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ANOTACE

Acetylcholinesteraza je enzym, ktery se vyskytuje v nervosvalovych spojenich a
cholinergnich synapsich, kde ukonc¢uje synapticky ptenos. Jeho schopnost hydrolyzovat
acetylcholin a jeho inhibice toxickymi latkami se vyuziva pti konstrukci biosenzoru.
Tato diplomova prace je zaméfena na vyuziti acetylcholinesterazy pro stanoveni
tézkych kovi. Aktivita acetylcholinesterazy byla stanovovéana ptredev§im pomoci
spektrofotometrické Ellmanovy metody, byly ale testovany i jiné zplsoby stanoveni

aktivity.

KLIiCOVA SLOVA

Acetylcholinesterdza, bioesenzor, t¢Zké kovy, Ellmanova metoda

ANNOTATION

Acetylcholinesterase is an enzyme that occurs in neuromuscular junctions and
cholinergic synapses where terminating synaptic transmission. Its ability to hydrolyse
acetylcholine and ability being inhibited by toxic substances is used in the construction
of biosensors. This thesis focuses on the use of acetylcholinesterase for the
determination of heavy metals. The activity of acetylcholinesterase was determined
mainly using the spectrophotometric method of Ellman, have been tested but other

methods of activity determination.

KEYWORDS

Acetylcholinesterase, biosensor, heavy metals, Ellman method
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UvVOD

Acetylcholinesteraza (AChE) je enzym, ktery hydrolyzuje neurotransmiter
acetylcholin, ktery je uvoliiovan pfi nervovém vzruchu, na cholin a kyselinu octovou.
Vyskytuje se predev§im v nervosvalovych spojenich a v cholinergnich synapsich
Vv centralni nervové soustave, kde ukoncuje synapticky prenos.

Acetylcholinesteraza je citliva na fadu latek, které zptsobuji jeji inhibici. Mezi
tyto latky patii napiiklad pesticidy a insekticidy, bojové chemické latky, nékteré 1éky
proti Alzheimerové nemoci a tézké kovy. Této inhibice se pak vyuziva pti konstrukci
biosenzorl pro stanoveni téchto latek. Biosenzory pak maji Siroké vyuziti predevSim
Vv klinické biochemii a v oblasti Zivotniho prostiedi. Jejich vyhodou je nizka cena,

rychla analyza a mozné pouziti i v terénu.
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1. Teoreticka cast

1.1 Acetylcholinesteraza

Acetylcholinesteraza (E.C. 3.1.1.7.) je enzym patiici mezi serinové hydrolazy a
spolu s butyrylcholinesterazou jsou dilezité pro spravné fungovani lidského organismu.
Acetylcholinesteraza je ptrevazné pritomna v centralnim nervovém systému, kde je
vazana na bunééné membrany excitabilnich tkani a uc€astni se nervovych transmisnich
procesu [1]. Je ale pfitomna i ve svalech a na membrané erytrocyti. Jeji hlavni funkce je
katalyza hydrolyzy neuromediatoru acetylcholinu, ktery se uvoliiuje pii nervovém
vzruchu do synaptické Stérbiny, na cholin a kyselinu octovou. Tato funkce je nezbytna
k navratu cholinergniho neuronu do klidového stavu po aktivaci. Oproti AChE je

vyznam butylcholinesterazy zatim pfedmétem vyzkumu [2].

1.1.1 Struktura

Cholinesterdzy jsou typem o/f hydrolazy sloZené z a helix a B skladaného listu,
ktery obsahuje katalytickou cast sloZzenou z katalytické triady Ser-His-Glu. Enzym se
sklada ze tii ¢asti: aktivniho mista (vlastni katalytické centrum), které dale obsahuje
esterové a alfa anionické misto, dale se skldda z aromatického hrdla (rokle) a
periferniho anionického mista (obr. 1) [3].

Periferni anionické misto je na povrchu enzymu. Toto misto obsahuje aromatické
aminokyselinové zbytky Tyr 70, Asn 72, Tyr 121, Trp 279, Tyr 334, (Cislovani -
Electrophorus electricus), které jsou seskupeny okolo vstupu do aktivniho mista a jsou
zodpoveédné za interakce se substraty a inhibitory. Periferni anionické misto je cil pro
fadu toxint ale i 1¢ku [4, 5].

Aromatické hrdlo je tvofeno z 14 aromatickych aminokyselinovych zbytkli a
zasahuje do poloviny enzymu. Aromatické hrdlo hraje roli v selektivité, vybira, jaky
substrat bude pokracovat do aktivniho mista. Pfitomné aminokyseliny maji vyssi
selektivitu k molekulam acetylcholinu. Prostup substratu je umoznén interakci mezi
acetylcholinovym kvartérnim amonnym atomem a 7w elektrony aromatickych jader
fenylalaninu, tryptofanu a tyrozinu [3, 5].

Esterové misto se sklada ze tfi aminokyselinovych zbytka serinu 200, kyseliny
glutamové 327 a histidinu 440 a je zodpovédné za hydrolyzu esterové vazby

v acetylcholinu a jinych substratech [5].
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Alfa anionické misto je zodpovédné za spravnou orientaci substratu smerem
K esterovému mistu interakci s acetylcholinovym kvartérnim amonnym iontem.

Obsahuje tryptofan 84 a fenylalanin 330 (¢islovani: Electrophorus electricus) [3, 4, 5].

substrat

eriferni anionické misto

aktivni centrum

2
)
"%
‘e

alfa-anionicke
misto

Obrazek 1: Struktura aktivniho mista acetylcholinesterazy

1.1.2 Hydrolyza acetylcholinu

Enzymaticka hydrolyza acetylcholinu v aktivnim misté AChE probihd v nékolika
krocich. Nejdtive je acetylcholin vazan svym kvartérnim atomem dusiku na anionickém
misté a zaroven hydroxylovou skupinou na esterickém mist¢ AChE. Tim je vytvofen
komplex enzym-substrat. Nasleduje oddéleni cholinu a vznik meziproduktu acetyl-
enzym, ten pak reaguje s vodou za vzniku komplexu kyselina- enzym, ktery se nasledné
uz samovolné rozpada na volny enzym a kyselinu octovou (obr. 2). AChE ma vysokou
katalytickou aktivitu, kazda molekula AChE rozklada kazdou sekundu ptiblizn€ 25000
molekul ACh [6].

@]

I CH
CHs 3 0
| N AChE |,
| | OH
CHs CHs;

kys. octova

acetylcholin cholin

Obriazek 2: Hydrolyza acetylcholinu
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1.1.3 Cholinergni systém

V cholinergnim nervovém systému hraje AChE vyznamnou roli, hydrolyzuje
ptebytecny acetylcholin a ukonéuje tim pfenos vzruchu a neuron se tak navrati do
klidového stavu. Acetylcholin obsahuji neurony, které se nachazeji predevsim
v mozkovém kmeni. Cholinergni systém tak ovliviiuje jak funkce motorické, tak i
chovani a pamét’. Jako neurotransmiter ptisobi i v nervech kosternich svalt [7].

Acetylcholin se syntetizuje v nervovych zakoncenich z acetyl-koenzymu A a
cholinu za katalyzy cholinacetyltransferazy a je poté skladovan v synaptickych
vezikulech. Po ptsobeni akéniho potencialu vstupuji vapenaté ionty do nervového
zakonCeni a zplsobuji posun synaptickych vezikul k presynaptické membrané a
nasleduje otevieni vezikul [8, 9]. Acetylcholin se uvolni do synaptické stérbiny, kde se
vaze na receptory na postsynaptické membrane a tim dojde k jejich aktivaci a pfenosu
signalu. Zbyly nenavazany acetylcholin je nasledné hydrolyzovan acetylcholinesterazou
pfitomnou na postsynaptické membrané (obr. 3). Pro jeji katalytickou funkci je
skupina napada esterovou vazbu. Reakci vznika kyselina octova a cholin, ktery je
nasledn¢ transportovan zpét do presynaptického neuronu a mize tak byt znovu vyuzit
k dalsi syntéze acetylcholinu [8].

Acetylcholin pak ptsobi na dva typy receptorti, jsou to nikotinové a muskarinové.
Vazba na nikotinovy receptor vyvold tok vapenatych a sodnych kationtli pies kanal, a
zpusobi depolarizaci postsynaptické membrany. Nikotinové receptory jsou pak
kationtové kanaly. Muskarinovy receptor funguje pomoci G-proteinu, ktery fidi iontové
kanaly [7, 8].
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synapse °

/“—__“:ptmy“\
\ pfenos signalu

Obrazek 3: Vyznam acetylcholinu a acetylcholinesterazy v neurotransmisi

1.1.4 Popis enzymové Kkinetiky
Prvnim krokem vSech enzymovych reakci je vazba substratu na aktivni misto

enzymu. Tento proces se pak da popsat nasledujicim schématem (1.1).

K, k;
E + S<—=ES —= P + E 1.1
k1

Kde dochazi k reakci mezi enzymem E a substratem S a vznika komplex enzym-
substrat ES a k; jsou rychlostni konstanty reakci. Pokud budeme zvySovat koncentraci
substratu, bude vznikat stale vice komplexu enzym-substrat a rychlost reakce
katalyzované substritem se bude zvySovat. Tato rychlost stoupd nejvice na zacatku
reakce, kdy je jesté nizkd koncentrace produktu, a stoupd az do té doby nez je enzym
substratem zcela nasycen. Tato rychlost se pak oznacuje jako Vmax. Pokud je reakce
V ustaleném stavu a substrat je v nadbytku a neinhibuje enzym, plati rovnice Michaelise
a Mentenové (1.2), kde v je pocateéni rychlost reakce a Ky je Michaelisova konstanta.
Tato konstanta odpovida prave takové koncentraci substratu, pfi niz je rychlost reakce
rovna jedné poloviné Vmax nebo také koncentraci substratu, pii které je enzym nasycen

Z jedné poloviny. Michaelisova konstanta ma rozmér koncentrace substratu, tedy mol-1™

[7, 10].
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Vmax [S]
v = K, [S] 1.2

Na obrazku ¢. 4 je saturacni kiivka pro enzym, pro ktery plati kinetika podle
Michaelise a Mentenové, kde na ose y je rychlost reakce a na ose x je koncentrace

substratu S.

vl

K [S]
Obrazek 4: Saturacni kiivka

Zavislost pocatecni rychlosti na koncentraci substratu ma tvar hyperboly, tato
kiivka pak limituje pro vysoké koncentrace substratu k mezni rychlosti Vmax. Pro
vysoké koncentrace substratu pocatecni rychlost reakce jiz nezavisi na [S] a jednd se
proto o kinetiku prvniho fadu. To Ze kiivka limituje k urCité hodnoté je déno tim, ze
koncentrace enzymu je konstantni a pii vysoké koncentraci substratu budou vsechna
aktivni mista enzymu obsazena. V oblasti nizkych koncentracich substratu mtizeme
zanedbat [S] proti Ky a rovnice Michaelise a Mentenové pak ma nasledujici tvar (1.3)

coz je kineticka rovnice reakce prvniho fadu [7].

Vmax ' [S] 1.3

1.1.5 Inhibice enzymu

Jako inhibitor miizeme nazyvat jakoukoliv latku, kterd snizuje rychlost enzymové
reakce, tedy enzymovou aktivitu. Inhibice miZze byt reversibilni a irreversibilni. U
reversibilni inhibice je efekt pouze docasny, zatimco u irreversibilni inhibice dochdzi
Kk trvalé ztraté enzymové aktivity. U reversibilni inhibice muzeme dale rozliSovat

inhibici kompetitivni, akompetitivni a nekompetitivni [7].
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Dalsi ptipad inhibice je inhibice substratem. Pii meéfeni saturacni kiivky si
muizeme nékdy vSimnout, ze s vy$$imi koncentracemi substratu klesa reakéni rychlost.
To je zplGsobeno nahromadénim substratu v aktivnhim misté enzymu. A ani jedna
molekula substratu nemiize zaujmout vhodnou pozici k aktivnimu mistu, aby mohly

probéhnout nekovalentni interakce a mohlo tak dojit k pfeméné [7, 10].

Kompetitivni inhibice
Ke kompetitivni inhibici dochdzi, pokud je inhibitor strukturné¢ podobny substratu
a inhibitor tedy soutéZi se substratem o vazebna mista enzymu. Nadbytkem substratu

muzeme inhibitor vytésnit. Tuto inhibici Ize popsat pomoci ndsledujiciho schématu
2.4 [7].

k, k,
E + S =<=——>= ES —>» P + E
k1
1.4
K) +|

El

Kde K je inhibi¢ni konstanta, coz je disocia¢ni konstanta komplexu enzym-inhibitor
(1.5). Pii této inhibici zGstava maximalni rychlost zachovana a Michaelisova konstanta
je zvySena v zavislosti na koncentraci inhibitoru [7, 10]. Pro pocate¢ni reakéni rychlost

plati rovnice 1.6.

K, =—— 15

1.6

Nekompetitivni inhibice

Vazba inhibitoru a substratu je reversibilni. Inhibitor se vadze na enzym a
neovlivituje vazbu substratu. Enzym tedy obsahuje vazebna mista pro substrat i pro
inhibitor. Inhibitor pak vyvolava svou vazbou konformaéni zménu na inaktivni formu a
nedovoli tak pfeménu substratu na produkt. Jedna se o ovlivnéni polohy katalytickych

skupin nebo o znemoznéni konformacénich pohybii nezbytnych pro enzymovou reakei.
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Aby se jednalo o Cisté¢ nekompetitivni inhibici, musi byt shodné hodnoty disocia¢nich

konstant komplexu (1.7, 1.8) [7, 10].

_ [E]LS] _ [ES]l]

K. = = 1.7

ST [ES] ~ [ESI]

_LEJI]  [ES]]
= - 1.8

[ENl ~ [ESI]

Pro pocateéni reak¢ni rychlost v zavislosti na koncentraci substratu plati rovnice 1.9.
- Vinax[S]
0~ 1.9
(1 + E{,—]) (Ky + [SD
1

U této inhibice nedochazi ke zméné hodnoty Michaelisovy konstanty, ale snizuje se
mezni rychlost reakce. Nekompetitivni inhibici je moZné popsat reakénim

schématem 1.10.

k
Ks 2
E + S=<=—>=Fs —8>» P + E

1.10
K) +| Ki +|

K

S
El + S =——= ESI

Akompetitivni inhibice

Pfi této inhibici se reversibilné vaze inhibitor pouze na komplex enzym-substrat a
znemoznuje tak jeho pfeménu na produkt. Inhibicni konstanta je pak disociacni
konstantou komplexu ESI a pfi této inhibici dochazi k rovnomérnému snizeni Ky i
mezni rychlosti [7, 10]. Akompetitivni inhibici vystihuje reakéni schéma 1.11 a pro

disocia¢ni konstantu a po¢atecni reak¢ni rychlost plati rovnice 1.12 a 1.13.

ky k,
E + S=—>= FES —/8» P + E
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K; = 1.12

1.13

Ireverzibilni inhibice

Ptedeslé inhibitory se vazou nekovalentnég, ale existuji inhibitory, které se vazou
na enzym pevnou vazbou. Nevratné tak modifikuji enzym chemickou reakci. Naptiklad
rtutnaté ionty se nevratné¢ vazou na sulthydrylové zbytky v aktivnim misté. Tato
inhibice se podoba nekompetitivni inhibici, Ky zlstava stejné, ale mezni rychlost se

snizuje, protoze klesa koncentrace aktivniho enzymu. [11, 12]

1.1.6 Metody pro stanoveni aktivity acetylcholinesterazy
Ellmanova metoda

Cholinesterazy dobfe hydrolyzuji nizkomolekularni estery a maji podobnou
afinitu i K thioesteriim, takze jsou hydrolyzovany podobnou rychlosti. V roce 1960
Ellman a spolupracovnici navrhli metodu s acetylthiocholinem a 5,5’-dithiobis-(2-
nitrobenzoovou) kyselinou jako chromogenniho c¢inidla. Schéma této reakce je na
obrazku ¢. 5. Reakce probiha ve dvou krocich, v prvnim kroku se hydrolyzuje
acetylthiocholin na thiocholin a kyselinu octovou. Nasledn¢ je pak thiocholin detekovan
pomoci svych SH skupin kyselinou 5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoovou). Po této reakci se
uvoliuje 5-thio-2-nitrobenzoova kyselina, jejiz anionicka forma absorbuje pti 412 nm
[13, 14].

Tuto metodu lze provadét jak v mikrotitracnich destickach, tak ve standardnich
kyvetach. Vyhodou této metody je jednoduchost, piesnost a je snadno piizpusobitelna
pro automatické analyzatory a pouZitelna i pro méfeni v terénu. Mezi nevyhody patii
interference hemoglobinu, ktery ma stejné absorpéni maximum. Dalsi problém je pak
reakce Ellmanova ¢inidla se sulthydrylovymi skupinami ve vzorku, které mohou

ovlivnit vysledek méfeni [2].
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Obrazek 5: Schéma Ellmanovy metody

Dalsi metody stanoveni aktivity

Pro stanoveni aktivity AChE lze pouzit i jina ¢inidla, jednim z nich je indoxyl
acetat. Tato sloucenina poskytuje modré zbarveni a zaroven je moznost sledovat reakci i
fluorometricky. Pasobenim AChE dochazi k hydrolyze indoxyl acetatu na kyselinu
octovou a indoxyl. Indoxyl pak spontanné¢ piechazi na modfe zbarvené indigo
(obr. ¢. 6) [15].

o CHS oH o)
|
AChE Ch3
—_— + Ho
N N
H . H 4
' indoxyl kys. octova
indoxyl acetat j 2
X
oH H
N
N g:©
H  Ho
indigo

Obrazek 6: Schéma vyuziti indoxyl acetatu (pfevzato a upraveno z [15])
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1.2 Tézké kovy

Tézké kovy jsou skupinou prvki, které maji urcité vlastnosti, jako naptiklad
specifickd hmotnost vy§§i nez 5g/em®. Existuje vice jak 50 prvki, které jsou
klasifikovany jako tézké kovy, patii mezi né i nékteré prechodné kovy. 17 z nich je pak
povazovano za velmi toxické, naptiklad Pb, Hg, As, Cd. Nékteré z nich jsou nezbytné
pro zivé organismy, ale pii vysSich koncentracich jsou vSechny toxické (Cu, Zn, Ni,
Se...) [16]. N¢které tyto prvky se vyskytuji pfirozené ve vSech ekosystémech v rtiznych
koncentracich. Vyskytuji se v elementarni formé nebo ve formé riiznych chemickych
sloucenin. Kazda forma nebo slou€enina ma jiné vlastnosti a ty maji vliv na akumulaci

V potravnim fetézci i na toxicitu [17].

1.2.1 V Zivotnim prostiedi

Tézké kovy jsou prirozenou soucasti Zivotniho prostfedi, ale lidskd cinnost
zménila biochemickou rovnovéhu. Nésledkem toho je uvoliiovani tézkych kovi do
piirodnich zdroji. Znecisténi zivotniho prostfedi tézkymi kovy je dnes vazny problém
ve svété a stava se dale zavaznéjsim kvuli rozristajicimu se pramyslu [17]. Na rozdil od
organickych latek jsou tézké kovy biologicky nedegradovatelné, a proto dochazi k jejich
hromadéni v Zivotnim prostiedi, kde mohou setrvavat desetileti az staleti [16].
Nejzavaznéjsi je akumulace ve vodach, v pfirodé dnes uz nelze najit Cistou vodu. Voda
se zneCiStuje jiz pi1 prichodu atmosférou, pokracuje to splachovanim necistot
z povrchu a nakonec i vypousténim prumyslovych odpadnich vod. Nebezpec¢na je i
pritomnost kovi v pudach, odkud se mohou dostat do vod ale i do plodin, kde se
akumuluji. Tato akumulace ve vodach ale i v padé piedstavuje riziko pro zivotni
prostiedi a i pro lidské zdravi [18].

Tézké kovy hraji 1 dilezitou roli v nékterych biologickych systémech. Nekteré
kovy potiebuji organismy v malém mnozstvi pro jejich fyziologické a biochemické
funkce. Ptiklady téchto kovl jsou Fe, Mn, Cu, Zn a Ni. Dalsi tézké kovy jsou pak uz

nebezpecné a organismy pro né nemaji vyuziti, patfi mezi né Cd, Pb, As, Hg a Cr [17].

1.2.2 Zdroje tézkych kovu

Tézké kovy vstupuji do Zivotniho prostiedi z ptirodnich a antropogennich zdrojt.
Mezi ptirodni zdroje patfi hlavné zvétravani nerostl, eroze a sopecna Cinnost. Mezi
antropogenni zdroje tézkych kovi patfi hornictvi, taveni rud, pouZzivani pesticidi a

hnojiv, primyslovy odpad, spalovani uhli a atmosféricka depozice [17]. NaruSenim
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rovnovahy v zivotnim prostfedi dochazi k akumulaci jednoho ¢i vice tézkych kovi
Vv pudé nebo ve vodach a vznika tak riziko pro lidské zdravi, zivo€ichy a rostliny [19].
Prvni zdroj tézkych kovii vytvofeny ¢lovékem je zemédélstvi. Rostliny potiebuji
stopové prvky, jako jsou Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni a Zn, které jsou nezbytné pro rust
rostlin a dodévaji se rostlindim ve stopovém mnozstvi s hnojivy. Také pouzivani
pesticidi hlavné v minulosti bylo vyznamnym zdrojem kovi. Jesté v nedavné minulosti
se vyskytovaly fungicidy a insekticidy, které obsahovaly vyssi koncentrace Cu, Hg, Mn,
Pb a Zn. Tézké kovy se do pidy dostavaji i prostfednictvim odpadnich produktii
dobytka, které se vyuzivaji k hnojeni. Témto zvifatim se do krmeni pfidava Cu a Zn pro
dobry rust a pokud se tato hnojiva pouzivaji opakované na stejnych mistech, mize
dochazet k jejich akumulaci. Dalsim zdrojem téZkych kovi miuze byt dlouhodobé
zavlazovani zemédélské pady odpadnimi vodami nebo zdroje Sifené vzduchem. Ty
zahrnuji prach ze skladovacich ploch, vypafovani béhem zpracovani pii vysoké teploté
a hlavn¢ spalovani fosilnich paliv [20]. Tabulka ¢. 1 shrnuje antropogenni zdroje

vybranych téZkych kovii v Zivotnim prostiedi.

Tabulka 1: Antropogenni zdroje konkrétnich té€zkych kovii v Zivotnim prostiedi [17]

As | Pesticidy a prostiedky na ochranu dieva

Cd | Barviva a pigmenty, plastové stabilizatory, plasty, hnojiva

Cr | Kozeluzny, ocelatsky primysl, elektrarensky popilek

Cu | Pesticidy, hnojiva

Hg | Uvolnovani pfi tézbé Au-Ag a spalovani uhli, zdravotnicky odpad

Ni | Pramyslové odpadni vody, ocelové slitiny, chirurgické nastroje

Pb | Letecké emise ze spalovani olovnatého benzinu, vyroba baterii, herbicidy,
insekticidy

1.2.3 Skodlivé ¢inky na lidské zdravi

Tézké kovy mohou mit nepfiznivé uGcinky na lidské zdravi, problematickd je
pfedev§im akumulace téZkych kovii v potravnim fetézci. Mnoho téZzkych kova je
toxickych a mohou zplsobit nezadouci u€inky a vazné problémy i pti velmi nizkych
koncentracich. Mohou byt nejen cytotoxické ale i karcinogenni a mutagenni. Tézké
kovy zplsobuji oxidacni stres a tvorbu volnych radikali hlavné tvorbu reaktivnich
forem kysliku. Jejich zvySena koncentrace pak mulze vést k poSkozeni nebo odumieni
nervovych bunék. Dale mohou nahradit zakladni kovy v pigmentech nebo enzymech,
které narusuji jejich funkci. Mezi nejvice problematické patii Hg, Cd, Pb, As, Cu, Sna
Cr[17, 19].
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Olovo

Olovo se v piirod¢ nejcastéji vyskytuje ve slouceninach se sirou nebo s kyslikem,
jako napiiklad PbS, PbSO4 a PbCO;3 [20]. Olovo je pro zdravi $kodlivé i v nizkych
koncentracich a do téla miiZze vstupovat mnoha cestami, naptiklad i vdechnutim prachu
Z olovénych barev nebo plynt z olovnatého benzinu, také se miize uvoliiovat pii vyrobé
lozisek a kryti kabeli. Olovo také nalézame ve stopovém mnozstvi v nékterych
potravinach, ptedev§im v rybach. Z naseho téla se odstraniuje hlavné moci, ale miize
dochazet i k jeho hromadéni a to zejména u déti. Vysoka koncentrace olova muze
zpusobit smrt nebo vazné poskozeni centralniho nervového systému, ervenych krvinek
a ledvin. Toto poSkozeni ma pak za nasledek problémy v chovani, hyperaktivitu,
poruchy paméti, bolesti hlavy, zhorSeni sluchu, bolesti svali a kloubli a v neposledni

fadé i problémy s reprodukei. Uinky zavisi na stupni a dobé& expozice [18].

Kadmium

Kadmium se nalézd ve stopovém mnozstvi ve vét§in€ hornin, v ropé a uhli.
Kadmium se z hornin nejéastéji uvoliiuje po kontaktu s kyselymi vodami. Vyuziva se ve
spojeni s barvami, fotografii a nikl-kadmiovych baterii a do Zivotniho prostfedi se
dostava z barviv, lakt, stabilizatort plastd, dalni a hutni ¢innosti, z priumyslovych
provozoven, ze spalovani fosilnich paliv a pouzivanim hnojiv. Kadmium se hromadi
srostoucim vékem a to hlavné v ledvinach, v jatrech a mize nahrazovat vapnik
Vv kostech, to ma za nasledek bolestivé onemocnéni kosti a selhani ledvin. Nebezpecné
je predevsim jeho vdechovani z tabakového koufe. Pii niz§ich davkach mize kadmium

zpusobovat kaSel, bolest hlavy a zvraceni [18].

Méd’

Do vody se méd dostdva piedevSim korozi vodovodnich trubek z médi a
Z primyslovych odpadd. Do ovzdusi se pak méd’ uvoliuje spalovanim fosilnich paliv a
pii té€zbé médénych rud [21]. MEd je nezbytna pro lidsky organismus, ale dlouhodoba
expozice napiiklad v pitné vodé mize vést k rozvoji anémie, poskozeni jater a ledvin.
Pii vys$si kontaminaci médi dochazi k bolestem bficha, zvraceni, objevuje se nevolnost,
prijem a bolest hlavy. Pokud se jedna o vysoké davky tak ty jsou nebezpecné pro
kojence a osoby s nékterymi metabolickymi poruchami. U tohoto kovu je nezadouci i

nedostatek, ktery zpisobuje anémie, zpomaleni riistu a nemoci krevniho ob&hu [18].
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Molybden

Molybden se nachdzi v potravé a je soucasti nckterych enzymi, napiiklad
xantinoxidazy, a je tedy v nizkych koncentracich soucasti lidského téla. Vyskytuje se
hlavné v jatrech, ledvinach a kostech. Bezpe¢na denni davka je az do 15 mg/den, ale
vyssi davky mohou zasahovat do vstiebavani médi. Molybden se vylucuje zabudovanim
do purinu a vyluCuje se jako kyselina mocCovd, a nadmérny piijem by tedy mohl

zpusobit pfiznaky dny, jako je bolest kloubti a otoky [18].

Nikl

Nikl se pouziva do slitin kovil, na pokovovani proti korozi a pfi vyrob¢ baterii.
Nikl je esencidlni stopovy prvek, ktery je ale ve vétsim mnozstvi toxicky a patii mezi
karcinogeny [18]. Nikl se do vod dostava primyslovou a zemédélskou ¢innosti, jako je
naptiklad spalovani fosilnich paliv, uvoliiovani z elektraren a spalovani odpada [20].
Toxicita niklu se zvySuje v pfitomnosti jinych kovli ve vodach, jako naptiklad kobalt,
méd’, zelezo a zinek. Nikl ve vysSich koncentracich zpusobuje vypadavani vlasi a

zhorSovani ekzému [18].

Chrom

Mezi hlavni zdroje chromu V zivotnim prostiedi patfi uniky z galvanickych
procestt a likvidace odpadli obsahujici chrom a spalovanim fosilnich paliv, dale se
vyuziva v kovovych slitinach, v pigmentech pro natérové hmoty, pti vyrobé papiru a
gumy. Pfi elektrolytickém pokovovani mize dochazet K uvoliiovani oxidu chromu do
vzduchu a to nasledné¢ vede k pfimému poskozeni klize a plic. Dale se hromadi u
vodnich Zivo¢ichi. Chronickd expozice kyseliny chromové zpiisobuje dermatitidu a
ulceraci ktze, dale poSkozeni ledvin, jater a vazné poskozeni ob&hové a nervové
soustavy [18]. To zptisobuje piedevsim cr, cr* je pro savce esencidlnim stopovym

prvkem dulezitym pro jejich metabolismus [21].

Arsen

Arsen se pouziva pii vyrobé prostiedktl na konzervaci dieva, nebo se vyuziva
v zem&délstvi pro vyrobu pesticidi. Arsen je uvoliovan pii zpracovani rud a je také
pfitomen v popelu ze spalovani uhli. Kovovy arsen neni jedovaty, ale je vtéle
pfeménovan na toxické latky [21]. ZvySena koncentrace ma za nasledek poskozeni

kize, problémy s obéhovym systémem, rakovinu plic a kiize, zvySené riziko nadort
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jater a ledvin. Pii akutni vysoké expozici dochazi k poSkozeni bun€k nervového

Systému, jater, ledvin a pokozky [20].

Zinek

Zinek se pouziva jako ochranny prostfedek proti korozi a je soucasti mnoha slitin
i pfi vyrob¢ barviv. Zinek se ptfirozené v urcitém mnozstvi vyskytuje v piadeé, za zvysené
koncentrace muize pramyslova cinnost jako je tézba a zpracovani zinkovych rud,
spalovani odpadl a fosilnich paliv nebo zpracovani oceli. I nékteré potraviny a pitna
voda mohou obsahovat uré¢ité mnozstvi zinku. Zinek je esencialni prvek v lidském téle a
je nezbytny pro spravny vyvoj déti [20]. ZvySena koncentrace napiiklad v jidle v
pozinkovanych nadobach pak zplisobuje zdravotni problémy, jako jsou bolesti zaludku,
zvraceni, kie¢e a prijmy [21]. Zinek se neakumuluje v téle, ale dlouhodoba expozice

muze zvySovat riziko srde¢nich chorob [20].

Rtut’

Rtut’ se vyuziva pii vyrobé primyslovych chemikalii a v elektronice. Hlavnim
zdrojem rtuti v Zivotnim prostiedi je spalovani fosilnich paliv a odpadu a zpracovavani
rud s obsahem rtuti [20]. Dal§im zdrojem mohou byt hnojiva a fungicidy. Do lidského
téla se rtut’ mize dostavat napiiklad z amalgdmovych zubnich vyplni nebo konzumaci
ryb. Rtut’ se akumuluje v téle a velmi tézko se ztéla vyluCuje. Nejvice se usazuje
v ledvinach a pfiznaky otravy jsou nespecifické. Patii mezi né uzkost, Ginava, ztrata

paméti, ztrata vlast, opakované infekce a autoimunitni nemoci [22].

1.2.4 Stanoveni tézZkych kovi
Tézké kovy jsou nebezpecné nejen pro Cloveka ale 1 pro Zivotni prostiedi, proto
existuje mnoho metod pro jejich stanoveni. Stanoveni se provadi ve vzorcich vod, pudy,

ovzdusi, rostlinnych materidlech a mnoha dalSich.

Spektrofotometrické techniky

Pro stanoveni téZkych kovl jsou Siroce vyuZivany atomové spektrometrické
techniky jako plamenova atomova absorpcni spektrometrie (FAAS), hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS), elektrotermickda atomova
absorp¢ni spektrometrie (ETAAS) a optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym

plazmatem (ICP-OES) [23].
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Mezi nejpouzivanéjSi metody patii ICP-OES. Tato metoda je vhodna pro
stanoveni vétSiny tézkych kovl a dalSich prvkl v riznych vzorcich vod, pidach a
sedimentech po rozkladu [24]. ICP-OES lze pouzit pro simultanni nebo sekvencni
stanoveni velkého poctu prvkl. Pied pouzitim této techniky pro stopové mnozstvi
stanovovanych prvkl se musi ale pouzit dalsi techniky pro zakoncentrovani a upravu
vzorku, jako jsou napiiklad ruzné typy extrakce, srazeni nebo i pouziti on-line
zapojeného reaktoru. Tato metoda je jednoduchd, rychld a Siroce vyuzivana predevSim
Vv laboratofich kontroly zivotniho prostiedi [25].

AAS je dulezita metoda pro stanoveni stopovych mnozstvi tézkych kovi
piredev§im ve vzorcich vod. Metoda je to rychla, levna ale omezend interferujicimi
slozkami matrice [26]. AAS je standardizovana metoda pro stanoveni rtuti, kde se jiné
metody bézné nevyuzivaji. Vyuziva se AAS metodou studenych par nebo AAS po
termickém rozkladu [27].

ICP-MS je vhodna metoda k analyze prvkl, které jinymi metodami nelze
stanovovat. Z tézkych kovii se touto metodou stanovuji napiiklad Pb, Cd a As. Hlavni
vyhoda ICP-MS je velmi nizka spotieba vzorku [28].

Dalsi moznou metodou méteni jsou luminiscen¢ni techniky, které jsou diky stale
lepSimu pfistrojovému vybaveni a detek¢nim technikdm velmi G¢inné pro stanoveni
tézkych kovli zejména v biologickych a environmentdlnich vzorcich. Velmi malo
kovovych ionta ale vykazuje ptfirozenou luminiscenci, proto je nutné tyto kovy vazat do
komplexti s vhodnymi ligandy [29]. Jako ligandy slouzi derivaty di-2-picolyaminu jako
je naptiklad N,N-di (pyridin-2-ylmethyl) ethan-1,2-diamin [30]. Dale se pouziva N, N-
disubstituovana N-acylthiourea. Syntéza této latky je jednoducha a malymi zménami
muze vznikat cela fada vhodnych ligandd napiiklad N-methyl-N-9-(methylantracen)-
N'-benzoylthiourea. Touto metodou byly stanoveny tyto kovy: Cu, Pd, Pt, Hg, Cd, Zn a
Ni [29].

Elektrochemické stanoveni

Elektrochemické stanoveni je oblibené¢ diky svym vyhoddm, jako jsou nizké
naklady, jednoduché postupy, miniaturizace, automatizace a rychlé analyzy. Mezi
elektrochemické metody patii potenciometrie, voltametrie a konduktometrie. Rliznymi
modifikacemi pracovni elektrody lze dosahnout zvySeni citlivosti, selektivity a
reprodukovatelnosti senzoru [16]. Diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) je vhodna pro

stanoveni stopovych koncentraci iontii kovu, cyklickd voltametrie (CV) je pak zase
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vhodna pro pochopeni redoxnich procesit a pro analyzu meziproduktt, voltametrie
¢tvercovych vin (SWV) je citlivéjsi a rychlejsi nez CV [31].

Mezi nejpouzivanéjSi metodu pro stanoveni tézkych kovl patii anodicka
rozpoustéci (stripping) voltametrie (ASV) z divodu vysoké selektivity a citlivosti. U
ASV se vyuziva nahromadéni analytu na pracovni elektrodé z roztoku za konstantniho
potencialu. Redukované ionty kovu pak tvoii na povrchu rtutové elektrody amalgam,
ktery se po anodické polarizaci oxiduje a zase se rozpousti do roztoku a méfi se

anodicky proud Vv zavislosti na potencialu, ktery je umérny koncentraci kovu [32].

Dalsi metody stanoveni

Ke stanoveni tézkych kovil se dale pouziva neutronova aktivaéni analyza. Jedna
se 0 multi-elementarni techniku, ktera je vhodna pro stanoveni tézkych kovi, které se
akumulovali v riznych biologickych materialech v Sirokém rozmezi koncentraci [33].
Metoda je to rychla a relativné levna a nevyzaduje komplexni ptipravu vzorku. Touto
metodou mohou byt bezproblémové stanoveny tyto prvky: Mn, Cr, Ni, Co, Fe, As, Zn,
Ga, Sr, Se, Rb, Zr, Mo, Cd, Ag, In, Sn, Te, Sb, Ba, Cs, Hf, Hg, Taa W [34]. Metoda je
zalozena na méfeni gama zafeni, které vznikd rozpadem radioaktivnich izotopi
vyvolanych po ozafeni vzorku neutrony. Kazdy takto aktivovany prvek emituje

charakteristické zafeni, které je kvantitativné méfeno s vysokou piesnosti [35].
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1.3 Biosenzory zaloZené na acetylcholinesteraze
Pod pojmem biosenzor si Ize predstavit maly, pfenosny, analyticky pfistroj, ktery
je schopen poskytnout kvantitativni analytické informace. Vyuziva citlivost a selektivitu
biologického rozpoznavajiciho prvku (biochemicky receptor), ktery je pfipojen na
povrch pfevodniku. Ten reaguje na rozpoznavajici prvek a transformuje biochemické
nebo fyzikalné chemické vlastnosti na métitelny signal [36]. Typy métitelnych signala
jsou v tabulce ¢ 2. Jako rozpoznavaci prvek miize slouzit enzym, protilatka nebo i DNA
[37]. Biosenzory zalozené na ChE jsou velmi uziteCnou technikou pro analytické a
klinické tucely, béZné se pouzivaji v lékaiské chemii, pfi monitoringu Zivotniho
prostiedi, zemé&dé&lstvi, potravinafstvi, v toxikologii i pro vojenské aplikace. V posledni
dob€¢ nahrazuji klasické techniky predev§im diky jednoduchosti, mozZnosti
miniaturizace, rychlosti, minimalni ptipravé vzorku a pouzitelnosti mimo laboratof [38].
AChE se da u biosenzori vyuzit dvéma zpisoby, enzym mize metabolizovat
analyt a jeho koncentrace se urcuje méfenim produktu, nebo analyt mtze inhibovat
enzym a méfi se snizena koncentrace produktu [39]. AChE je citliva na inhibici
organofosfaty, karbamatovymi pesticidy, nervové paralytickymi latkami, pfirodnimi
toxiny, nékterymi léky a t€zkymi kovy. Proto se AChE pouziva jako rozpoznavajici
prvek pro konstrukci biosenzord [6]. Prvni biosenzor zaloZeny na inhibici ChE pro
detekci nervoveé paralytickych latek byl vyvinut vroce 1962. Nasledoval vyvoj a
zlepSovani biosenzort i pro dalsi latky napiiklad diky dostupnosti istych enzymu [39].
Krom¢ ptirodniho substratu acetylcholinu mize AChE hydrolyzovat také
acetylthiocholin, propionylthiocholin, o-nitrofenylacetat, indoxylacetat, sukcinylcholin,
adipoylcholin, benzoylcholin, butyrylcholin a dalsi [3, 36]. AChE byva nej¢astéji
extrahovana z octomilky obecné (Drosophila melanogaster) a z pathote elektrického

(Electrophorus electricus) [36].

Tabulka 2: Typy méfeného signalu (ptevzato z [37])

Signal Me¢teni/parametr

Elektrochemicky | Amperometrie/proud

Potenciometrie/napéti pti nulovém proudu

Elektricky Konduktometrie/vodivost

Opticky Fotometrie/luminiscence, fluorescence

Refraktometrie/index lomu

Tepelny Kalorimetrie/teplota
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1.3.1 Optické biosenzory

Optické biosenzory jsou velmi vyuzivany piedevsim diky dobré dostupnosti
optickych pfistroji a zavedenym protokolim pro testovani. Vyuziva se
spektrofotometrickych, kolorimetrickych i fluorometrickych reakci. Vyhodou je
viditelnd reakce, kterou lze v pfipadé¢ potieby kontrolovat pouhym okem. Mezi
nevyhody patfi interference ostatnimi zbarvenymi latkami jako napiiklad hemoglobin.
Nékteré hydrolytické reakce jsou viditelné pifimo, u nékterych je nutné pozit
chromogenni ¢inidlo [40].

Nejbéznéjsi metoda pro stanoveni aktivity ChE je Ellmanova metoda, ktera
vyuziva acetythiocholin jako substrat a DTNB jako c¢inidlo. Po reakci vznika zluté
zbarveni. Nevyhodou je nestabilita DTNB. Dalsi moznosti je vyuziti indoxyl acetatu,
kde Ize vyuzit i fluorometrického stanoveni, jeho vyhodou je vysoka stabilita [40]. Dale
se vyuziva tvorby kyseliny octové a nasledné snizeni pH kdy se pomoci indikatoru
citlivého na pH detekuje pribéh reakce [41]. Mezi indikatory citlivé na pH patii i
fluorescen¢ni ¢inidla, takovym ¢inidlem miize byt napiiklad pyranin [42]. V poslednich
letech se vyuzivaji kvantové tecky, které maji mnoho vyhod oproti ostatnim metodam,
napiiklad uzka symetrickd emisni spektra a simultdnni buzeni vice fluorescen¢nich
barev [4]. Této metody vyuziva napiiklad Z. Zheng a kol. pro stanoveni pesticidi ve
vodéch a v potravinach. S pouzitim CdTe je mozné sestavit vhodny opticky biosenzor,
ktery dosahuje lepSich detek¢nich limitd nez u ostatnich metod [43].

Také biosenzory s optickym vldknem jsou v poslednich letech vice rozsifeny.
Vyuzivaji Oplny vnitini odraz, kdy paprsky jsou vedeny stiedem kifemenného nebo
plastového optického vlakna s jen velmi malou ztratou. Daji se pouzit v kombinaci
S riznymi spektroskopickymi metodami, naptiklad 1ze métit absorbanci, fluorescenci a
fosforescenci [44]. Daji se pouzit pii méteni, kde pouziti ostatnich senzort neni vhodné,
jsou kompaktni a lehké a jsou odolné viici elektromagnetickému ruSeni a maji nizsi
teplotni zavislost, takze jejich pouziti je vyhodnéjSi nez u elektrochemickych
biosenzord. Nevyhodou pak miZe byt interference okolnitho svétla a omezena

dostupnost ptislusenstvi, které je kompatibilni s optickymi vlakny [45].

1.3.2 Elektrochemické biosenzory
U elektrochemickych biosenzord se vyuziva potenciometrie a amperometrie
(voltametrie). Elektrochemické biosenzory maji fadu vyhod oproti optickym, nejsou

naptiklad citlivé na interference barevnymi latkami. Pro méfeni se vyuziva
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monoenzymatického zplisobu méteni nebo méteni se dvéma enzymy. Mezi prvni ChE
biosenzory patfilo bi-enzymatické amperometrické ¢idlo s cholinesterazou a

cholinoxidazou, kdy byl amperometicky detekovan peroxid vodiku [46].

1.3.2.1 Potenciometrické biosenzory

Tyto biosenzory s potenciometrickym principem vyuzivaji stanoveni iontd, které
indukuji potencidl na elektrodach, vyuzivaji tedy ke stanoveni aktivity méteni pH.
Konstrukce senzoru je jednoduché a jako substrat se predev§im vyuziva acetylcholin
[4]. Po hydrolyze acetylcholinu AChE wvznika kyselina octova, diky niz dojde
k okyseleni roztoku. Obvykle se pouziva iontové selektivni elektroda nebo iont-citlivy
tranzistor fizeny polem (ISFET), ktery ma schopnost detekovat koncentraci iontd
Vv roztoku. Stanoveni pomoci ISFET vynika velmi rychlou odezvou (sekundy-minuty) a

vysoce kvalitnim vykonem praveé pro detekci enzym-substrat reakci [47].

1.3.2.2 Amperometrické biosenzory

Tyto biosenzory jsou zaloZené na méfeni proudu, ktery vznika elektrochemickou
oxidaci nebo redukci za konstantniho potencidlu na pracovni elektrodé€. Jsou jednodussi
nez potenciometrické senzory a vystupnim signalem je linearni zavislost signalu na
koncentraci analytu. Existuji dva zptisoby méfeni [41]. Prvni z nich je pouziti jednoho
enzymu a to AChE. Jako substrat se pouziva acetythiocholin, po jeho hydrolyze je
thiocholin oxidovan na dithiol (obr. 7) po vlozeném napéti a anodicky proud je pak
nepiimo Umérny inhibitoru ve vzorku. M¢feni se nejCastéji provadi proti
argentochloridové elektrodé [42]. Vyhodou tohoto zpuisobu méfeni je potieba jen
jednoho enzymu. Konstrukce je tedy jednodusi a tyto biosenzory jsou pouzivany ¢astéji
nez bienzymatické [39].

. AChE .
(CH3)3NCHoCHoSCOCH3 ———= (CHg3)3NCHpCHpSH  + CH3COOH

acety Ithiocholin thiocholin

+ elektroda + + -
2H 4+ 2e
2(CH3)aNCHyCHySH ——=  PCH2CHaN(CHg)z +

oxidace

+
thiocholin SCH,CH,N(CHg)3

Obrazek 7: Hydrolyza acetylthiocholinu a nasledna oxidace thiocholinu vlozenym napétim
(ptevzato a upraveno z [42])

Pro snizeni aplikovaného potencidlu a mozné elektrochemické interference se

pouzivaji redoxni mediatory, jako je napiiklad berlinskd modf, hexakyanoZelezitan a
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dalsi. Jejich aplikace wvyrazné¢ snizuje pracovni potencidl, zvySuji citlivost a
reprodukovatelnost a obvykle jsou umistény na povrchu elektrody (obr. 8) [48].

Ag/AgCl
+100mY

Thiocholin (ox) + 2H* Medidtor (ox)

2e”

Thiocholin (red) Meditor (red)

Obrazek 8: Aplikace redoxnich mediatord (pfevzato a upraveno z [41])

Dalsi zplisob méfeni je s pouzitim dvou enzymil a to AChE s cholinoxiddzou a
s amperometrickym snima¢em kysliku nebo peroxidu vodiku. AChE nejdiive
hydrolyzuje acetylcholin na cholin a kyselinu octovou, a protoze cholin ani kyselina
octova nejsou elektrochemicky aktivni, nemize byt detekovan piimo [41]. Vyuziva se
tedy cholinoxidazy, ktera oxiduje cholin na betain a peroxid vodiku (obr. 9), ktery uz
miuze byt detekovan amperometricky s pouzitim platinové elektrody proti Ag/AgCl

elektrod¢é nebo mizeme sledovat pokles kysliku méfenim Clarkovou elektrodou [39].

CcHj
CcHs - +
Hsc\N+' | ACHE/H,0 H3C—T+ + Hyc—coo + H
VAN cH _\—OH
HaC 3 CcHj
CcHj cHg
! [, Chox H3C\N+ 4+ 20
—_ _—s
3Cc—N / >""coon
H Hsc
cH; o

Obrazek 9: Vyuziti AChE a ChOx pii konstrukci biosenzoru (ptevzato a upraveno z [41])

1.3.2.3 Konduktometricky biosenzor

U konduktometrického senzoru métime vodivost elektrolytu, ktera se méni se
zménami koncentrace iontll. U téchto biosenzorli neni tfeba referencni elektroda a daji
se velmi dobfe miniaturizovat, coz je jejich velkou vyhodou. Nevyhodou pak je nizsi
citlivost oproti amperometrickému senzoru [49]. Senzor se sklada ze dvou elektrod, na
kterych je imobilizovan enzym. V pribéhu reakce vznikaji vodikové ionty, to ma za
nasledek zménu ve vodivosti. Tento senzor je vhodny pro méteni toxickych latek jako

jsou organofosforové pesticidy, té€zké kovy, aflatoxiny a glykoalkaloidy [50].
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1.3.3 Imobilizace

senzoru, které by mélo byt k enzymu Setrné a nemelo by dochdzet k jeho vymyvani.
Existuji rtizné zpasoby imobilizace, napiiklad adsorpce, zachyceni kovalentni
chemickou vazbou a vazani pomoci riznych membran. Imobilizované enzymy maji
skladovatelnost biosenzoru [37]. Neexistuje ale univerzalni zpsob imobilizace, pii
kazdém navrhu biosenzoru se musi pfihlizet na faktory, jako je citlivost, stabilita a
vlastnosti fyzikalné-chemického pievodniku [51]. Imobilizaci provadime ptedevSim
v téch piipadech, kdy stanovovana latka neinhibuje enzym trvale. Pti ireverzibilni
inhibici neni nutnd dlouhodob¢ stabilni imobilizace z diivodu jednorazového pouziti

senzoru [52]. Na obrazku 10 jsou znazornény moznosti imobilizace enzymd.

Enzym e e e
oo o o e kovalentnivazba

adsorpce
kovalentni vazani

o“a Z;\EL,’:JIMOBILIZACE
zachyceni
P8
2L/

0 enkapsulace

Al
e =

gelova matrice

Obrazek 10: Typy imobilizace (pievzato a upraveno z [41])

Adsorpce

Fyzikalni adsorpce je nejjednodussi a nejméné denaturujici metoda imobilizace.
Sklada z jednoduchého naneseni enzymu na povrch senzoru a upevnéni AChE pomoci
slabych vazeb (Van der Waalsovi sily a elektrostatické interakce). Jednd se o levny a
jednoduchy zplisob imobilizace, ale tyto senzory nemaji pii méteni a skladovani dobrou
stabilitu z diivodu desorpce zménou pH, teploty a iontové sily [36]. Metoda je
jednoducha, ale je zapotiebi vétsiho mnozstvi enzymu. Tento zplsob imobilizace byl

pouzit v praci C. Bonneta, kde byla aktivita AChE métfena amperometricky pomoci
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Ag/AQCI elektrody jako referenc¢nia grafitové jako pracovni. Obé elektrody byly
ploché, aby mohla byt dobfe adsorbovana AChE. Tento snima¢ byl pouzit pro detekci

organofosforovych a karbamatovych insekticida [53].

Zachyceni v matrici

Tento zptisob imobilizace je jednoduchy a umoziuje kotveni vétstho mnozstvi
enzymu, tepelnou a chemickou stabilitu a umoziuje také vybér velikosti a tvaru port
v matrici pro proniknuti substratu nebo inhibitoru. Enzym je imobilizovan
V trojrozmérné matrici jako je fotopolymer, silikagel, polysacharid a dal§i. Tyto
biosenzory se vyznacuji dobrou provozni a skladovaci stabilitou. Vétsina téchto senzorti
vyuziva amperometrickou detekci [41]. Ale da se vyuzit i pfi konstrukci jednoduchého
voltametrického biosenzoru, kde je vyuzita imobilizace pomoci sol-gelu na povrchu

uhlikové pastové elektrody [54].

Kovalentni vazba

Vézani kovalentni vazbou je nejrozsitenéjsSi chemicka metoda imobilizace. Enzym
je navazan na povrchu pomoci funkénich skupin. Postup imobilizace zahrnuje aktivaci
povrchu pomoci bifunkénich c¢inidel napiiklad glutaraldehydem, nasleduje vazba
enzymu k aktivovanému nosi¢i, a nakonec se odstrafiuje piebytek enzymu. Cinidlo se
vaze na nosi¢ amino, karboxyl nebo hydroxylovou skupinou a na druhé strané
s enzymem. Tato technika imobilizace zvysuje stabilitu enzymu, ale je ho potfeba vétsi
mnozstvi. Kovalentni vazani izce souvisi se zesiténim, protoze se obvykle pouziva

obou zptisobii najednou [55].

Sitovani

Tato imobilizace vyuziva bifunkéni ¢inidla jako je glutaraldehyd (GA),
sukcinimid, glyoxal a dalsi. Hlavni nevyhodou je mozny pokles aktivity zpisobeny
naruSenim konformace enzymu a chemické zmény v aktivnim misté béhem procesu

zesiténi [41, 56].

1.3.4 Aplikace

Cholinesterdzové biosenzory maji Siroké vyuZiti, nejbézngjs$i je ale stanoveni
pesticidll a nervové paralytickych latek.

Pesticidy se uvoliuji ve velkém mnoZstvi do Zivotniho prostfedi a jejich

enzymatickd detekce je zalozena na inhibici ChE. Tyto biosenzory jsou uzite¢né
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v zemédélstvi, potravinarstvi a v medicing a vyuziva se jich diky rychlé detekci téchto
latek [57]. Napiiklad N. Chauhan a kol. amperometricky stanovuje pesticidy v pad¢ a
ve vzorcich potravin [58]. Pro stanoveni karbamatovych a organofosforovych pesticidi
byl vpraci A. Hildebrandta pouzit pfenosny biosenzor se sitotiskem zhotovenou
elektrodou [59].

Biosenzory se vyuzivaji i pro vcasnou detekci bojovych chemickych latek,
predev§im nervovych plynti. Nervové plyny maji podobnou strukturu jako
organofosfore¢né pesticidy, ale jsou mnohem vice toxické, proto je potieba spolehlivy a
prenosny senzor, ktery dokaze detekovat velmi malé koncentrace téchto latek [60].
Naptiklad S. Upadhyay ve své praci stanovuje mimo pesticidy i1 nervove latky,
konkrétn¢ sarin. Vyuziva amperometrického biosenzoru s AChE a ChOx
imobilizovanymi pomoci glutaraldehydu na elektrodé [61]. Dalsi vyuziti maji senzory
pro stanoveni 1ékd proti Alzheimerové nemoci [62]. Mezi dalsi aplikace patii stanoveni
tézkych kovi. Jejich monitoring ve vodé a v potravinach je dilezity vzhledem k jejich
vysoké toxicité, ochrané Zivotniho prostiedi a schopnosti se hromadit v Zivych
organismech. Naptiklad v praci S. Sanllorente-Méndeze byl amperometricky
stanovovan arsen ve vzorcich vody. Byla pouzita elektroda s imobilizovanou AChE
[63].
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2. Cil prace

Cilem prace bylo stanoveni aktivity acetylcholinesterazy a kinetickych
konstant. Dale byla cilem jeji imobilizace a nasledna konstrukce biosenzoru

s imobilizovanou acetylcholinesterazou pro stanoveni tézkych kovu.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pristroje a pomiicky
e spektrofotometr Evolution 201 UV-VIS, Thermo Scientific
e spektrofotometr SpectroVis plus, Vernier software a technology
e UV box, Camag
e 3D tiskarna, Prusa 13 MK2, Prusa Research Praha, CR

3.2 Chemikalie
e acetylcholinesteraza z pathoife elektrického (Electrophorus electricus) (EC
3.1.1.7, Sigma-Aldrich
o fosfatovy pufr, PBS-Phosphate Buffered Saline, (pH 7,4), Sigma-Aldrich
e kyselina 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova (DTNB 99%) Sigma-Aldrich
e acetlythiocholin chlorid, 99% Sigma-Aldrich
e TRIS pufr, Sigma-Aldrich
e indoxylacetat, (>95 %, Sigma- Aldrich)
e chlorid kademnaty, Sigma-Aldrich
e chlorid zine¢naty, Sigma-Aldrich
e takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroacridin hydrochlorid hydrat), Sigma-Aldrich
e fenolova Cerven, Sigma-Aldrich
e acetylcholin chlorid, Sigma-Aldrich
e karbofuran, Sigma-Aldrich
e chlorid méd’'naty, Sigma-Aldrich
e 7elatina (p.a. Penta)
e glutaraldehyd (0,1 mol/l), Sigma-Aldrich
e chitosan (z krunyid krevet, Sigma-Aldrich)
e kyselina octova (99%), Penta
e hydroxid sodny, Penta
e 2-hydroxy-4-(2-hydroxyethoxy)-2-methylpropiofenon, Sigma-Aldrich
e poly(ethylenglykol)diakrylat, Sigma-Aldrich
e albumin z hovéziho séra, Sigma-Aldrich

e ethanol 50%, Penta
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3.3 Ellmanova metoda

3.3.1

Pufr PBS byl pfipraven dle navodu

Acetylcholinesteraza: AChE byla rozpusténa v PBS pufru, aby absorbance po 1
min byla v rozmezi 0,5-0,8 (412 nm). Poté byl ptidan albumin (10 mg na 10 ml
pufru) na stabilizaci.

DTNB: Na vSechny experimenty byla pifipravena DTNB o koncentraci 1
mmol/l. Pokazdé¢ byla ptipravend nova DTNB. Navazka byla rozpusténa v PBS

pufru a zkumavka byla obalena alobalem, jelikoz DTNB je citliva na svétlo.

Stanoveni enzymovych konstant

Pro stanoveni aktivity AChE pro jednotlivé koncentrace substratu byl pfipraven

roztok acetylthiocholin chloridu (ATChCI) o koncentraci 150 mmol/l. Navazka byla

rozpusténa v PBS pufru. Z néj pak byla ptipravena fada koncentraci v rozmezi od 313

umol/l do 100 mmol/I. Nasledné bylo do standardnich kyvet postupné pipetovano:

25 ul AChE

475 ul PBS pufru

400 ul Ellmanova ¢inidla (DTNB)

Reakce byla spusténa 100 ul ATChCI a nasledné byla zmétena absorbance (412
nm)

Poté nasledovalal min inkubace (obr. 11) a opétovné zméieni absorbance

Srovnavaci roztok byl pfipraven stejnym zpusobem, misto enzymu bylo ale

piidano 25 ul PBS pufru.

Obrazek 11: Kyvety, ve kterych probiha reakce pro méfeni aktivity Ellmanovou metodou
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3.3.2 Saturaéni kfivka ATChCI a inhibice CuCl, - spektrofotometr

Saturacni kiivka:

Byl ptipraven zasobni roztok ATChCI o koncentraci 100 mmol/l. Navazka byla
rozpusténa v PBS pufru. Z n¢j pak byla ptipravena koncentra¢ni fada od 78,1 umol/l do
10 mmol/l (vysledné koncentrace v kyvetach pak byly od 7,81 umol/l do 1 mmo/l). Do
kyvet bylo postupné pipetovano:

e 25 ulenzymu

e 475 ul PBS pufru

e 400 ul Ellmanova ¢inidla
e 100 ul substratu

Srovnavaci roztok byl pfipraven stejnym zptisobem, misto enzymu byl ale ptidan
pufr. Absorbance (412 nm) byla méfena okamzité po pfidani substratu a nasledné po 2

minutach inkubace.

Inhibice CuCly,:
Byl ptipraven roztok substratu acetylthiocholin chloridu o koncentraci 10 mmol/I

a z n&j pak roztok pro méteni o koncentraci 2,5 mmol/l. Tato koncentrace byla vybrana
podle grafu saturacni kiivky, u této koncentrace zacinalo dochézet k poklesu signalu
(pti vyssi koncentraci by nemusela byt inhibice dostate¢na pro méteni). Dale byl
piipraven roztok CuCl, o koncentraci 10 mmol/l a nésledné¢ byla pfipravena
koncentracni fada od 19,5 umol/l do 1 mmol/l (vysledné koncentrace v kyvetach pak
byly od 1,95 umol/l do 0,1 mmol/l). Do kyvet bylo postupné pipetovano:

e 25 ulenzymu

e 350 ul PBS pufru

e 400 ul Ellmanovo ¢inidlo

e 100 ul inhibitoru

e 100 ul substratu

Srovnavaci roztok a kontrola byly ptipraveny stejnym zpisobem, misto enzymu
byl ale pipetovan pufr a u kontroly byl pfidan misto inhibitoru pufr. Absorbance (412

nm) byla méfena okamzité po ptidani substratu a nasledné po 2 min.
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3.3.3 Satura¢ni kiivka ATChCI a inhibice CuCl; - optické vlakno
Pro méfeni byla zhotovena kyvetova Sachta s otvory pro optické vldkno a pro
zdroj svétla metodou 3D tisku (obr. 12). Postupné bylo zhotoveno n¢kolik $achet a

méfenim se zjiSt'ovala jejich vhodnost pro méfeni.

Obrazek 12: Kyvetova Sachta (zdroj svétla: 4,5 cm od kyvety)

Pied méfenim byl zméfen signal v prazdné Sachté, stojanku s Kyvetou bez enzymu
a s kyvetou se substratem o koncentraci 10 mmo/l (vysledna koncentrace 1 mmol/l) po
15 min. Byl zaznamenan zaznam optické hustoty v programu Logger Pro v rozmezi
vinové délky od 380 do 899 nm.

Saturaéni kiivka:

Byl ptipraven roztok acetylthiocholin chloridu o koncentraci 100 mmol/l. Z n¢;j
pak byla piipravena koncentraéni fada srozmezim od 625 umol/l do 10 mmol/Il
(vysledné koncentrace v kyveté pak byly od 62,5 umol/l do 1 mmol/l). Do kyvet bylo
nasledn¢ pipetovano:

e 25 ulenzymu

e 475 ul PBS pufru

e 400 ul Ellmanova ¢inidla
e 100 pl substratu

Srovnavaci roztok byl pfipraven stejnym zpisobem, misto enzymu byl ale pfidan
pufr. Opticka hustota (412 nm) byla méfena ihned po pfidani substratu a poté po 10 min

inkubaci.
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Inhibice CuCly:

Byl piipraven roztok CuCl; o koncentraci 10 mmol/l. Navéazka byla rozpusténa ve
vodé. Poté byla ptipravena fada koncentraci od 9,76 umol/l do 1,25 mmol/l (vysledna
koncentrace v kyvetach pak byla od 0,976 do 125 umol/l). Pro méteni byl pouzit roztok
acetylthiocholin chloridu o koncentraci 2,5 mmol/l. Do kyvet pak bylo postupné

pipetovano:

e 25 ulenzymu

e 375 ul PBS pufru

e 400 ul Ellmanova ¢inidla
e 100 ul inhibitoru

e 100 ul substratu

Srovnavaci roztok a kontrola byly pfipraveny stejnym zplUsobem, jen u
srovnavaciho roztoku byl ptidan misto enzymu pufr a u kontroly misto inhibitoru puft.

Opticka hustota (412 nm) byla méfena ihned po piidani substratu a nasledné po 3 min.

3.3.4 Imobilizace Zelatinou, saturacni kiivka a inhibice CuCl; - spektrofotometr
Byla pfipravena 1% zelatina (tato koncentrace byla vybrana z divodu dobrych
vysledku v diplomové praci P. Biizové [64]). Navazka Zelatiny byla rozpusténa v PBS
pufru a byla pfidana acetylcholinesteraza, tak ze v kazdé kyveté bylo vysledné 25 ul
enzymu. Tento roztok s zelatinou byl pipetovan do kyvet po 100 ul. Kyvety byly

nechany ve tmé 5 dni, aby doslo k vyschnuti. Bylo pfipraveno i1 5 kyvet bez enzymu.

Saturaéni kiivka:

Pro méfeni byl piipraven roztok acetylthiocholin chloridu o koncentraci
50 mmol/l. Z tohoto roztoku pak byla pfipravena koncentra¢ni fada od 7,81 umol/Il
do 10 mmol/1 (vysledna koncentrace v kyvetach pak byla od 7,81 umol/l do 1 mmol/l).
Do kyvet bylo postupné pipetovano:
e 500 ul PBS pufru
e 400 ul Ellmanova ¢inidla
e 100 pl substratu

Na srovnavaci roztok byla pouzita kyveta bez enzymu. Absorbance (412 nm) byla

méfena thned po pfidani substratu a dale po 3 minutach inkubace.
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Opakovatelnost méfeni:

Mg¢teni bylo provadéno stejnym zpusobem jako Vv predchozim bodé. Byl pouzit
substrat o koncentraci 10 mmol/l. Po zméfeni byla kyveta opatrné 2 krat promyta

pufrem a byla pouzita k dalsimu méteni.

Inhibice CuCly:
Pro méfeni byl pouzit roztok aceylthiocholin chloridu o koncentraci 2,5 mmol/l.
Dale byl ptipraven roztok CuCl, o koncentraci 10 mmol/l. Navazka byla rozpusténa ve
vodé. A byla ptipravena koncentra¢ni fada od 39,1 umol/l do 10 mmol/l (vysledné
koncentrace v kyvetach pak byly od 3,91 umol/l do 1 mmol/l). Do kyvet bylo postupné
pipetovano:
e 400 ul PBS pufru
e 400 ul Ellmanova ¢inidla
e 100 ul inhibitoru
e 100 ul substratu
Kontrola byla pfipravena stejnym zptisobem, misto inhibitoru byl ale pfidan puft.
Jako srovnavaci roztok byla pouzita kyveta bez enzymu. Absorbance (412 nm) byla

meéfena okamzité po pridani substratu a nasledné po 3 minutéach.

3.3.5 Imobilizace Zelatinou (+GA), saturac¢ni kfivka, CuCl; - spektrofotometr

Byla piipravena 1% Zelatina. Navazka byla rozpusténa v pufru a byl pfidan enzym
tak, Ze vysledné¢ v kazdé kyveté bylo 25 ul enzymu. Nésledné byl ptipraven 5%
glutaraldehyd (100% GA ziedén destilovanou vodou). Roztok Zelatiny s enzymem byl
pipetovan do kyvet po 100 ul. Nasledné bylo do kazdé kyvety piidano 10 ul GA a
kyvety byly nechany ve tm¢ 8 dni vyschnout. Bylo pfipraveno i 5 kyvet bez enzymu.

Saturaéni kiivka:

Pro méteni byl pfipraven roztok acetylthiocholin chloridu o koncentraci 50
mmol/l. Z n&j pak byla pfipravena fada koncentraci od 78,1 umol/l do 10 mmol/Il
(vysledné koncentrace v kyvetach pak byly od 7,81 umol/l do 1 mmol/l). Do kyvet bylo
postupné pipetovano:

e 500 ul PBS pufru
e 400 ul Ellmanova ¢inidla
e 100 ul substratu
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Pro srovnavaci roztok byla pouzita kyveta bez enzymu. Absorbance (412 nm)
byla méfena ihned po pfidani substratu a nasledn€ po 15 min. Pfed méfenim musel byt
obsah kyvety promichén z divodu Zloutnuti pifedev§im u dna kyvety. Kyveta byla

ptekryta parafinovou folii a obsah byl promichan.

Opakovatelnost méfeni:

Mgfteni bylo provadéno stejnym zptisobem, byla pouzita koncentrace substratu 10
mmol/l. Po zméfeni byl obsah kyvety vylit a 2 krat promyt pufrem. Kyveta pak byla

pouzita pro dal§i méteni.

Inhibice CuCly:

Pro méfeni byl pfipraven roztok CuCl, 0 koncentraci 10 mmol/l. Navazka byla
rozpusténa v destilované vod¢. Nasledné byla piipravena ftada koncentraci od
9,77 umol/l do 5 mmol/l. (Vysledné koncentrace v kyvetach pak byly od 0,977 umol/l
do 0,5 mmol/l.) Pro méfeni byl pouzit roztok acetylthiocholin chloridu o koncentraci
2,5 mmol/l. Do kyvet bylo postupné pipetovano:

e 400 ul PBS pufru

e 400 ul Ellmanova ¢inidla
e 100 ul inhibitoru

e 100 ul substratu

Kontrola byla pfipravena stejnym zpusobem, jen misto inhibitoru byl ptidan puft.
Pro piipravu srovnavaciho roztoku byla pouzita kyveta bez enzymu. Absorbance (412

nm) byla méfena okamzité po pfidani substratu a nasledné po 15 minutach.

3.3.6 Zelatinova membrana, stabilizace GA - optické vlakno

Byla ptipravena 1% zelatina. Navazka byla rozpusténa v PBS pufru a byl ptfidan
enzym tak, aby vysledné v kazdé kyveté bylo 25 ul enzymu. Nasledné byl ptipraven 5%
glutaraldehyd (100% GA ziedén destilovanou vodou). Roztok Zelatiny s enzymem byl
pipetovan do kyvet po 100 ul. Nasledné bylo do kazdé kyvety ptidano 10 ul GA a
kyvety byly nechany ve tmé 8 dni vyschnout. Bylo pfipraveno také 5 kyvet bez enzymu.

Saturaéni kiivka:

Byl ptipraven roztok acetylthiocholin chloridu o koncentraci 10 mmol/l. Z néj pak
byla ptipravena fada koncentraci od 78,1 umol/l do 10 mmol/l (vysledné koncentrace

v kyvetach pak byly od 7,81 umol/l do 1 mmol/l). Do kyvet bylo postupné pipetovano:
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e 500 ul PBS pufru
e 400 ul Ellmanova ¢inidla
e 100 ul substratu
Srovnavaci roztok byl ptipraven stejnym zpusobem, jen byla pouzita kyveta bez
enzymu. Opticka hustota (412 nm) byla zaznamenavana vzdy pied vlozenim kyvety a

po vloZeni kyvety po 15 min.

Inhibice CuCly:

Byl ptipraven roztok CuCl, o koncentraci 10 mmol/l. Navazka byla rozpusténa ve
vodé&. Poté byla pfipravena fada koncentraci od 19,5 umol/l do 10 mmol/l. Pro méteni
byl pouzit roztok acetylthiocholin chloridu o koncentraci 2,5 mmol/l. Do kyvet bylo
postupné pipetovano:

e 400 ul PBS pufru

e 400 ul Ellmanova ¢inidla
e 100 ul inhibitoru

e 100 ul substratu

Kontrola byla pfipravena stejnym zpusobem, jen misto inhibitoru byl ptidan pufr.
Opticka hustota (412 nm) pak byla zaznamenana vzdy pted vlozenim kyvety a poté po
vlozeni kyvety po 15 min.

Opakovatelnost méfeni:

Pro opakované méfeni byla pouzita koncentrace acetylthiocholin chloridu o
koncentraci 10 mmol/l. Mé&feni bylo provadéno ve 3 kyvetach. Po méfeni byly kyvety

vylity, vymyty pufrem a pouzity pro dalsi méteni.

3.3.7 Chitosanova membrana, saturaéni Kkfivka a inhibice CuCl, -
spektrofotometr

Pfiprava chitosanové membrany:

Do kadinky byl navazen chitosan a byl rozpustén v kyseliné octové (99%) (Na 20
mg chitosanu 1 ml kys. octové). Na 1 ml roztoku pak bylo pfidano 80 ul enzymu. Do
kyvet bylo pipetovano 50 ul smési a 30 min se to nechalo tuhnout. Poté bylo ptidano 25
ul hydroxidu sodného a nechalo se 15 min reagovat. Poté bylo ptidano 5 ul GA. Kyvety
byly nechany ve tmé vysychat. 5 kyvet bylo pfipraveno bez enzymu.
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Saturacni kiivka:

Pro meéfeni byl pfipraven roztok acetylthiocholin chloridu o koncentraci 50
mmol/l. Z n¢j pak byla pfipravena fada koncentraci od 78,1 umol/l do 10 mmol/I
(vysledné koncentrace v kyvetach pak byly od 7,81 umol/l do 1 mmol/l). Do kyvet bylo
postupné pipetovano:

e 500 ul PBS pufru
e 400 ul Ellmanova ¢inidla
e 100 ul substratu

Srovnavaci roztok byl ptipraven stejnym zpusobem, jen byla pouzita kyveta bez

enzymu. Absorbance (412 nm) byla méfena okamzité po pridani substratu a pak po 15

min.

Opakovatelnost méfeni:

Opakovani bylo provadéno ve tfech kyvetach se substrdtem o koncentraci 5
mmol/l. Méteni bylo provadéno jako v piedchozim bod¢. Kyvety byly po méfeni vylity,

vymyty a pouzity pro dal$i mefeni.

Inhibice:

Pro méfeni byl pifipraven CuCl, o koncentraci 50 mmol/l. Z tohoto roztoku pak
byla piipravena fada koncentraci od 9,77 umol/l do 10 mmol/l (vysledné koncentrace
Vv kyvetach pak byly od 0,977 umol/l do 1 mmol/l). Do kyvet bylo nasledné pipetovano:

e 400 ul PBS pufru

e 400 ul Ellmanova ¢inidla
e 100 ul inhibitoru

e 100 ul substratu

Kontrola byla pfipravena stejnym zpiisobem, jen misto inhibitoru byl ptidan puft.

Absorbance (412 nm) byla méfena okamzité po piidani substratu a poté po 15 min.

Dale bylo provedeno jesté dopliujici méfeni v kyvetach:
e bez enzymu a bez substratu
e Senzymem a bez substratu
e bez enzymu a se substratem
e inhibitor CuCl, 10 mmol/I
¢ inhibitor karbofuran 100 ul (1 mmol/l)
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e inhibitor karbofuran 25 ul (1 mmol/l, 10 min inkubace)

3.3.8 Chitosanova membrana — bez vyschnuti, - spektrofotometr

Membrana byla pfipravena jako v kapitole 3.3.7. Kyvety byly poté ale zakryty
parafinovou folii a diany do lednice, aby nedoslo k vyschnuti membrany. Méfeni
saturacni kfivky, inhibice a opakovatelnosti méfeni pak bylo provadéno stejnym

zpusobem jako Vv kapitole 3.3.7.

3.3.9 UV polymerace - spektrofotometr

Byl pfipraven roztok 2-hydroxy-4-(2-hydroxyethoxy)-2-methylpropiofenonu,
ktery byl rozpustén v roztoku z poly(ethylenglykol)diakrylatu, PBS pufru s enzymem a
TWEENU. Tento roztok byl pipetovan do kyvet po 30 ul. A kyvety byly nechany pod
UV lampou. Bylo pfipraveno i 5 kyvet bez enzymu.

Saturaéni ktivka:

Byl pfipraven acetythiocholin chlorid o koncentraci 10 mmol/l. Z n&j pak byla
piipravena fada koncentraci od 78,1 umol/l do 10 mmol/l (vysledné koncentrace
Vv kyvetach pak byly od 7,81 umol/l do 1 mmol/l). Do kyvet bylo postupné pipetovano:

e 500 ul PBS pufru
e 400 ul Ellmanova ¢inidla
e 100 ul substratu

Srovnavaci roztok byl ptipraven stejnym zpusobem, jen byla pouzita kyveta bez

enzymu. Absorbance byla méfena okamzité po piidani substratu a pak po 15 a 30 min.

3.4 Meéreni fluorescence u indoxyl acetatu
Jelikoz se kovy v PBS pufru srazeji, byl pouzit TRIS-HCI pufr (50 mmol/l). Byl
ptipraven zasobni roztok indoxyl acetatu o koncentraci 25 mmol/l. Navazka byla
rozpusténa v 50% ethanolu a zkumavka byla obalena alobalem kviili citlivosti na svétlo.
e Porovnani aktivit AChE v TRIS-HCI pufru o riznych hodnotach pH: byl
ptipraven pufr o hodnotach pH 6,6; 7,0; 7,6; 8,0 a 8,4. Do jamek 96ti jamkové
desticky bylo pfidano 5 ul enzymu, 175 ul pufru a 20 wl indoxyl acetatu.
Nasledovala hodinova inkubace, po které byla desticka vlozena do UV boxu a

vyfocena a tim zaznamenana fluorescence.

¢ Inhibice CdCl; a ZnCl; : byly pfipraveny zasobni roztoky CdCl, o0 koncentraci 1

mol/l a ZnCl, o koncentraci 400 mmol/l a nasledné byly ziedény tak, aby
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vysledné koncentrace v desticce byly u CdCl, 20, 15, 10, 5a 1 mmol/l a u ZnCl,
5,4, 3,2 a1 mmol/l. Do jamek bylo pipetovano 5 ul enzymu, 170 ul pufru (50
mmol/l, pH 7,6), 5ul inhibitoru a 20 wul indoxyl acetatu. Kontrola byla
piipravena Stejnym zpusobem, ale misto inhibitoru byl pipetovan pufr.
Nasledovala hodinova inkubace, po které se desticka vlozila do UV boxu a byla
vyfocena a vyhodnocena fluorescence.

Nahrazeni 96ti jamkové destiCky ¢ernymi jamkami zhotovenymi 3D tiskem.
Byly vytisknuty dva typy jamek. 1. typ byl vyssi a jamka méla valcovy tvar. 1.
typ byl nizky a jamka byla miskovitého tvaru (obr. 13).

O

® <

Obrazek 13: Pouzité typy jamek (dole: 2. typ.)

1. typ: byl pfipraven zasobni roztok indoxyl acetatu o koncentraci 25 mmol/l a
z néj byla pfipravena fada o koncentracich 20, 15, 10 a 5 mmol/l. Do prvniho
typu jamek bylo pipetovano 5 ul enzymu, 175 ul pufru a 20 ul indoxyl
acetatu. Po inkubaci byly jamky umistény do UV boxu a vyfoceny.

2. typ: inhibice takrinem. Byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 10
mmol/l. Navazka takrinu byla rozpusténa v pufru (TRIS HCI, pH 7,6).
Zasobni roztok byl dvojkové natedén. Do jamek byl pipetovan celkovy
objem 50 ul. Bylo pipetovano 5 ul enzymu, 5 ul takrinu o koncentracich 10
mmol/l az 156 umol/l, 20 ul indoxyl acetatu (25 mmol/l) a 20 ul pufru.
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Béhem inkubace byly jamky pfikryty parafinovou folii, aby nedochazelo

k vysychani. Jamky byly umistény do UV boxu a vyfoceny.
e Mc¢feni na spektrofotometru: Do kyvety bylo pipetovano: 25 ul enzymu, 100 ul
indoxyl acetatu a 875 ul pufru. Po inkubaci byla zmétena absorbance ( 670 nm).

3.5 Fenolova Cerven

Kromé¢ Ellmanovy metody se da sledovat prirtistek produktu také diky vznikajici
kyseliné octové a naslednému poklesu pH. V roztoku pak dochazi ke zméné barvy
pridané fenolové Cerveni (z Cervené do zluté). Pro vSechna méfeni byl pouzit TRIS-

HCI pufr o koncentraci 1 umol/l a pH 7,4.

3.5.1 Saturacni kiivka acetylcholin chloridu - spektrofotometr
Byl ptipraven roztok acetylcholin chloridu o koncentraci 10 mmol/l. Navazka
acetylcholin chloridu byla rozpusténa ve vod¢. Dvojkovym fedénim pak byla ptipravena
fada koncentraci od 78,1 umol/l do 10 mmol/l (vysledné koncentrace v kyvetach pak
byly od 7,81 umol/l do 1 mmol/l). Do kyvet pak bylo pipetovano:
e 25 ulenzymu
e 675 ul pufru
e 200 ul fenolové Cervené
e 100 ul substratu
Absorbance byla métfena pfi 558 nm ihned po pfidani substratu a nasledné po 15

min (obr. 14). Srovnavaci roztok byl pfipraven stejnym zpisobem, jen misto substratu
byl ptidan puft.

Obrazek 14: Kyvety, ve kterych probiha reakce pro stanoveni aktivity s fenolovou cerveni
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3.5.2 Saturaéni kfivka acetylcholin chloridu — optické vlakno

Mg¢teni probihalo pomoci optického vlakna a kyvety byly vloZeny do kyvetové
Sachty s vyvodem pro optické vlakno a zdroj svétla, ktery byl zhotoven 3D tiskarnou
(obr. 15).

Obrazek 15: Kyvetova Sachta (vlevo: zdroj svétla, vpravo: optické vlakno)

Byl ptipraven roztok acetylcholin chloridu o koncentraci 10 mmol/l. Navazka
byla rozpusténa v destilované vod¢. Dvojkovym fedénim byla pfipravena fada roztoki o
koncentracich od 78,1 umol/l do 10 mmol/l (vysledné koncentrace v Kyvetach pak byly
od 7,81 umol/l do 1 mmol/l). Do kyvet bylo postupné pipetovano:
e 25 ulenzymu
e 675 ul TRIS-HCI pufru
e 200 ul fenolové Cervené
e 100 ul substratu
Kontrola byla pfipravena stejnym zptusobem, ale misto substratu byl ptidan puft.
Opticka hustota (558 nm) pak byla zaznamenavana pomoci programu Logger Pro ihned

po ptidani substratu a pak po 15 min.

3.5.3 Inhibice takrinem — optické vlakno
Pro méfeni byl pfipraven zasobni roztok acetylcholin chloridu o koncentraci 10
mmol/l. NavaZzka byla rozpusténa ve vodé€. Takrin byl pfipraven o koncentraci 4 mmol/l.
Navazka byla rozpusténa v pufru. Znéj pak byla piipravena kalibracni fada o
koncentracich od 50 nmol/l do 1,6 umol/l (vysledné koncentrace v kyvetach byly od
1,25 do 40 nmol/l). Do kyvet bylo nasledné pipetovano:
o 25 ulenzymu
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e 650 ul TRIS-HCI pufru
e 200 ul fenolové Cervene
e 25 ul takrinu

e 100 ul substratu

Kontrola byla pfipravena stejné, jen misto inhibitoru byl pfidan pufr. Opticka

hustota byla métena okamzité po pridani substratu a poté po 15 minutach.

3.5.4 Inhibice karbofuranem — optické vlakno
Pro méfeni byl pfipraven zasobni roztok karbofuranu. Jeho fedénim 2-propanolem

byly ptipraveny koncentrace karbofuranu od 156 nmol/l do 10 pmol/l (vysledné
koncentrace v kyvetach tedy byly od 15,6 nmol/l do 1 umol/l). Dale byl pfipraven
roztok acetylcholin chloridu o koncentraci 10 mmol/l. Do kyvet bylo postupné
pipetovano:

e 25 ulenzymu

e 650 ul TRIS-HCI pufru

e 200 ul fenolové Cervené

e 25 ul karbofuranu a nasledovala 15ti minutova inkubace (pro navazani

inhibitoru)

e 100 ul substratu

Opticka hustota (558 nm) byla méfena okamzité po pfidani substratu a poté po
15ti minutové inkubaci. Kontrola byla piipravena stejnym zpiisobem, misto inhibitoru

byl ale pipetovan puft.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Ellmanova metoda
4.1.1 Stanoveni enzymovych konstant

Absorbance byla méfena okamzité po ptidani substratu a dale po 1 min. Tato
zména absorbance byla pro kazdou koncentraci zméfena 4 krat. Aktivita (mol/s, kat)

byla vypocitana podle vztahu 1.14.

a=— 1.14

Kde AA je zména absorbance, € je extink¢ni koeficient (pro Ellmanovu metodu se rovna
14 150 mol™-cm™) a t je Gas (s).

Hodnoty aktivit pro jednotlivé koncentrace byly zprimérovany a zaneseny do
grafu v zavislosti na vysledné koncentraci substratu (hodnota spolehlivosti R?=0,905).
V grafu 1 jsou vyznaceny smérodatné odchylky. Vyssi koncentrace substratu v grafu
nejsou zaneseny, protoze hodnota aktivit se snizovala v disledku inhibice nadbytkem

substratu.
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Graf 1: Saturaéni kiivka pro acetylthiocholin, ellmanova metoda

Dale byl sestrojen graf zavislosti 1/a na 1/S podle Lineweavera a Burka. Z grafu
(hodnota  spolehlivosti R?=0,981) byla vypodtena Michaelisova konstanta
Kwv=0,291 mmol/l a maximalni rychlost Vimas=3,71-10" mol/s.
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Ellmanova metoda je Siroce vyuzivana pro stanoveni aktivity AChE napiiklad
pfi studiu lé¢ebnych ptipravkid na Alzheimerovu nemoc. Pro tento ucel jsou ve vétsi
mife zkoumany rizné latky extrahované z rostlin [65]. Potencionalnim Iékem na
Alzheimerovu nemoc je napiiklad i linarin, ktery také pochazi z uréitych rostlin a pii
jeho studii se téZz vyuziva Ellmanovy metody [66]. Dalsi vyuziti ma Ellmanova metoda i
pri studiu toxickych latek. Naptiklad pii testovani novych piirodnich rostlinnych

insekticidl je nutné znat jejich ptisobeni [67].

4.1.2 Satura¢ni kiivka ATChCI a inhibice CuCl; - spektrofotometr

Saturaéni ktivka:

Kazd4d koncentrace substratu byla zméfena 5 krat. Z naméfenych hodnot
absorbanci byly vypocéitany jejich rozdily a z nich hodnoty aktivit. Ty pak byly
zaneseny do grafu v zavislosti na koncentraci substratu. V grafu 2 (hodnota
spolehlivosti R?=0,989) jsou vyznaeny smérodatné odchylky. V programu Origin6l
byla vypocitana Michaelisova konstanta a maximalni rychlost Ky=104 umol/Il,
Vimax= 3,35-10"mol/s.
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Graf 2: Satura¢ni kiivka pro acetylthiocholin pro stanoveni Ky, Ellmanova metoda

Rattanakit P. pouzil imobilizovanou AChE v pritokovém reaktoru. Pro srovnani
chovani mezi volnou a imobilizovanou AChE pouzil Ellmanovu metodu a stanoveni
Kma Vimax. Byly pouzity také jednorazové kyvety, kam pipetoval 20 ul enzymu do
celkového objemu 2 ml, po 10 min inkubaci pak byl pfiddvan ATChI. (Km=0,23
mmol/l). V ptitomnosti Cu? byla hodnota Ky stejna, snizovala se ale hodnota Vmax

s rostouci koncentraci inhibitoru [38].
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Inhibice CuCly:

Kazda koncentrace byla zméfena 5 krat. Z naméfenych hodnot byl vypocitan
rozdil absorbanci a z nich pak aktivita pro jednotlivé koncentrace. Aktivita byla
zanesena do grafu v zavislosti na zaporném logaritmu koncentrace koncentraci
inhibitoru (graf 3). Tento graf byl pouzit pro vypocet stfedni inhibi¢ni koncentrace
(hodnota spolehlivosti R?=0,976). A pomoci programu Origin61 byla vypo¢itana stfedni

inhibi¢ni koncentrace 1Csp= 6,96 umol/I.
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Graf 3: Zavislost aktivity AChE na zaporném log koncentrace inhibitoru pro vypocet ICs
inhibitoru (CuCly), Ellmanova metoda

Pro vypocet limitu detekce byl sestrojen graf zavislosti procenta inhibice na
logaritmu  koncentrace o hodnotd spolehlivosti R?=0,99 a rovnici piimky
y=82,1-x+218,8, ze které byl vypocten limit detekce LOD=2,81 umol/I.

Ellmanova metoda je nejroz$ifenéjSi a Ze je dobie pouzitelnd pro stanoveni
tézkych kovil (rtut’, méd’ a stiibro) ve vodach i ve velmi malych koncentracich popisuje
Shukor M. Y. a kol. Ten pracuje s celkovym objemem 250 ul v 96ti jamkové desticce,
tedy ma nizsi spotfebu chemikalii (enzymu bylo pfiddno 10 ul) a jako substrat pouzil
acetylthiocholin jodid. Ten byl ale ptidavan az po 30 min inkubace. (ICs0=1,21 mg/I
(=19,1 umol/l), LOD=0,01 mg/l (0,157 umol/l)). Jako srovnavaci metoda byla pouzita
ICP-OES [68].
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4.1.3 Satura¢ni kiivka ATChCI a inhibice CuCl; - optické vlakno
Po zméfeni hodnot absorbance v prazdném stojanu, stojanu s Kyvetou bez enzymu
a kyvetou se substratem o koncentraci 10 mmol/l byly tyto hodnoty zaznamenany do

grafu zavislosti optické hustoty na vlnové délce (graf 4).

zdroj svetla
2.5 —— substrat (10mmol/l) 15 min
oD blank (bez enzymu)
2,0
1,5 1
1,0 H
0,5
0,0
T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900

Anm

Graf 4: Zavislost optické hustoty na vinové délce, Ellmanova metoda, optické vlakno

Podle tohoto grafu je vidét, Ze opticka hustota pti 412 nm v kyveté bez enzymu je
nulova a v kyveté se substratem dochazi k dostatecné velké zméné a je pfi této vinové

délce vhodné mérit.

Saturaéni kiivka:

KaZzd4 koncentrace substratu byla méfena 5 krat. Hodnoty optické hustoty métené
ihned po ptidani substratu byly nulové. Graf byl sestrojen z hodnot optické hustoty
v zavislosti na koncentraci substratu. V grafu jsou vyznafeny smérodatné odchylky.
Hodnota spolehlivosti R?=0,97. Ky=16,8 umol/l a maximalni opticka hustota dosahla
hodnoty 1,33.
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Graf 5: Satura¢ni kiivka pro ATChCI, optické vlakno

Inhibice CuCly,:

Kazda koncentrace inhibitoru byla zméfena 5 krat. Hodnoty optické hustoty

zmétené okamzité po ptidani substratu byly nulové. Graf byl sestrojen z hodnot optické
hustoty v zavislosti na zaporném logaritmu koncentrace inhibitoru. Z tohoto grafu byla
vypocitana stfedni inhibi¢ni koncentrace 1Cs,=14,3 umol/l (hodnota spolehlivosti
R?=0,972).
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Graf 6: Zavislost optické hustoty na zaporném log koncentrace CuCl, (v zavorce: kontrola),
optické vlakno
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Dale byl sestrojen graf zavislosti procenta inhibice na logaritmu koncentrace
(hodnota spolehlivosti R?=0,963). Z rovnice piimky y=53,8-x+154,3 byl vypo&itan limit
detekce LOD=2,27 umol/I.

Pouziti optického vldkna s Ellmanovou metodou pro stanoveni tézkych kovi
neni jesté rozsifené. Kombinace Ellmanoovy metody a optického vlakna se ale pouziva

napiiklad pro stanoveni aflatoxinu B1 a ochratoxinu A [69].

4.1.4 Imobilizace Zelatinou, saturacni kiivka a inhibice CuCl; - spektrofotometr

Saturaéni ktivka:

Kazda koncentrace substratu byla méfena 3 krat. Z hodnot absorbanci byl
vypocten rozdil, ze kterého pak byly vypocteny hodnoty aktivit pro jednotlivé
koncentrace substratu. Ty byly vyneseny do grafu v zavislosti na koncentraci substratu

(graf 7) (hodnota spolehlivosti R?=0,994, Ky=114 umol/l, Vima=3,84-10"mol/s).
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Graf 7: Saturaéni kiivka pro ATChCI (Ellmanova metoda, imobilizace Zelatinou)

Opakovatelnost méfeni:

Ve tfech kyvetach bylo provadéno opakované méteni. Po prvnim méfeni byly
hodnoty absorbanci od 0,827 do 0,873. Po promyti a druhém méfeni uz ale absorbance
dosahovaly hodnot pouze kolem 0,014. Mohlo to byt zapfiinéno tim, Ze Zelatina

Vv kyvetach nebyla naprosto vyschla a v roztoku se tak enzym zcela vymyl z membrany.
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Inhibice CuCly:

Kazda koncentrace inhibitoru byla méfena 3 krat. Byl vypocten rozdil mezi
absorbancemi a z n¢j byly vypoéteny hodnoty aktivit. Ty byly zaneseny do grafu
v zavislosti na zaporném logaritmu koncentrace inhibitoru (graf 8). Z tohoto grafu byla
vypoctena Stfedni inhibi¢ni koncentrace (ICsp=74,1 wumol/l, hodnota spolehlivosti
R?=0,999).
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Graf 8: Zavislost aktivity AChE na zaporném log koncentrace CuCl, (v zavorce kontrola),
Ellmanova metoda, imobilizace Zelatinou

Dale byl sestrojen graf zavislosti procenta inhibice na logaritmu koncentrace o
hodnot& spolehlivosti R*=0,995 a rovnici primky y=63,2:x+121,7, ze které byl
vypocitan limit detekce LOD=22,1 umol/I.

4.1.5 Imobilizace Zelatinou (+GA), satura¢ni kiivka, CuCl, - spektrofotometr

Saturaéni kiivka:

Kazda koncentrace acetylthiocholin chloridu byla zmétena 3 krat. Z hodnot
rozdilti absorbance byl sestrojen graf zavislosti aktivity na koncentraci substratu (graf
9). Vgrafu jsou vyznaceny smérodatné odchylky métfeni (hodnota spolehlivosti
R?=0,998, Kp=261 umol/l, Vinax=2,89-10"® mol/s).
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Graf 9: Saturaéni kiivka pro ATChCI, Ellmanova metoda, imobilizace Zelatinou s GA

Opakovatelnost méfeni:

Opakované méfeni bylo provadéno ve 3 kyvetdch. Méfeni bylo provedeno 12
krat. A ani po poslednim méfeni nebyl pozorovan ubytek aktivity enzymu. Byl sestrojen
graf zavislosti rozdilu absorbance na po¢tu méfeni (graf 10).
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Graf 10: Opakovatelnost méteni, EIlmanova metoda, imobilizace Zelatinou s GA

Inhibice CuCly:

Kazda koncentrace inhibitoru byla méfena 3 krat. Zrozdili absorbanci byly
vypoéteny hodnoty aktivit a z nich byl sestrojen graf (hodnota spolehlivosti R?=0,999)
v zavislosti na zaporném logaritmu koncentrace inhibitoru (graf 11), ze kterého byla

vypocitana stiedni inhibi¢ni koncentrace 1Csp=4,22 umol/l.

60



[N
IS
1

aktivita (kat®)
S
1

104

T 1
0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5
-log ¢ (mmol/l)

Graf 11: Zavislost aktivity AChE na zaporném logaritmu koncentrace CuCl,,
Ellmanova metoda, imobilizace zelatinou s GA

Déle byl sestrojen graf zavislosti procenta inhibice na zaporném logaritmu
koncentrace inhibitoru a z néj byl vypocitan limit detekce (hodnota spolehlivosti
R?=0,994, LOD=1,09 umol/l).

4.1.6 Zelatinova membrana + GA, optické vlakno

Saturaéni kiivka:

Kazda koncentrace byla métena 3 krat. Z rozdili optickych hustot byl sestrojen
graf zavislosti OD na koncentraci substratu (graf 12) V grafu jsou vyznaceny
smérodatné odchylky (hodnota spolehlivosti R?=0,993, Ky=394 umol/l) a maximalni
hodnota optické hustoty byla 0,299.
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Graf 12: Satura¢ni kiivka pro ATChCI, Ellmanova metoda, imobilizace Zelatinou s GA, optické
vlakno
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Inhibice CuCly:

Kazda koncentrace inhibitoru byla métena 3 krat. Z rozdilid optickych hustot byl
sestrojen graf zavislosti na zaporném logaritmu koncentrace inhibitoru (graf 13, hodnota
spolehlivosti  R?=0,994). Byla vypoltena stfedni inhibiéni  koncentrace
1C50=5,43 umol/l.
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Graf 13: Zavislost optické hustoty na zaporném logaritmu koncentrace CuCl,, Ellmanova
metoda, imobilizace zelatinou s GA, optické vlakno

Déle byl sestrojen graf zavislosti procenta inhibice na zaporném logaritmu
koncentrace  CuCl,  (hodnota  spolehlivosti  R?=0,979, rovnice  primky
y=-48,95-x+154,3). Z rovnice pfimky byl spocitan limit detekce LOD=1,41 umol/I.

Tezké kovy jsou nejcastéji stanovovany atomovou absorp¢ni spektrometrii jako
ve vSech nasledujicich ptipadech. V praci se Tong-Bin Chen a kol. vénuje stanoveni
t&zkych kovii v povrchovych piidich v Cing. Stanovené hodnoty Cu se pohybuji
v rozmezi 379 umol/l do 7,2 mmol/l [70]. Anna Farkas ve své praci stanovuje t&ézké
kovy v fece, stanovené hodnoty médi se pohybovali od 0,775 mmol/l [71]. V obou
ptipadech by limit detekce u vSech predchozich metod byl dostacujici pro stanoveni
koncentrace Cu. Singh A. ale stanovovala koncentrace tézkych kovi v zelening, v pudé
a Vv odpadnich vodach pouzitych k zavlazovani. Koncentrace médi se pohybovali od
0,047 do 409 umol/l [72]. Proto by se pro stanoveni takovychto koncentraci musela
vybirat vhodnd metoda. Nejniz$i limit detekce byl vypocitan u metody S vazdnim do

zelatinové membrany s GA (spektrofotometr), jeho hodnota je 1,09 umol/I.
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4.1.7 Chitosanova membrana, satura¢ni kiivka, inhibice CuCl;, -
spektrofotometr

Saturacni kiivka:

Kazda koncentrace substratu byla méfena 3 krat. Z rozdili absorbanci byla
vypoctena aktivita pro jednotlivé koncentrace, ze kterych byl sestrojen graf zavislosti na
koncentraci substratu (graf 14). V grafu jsou vyznaceny smérodatné odchylky (hodnota
spolehlivosti R?=0,895, Ky=226 umol/s, Vimax=4,69-10°mol/s).
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Graf 14: Saturaéni kiivka pro ATChCI, Ellmanova metoda, imobilizace chitosanem

Inhibice CuCl,:

Kazda koncentrace inhibitoru byla méfena 3 krat. Byla vypoctena aktivita pro

jednotlivé koncentrace. Vysledky nejsou optimalni, pro vyssi koncentrace inhibitoru

uvolnovanim a rozrusovanim membrany, ktera mohla zpusobovat zakal. Mezi

hodnotami byly vétsi rozdily pro jednotlivé koncentrace.

Opakovatelnost méfeni:

Po prvnim méfeni vychazely hodnoty absorbanci v rozmezi od 0,491 do 0,697. Pti
inkubaci ale dochazelo ve vétsing ptipadi k uvolnéni membrany (obr. 16), ktera byla
zcela uvolnéna i pti opatrném vyliti a promyti kyvety. A druhé méfeni pak tedy nebylo

mozné.
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Obrazek 16: Chitosanova membrana: jeji uvoliiovani
Dale bylo provedeno méteni v kyvetach:
e Dbez enzymu a bez substratu
e Senzymem a bez substratu
e bez enzymu a se substratem (2,5 mmol/I)
e inhibitor CuCl; 10 mmol/Il
e inhibitor karbofuran 100 ul (1 mmol/l)

e inhibitor karbofuran 25 ul (1 mmol/l, 10 min inkubace)

Ve vsech ptipadech dochéazelo v pribéhu ¢asu k rtistu absorbance. V prvnich dvou
piipadech dochazelo k rastu hodnot absorbance nad 0,1 po 20-30 min. U ostatnich byly
hodnoty absorbanci mezi 0,3 az 0,9 uz po 15 min. NejvysSich hodnot dosahovaly
kyvety s karbofuranem. Jelikoz dochazelo k ristu absorbance jak v kyvetach se

substratem i s inhibitory, tak tato metoda neni vhodna pro méfeni koncentrace inhibitoru

AChE.

4.1.8 Chitosanova membrana — bez vyschnuti, spektrofotometr

Kazda koncentrace substratu byla méfena 3 krat. Ke Zloutnuti ale dochazelo velmi
pomalu. A né€které hodnoty v ramci jedné koncentrace se velmi lisily. V nekterych
ptipadech dokonce dochazelo Kk intenzivni zméné barvy okamzité po pfidani Ellmanova

¢inidla.
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4.1.9 UV polymerace, spektrofotometr

Saturacni kiivka:

Kazda koncentrace substratu byla métena 3 krat. Pfi méfeni ale dochazelo k velmi
pomalému zloutnuti v celém objemu. A pii méfeni v kyvetach se substratem (10
mmol/l) a v kyvetach bez enzymu nedochazelo k métitelné zmeéné absorbance ani po 30
min. Nepomohla ani inkubace s pufrem pfed samotnym méfenim. Membrana byla

pravdépodobné vyschla a nepolymerovala.

4.2 Meéreni fluorescence u indoxyl acetatu
e Porovnani aktivit AChE v TRIS-HCI pufru o riznych hodnotach pH(obr. 17):
Podle intenzit fluorescence byl vybran pufr o pH 7,6, u néj byla fluorescence uz

dostate¢né intenzivni.

Obrazek 17: Fluorescence s pufrem o rizném pH (zleva:6,6; 7,0; 7,6; 8,0; 8,4)

e Inhibice CdCl, a ZnCl, : pii vyhodnocovani z fotografie nebylo dobie viditelné,
kde je nejvySsi nebo nejniz$i inhibice a tak nebylo moZzné vyhodnoceni.
Vsechny jamky mély podobnou fluorescenci (obr. 18). K rozliSeni nenapomahal
pruhledny material desticky, jelikoz pod UV lampou byly velmi zietelné i
prazdné jamky.

Obrazek 18: Fluorescence pii inhibici CdCl, (dole) a ZnCl, (vlevo kontrola bez inhibitoru,
zprava rostouci koncentrace inhibitoru, vrchni fada prazdné jamky)

e Nahrazeni 96ti jamkové destiCky Cernymi jamkami zhotovenymi 3D tiskem.
Byly vytisknuty dva typy jamek.
1. typ: Po vyfoceni v UV bhoxu byly fluoreskujici plochy ptilis malé a opét

nebyl patrny rozdil mezi riznymi koncentracemi substratu (obr. 19).
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Obrazek 19: Fluorescence v tisténych jamkach (zleva rostouci koncentrace substratu)

2. typ: Jamky byly niz§i a samotnd jamka byla miskovitého tvaru, to mélo
zajistit vetsi fluoreskujici plochu, ale zaroven se snizil objem. To
zpusobovalo vysychani, a i kdyz byly jamky ptekryty parafinovou folii,
neslo tomu uplné zabranit. Plocha jamek fluoreskovala pak jen misty a ne
cela, proto nesla inhibice takrinem vyhodnotit.

e Me¢feni na spektrofotometru: ani po hodinové inkubaci nedoslo ke zmén¢ barvy

a absorbance tak byla skoro nulova. Pro srovnani se provedlo stejné méieni

S butyrylcholinesterazou (BChE), aby bylo vidét zddouci modré zbarveni
(obr. 20).
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Obrazek 20: Porovnani AChE a BChE s indoxylacetatem (vlevo BChE, vpravo AChE)

Fluorescencni metody jsou ve vétsiné piipadd citlivéj$i nez odpovidajici
kolorimetrickd technika, proto kdyZ se vyuziva indoxylacetat jako substrat, méii se
nejcastéji pravé fluorescence. Indoxylacetat neni ptirozeny substrat pro AChE a proto je
reakce pomald ve srovnani s pfirozenym substratem. V praci A.N. Diaze byl
indoxylacetat imobilizovan v gelu a tento biosenzor byl pouzit pro stanoveni
organickych pesticidi. Byl pouzit fluorescenéni spektrometr a byly pouZity standardni
kyvety a ve druhém ptipadé optické vlakno. Tato metoda byla vhodnd pro méfeni
z divodu dobrych detekénich limith [73].
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4.3 Fenolova Cerven
4.3.1 Saturacni kiivka acetylcholin chloridu - spektrofotometr

Kazda koncentrace substratu byla zméfena 5 krat. Z hodnot absorbance (558 nm),
které byly zméfeny okamzité po pridani substratu a po 15 min byl vypocitan rozdil
absorbanci (4A). Z nich pak byl sestrojen graf v zavislosti na koncentraci substratu
(graf 15). V grafu jsou zaneseny sm&rodatné odchylky (hodnota spolehlivosti R?=0,983,
Kum=51,5 umol/l, maximalni hodnota rozdilu absorbance byla 0,437).
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Graf 15: Satura¢ni kiivka pro acetylcholin chloridu, fenolova Cerven, spektrofotometr

4.3.2 Saturaé¢ni kiivka acetylcholin chloridu - optické vlakno

Pro méfeni byly vytistény 3D tiskdrnou celkem tii kyvetové Sachty a pro kazdou
z nich bylo provedeno méfeni. V Sachté se kyveta nesméla hybat a musel byt vytvoien
vhodny otvor pro zdroj svétla. Dale musely byt Sachta 1 zdroj svétla dobie ukotveny,
aby se zabranilo pohybu (pfi pohnuti se nasledné zménily namétené hodnoty).

Pro kazdou koncentraci bylo provedeno 5 méfeni a hodnoty byly zpriimérovany.
Z hodnot rozdili optické hustoty, které¢ byly méfeny hned po ptfidani substratu a po 15
minutach, byl sestrojen graf zavislosti na koncentraci substratu (graf 16). V grafu jsou
vyznateny smérodatné odchylky méfeni (hodnota spolehlivosti R®=0,978,

Km=49,1 umol/l, maximalni hodnota rozdili optické hustoty byla 0,515).
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Graf 16: Satura¢ni kiivka pro acetylcholin chlorid, fenolova ¢erven, optické vlakno
4.3.3 Inhibice takrinem — optické vlakno
Kazda koncentrace takrinu byla zméfena 5 krat. Z naméfenych hodnot optické
hustoty byly vypocitany rozdily, ty byly zprumérovany a pak byly zaneseny do grafu
v zavislosti na koncentraci inhibitoru (graf 17). V grafu jsou zaneseny odchylky méfeni
(hodnota spolehlivosti R?=0,987).
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Graf 17: Zavislost optické hustoty na koncentraci takrinu, fenolova ¢erve, optické vlakno

Dale byl sestrojen graf zavislosti procenta inhibice na koncentraci substratu

(hodnota spolehlivosti R?=0,971 a rovnice piimky y=1 665,5x + 29,82). Z rovnice
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piimky byla spocitana stfedni inhibi¢ni koncentrace 1Csp=12,1 nmol/l. Dale byla
z tohoto grafu vypoctena mez detekce LOD=15,0 nmol/I.

Toto i nasledujici méfeni bylo provedeno z divodu provéfeni vhodnosti této
metody pro méfeni inhibice. Inhibice takrinem i karbofuranem byla zméfena s dobrymi
limity detekce, inhibice tézkymi kovy ale méfitelna nebyla. Ke zméné pH a tedy ke
zméné barvy dochazelo okamzité po ptidani CuClo.

Takrin se vyuziva pti 1é€bé Alzheimerovy nemoci, inhibuje acetylcholinesterazu i
butylcholinesterazu. V praci A. Alhomida byly zkoumany kinetické parametry ucinku
takrinu na acetylcholinesterazu. Takrin inhiboval AChE v zavislosti na koncentraci,
ICso bylo ptiblizné 45 nmol/l a hodnota Michaelisovy konstanty se v ptitomnosti takrinu

zvySovala [74].

4.3.4 Inhibice karbofuranem — optické vlakno

Pro kazdou koncentraci karbofuranu bylo provedeno 5 opakovani. Z naméfenych
hodnot byly vypocteny rozdily absorbanci a ty byly zaneseny do grafu v zavislosti na
koncentraci karbofuranu (graf 18). V grafu jsou vyznaceny odchylky méfeni (hodnota
spolehlivosti R?=0,991).
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Graf 18: Zavislost optické hustoty na koncentraci karbofuranu, fenolova ¢erven, optické vlakno
(v zavorce: kontrola)

Dale byl sestrojen graf zdvislosti procenta inhibice na zaporném logaritmu
koncentrace karbofuranu. Hodnoty byly prolozeny logaritmickou kiivkou (hodnota
spolehlivosti R?=0,992), rovnice pfimky byla y=-70,32-In(x)+64,84. Z té pak byla
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vypocitana stfedni inhibi¢ni koncentrace 1C50=58,21 nmol/l. Déle ze stejné rovnice
ptimky byl spoc¢itan limit detekce: LOD=18,5 nmol/l.

Karbofuran se vyskytuje v pesticidech a jeho stanoveni je dulezité v oblasti
zivotniho prostfedi. S. Zhang a S. Li ve své praci AChE imobilizuje na pracovni
elektrodu modifikovanou chitosanem a tucinek inhibitoru pak byl sledovan méfenim
ubytku oxida¢niho proudu. Tato metoda je velmi citliva, proto limit detekce je vyrazné
nizsi (az o 5 fadw) oproti metod¢ s fenolovou Cerveni [75].

V dalsi praci uz je rozdil v limitu detekce nizsi. Karbofuran byl stanovovan
pomoci tisténé elektrody. Na tu byla AChE imobilizovana pomoci Zelatiny. Limit
detekce byl 0,501 nmol/I [76].
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ZAVER

V mé praci jsem sestavovala biosenzor zalozeny na acetylcholiesteraze pro
stanoveni tézkych kovi. Byly testovany tfi zplisoby stanoveni a to stanoveni pomoci
Ellmanovi metody, fenolové cervené¢ a indoxylacetatu. Kde to bylo mozné, byla
stanovena Michaelisova konstanta (Ky) a maximalni rychlost (Vmax). Cim je
Michaelisova konstanta nizsi pro dany substrat tim je jeho afinita k enzymu vyssi.

Metoda méteni s fenolovou cCerveni vypadala velmi slibné. Michaelisova
konstanta (Km=49,1 umol/l) byla nizsi nez u vétsiny ostatnich méteni. I limity detekce
pro stanovované inhibi¢ni latky (takrin (LOD=15,0 nmol/l) a karbofuran (18,5 nmol/l))
byly v nékterych ptfipadech (LOD=0,501 nmol/l) jen o néco vyssi, nez pii bézné
pouzivanych metodach stanoveni. Pii pokusu touto metodou stanovit tézké kovy
(CuCly) ale dochazelo ke zméné barvy (zméné pH) okamzité po pfidani inhibitoru. To
bylo zapfiginéno kyselou povahou CuCl, (CI* je anion od silné kyseliny). Nepomohl
ani ptidavek pufru.

Pti méfeni s indoxylacetatem bylo vice slibné méteni fluorescence nez méteni na
spektrofotometru, kdy ke tvorbé modrého indiga témét nedochazelo. Fluorescence byla
velmi dobie patrna, ale v pouzité 96ti jamkové desticce ani v 3D tiskem vytvofenych
jamkach nebyly dobie patrné rozdily mezi jednotlivymi koncentracemi substratu i
inhibitoru.

Nejvhodné€jsi metodou pro stanoveni tézkych kovi byla Ellmanova metoda.
Oproti metod¢ s indoxylacetatem nebyla poticba tak dlouha doba inkubace, ktera
v ptipad¢ Ellmanovy metody byla jen od 1 do 15 min. A oproti metod¢ s fenolovou
cerveni nedochazelo k ruseni vlivem zmény pH. Jako nejvhodnéjsi postup se ukazala
imobilizace pomoci Zelatiny s GA, a to jak pti méfeni na spektrofotometru tak s pomoci
optického vlakna. Michaelisova konstanta byla sice vy$$i nez u méfeni v roztoku
(Km(spekt)=261 umol/ a Kmop.iy=394 umol/l oproti Kmspext)=104 umol/l a Kmop.v)=16,8
umol/l), limity detekce byly ale niz§i a jako dalsi vyhoda je moznost vyuZiti
opakovaného méfeni v jedné kyveté (az 12krat).

Dalsi zplsoby imobilizace (chitosanovd membrana a UV polymerace) byly
vyhodnoceny jako nevhodné. Chitosanovd membrana pak piedevSim kviili nestabilité
membrany a jejimu uvoliiovani.

Ellmanova metoda s imobilizaci pomoci zelatiny s GA je tedy nejvhodnéjsi a jeji

velkou vyhodou by mohlo byt bezproblémové pouziti v terénu.
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