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Souhrn 
Negativní působení organofosfátů a karbamátů na skupinu cholinesteráz lze využít pro stanovení těchto 

látek. Biosenzory využívající cholinesterázy jako biorekogniční složku byly využity ke stanovení jak organo-
fosfátů, tak i karbamátů v řadě modifikací. V tomto přehledovém článku jsou porovnány některé z možností 
vizualizace enzymové reakce a imobilizace cholinesteráz jako důležitých faktorů v přípravě biosenzoru. 
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The Possibilities of Cholinesterases for Biosensor Construction 
 

Summary 
The harmful effect of organophosphates and carbamates on natural enzymes from the group of cholin-

esterases can be employed for analytical purposes. The biosensors based on cholinesterases as biorecognition 
components were used for an analysis of organophosphates and carbamates several times. In this review 
article,  some enzyme reaction visualizations as well as immobilization procedures have been compared as 
important parameters of biosensor construction. 
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Úvod 
 
Dvě skupiny toxických látek vykazují podobný 

mechanismus toxického působení (23) – jsou to:  
� organofosfáty, mezi které patří např. pesticidy 

chlorfevinphos, dichlorvos, paraoxon, případně 
nervově paralytické látky sarin, soman, tabun, 
VX; 

� karbamáty s často zmiňovanými zástupci: aldi-
carb, carbaryl, carbofuran, methomyl, propoxur.  

 
Tyto sloučeniny nekompetitivně inhibují důleži-

té enzymy v organismu – cholinesterázy, cestou je-
jich fofsforylace (karbamylace) a tím zamezují jejich 
fyziologické funkci (27). Potlačení toxického efek-
tu je možné vhodným antidotem (20). Pro tyto účely 
se zdají být vysoce efektivní některé nové reaktivá-
tory AChE (10, 11). 

Mluvíme-li o cholinesterázách, máme na mysli 
skupinu serinových hydroláz schopných štěpit ester 
acylcholinu na cholin a příslušnou kyselinu (26). V ži-
vém organismu je v relativně větší míře zastoupena 
acetylcholinesteráza (AChE; EC 3.1.1.7) a butyryl-
cholinesteráza (BChE; EC 3.1.1.8). AChE je pře-

vážně lokalizována v cholinergních synapsích, kde 
se podílí na přenosu nervového signálu hydrolýzou 
neurotransmiteru acetylcholinu (29). Úloha BChE 
v organismu není tak vyhraněná jako u AChE. Její 
substráty mohou být butyrylcholin, propionylcho-
lin a dokonce i acetylcholin (16). 

Přítomnost organofosfátů a karbamátů může být 
jednoduše detekována právě na základě jejich schop-
nosti inhibovat aktivitu choliesteráz (28). V příkla-
dech můžeme vysledovat biosenzory pracující na 
elektrochemickém (2, 8, 13, 41), optickém (3, 5) a 
piezoelektrickém (1, 17) principu.  

 
Tento přehledový článek je zaměřen na proble-

matiku konstrukce biosenzorů založených na rekog-
niční schopnosti cholinesteráz. Pozornost je věnová-
na způsobům vizualizace enzymové reakce a dostup-
ným technikám imobilizace cholinesteráz.  

 
 

Vizualizace enzymové reakce 
 
Výběr vizualizace enzymové reakce je důleži-

tým aspektem přípravy biosenzoru obsahujícího cho-
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linesterázu. Reakce katalyzovaná cholinesterázou je 
pak převáděna vhodným způsobem na signál. Pro 
vyhodnocení se používají 2 modely: pokles signálu 
po inkubaci s inhibitorem (organofosfát, karbamát) 
nebo určení kinetiky poklesu signálu (32, 34). Vlast-
ní reakce může být vizualizována několika způso-
by ve shodě s použitým fyzikálně-chemickým pře-
vodníkem. Velice jednoduché je sledování hladiny 
H+ (pH) v reakčním médiu při použití pH elektrody 
jako fyzikálně-chemického převodníku. Probíhající 
reakce je pak totožná s reakcí probíhající v organis-
mu, např. pro AChE (viz schéma 1). 

Tento způsob využití biosenzoru byl několikrát 
úspěšně aplikován (7, 12, 39) a může být dokonce 
použit i v kombinaci s amperometrickým převodní-
kem, pokud povrch biosenzoru současně s cholin-
esterázou obsahuje i cholinoxidázu (ChOD). Díky 
její přítomnosti vznikající cholin v přítomnosti kys-
líku reaguje následujícím způsobem (viz schéma 2).  
Reakce katalyzovaná ChOD umožňuje využít am-
perometrický převodník dvěma způsoby. Při zabrá-
nění přístupu dalšího vzduchu do média lze ampe-
rometrickou Clarkovou kyslíkovou elektrodou mě-
řit spotřebu rozpuštěného kyslíku (21) nebo je mož-
né elektrochemicky rozkládat vznikající peroxid vo-
díku za využití zlaté nebo platinové amperometric-
ké elektrody (42).  

Amperometrický převodník je možné použít také 

v případě využití acetylthiocholinu namísto acetyl-
cholinu. Acetylthiocholin je v přítomnosti AChE hy-
drolyzován na thiocholin a kyselinu octovou. Při vlo-
ženém napětí do reakční směsi vznikající thiocho-
lin podstupuje oxidoredukční reakci. Celkový princip 
můžeme vyjádřit následovně (viz schéma 3).  

Na tomto principu fungující biosenzor využíval 
AChE imobilizovanou na Pt elektrodu a Ag/AgCl 
referenční elektrodu, mezi elektrody byl vložen po-
tenciál +410 mV (40). V jiné aplikaci byla pracov-
ní elektroda tvořena grafitovým kompozitem a vklá-
dalo se na ní napětí +700 mV proti Ag/AgCl re-
ferenční elektrodě (18).  

Thiocholin vznikající z acetylthiocholinu může 
být využit i optickými biosenzory. V tomto případě 
se do reakční směsi přidává 5,5´-dithiobis(2-nitro-
benzoová kyselina), známá pod názvem Ellmanovo 
činidlo. Nárůst absorbance je pozorován při 412 nm 
díky vznikající 2-nitro-5-merkaptobenzoové kyse-
lině (viz schéma 4). Optický biosenzor využívající 
Ellmanovo činidlo byl využit např. pro reálné stano-
vení insekticidů (30).  

Některé optické metody, zejména ty založené 
na nelineární optice, jsou schopné pracovat bez pří-
tomnosti chromogenu. Měřicí metoda je pak zalo-
žena na sledování konformačních změn použité 
cholinesterázy, případně na adsorpci produkované-
ho thiocholinu (14). 

 
Schéma 1: Enzymová hydrolýza acetylcholinu 
 
 
 
 
 
 
 
Schéma 2: Oxidace cholinu cholinoxidázou 
 
 

 
Schéma 3: Enzymová hydrolýza acetylthiocholinu a následná oxidace vloženým napětím 
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Schéma 4: Reakce Ellmanova činidla s thiocholinem 
 

 
Imobilizace 

 
Pro konstrukci biosenzorů se využívá široká šká-

la fyzikálně-chemických převodníků a tomu odpo-
vídá i množství různých imobilizačních technolo-
gií. V některých případech je možné jednoduše 
zachytit cholinesterázu do uhlíkové pasty (31) ne-
bo na povrch hlazeného uhlíku (37). Elektroche-
mické vlastnosti elektrod lze vylepšit tzv. modifi-
kantem. Uhlíkovou pastu lze modifikovat tetrakyano-
chinondimetanem, tato úprava umožnila ampero-
metrické vyhodnocení s vloženým napětím zmen-
šeným na +300mV proti Ag/AgCl referenční elek-
trodě (19). Cholinesteráza byla zachycena i v gra-
fitové pastě amperometrické elektrody s přídavkem 
modifikantu kobalt ftalokyaninu a stabilizované ce-
lulózou (33, 36), v jiné obdobné aplikaci byl na-
místo kobalt ftalokyaninu použit modifikant pruská 
modř (4). Poly(diallyldimethylammonium) chlori-
dová membrána s mechanicky zachycenou AChE 
na grafitovém povrchu umožnila snížit vložené na-
pětí v klasickém amperometrickém uspořádání až 
na +150 mV (15). 

Potenciometrický biosenzor využívající jako pře-
vodník LAPS (light-addressable potentiometric sen-
sor) byl testován s cholinesterázou imobilizovanou 
do akrylamidové membrány (22), v jiné práci byla 
směs obsahující albumin, AChE a modifikant (prus-
kou modř) imobilizována na povrch sítotiskové uhlí-
kové elektrody za použití Nafion membrány (38). 
Další úspěšně testovanou metodou imobilizace 
AChE bylo zachycení do polyvinyl alkoholu nesou-
cího styrylpyridinium (PVA-SbQ) (6). V jiné aplika-
ci využívající PVA-SbQ byly analytické parametry 
biosenzoru vylepšeny modifikantem 7,7,8,8-tetra-

kyanochinondimetanem (24). Vhodnou možností  
k imobilizaci cholinesterázy se jeví i nylonová vlák-
na, na něž byla například s úspěchem vázána směs 
obsahující AChE, albumin a glutaraldehyd, celá bio-
rekogniční složka byla překryta celofánovou mem-
bránou (9). 

Při výběru fyzikálně-chemického převodníku 
pro amperometrické biosenzory jsou často vybírá-
ny platinové elektrody. Platinový povrch je stabilní 
a neúčastní se nežádoucích chemických rekcí se 
složkami reakční směsi. Imobilizační postup je re-
lativně jednoduchý. Směs obsahující cholineste-
rázu, albumin a glutaraldehyd – stejně jako ve výše 
uvedené imobilizaci na nylonová vlákna – se injek-
tuje na povrch a nechá se pozvolně vyschnout. Na 
tomto principu konstruované biosenzory byly na-
příklad použity pro stanovení pesticidů ve vodě a 
některých potravinových komoditách (35, 25). Při 
konstrukci amperometrických biosenzorů bývá ob-
vykle dosaženo dobrých výsledků i se zlatými elek-
trodami, nicméně v případě cholinesteráz a použití 
thiocholinu je značná nevýhoda v samovolné reak-
ci thiocholinu se zlatým povrchem. V nedávné době 
byl zkonstruován optický biosenzor pracující na prin-
cipu SPR (surface plasmon resonance) využívající 
chemickou reakci mezi zlatým povrchem a thiocho-
linem jako zdroj signálu (14). 

 
 

Závěr 
 
Schopnost některých látek specificky inhibovat 

enzymovou aktivitu může být využita k jejich sta-
novení. V tomto článku se diskutovalo o některých 
možnostech konstrukce biosenzorů využívajících 
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cholinesterázy jako biorekogniční složky pro stano-
vení jejich specifických inhibitorů: organofosfátů a 
karbamátů. Následně byly představeny možnosti vi-
zualizace reakce katalyzované cholinesterázou a ně-
které možnosti imobilizace cholinesteráz. Zvážení 
výše uvedených parametrů by mělo předcházet na-
vrhování nových účinnějších biosenzorů na bázi cho-
linesteráz. 
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