. Při použití karbodiimidu dochází 

k reakci karboxylové skupiny v nosiči a aminoskupinou enzymu [136]. Je zde důležité dbát na 

podmínky, zejména pH reakčního systému a koncentraci karbodiimidu [146].  

 

2.2.2. Glutaraldehydová metoda 
GTA je organická látka kapalné povahy hojně využívána k zesíťování. Imobilizace 

kovalentní vazbou přes glutaraldehyd k nosičům nerozpustných ve vodě je jednou 

z nejšetrnějších a nejjednodušších metod [90]. GTA lze použít jako zesíťovací činidlo pro 

imobilizaci enzymů, protože reakce může probíhat ve vodném pufrovém roztoku za blízkých 

fyziologických podmínek pH, teploty a iontové síly. Jeden ze způsobů je vytvoření 

trojrozměrné sítě v důsledku intermolekulárního zesítění či navázání na nerozpustný nosič. 

GTA může s proteiny reagovat mechanismem aldolové kondenzace nebo adice. Díky 

různých vlastností a charakteristik každého enzymu je třeba dbát na poměr 

enzym:glutaraldehyd, aby se enzym nevymýval a byla zde zachována katalytická aktivita [147]. 

V případě tyrozinázy je třeba, aby glutaraldehyd poskytoval dostatek aldehydových skupin na 

povrchu nosiče, které jsou schopny vazby aminoskupin tyrozinázy [148]. V mé práci byla 

zvolena právě tato metoda zesítění z důvodu jejích dobrých vlastností ve vztahu k proteinům a 

enzymům a také širokého využití. Doba reakce při použití krystalků proteinů a zavedení 

glutaraldehydu ve formě krystalizačních kapiček se pohybuje od 30 do 60 minut [149]. 

Obr. 3. Schéma reakcí imobilizace enzymů na nosičích s různými funkčními skupinami 

aktivovaný (A) glutaraldehydem, (B) karbodiimidem, (C) divinylsulfonem nebo (D) bez 

aktivátoru, (E) enzym [150]. 
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3. Životnost tyrozinázových senzorů 

3.1. Stabilita tyrozinázových senzorů 
Stabilita tyrozinázových biosenzorů je stále velice diskutované téma. Díky dobré 

selektivitě a širokému spektru detekce různých klinicky významných látek by mohly tyto 

biosenzory najít široké uplatnění v klinické diagnostice onemocnění, zejména melanomu kůže 

a Parkinsonovy choroby [151]. Bohužel ale není stabilita těchto biosenzorů prozatím natolik 

uspokojivá, aby byly zavedeny do rutinní praxe. Při pravidelném používání nebývá stabilita 

většinou delší jak jeden měsíc. Zde uvedu několik konkrétních příkladů z publikovaných prací 

pro lepší představu o stabilitě tyrozinázových biosenzorů. V roce 2005, Z. Liu a kol. 

imobilizovali tyrozinázu na magnetickýh nanočásticích za použití uhlíkové pastové elektrody. 

Ve výsledcích uvádějí stabilitu 92% po 10 dnech a její pokles na 85% po 20 dnech. Po 1 měsíci 

klesla původní odezva na 70%, přičemž měření bylo prováděno každé 3 až 4 dny [152]. V roce 

2000, B. Wang a kol. imobilizovali enzym pomocí silica sol-gelu a po 110 dnech si biosenzor 

uchoval stabilitu na 96% a 73% po 3 týdnech při přerušovaném používání [153]. V publikaci 

z roku 2003 od S. Liu a kol. si Tyr-Au-CPE si po 20 dnech při pouhém skladování při 4 °C 

uchovává 20% své aktuální odezvy a Tyr-CPE za stejných podmínek 72% [154]. Jako poslední 

příklad uvedu elektrochemicky předem upravený a modifikovaný aktivovaný 

uhlík/tyrosináza/Nafion® GCE biosenzor, který si zachoval 80.9% své počáteční aktivity po 15 

dnech, v publikaci od S. F. Rahman [42]. 

 

3.2. Vliv skladování na životnost tyrozinázových biosenzorů 
Ve většině případů se tyrozinázové biosenzory skladovali za sucha v lednici při 4°C 

nebo ve fosfátovém pufru o pH 7,0 [152-156]. Lze předpokládat, že vyvojáři těchto senzorů jen 

opakovali podmínky z předchozích prací, aniž by samotní prováděli nějakou optimalizaci 

skladování. Z tohoto důvodu studium vlivu skladování na životnost biosenzoru bylo taktéž 

součástí mé praktické práce. 
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EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4. Analýza s amperometrickým biosenzorem 

4.1. Chemikálie 
Chemikálie jako 98% dopamin hydrochlorid, 25% glutaraldehyd (GTA), 5% Nafion® v 

55% ethanolu, ≥97% lyofilizovaný prášek tyrozinázy z houby Agaricus biosporus (EC 

1.14.18.1), a 98% 2-aminoethanethiol hydrochlorid (AET) byly zakoupeny od firmy Sigma-

Aldrich (Praha, Česká republika). Deionizovaná voda s vodivostí nižší než 11 μS.cm-1 byla 

připravena za použití purifikačního systému Milli-Q od firmy Merck Millipore (Darmstadt, 

Německo). Dále fosfátové soli potřebné pro přípravu 0,1 mol·l-1 roztoku fosfátového pufrového 

(PB) byly získány od firmy Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Česká republika). 

 

4.2. Přístrojové vybavení 
Veškerá amperometrická měření byla prováděna v typické tříelektrodové uspořádání 

skládající se z jednoho typu tyrozinázového biosenzoru (pracovní), Ag/AgCl/3,0 mol/l KCl 

(referenční) a platinový drát (pomocné) elektrody. Pístový elektrodový držák o průměru 3 mm 

vyrobený z teflonu pocházel z elektroanalytického pracovište Univerzity Pardubice. Komerční 

tištěná elektroda (typ C-110) o průměru pracovní plochy 4 mm a zlatá disková elektroda (AuE) 

o průměru 2 mm byly zakoupeny od společnosti Metrohm (Praha, Česká republika). Tyto 

elektrody byly připojeny k potenciostatu/galvanostatu AUTOLAB PGSTAT101 společnosti 

Metrohm (Praha, Česká republika), který byl provozován prostřednictvím softwaru MetroAm 

NOVA 1.11. 

 

4.3. Příprava tyrozinázového biosenzoru 
V rámci praktické části byly testovány tři různé způsoby imobilizace. Běžná uhlíková 

pastová elektroda modifikovaná 5% (w/w) enzymem tyrozinázy (CPE/Tyr) zde zastává typ 

nekovalentní imobilizace, kdy byla použita metoda přímého začlenění do elektrodového 

materiálu. V tomto případě bylo použito 0,4 g grafitového prášku (velikost částic> 2 μm) od 

firmy Graphite Týn, spol. s. r. o. (Týn nad Vltavou, Česká republika), 0,1 g parafínového oleje 

od firmy Merck (Darmstadt, Německo) a 25 mg tyrozinázy. Homogenizace se prováděla v 

keramickém hmoždíři po dobu 20 minut. Výsledná pasta byla vtlačena do dutiny (průměr 

3 mm) elektrodového držáku vyrobeného z teflonu. Povrch elektrody byl po každé analýze 

obnoven vytlačením malého množství a následujícím vyleštěním pomocí suchého papíru. 

Jako druhý typ imobilizace byl vybrán vodivý polymer Nafion®, do něhož struktury byl 

začleněn enzym. Na povrch komerční uhlíkové tištěné elektrody (SPCE) se naneslo 5 μl roztoku 
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tyrozinázy (2 mg·ml-1 v PB) a po jeho úplném zaschnutí při laboratorních podmínkách. Pak 

byly jednotlivé molekuly enzymu zesítěny přidáním 3 μl 1% GTA a po 20 minutách byly 

vzniklé agregáty převrstveny 15 μl 1% Nafionu® (neutralizovaný 8% roztokem amoniaku na 

pH 7.0) a ponechán vyschnout při laboratorních podmínkách (viz Obr. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4. Jednotlivé kroky potřebné k připravě SPCE/Tyr-GTA/Nafion® senzoru. 

 

Jako poslední typ imobilizace byla použita kovalentní vazba za použití zesíťovadla 

GTA. AuE byla ponořena na několik hodin do 10 mmol·l-1 roztoku AET při teplotě 5°C. 

Vzniklá modifikovaná AuE byla promyta deionizovanou vodou a sušena při laboratorních 

podmínkách. Poté byl biosenzor připraven postupným pipetováním 3 μl GTA, 10 μl tyrozinázy 

a zesítěním 3μl glutaraldehydu (viz. Obr. 5). Po každém přídavku se daná sloučenina na 

elektrodě nechala zaschnout při laboratorní teplotě. Čerstvě připravené tyrozinázové 

biosenzory byly skladovány v suchu při chladničkové teplotě 5°C. 
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Obr. 5. Jednotlivé kroky potřebné k připravě AuE-AET-GTA-Tyr senzoru. 

 

Jako podpůrný elektrolyt se pro každé elektrochemické měření v důsledku optimální 

biokatalytické aktivity tyrozinázy použil 0,1 mol·l-1 PB o pH 7,0. Pro charakterizaci vyvinutého 

biosenzoru byla provedena cyklická voltametrie 500 μmol·l-1 dopaminu za následujících 

podmínek: potenciálový rozsah od -0,4 V do +0,8 V, potenciálový krok 2,5 mV a rychlost 

skenování 10 mV·s-1. Amperometrická měření v dávkovacím uspořádání se uskutečňovala v 

běžné skleněné nádobce od International Chemistry Co., LTD. (Matsudo-shi, Japonsko). 

Potenciál amperometrické detekce nebyl optimalizován a veškerá měření se prováděla při -0,2 

V vs Ag/AgCl/3,0 mol·l-1 a rychlosti míchání 400 min-1. Jinak je jakákoliv změna pracovních 

podmínek popsána v legendách u odpovídajících obrázků. 

Vliv skladovacích podmínek na životnost mnou vybraného biosenzoru (SPCE/Tyr-

GTA/Nafion®) se sledovala po týdnu skladování v lednici při 5°C za sucha, v lednici při 5°C 

v roztoku (10 ml PB a 100 μl dopaminu), v mrazáku při -18°C a volně za sucha při laboratorní 

teplotě. 

 

4.4. Výsledky a diskuze 

4.4.1. Charakterizace připravených biosenzorů 
Každý tyrozinázový biosenzor byl nejprve charakterizován cyklickou voltametrií pro 

potenciálový rozsah od -0,4 do +1,2 V při rychlosti skenu 10 mV·s-1. Pro sledování katalytické 

aktivity použitého enzymu bylo zapotřebí provádět tato měření při takto nízké rychlosti 
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skenování. Cyklická voltametrie byla prováděna v prostředí 0.1 mol·l-1 fosfátového pufru 

z důvodu optimální bioaktivity enzymu [19,20]. Samotná voltametrická měření se prováděla 

následovně: cyklická voltametrie fosfátového pufru na zvoleném transduktoru (i), cyklická 

voltametrie 500 μmol·l-1 dopaminu taktéž na samotném trasduktoru (ii) a cyklická voltametrie 

500 μmol·l-1 dopaminu na laboratorně připraveném biosenzoru obsahující výše studovaný 

transduktor (iii). Obdržené cyklické voltamogramy jsou uvedeny na Obr. 6. 
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Obr. 6. Cyklické voltamogramy 0,1 mol·l-1 PB o pH 7,0 (plná čára), 500 μmol·l-1 dopaminu 

(čárkovaná čára) a 500 μmol·l-1 dopaminu s tyrozinázou (tečkovaná čára) obdržené na CPE/Tyr 

(A), SPCE/Tyr-GTA/Nafion® (B) a AuE-AET-GTA-Tyr senzoru (C); pro potenciálový rozsah 

od -0,4 do +1,2 V při rychlosti skenování 10 mV·s-1 a potenciálového kroku 2,5 V. 

 

Z průběhu cyklických voltamogramů se lze domnívat, že za účasti enzymu pozorujeme 

pokles oxidačního píku dopaminu při +0,2 V, jelikož je oxidován rozpuštěným kyslíkem. Tato 

chemická reakce je právě katalyzována přítomným enzymem. Naopak se objevuje výrazný 

redukční pík při +0,1 V, který na čistých elektrodách není nijak vyvinut. Uvedené hodnoty 

potenciálu se lišili minimálně v závislosti na typu použitého transduktoru. Děje se tak z důvodu 

redukce vzniklého o-chinonu zpět na dopamin (Obr. 7). 

 

Obr. 7. Mechanismus reakce tyrozinázového senzoru. 

C 
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4.4.2. Vliv způsobu imobilizace na životnost tyrozinázových biosenzorů 
Z předchozích měření vyplývá, že všechny tři typy tyrozinázových biosenzorů by mohly 

být použity pro následující amperometrická měření v sádkovém uspořádání. Zde je nutné 

konstatovat, že potenciál detekce nebyl optimalizován a veškerá měření se prováděla při 

konstatním potenciálu -0,2 V [131,157,158]. Lze předpokládat, že hodnota detekčního 

potenciálu není optimální, nicméně pro studium životnosti postačující. Na Obr. 8 jsou uvedeny 

obdržené amperogramy pro čerstvě připravenené tyrozinázové biosenzory.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 8. Amperogramy (sádkové uspořádání) čerstvých biosenzorů pro několik přídavků 

10 μmol·l-1 dopaminu v 0,1 mol·l-1 PB (pH 7,0) při pracovním potenciálu -0,2 V a rychlosti 

míchání 400 min-1. 

 

U amperogramu obdrženého na CPE/Tyr senzoru pozorujeme větší proudové pozadí 

z důvodu poklesu vodivosti kompozitního materiálu (enzymem modifikovaná elektroda), 

jelikož enzym lze považovat za elektrický izolant (protein). V případě SPCE/Tyr-GTA/Nafion® 

byl pozorován větší šum než u biosenzoru s kovalentně vázaným enzymem. Pozorovaný nárůst 

šumu si vysvětluji přítomností polymeru, který přirozeně brání průchodu o-chinonu k povrchu 

transduktoru. Bezpochyby nejlepší stability signálu bylo dosaženo za použití AuE-AET-GTA-
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Tyr. Avšak pro studium vlivu skladovacích podmínek byl vybrán SPCE/Tyr-GTA/Nafion® pro 

jeho jednoduchost a reprodukovatelnost přípravy. Porovnání vlivu imobilizace na životnost 

tyrozinázových biosenzorů je přehledně uvedeno v Tab. 1. Bohužel musím konstatovat, že u 

žádných ze zmíněných biosenzorů nebyla životnost delší než dva týdny. 

 

Tab. 1. Srovnání biosenzorů elektrochemické tyrozinázy pro monitorování dopaminu. 

Biosensor Skladování Stabilita Reference 

Začlenění tyrozinázy do materiálu elektrody (kompozity) 

CPE/Tyr v lednici za sucha při 5°C 27.4% po 2 týdnech  Tato práce 

Imobilizace tyrozinázy pomocí polymeru 

GCE/AC/Tyr/Nafion® v lednici za sucha při 4°C 80.9% po 15 dnech  [44] 

AuE/PEDOT-Tyr v PB o pH 7.5 při 4°C 35.0% po 5 dnech  [109] 

GCE/Tyr-SWCNTs-Ppy — — [131] 

GCE/RGO/β-CD/Tyr/PEI — — [157] 

CF-Chit/Tyr/CeO2/TiO2 v PB o pH 6.5 při 4°C 75.0% po 2 týdnech [158] 

GCE/Fe3O4-Chit-Tyr v lednici za sucha při 4°C 95.0% po 1 týdnu  [159] 

SPCE/Tyr-GTA/Nafion® v lednici za sucha při  5°C 79.5% po 8 dnech Tato práce 

Imobilizace tyrozinázy kovalentní vazbou 

AuE/CoP-Tyr PB v lednici za sucha 4°C 50.0% po 9 dnech  [160] 

AuE-AET-GTA-Tyr V lednici z sucha při 5°C 61.3% po 1 týdnu Tato práce 

Aktivní uhlí (AC); 2-aminoethanthiol (AET); β-cyklodextrin (β – CD); uhlíkové vlákno (CF); kobaltový (II) -

porfyrinový film (CoP); glutaraldehyd (GTA); chitosan (Chit) poly (3,4-ethylendioxythiofen) (PEDOT); 

polyethylenimin (PEI); polypyrrol (Ppy); redukovaný oxid grafenu (RGO); jednostěnné uhlíkové nanotrubice 

(SWNT); tyozináza (Tyr). 

 

4.4.3. Vliv skladování na životnost SPCE/Tyr-GTA/Nafion® senzoru 
Testováním způsobu imobilizace na stabilitu byl vybrán SPCE/Tyr-GTA/Nafion® 

senzor pro další testování, a to vlivu skladovacích podmínek na životnost, kdy byly zvoleny již 

zmíněné podmínky, v lednici při 5°C za sucha, v lednici při 5°C v roztoku (10 ml PB s 

přítomností 100 μmol·l-1 dopaminu), v mrazáku při -18°C a volně za sucha při laboratorní 

teplotě 25°C. Po týdnu skladování byly naměřeny kalibrační křivky (Obr. 9).  
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Obr. 9. Kalibrační křivky dopaminu obdržené na čerstvém SPCE/Tyr-GTA/Nafion® senzoru 

(a) skladovaného po dobu jednoho týdne v mrazáku při -18°C (b), v lednici při 5°C (c), a volně 

při laboratorní teplotě (d). Experimenty byly naměřeny v 0,1 mol·l-1 PB o pH 7,0, při potenciálu 

detekce -0,2 V a rychrosti míchání 400 min-1. 

 

Biosenzor skladovaný v mrazáku při teplotě -18 °C vykazoval nejlepší stabilitu a nejvíce se 

blížil k čerstvě připravenému. Pomocí směrnic získaných z lineárních regresí přímek se určila 

citlivost 0,0172 pro čerstvý sensor, 0,0157 senzor skladovaný v mrazáku, 0,0119 v lednici  a 

0,0068 μA·mol·l-1 při laboratorních podmínkách. V rutinní analýze by to znamenalo, že před 

každou analýzou vzorku, by musela předcházet kalibrace biosenzoru. Prodloužení životnosti 

tyrozinázových biosenzorů by bylo možné zajistit přípravou biomimetických senzorů pomocí 

polymerů, které mohou zcela nahradit funkci enzymatických biosenzorů [114]. Konkrétně 

použití syntetického polymeru (MIP) [118,119]. Také použitím průtokových biosenzorů, kde 

enzymatická reakce probíhá v reaktoru, protože aktivita těchto reaktorů bývá konstantní 

nejméně jeden měsíc [161] 
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5. Závěr 
Ze získaných výsledků lze konstatovat, že jak způsob imobilizace, tak i skladovací 

podmínky mají významný vliv na stabilitu tyrozinázových biosenzorů. Rozhodně by bylo 

správné ve studiu dále pokračovat pro získání jejich lepší životnosti, tak aby mohly najít 

uplatnění v klinické praxi. Dopamin se ukázal jako vhodný analyt, který vykazuje výraznou 

odezvu reakce pro správné odečtení hodnot.  

Řešením neuspokojivé životnosti tyrozinázových senzorů by mohlo být vyvinutí 

biommimetických senzorů s použitím MIP. Důležité je zmínit také využití reaktorů, kde se na 

nosič naváže velké množství enzymu a reakce probíhá přímo v reaktoru. Pomocí těchto metodik 

výroby biosenzorů by bylo možné dosáhnout lepší životnosti, než mnou testovanými 

technikami. 
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