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Souhrn

Biosenzory jsou analyticka daeni zaloZzend nagném spojeni tzv. biorekogniho elementu a fyzikain
chemického fevodniku. V této studii byl pouZit sitotiskovy seszplatinovou pracovni elektrodou jakeep
vodnik a acetylcholinesterasou jako biorekagim elementem. Acetylcholinesterasa byla imobédizawoz-
dilnym zgsobem, ¥etre sol-gel technologie, imobilizace na grafitova neldéna, precipitace glutaraldehy-
dem a zachyceni do sférickych grafitovych naistic. Pro jednotlivé imobilizani postupy byla stanovena
Gc¢innost a diskutuje se o praktickém dopadu konsgitkesenzoru.

Kli ¢ové slova:Biosenzor; Acetylcholinesterasa; Ner¢qaralyticka latka; Detekce; Stanoveni; Organofosfa

Immobilization of Acetylcholinesterase and a Constiction of Biochemical Biosensor
for Identification of Toxic Organophosphates

Summary

Biosensors are analytical devices based on tighttjan of so-called biorecognition element and ggito-
chemical transducer. In this study, a screen pdrgensor with platinum working electrode as theschucer
and acetylcholinesterase as the biorecognition efgrwere used. Acetylcholinesterase was immobilizad
different way including sol-gel technologies, imitindition on graphite nanofibers, precipitation tviglutar-
aldehyde and interception into spherical graphitieroparticles. Efficacy for given immobilizationgtocols
was estimated, and practical impact of the study diacussed.

Key words: Biosensor; Acetylcholinesterase; Nerve agents;dete Assay; Organophosphate.

Uvod vaZzovano za biosenzor, je spojeni biorekégho
elementu a fyzikakchemického fevodniku.
Biosenzory jsou analytickd #aeni skladajici Pro rychlou analyzuftomnosti toxickych latek
se ze i komponent: prvni je prvekipodniho fi- mohou byt pouZity biosenzory s rozdilnymi biore-
vodu, tzv. biorekogini element. Tim ri#e byt kognicnimi elementy. Jednim z nich je i amperome-

enzym, protilatka, organela aj. Druhou komponen- tricky biosenzor zaloZeny na acetylcholinesterase
tou je fyzikalré-chemicky gevodnik. Posledni kom-  (AChE; EC 3.1.1.7) fungujici na tzv. inh#bim

ponentou je pak detektortiladem niZze byt tra- principu. To znamena, Ze v r@pmnosti toxicke
di¢ni biosenzor pro stanoveni glukézy dodavany latky poskytuje biosenzor plny signalfitemnost
komekné, jako napiklad laboratorni detektor YSI-  nervow paralytické latky, organofosfatového, resp.

-2700D (YSI Incorporated, Yellow Springs, Ohio, karbamatového pesticiduiipadre jiného specific-
USA) a osobni glukometr Smartest (Biotest Medi- kého inhibitoru, se projevi poklesengimného sig-
cal Corporation, Taichung, Taiwan), resp. OKmeter nalu. Vlastni princip fungovani amperometrického
Link Blood Glucose Meter (OK Biotech, Hsinchu, biosenzoru s imobilizovanou AChE je nastima
Taiwan). Jako biorekogéi element je zde gluko-  obrazku 1.

saoxidasa, fyzikakchemicky pevodnik pak pra- Zakladnim pedpokladem us{né konstrukce
covni elektroda, resp. kombinovanda elektroda. De- funkéniho biosenzoru je zvladnuti imobilégho
tektorem je elektrochemicky analyzatonil&€Zitou postupu. Vlastni imobilizani postup musi odpovi-

podminkou toho, aby analytickéizzeni bylo po- dat nejen povaze biorekogniho elementu, ale i
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Obr. 1: Schéma amperometrického biosenzoru zalbdena
AChE a acetylthiocholinu jako subsbstratu
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chemické povaze povrchu fyzikdhshemického fe-
vodniku. Jako vlastni charakteristika &&msti imo-
bilizacniho postupu v ifipads biosenzoit obsahu-
jicich enzym jako biorekogéni element je porov-
néni aktivity vnesené na senzor se zdanlivou akti-
vitou poskytnutou biosenzoremii Rodnoceni je ale
tieba zvazit fakt, Ze substratape obtizg pene-
trovat vzniknuvsi membranou na povrchu biosen-
zoru a obvykle dochazi i ke 2Zm Michaelisovy
konstanty pro imobilizovany enzym. V této studii
je hodnocena ugpnost imobilizaci AChE na kera-
micky povrch sitotiskového senzoru.

Metodika

Chemikalie

AChE z elektrického utte (1000 U/mg protei-
nu), bovinni sérovy albumin (BSA), acetyl thiocho-
lin chlorid (ATChCI), diisopropy! fluorfosfat (DFP)
byly ziskany od spotmosti Sigma-Aldrich (pol
ka Praha). Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
(PBS) byl pouZit jako zékladni pufr pro experimen-
talni ¢innost. Organické a anorganické chemikalie
uzité v experimentech byly v p. a. kvalivoda by-
la pripravena pomoci reverzni osmazy (Millipore).

Vybaveni

Sitotiskovy senzor (254,3x0,6 mm) s platino-
vou, gipadré grafitovou pracovni (@mer 1 mm),
Ag/AgCI refererni a platinovou fipadré grafito-
vou pomocnou elektrodou byl ziskan od spodesti
BVT (Brno). Senzor byl omyt deionizovanou vodou
pred vliastnim r&fenim. Pro nireni byl pouzit elek-
trochemicky detektor EmStat s ovladacim softwa-
rem PSLite 1.7.3 (PalmSens, Houten, Nizozemsko).

Imobilizace AChE

Imobilizace byla realizovana na keramickou pod-
pornou destiku sitotiskového senzoru v bezpro-
stredni blizkosti platinové pracovni elektrody. Byly
vybrany nasledujici metody: prosta sorpce na kera-
micky povrch, zachyceni do membranyioe Ze-
latinou, precipitace ve forfnmonovrstvy homobi-
funkénim ¢inidlem glutaraldehydem, zachyceni me-
todou sol-gel, zachyceni do l&$¢ vrstvy tvéené
sférickymicéasticemi grafitu a zachyceni na grafito-
va nanovlakna. Einnost imobiliz&niho postupu by-
la porovnana s ekvivalentni aktivitou AChE v ho-
mogenni fazi se substratem. Vstupni aktivita AChE
byla nastavena na 1 U/ul a cholinesterasa byla sta-
bilizovana roztokem BSA ve vysledné koncentraci
1 pg/ml (smds déle oznéovéana jako roztok AChE).

Prosta sorpce byla zaloZena na rozevstl il
roztoku AChE s 9 ul PBS na povrch sitotiskového
senzoru. Sks byla vysuSena za pokojové teploty a
SATP podminek.

Precipitace glutaraldehydem je zaloZena na ko
polymeraci molekul AChE mezi sebou a BSA pro-
strednictvim volnych aminoskupin. Na povrch sen-
zoru je naneseno 8 pl PBS &dan 1 ul roztoku
AChE a 1 ul 0,1% (v/v) glutaraldehydu. Po aplika-
ci roztoki byl senzor inkubovanip4 °C po dobu
4 hodin v uzakené Petriho misce a naslédne-
chan k samovolnému vysusSetii pokojové teplat.

Zachyceni do Zelatinové membrany vychazelo
Z citované literatury (1). Zachyceni gpalo ve
smichani 1 pl roztoku AChE s 8 ul PBS a 1 pl 1%
Zelatiny (Merck) na povrch senzoru. Roztok byl po
promichani mikropipetou vysuSeiii (SATP pod-
minkéach.

Zachyceni metodou sol-gel: metoda je zaloZena
na smsné kondenzaci tetramethoxysilanu (TMOS)
a methyltrimethoxysilnu (MTMOS) viftomnosti
imobilizovaného enzymu. Byl pouZzit modifikova-
ny postup z citace (9, 10). Do jednordzové plastové
zkumavky je postupgnpiidano 10 pl TMOS, 10 pl
MTMOS, 44 ul deionizované vody, 40 pl HCI
(1 mM) a 4 ul polyethylenglykolu (PEG, 600 Da).
TMOS, MTMOS a PEG600 byly ziskany od firmy
Sigma-Aldrich jako koncentraty (> 98% wi/v). &n
byla intenzivié promichana a ponechéna k parcial-
ni hydrolyze pi 4 °C po dobu 24 hodin.¢Ppl sol-
-gel snési bylo smichano se 4 ul deionizované vody
a 1 pl roztoku AChE nas@téném keramickém po-
vrchu sitotiskového senzoru a inkubovano 24 hodin
pii 4 °C.

Zachyceni do le&hé vrstvy tvéené sférickymi
casticemi grafitu (uhlikova pasta): 1 pl roztoku ACh
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bylo injektovano do 10mg grafitovych mikid@stic
(sférické, pameér 5 pm, dodavatel Sigma-Aldrich).
Suspenze byla vysuSena a rozledtna keramicky
sitotiskovy senzor a rozeha o glazovany keramic-
ky povrch.

Zachyceni na grafitovd nanovlakna: pro imobi-
lizaci byla vybrana karbonova nanovlakna funkcio-
nalizovana karboxylovymi skupinami (Sigma-Ald-
rich) s deklarovanymi rozény vidken 4-5 nm kréat
0,5-1,5 um. VIdkna byla zachycena do Zelatinové
membrany (1 mg vlidken/10 ul 0,1% Zelatiny v deio-
nizované vod). Po zaschnuti byly volné karboxy-
lové skupiny aktivovany 1 mM N-hydroxysukcini-
midem (NHS). AChE byla nanesena na aktivovany
povrch v mnoZstvi jako s¥8 1 pl zasobniho rozto-
ku a9 ul PBS.

Pouziti biosenzoh

Biosenzory fipravené podle vySe uvedenych po-
stupi byly exponovany inhibitorem (DFP) po dobu
30 minut a naslednbyl prebytek inhibitoru odsat.
DFP inhibované nebo kontrolni biosenzory byly po-
noieny do kyvety s 1 mM ATChCI v PBS a inkubo-
vany 2 minuty. Po této dekbyla stanovena hladi-
na nahromathého thiocholinu pomoci square wave
voltametrie (SWV) pipadré cyklické voltametrie.

Vlastni parametry SWV jsou nasledujici: rozsah
mereni 0-1,1 V, viny: 1 Hz, amplituda 0,01 V¢ém
fena data sbirana po 0,005 V. Pro cyklickou volta-
metrii byla data sbirana ro¥h po 0,005 V s rych-
losti potencialové zimy 50 mV/s a rozsahemém
feni 0-1,1 V. Jeden vzorek byl analyzovan jednim
meticim cyklem. Meteni prokhlo pomoci vy3Se po-
psaného Zézeni EmStat s ovladacim softwarem
PSLite.

Vysledky

Pouziti vlastniho biosenzoru v kombinaci s SWV
vyzadovalo najit a charakterizovat piky odpovida-
jici vznikajicimu thiocholinu. Byla provedena série
meieni s hydrolyzovanym ATChCI pomoci AChE
a zérové kontrolni néteni v nepitomnosti ATChCI.
Pritomnost hydrolyzovaného ATChCI se projevila
zmeénou paibéhu voltamogramu a tvorbou piku s vr-
cholem i 641 mV. Ri prvotnich studiich se ro¢#
zvazovalo pouZziti cyklické voltametrie. Tato tech-
nika nebyla shledana jako optimalni dikifd de-
finované pozici pik a horSi interpretaci vysledk

Z davodu proudové odezvy blankutgmbené pola-
rizaci elektrod. Proto jsme se v experimenildlp-
nili k pouZziti praw SWV.

V zdznamech SWV se nepravidelobjevovaly
razné piky, které byly nasledndentifikovany jako
kontaminanty reagencii (staré reagencie, pouZzti za
sobnich nadob s mechanicky narusenym povrchem)
a znegistené elektrody (dotyk rukou, povrchové okem
viditelné kazy od vyroby aj.). &t ohrantené piky
s malou amplitudou se pak objevovaly jaksld-
dek horsi kvality kontakta vnitnich chyb v ovla-
dacim softwaru. Po odstram nezadoucich vliv
byl jednozné&né identifikovan pik nalezici oxidaci
thiocholinu a interferujici piky byly minimalizovgn
na urove, kdy neovliviovaly vyhodnocovani sig-
nali. Pokud se festo objevovaly jiné piky, pak tyto
piky byly nizsi ve srovnani s pikem thiocholinu.
Jedinou vyjimkou je naést detekovaného proudu
pii potencidlech nad 900 mV. Tento proud odpovi-
dé& elektrolyze vody a hranice 900 mV byla v rdmci
experimeni povaZzovana jako horni mez pro sledo-
vani voltametrické odezvy. &fenicistého ATChCI
senzorem bez AChE ukazalo jen nizky pik v oblas-
ti, kde lze @ekavat oxidaci thiocholinu. Situace se
v8ak znénila, pokud byl ATChCI skladovan delsi
dobu. Dochazelo k samovolnému rozkladu na ky-
selinu octovou a thiocholin a naslednému vzniku
faleSr¢ pozitivniho stanoveni enzymove katalyzy.
Z tohoto divodu byl roztok ATChCI fipravovan
cerstvy bezprogedre pred vlastnim rérenim.

V rdmci experimerit byla stanovenairpsna po-
loha piku odpovidajicimu oxidaci thiocholinu, polo-
Sitka a niZSi hodnota n&p odpovidajici polovia
vySky piku. Hodnoty byly stanoveny s pomoci de-
setinasobného opakovanéheéreni. Hodnota polo-
hy piku byla 641 + 18 mV, pola¥a 95 + 15 mV a
nizsi hodnota napi odpovidajici polovié vysky
piku 575 + 13 mV. Pro nésledujici experimenty byl
signal (detekovany proud) atigdn v oblasti vrcho-
lu piku. Pokud nebyl vrchol piku jednozma ro-
zeznatelny, nap diky silné inhibici AChE, tak byl
vrchol aproximovan na hodnotu potencialu 641 mV.
Uspesnost imobilizaniho postupu byla vyjédna
jako velikost piku i 641 mV. Pro potl&eni vlivu
pozadi a interferenci byl signélgpa:itan vaci kon-
trole (bez imobilizované AChE). Zaravéyla pro-
vedena kalibrace za pouZiti DFP jako modelového
inhibitoru a na zakladporovnani rozptylu hodnot
kontrolniho ngfeni a vlastni kalibiani kiivky byl
stanoven limit detekce (S/N = 3). Limit detekce
pak byl zvaZzovan jakordti parametr poukazujici
na vhodnost metody. Vlastni experimentélni data
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jsou zobrazena v nasledujicich obrazcich. Hodnota cholin. Ri pouZiti SWV je pik typicky ogé ohrani-

detekované proudu jako obrazek 2, gorsignélu
vuci kontrole jako obrazek 3. Kalibraceigrave-
nych biosenzdr pomoci standardniho DFP nepou-
kazala na signifikantni rozdily mezi jednotlivymi
imobiliza¢nimi postupy. Limit detekce byl prdip
pravené biosenzory v rozmezi @07 mol/l bez
signifikantnich rozdil (ANOVA, P > 0,05) mezi
vlastnimi imobiliz&nimi postupy a AChE v homo-
genni fazi.
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Obr. 2: Proud odpovidajici pikuips41 mV. Sloupec 1 — prosta
sorpce, 2 — precipitace glutaraldehydem, 3 — zaehiytechni-
kou sol-gel, 4 — zachyceni do Zelatiny, 5 — inwduike do sféric-
kych grafitovych mikréastic (uhlikova pasta), 6 — zachyceni na
grafitova nanovldkna, 7 — AChE v homogenni fasidestratem
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Obr. 3: Poner detekovaného proudu poskytnutého biosenzorem
pri 641 mV (ip) ici signalu pozadi bez imobilizované AChE (ib).
Popis sloupé stejny jako v fedeSlém obrazku.

Diskuse

SWYV byla uspsre pouZzita pro sledovani akti-
vity AChE. Ri experimentu byla nalezena poten-
cidlova oblast, ve které je oxidovan vznikajiciothi

¢eny, dolbe definovatelny a relatienmalo vnima-
vy na interferenci nap biologickych matrici (13).
Literarrg je SWV popséana jako vhodn& pro stano-
veni slodenin obsahuijicich thiol (16, 18). Separatni
experimenty a nalezené studie vyuZivajici cyklickou
voltametrii prokazaly row¥ pouZitelnost této tech-
niky pro analyzu redoxnaktivnich latek (11).

Nicmérg voltamogramy poskytnuté cyklickou
voltametrii jsou bite pouZitelné z @vodu Spatt
definovatelnych pik a kontinualniho néstu pola-
rizaéniho proudu. Na rozdil od SWV poskytujici de-
finovany pik, cyklicka voltametrie poskytuje piky,
které i niZSi koncentraci thiocholinu maji charak-
ter spiSe oxidaich vin. SWV je rovdZ na rozdil
od cyklické voltametrie méncitlivd na hysterezi a
interferenci makromolekul sorbujicich se na elektro
dy. Tyto za¥ry se shoduji s analytickymi studiemi
uprednosiujicimi SWV z divodia vétSi preciznosti
a reprodukovatelnosti experimentalnich dat (22).

Z hlediska interferenci se mohou u elektroche-
mickych metod projevit antioxidanty (3)fiRtano-
veni organofosfdtje vliv antioxidank méreé prav-
dépodobny, nicmé# pii stanoveni organofosfat
v komplexnich biologickych matricich jgeba toto
stanoveni metodickyfjzpisobit moZnostem volta-
metrie. RoviZ rekteré €zké kovy mohou v prost-

di thioli katalyzovat redoxni pochody owtujici
voltametrické niteni (6).

Testované imobilizeni postupy ndly rozdilnou
efektivitu zachyceni AChE. Pro porovnani metody
byl zvolen experiment, ve kterém byla pouzita AChE
v homogenni fazi se substratem. Jako velmi vhod-
né metody byly nalezeny prosté sorpce, precipitace
glutaraldehydem a zachyceni na grafitova nano-
vlakna. Zachyceni AChE do Zelatinové membrany
bylo mér¢ vhodné. Sol-gel technologie a zachyceni
do grafitovych mikreastic nebyly flis vhodné pro
imobilizaci AChE na keramicky povrchigstoze
neékteré studie preferuji sol-gel pro konstrukci bio-
senzoti zaloZzenych na AChE (17). RadhpouZziti
uhliku ve forn¢ uhlikové pastové elektrody jiz
bylo popséano jako vhodné pro konstrukci biosen-
zoru zaloZzeného na AChE (4)fipadre i jinych
enzymi, jako je nap laktat dehydrogenaza pouzita
ke konstrukci elektrochemického biosenzoru k sta-
noveni D-laktatu (12). ifeédnosti sol-gel techniky
jsou predevsim optické vlastnosti membrany a jeji
dobra kompatibilita s povrchem optickych viaken
(5). Vzhledem k pedpoklddanému jednordzovému
pouZziti biosenzoru jefgba zohlednit materiélni a
¢asovou narénost gipravy biosenzoru. Z tohoto
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diavodu neni pro vlastni konstrukci biosenzoru zva-
Zovan imobiliz&ni postup zaloZzeny na grafitovych
nanovlaknech, igstoze je literamhdoloZena dobra
dlouhodobé stabilita taktaipravenych biosenzar
(20), a imobilizace cestou aktivace karboxylovych
skupin pomoci N-hydroxysukcinimidu neni techno-
logicky nezvladnutelnd (8). Imobilizace prostou-sor
pci a precipitaci glutaraldehydem je srovnatelna.
Jako optimalni byla nakonec zvolena precipi-

3
tace glutaraldehydem s ohledem na lepSi stabilizaci

biorekognéni slozky ged gipadnym vymyvanim
pii dlouhodobém uchovavani biosenzoru v tekutém
prostedi. Tento typ imobilizaci obvykle poskytuje
dobrou stabilitu biorekog#ii vrstvy s dostatsou
penetraci pro nizkomolekularni steminy (21). Nic-
mere i prostou sorpci Ize povazovat za vhodnou
imobiliza¢ni techniku pouzivanou pro zachyceni bio-
rekognénich elemerit (15).

Rozdilnou @innost imobiliz&nich postup Ize
vyswtlit multifaktorialnim efektem na prostupnost
substratu a celkovou konformaci molekuly AChE.
Membrana vznikajici i imobilizaci je gekéazka
difuze substratu (19), membrana obsahujici AChE
je tedy mechanickouipkazkou difuze acetylthio-
cholinu k enzymu a nasledné difuze thiocholinu.
MenSi aspsnost sol-gel technologie a zachyceni do
vrstvy sférickych grafitovych mikg@stic niize byt
zpasobeno pravymensi velikosti pdira jejich mensi
cetnosti. Konforméni poSkozeni je row moz-
nym efektem snizujicim dinnost imobiliz&niho
postupu. Stericky tlak na strukturu AChE a rozpad
jeji kvarterni struktury byl liter&#h popsan jako
zdroj poklesu jeji aktivity (2, 7, 14).

Zavér

V rdmci studie byly testovany vybrané imobiliza-
¢ni postupy vhodné pro zachyceni biorekégith
element konstruovanych biosenZora UsgsSnost
imobiliza¢nich postup byla vzajems porovnana.
Na zéklad dosaZenych vysledkbyly doporgeny
imobiliza¢ni postupy vhodné pro dal3i experimenty
a analytické pouziti jednotlivych biosen#zodako
optimalni imobiliz&ni postup se jevi zachyceni na
keramicky povrch pomoci precipitace glutaraldehy-
dem.
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