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Biosenzory a ich aplikacie v analyze potravin

JAN TKAC - ERNEST STURDIK - JURAJ SVITEL

SUHRN. Prica obsahuje strucnu charakteristiku biosenzorov so Specifikdciou zakladnych
vyhod a nevyhod. Podrobnejsie sa venuje ¢innosti jednotlivych prevodnikov (amperomet-
ricky, potenciometricky, entalpicky, opticky, konduktometricky a piezoelektricky),
pouzitym biomolekuldm (enzymy, bunky a protildtky), ale aj sposobom imobilizacie.
V préci su vymenované moznosti pouZzitia biosenzorov v analyze sacharidov, alkoholov,
organickych kyselin, dalsich organickych latok, anorganickych latok, ako i pouzitie biosen-
zorov v nevodnom prostredi. V zdvere su stru¢ne popisané moznosti rozvoja biosenzorov
v buducnosti.

KIUCOVE SLOVA: biosenzor, analyza potravin, organickd faza, prevodnik, biologicka cast

1. Uvod

Vyvoj a vyuzitie biosenzorov je progresivny analyticky odbor, ktory v sebe
zahrfnia poznatky z oblasti biologie, chémie, fyziky a matematiky a svojimi
aplikacnymi vystupmi zasahuje do oblasti fermentacného, potravinarskeho
a farmaceutického priemyslu, do analytickej chémie, polnohospodarstva,
mediciny, zivotného prostredia i petrochémie. Biosenzor je zariadenie, ktoré
pozostava z biologickej ¢asti nachddzajucej sa v tesnom kontakte s fyzikdl-
nochemickym prevodnikom, alebo je sucastou prevodnika (pozri obr. 1).
Vysledkom takéhoto usporiadania je elektronicky signdl, ktory je proporcio-
nalny koncentrécii analytu. Spojenie tychto dvoch odliSnych oblasti kombi-
nuje v sebe Specificitu a senzitivitu biologického systému so silou elektro-
techniky a pocitacovej techniky. Takymto analytickym zariadenim sa rozsiri
Specificita i rozsah stanovitelnych substrdtov oproti senzorom zaloZenym

Ing. Jan TKAC, Doc. Ing. Ernest STURDIK, CSc., Ing. Juraj SviTeL, CSc., Katedra bio-
chemickej technoldgie, Chemickotechnologickd fakulta STU, Radlinského 9, 812 37 Bratis-
lava. e-mail: tkac@chelin.chtf.stuba.sk

89



Bulletin potravinarskeho vyskumu (Bulletin of Food Research)

Elektronicky

signdll

f

— Prevodnik?
Biochemicky
signdl3
—— Biologickd
Cast

A . Stanovovand
. i ; ldtkaS

OBR. 1. Zdkladny princip prdce biosenzora.
Fi1G. 1. Principle of operation of a biosensor.

1 - electronic signal, 2 - transducer, 3 - bio-
chemical signal, 4 - biological part, 5 - ana-
Iyte.

TaBUIKA 1. Komponenty, ktoré moZzu byt sicastou biosenzora.
TaBLE 1. Components, which can be used as biosensor member.
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Biologicka cast ! Prevodnik?
organizmy potenciometricky
tkanivd, pletivd amperometricky
bunky konduktometricky
organely opticky
membrany kalorimetricky
enzymy akusticky
enzymové systémy mechanicky
protilatky piezoelektricky
kofaktory
receptory
nukleové kyseliny

1 - biological part, 2 - transducer.
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na principe fyzikdlnochemického prevodnika. Roznymi kombindciami biolo-
gickej Casti s prevodnikom mozno docielit velké mnozstvo réznych konst-
rukcii [1]. MoZné kombindcie su velmi dobre zretelné z tabulky 1.

Vyvoj biosenzorov je prudko sa rozvijajuca oblast, ¢o mozno dokumento-
vat aj tym, ze od roku 1985 vychddza ¢asopis Biosensors and Bioelectronics,
ktory sa venuje vyhradne vyvoju a aplikdcidm biosenzorov. Dovodov, preco
k prudkému rozvoju biosenzorov dochddza az v poslednych 15 rokoch je via-
cero. Jednym z nich je rychly rozvoj pocitacovej techniky a mikroelektroni-
ky. Dal§fm dévodom st poziadavky praxe v oblasti biotechnoldgie, riadenia
procesov, atd., ktoré si vyzaduju velmi rychly sposob stanovenia rdznych
latok, pokial moZno on-line systémom. Vyhody, ktoré poskytuje vyuzitie bio-
senzorov oproti inym analytickym technikdm su: rychlost analyzy (trvanie
niekolko sekind az mintit), Specificita (jeden substrat, pripadne niekolko
podobnych substratov), citlivost (koncentracie 10-2— 105 mol.I'1), moznost
merania stanovovanej latky bez predipravy vzorky a pouzitia dalSich rea-
kénych cinidiel (vdcSinou len nariedenie vzorky), nizsia cena, jednoduchost
obsluhy, moZnost pouZitia biosenzorov v prenosnych zariadeniach. Nevyho-
dy, ktoré biosenzory maju, a ktoré brdnia ich masovejSiemu vyuZitiu si: mno-
hokrat nizka stabilita biologickej ¢asti (enzymu), nie su to zatial Standardné
metddy pozadované normami, paleta analytov stanovitelnych biosenzormi
je limitovand komerc¢nou dostupnostou prislusnych biokatalyzatorov.

Perspektivnymi oblastami vyuZitia biosenzorov je oblast klinickych ana-
lyz, predovSetkym pri kontinudlnom monitorovani metabolitov a lieciv.
Takisto v potravindrskom priemysle si biosenzory ndjdu svoje miesto pri hod-
noteni kvality potravin stanovenim cudzorodych ldtok, Cerstvosti, Setrnosti
spracovania i vhodného skladovania vyrobkov. V oblasti biotechnoldgif bio-
senzory nachddzaju uplatnenie pri monitorovani procesu fermentacie vdaka
moznosti zasahovat a riadit proces prakticky v redlnom c¢ase. Rastici zdujem
o ochranu zivotného prostredia kladie doraz na stanovenie réznych toxic-
kych latok, akymi sd napriklad herbicidy a pesticidy vSeobecne, pripadne
velmi rychle stanovenie urovne biologického znecistenia vody.

2. Historia biosenzorov

Vobec prvym biosenzorom bol detektor skonstruovany Clarkom a Lyon-
som v roku 1962 [2]. L. C. Clark je medzi biochemickou verejnostou znamy
skor ako vyndlezca kyslikovej elektrody, ktord sa podla neho aj vola [3].
P6vodny motiv na vyuzitie Clarkovej kyslikovej elektrody bolo sledovanie
koncentracie rozpustného kyslika v krvi pocas klinickych zdsahov. Spomi-
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nany autor na povrch kyslikovej elektrody imobilizoval enzym glukézaoxi-
ddzu a tento prvy biosenzor okrem koncentrdcie kyslika stanovoval aj kon-
centriciu glukdzy. Prvy patent na biosenzory bol publikovany v roku 1970
tiez Clarkom. Tento patent pokryval oblast pouzitia enzymov, ktoré konver-
tuju rozliéné substraty za produkcie hydrogénperoxidu. Autor sa vysporiadal
aj s problémom interferencie, ked pouzil systém dvoch elektréd, pricom
jedna bola pokryta enzymom a druhd sliZila len na od¢itanie priudu pozadia
[4]. V roku 1969 sa firma Yellow Springs Instrument (USA) zacala zaoberat
komer¢nym vyuZitim glukézového biosenzora na priame meranie obsahu
glukdzy v 25 ml vzorky krvi a v roku 1974 uviedli po pociato¢nych problé-
moch na trh pristroj s ndzvom Model 23 YSI analyzdtor.

3. Prevodniky

Fyzikédlnochemicky prevodnik je schopny detegovat zmeny, ktoré vznika-
ju po interakcii enzymu so substrdtom tak, Ze biointerakcia sa prevadza
na vhodny analyticky signdl, ktorym obyc¢ajne byva prud, alebo potencidl.
Podla definicie a klasifikdcie IUPAC, by sa mali okrem biosenzorov rozli§o-
vat bioanalytické systémy, ktoré vyZaduju pri merani dalSie operdcie a bio-
sondy, ktoré su bud na jedno pouzitie, alebo nemdzu sledovat koncentraciu
analytu kontinudlne. Zo vSetkych spominanych prevodnikov je v literatire
najviac citovany amperometricky prevodnik, ¢o sa tyka citlivosti, ceny, selek-
tivity, univerzalnosti, rozsahu a jednoduchosti pouzitia [5]. Vyhody a nevyho-
dy jednotlivych prevodnikov si uvedené v tabulke 2. V tabulke 3 su zdkladné
charakteristiky biosenzorov aj s ich vyznamom.

3.1. Amperometricky prevodnik

NajfrekventovanejSim prevodnikom je amperometricky prevodnik v spo-
jeni so $pecifickou oxiddzou alebo dehydrogendzou. Tento prevodnik je pola-
rizovany konStantnym potencidlom a enzym pri oxidécii substratu odovzdava
elektrony elektréde (nie priamo, ale prostrednictvom inych molekdil, ktorymi
mozu byt kosubstrat, kofaktor alebo medidtor), pricom velkost tecticeho pru-
du je imernd koncentrdcii analytu. Oxiddcia glukozy za pritomnosti glukdza-
oxidazy (GOD) vyjadrend v rovniciach 1 a 2 je prikladom nepriamej vymeny
elektrénov prostrednictvom kosubstratu (kyslika). V tychto rovniciach vystu-
puje kofaktor enzymu FAD - flavinadenindinukleotid.

Glukéza + GOD(FAD*) — Glukoénolaktén + GOD(FADH?) (1)
GOD(FADH?) + O — GOD(FAD*) + H202 (2)
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Pri tejto reakcii sa d4 monitorovat:

— prirastok hydrogénperoxidu, bud amperometricky, ked sa hydrogénpero-
xid na elektrode oxiduje, alebo pouzitim peroxiddzy za pritomnosti orga-
nickej latky, ktord oxiddciou meni svoje vlastnosti a tie sa daju detegovat.
Pocas reakcie koncentracia hydrogénperoxidu stipa a rastie s koncent-
raciou oxidovanej latky a v ustdlenom stave je prud tecuci elektrodou
(umerny koncentracii hydrogénperoxidu) iumerny koncentrdcii analyzova-

nej latky,

TABUIKA 2. Porovnanie vlastnostni prevodnikov.
TABLE 2. A comparison of transducers parameters.

Prevodnik!

Vyhody?

Nevyhody?

Amperometricky*
a) O3 elektréda’d
b) detekcia H202 (elektro-
da z Au, Pt alebo uhlika)®

jednoduchy, vysoka selektivi-
ta, vysoka citlivost, linedrna
zavislost signdlu od koncent-
récie

elektrochemické interferen-
cie, nizka selektivita

Potenciometricky’ jednoduchy, spolahlivy pomald odozva, vyzaduje si
stabilnu referen¢nu elektro-
du, nelinedrna zdvislost sig-
ndlu od koncentracie, citlivy
na elektronicky Sum

Opticky®$ lahkd miniaturizacia, interferencia svetlom okolia,

nezavisly od elektrochemic- | poziadavka vysoko energe-
kych interferencif tického zdroja, tizky kon-
centracny rozsah

Piezoelektricky? rychla odozva, jednoduchy, | nizka citlivost pri pouZiti

stabilny signdl vystupu vodnej fazy, nespecifické
vidzobné interferencie

Kalorimetricky!0 univerzalnost, nezavislost drahy, tazkopddny, poziadav-

od optickych interferentov ka velkého mnozstva enzymu

FET-tranzistory!! nizka cena, stabilny vystup, | zdvisly od teploty, vyroba

poziadavka malého mnozstva
biokatalyzdtora, monitorova-
nie niekolkych analytov
naraz

rozli¢nych vrstiev pri ich
konstrukcii este nie je doko-
nale zvladnutd

1 - transducer, 2 - advantages, 3 - disadvantages, 4 - amperometric, 5 - Oz electrode, 6 - H2O»
detection (electrode made from Au, Pt or carbon), 7- potentiometric, 8 - optic, 9 - piezoelec-
tric, 10 - calorimetric, 11 - FET transistors.
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TABUIKA 3. Zdkladné charakteristiky biosenzorov.
TaBLE 3. Basic biosensor characteristics.

Termin! Vyznam?

citlivost 3 smernica krivky, vyjadrend ako vystup na jednotku koncentracie

selektivita4 schopnost zariadenia merat jeden chemicky komponent v
pritomnosti dalSich

dynamicky rozsah’ rozsah koncentrécif, pri ktorych je citlivost vi¢Sia neZ nula

¢as odozvy® Cas, za ktory dosiahne vystupnd veli¢ina hodnotu 90 % ustélenej
hodnoty

reprodukovatelnost 7 charakterizuje zhodu vysledkov nameranych dvomi rozli¢nymi
biosenzormi

detekény limit8 hodnota koncentrécie stanovovanej latky zistend z vystupnej veli-

¢iny rovnd dvojndsobku jej smerodajnej Standardnej odchylky

Zivotnost 9 vyuzitelny cas biosenzora, vyjadreny ako skladovacia, alebo ope-
racnd stabilita

stabilital0 zmena citlivosti v ¢ase

1 - term, 2 - meaning, 3 - sensitivity, 4 - selectivity, 5 - dynamic range, 6 - response time,
7 - reproducibility, 8 - detection limit, 9 - life time, 10 - stability.

— ubytok kyslika amperometricky, ked sa kyslik na katdde kyslikovej elekt-
rody redukuje, t.j. prijme elektrény z elektrdd a elektrddou tecie prud.
Pocas enzymovej reakcie dochddza k poklesu koncentracie kyslika vply-
vom jeho spotreby pri oxiddcii stanovovanej latky oxiddzou a tento pokles
je umerny koncentrdcii analytu.

Dal§im pristupom je pouzitie medidtora (M) namiesto kyslika ako akcep-
tora elektrénov (rovnice 3 a 4). Medidtorom je nizkomolekulovd ldtka, ktora
lahko meni oxidacny stupen, napriklad ferikyanid draselny, ferocén, atd.

GOD(FADH2) + Mox —> GOD(FAD*) + Myeq + 2H+ 3)
Mied > Mox + € (4)

V tomto pripade reoxiddciou medidtora na elektréde (rovnica 4) tecie
prud, ktory je imerny koncentrécii analytu (glukozy).

Okrem oxiddz, ktoré boli pouzivané najmi na zaciatku konStrukcie bio-
senzorov, sa pouzivaju pri amperometrickej detekcii dehydrogendzy, ktoré
su NAD-dependentné a patria k najddleZitejSej skupine enzymov pouZiva-
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nych pri konStrukcii biosenzorov najma preto, Ze je ich znamych vyse dves-
to. Prikladom cinnosti NAD-dependentnej dehydrogendzy je rovnica (5),
kde bol pouzity enzym alkoholdehydrogendza (ADH).

Etanol + NAD+ —~PH Acetaldehyd + NADH + H* (5)

NADH sa reoxiduje prostrednictvom enzymu diaforazy (DP), ¢o je uve-
dené v rovniciach (6) a (7).

NADH + DPox — NAD?* + DPred + H* (6)
DPred + Mox — DPox + Mred (7)

Redukovany medidtor Myed sa ndsledne reoxiduje na povrchu prevod-
nika (4) a prud tecuci elektrédou je priamo umerny koncentrécii analytu
(etanolu).

Vhodnym materidlom na konStrukciu amperometrickych prevodnikov su
zlato, platina a najma uhlik (aj ako uhlikovy prasok, ktory je zlozkou uhliko-
vych pastovych elektréd). Tento typ detekcie mdze viest k pozitivnym chy-
bam stanovenia, kvOli interferencii nizkomolekulovych elektroaktivnych
latok, ktoré podliehaju elektrédovej reakcii. Na odstrdnenie tohto problému
sa v praxi naj¢astejSie vyuZziva paft pristupov:

— pouZitie membrdn, ktoré na povrchu nesd néboj a posobia elektrostatic-
ky odpudivo na rovnako nabité ldtky [6],

— pouzitie vhodného medidtora, ktory zniZuje pracovny potencidl a tym aj
interferujuce elektrodové reakcie [7],

— koimobilizacia enzymov, ktoré su schopné tieto interferujice latky od-
stranit (kyselina askorbova - askorbatoxidaza, kyselina mocova - urikaza
[8], acetaminofén - tyrozindza [9]),

— pouzitie dvojelektrodového diferencidlneho systému, pricom na jednej
elektréde je imobilizovand aktivna a na druhej inaktivna biologicka cast,

— preoxiddcia vzorky peroxiddzou a hydrogénperoxidom [10].

Prvou generéciou enzymovych senzorov boli zariadenia, s vysokym pola-
rizaénym napétim, pri ktorych interferovali mnohé latky. Tato ich nevyhoda
bola najmarkantnejsia pri analyze takych komplexnych vzoriek, akymi je krv.
V druhej generdcii biosenzorov sa podarilo tito nevyhodu odstranit pouzi-
tim medidtora, ktory pomohol zniZit pracovny potencidl a tym zabranit inter-
ferencidm. Tretia generdcia biosenzorov sa vyznacuje priamou komunikéci-
ou medzi enzymom a elektrédou, ktorou je vlastne redoxny polymér.
Vyhodou tohto usporiadania su extrémne nizke ¢asy odozvy pohybujice sa
v oblasti niekolkych sektind.
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3.2. Potenciometricky prevodnik

Dalou skupinou si potenciometrické prevodniky umoziiujice merat
zmenu potencidlu vyvolanu koncentra¢nym gradientom iénov, ktoré vznika-
ju ¢innostou enzymov imobilizovanych na povrchu elektréd (rovnica 5).
Prvym potenciometrickym biosenzorom bola enzymova elektroda na detek-
ciu mocoviny skonStruovand v roku 1969 Guilbaultom a Moltalvom [11].
Zmena potencidlu je imerna logaritmu koncentricie analytu. PouZivaju sa
ionselektivne elektrody, najcastejSie pH—elektrody, ale v sucasnej dobe
si rychlo razia cestu vpred FET-tranzistory, v ktorych citlivou c¢astou je i6n-
selektivna membrdna v kombindcii s referenc¢nou elektrédou. FET-tranzis-
tor bol prvykrat skonstruovany v roku 1970 Bergveldom [12]. Nevyhodou je
nizka citlivost pri analyze vzoriek s vysokou tlmivou kapacitou. Prikladom
reakcie, ktord moze byt detegovand potenciometricky, je reakcia popisand
rovnicou (5), pri ktorej sa detegujui uvolnené protony.

3.3. Entalpicky prevodnik

Entalpické biosenzory, nazyvané aj termistory, poskytujui univerzdlny
detekény princip, pretoze uvolfiovanie, alebo spotreba tepla je typickd
pre vSetky biochemické deje. Pristroj je konStruovany tak, Ze jedna vetva
je referencnd a v druhej vetve je imobilizovany biokatalyzdtor, pricom sa
zaznamendva rozdiel teplot (rddove 10-3 °C), ktory je umerny koncentracii
stanovovanej latky [13]. Prvy termistor bol vyvinuty v roku 1974 Mosbachom
a Danielssonom [14]. Typickym substrdtom je glukdza, ktorej oxidaciou glu-
kézaoxidazou sa uvolni entalpia 80 kJ.mol-1.

3.4. Opticky prevodnik

Biosenzory s optickym prevodnikom funguju tak, Ze biokatalyzdtor pro-
dukuje alebo spotrebuva latku s optickymi vlastnostami a koncentracia ana-
lytu sa urcuje na zdklade merania vhodnej optickej veli¢iny, napriklad
absorpcie, emisie svetla, fluorescencie, atd. NajcastejSie sa na konStrukciu
pouzivaju optické vldkna s detekciou hydrogénperoxidu vznikajuiceho oxi-
ddciou substratu oxiddzou (rovnica 1 a 2). V roku 1975 bol prvykrét pouzity
indikdtor imobilizovany na konci optického vldkna na kontinudlne meranie
v biologickych kvapalinach [15]. Prikladom optickej detekcie je reakcia 8, pri
ktorej sa monitoruje ziarenie uvolnené oxidaciou luminolu hydrogénperoxi-
dom (je produktom velkého poctu reakcii katalyzovanych kyslik zavislymi
oxiddzami) [16].

Luminol + H2O2 + OH™ — 3—aminoftalat + N2 + H2O + Av (8)
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3.5. Konduktometricky prevodnik

Produkcia alebo spotreba idnov je charakteristickd pre mnohé reakcie
a preto konduktometricky princip je aplikovatelny na monitorovanie mno-
hych reakcii. Nevyhodou tohto typu detekcie je jeho nizka Specificita, preto-
ze k vyslednej vodivosti prispievaju vsetky pritomné iény nachddzajice sa
vo vzorke. Najlepsim prikladom je hydrolyza mocoviny uredzou za uvolnenia
troch i6nov (rovnica 9).

NH,CONH; + HoO 2%, 9NH4 + HCO;3 + OH™ (9)

3.6. Piezoelektricky prevodnik

Zakladnym principom detekcie je zmena v rezonancnej frekvencii piezo-
elektrického krystdlu, ktord je priamo umernd zmene hmotnosti kryStalu.
Tato zmena je spdsobend interakciou analytu s biologickou ¢astou imobili-
zovanou na povrchu kryStdlu. Prvy biosenzor s piezoelektrickou detekciou
amoniaku a oxidov dusika bol publikovany v roku 1975 Karmarkarom
a Guilbaultom [17]. Najc¢astejSie sa tento typ prevodnika vyuziva pri detekcii
antigénov, ak je na povrchu krysStdlu uchytend protildtka k tomuto antigénu.

4. Biologicka cast

Biologicka ¢ast (enzymy, bunky, protildtky, atd.) sa vyznacuje Specificitou
interakcie so stanovovanou ldtkou. Citlivost zdvisi od biologickej casti
a od pouzitého prevodnika, ktory musi ¢o najefektivnejSie detegovat inter-
akciu biomolekula-analyt. Biologickd Cast a prevodnik takto prepozZiciavaju
svoje vlastnosti biosenzoru. Tymto sa dosiahne ovela vysSia Specificita
v porovnani s chemickymi senzormi. Najtypickej$im pripadom je interakcia
antigén-protilatka, kedy sa daju detegovat antigény v koncentracidach okolo
10-12-10-18 mol.I'l. NajcastejSie sa pri konstrukcii biosenzorov pouzivajui
enzymy, protilatky a bunky [18].

4.1. Enzymy

Enzymy su molekuly proteinovej povahy, ktoré zvySuju reakéné rychlosti
biochemickych reakecii.

Enzymy sa kombinuju so vSetkymi druhmi prevodnikov, pricom najpod-
statnejSim dovodom je vysSia Specificka aktivita v porovnani s bunkami. Naj-
CastejSou kombindciou su enzymy imobilizované spolu s amperometrickymi
a potenciometrickymi prevodnikmi. Okrem stanovenia substridtov enzymo-
vych reakcii boli vyvinuté aj biosenzory na baze inhibicie enzymov. V takom-
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to pripade sa na zdklade poklesu odozvy biosenzora na substrat da stanovit
koncentrdcia inhibitora enzymu. Enzymové elektrddy sa konstruuju s ukot-
venym jednym enzymom (stanovenie etanolu alkoholoxiddzou), alebo dvomi
(glukoamyldza spolu s glukézaoxiddzou na stanovenie maltdzy), alebo aj ako
multienzymovy komplex (tri a viac enzymov, napriklad invertdza, glukézao-
xiddza a mutarotdza na detekciu sachardzy). Z uvedeného je vidiet, Ze pale-
ta stanovitelnych ldtok sa rozsiri, ked pouzijeme hydroldzy (invertdza, gluko-
amyldza, atd.), ktoré stanovovanu latku rozstiepia na jej zlozky, z ktorych je
aspoi jedna transformovatelnd oxidoreduktdzou (glukézaoxiddzou) za tvor-
by aktivnych latok, ktoré sa daju detegovat (hydrogénperoxid, kyslik). V nie-
ktorych pripadoch je nutné pouzit izomerdzy, ktoré analyzovanu latku pre-
vedu na izomér transformovatelny enzymom (izomerizacia a—anoméru glu-
kdézy na f—anomér, ktory je substratom pre glukézaoxiddzu).

4.2. Bunky

Bunky v biochemickom ponimani si malé membranové Struktury s vyso-
kym obsahom biologickych latok, ku ktorym patria proteiny (enzymy), nu-
kleové kyseliny, sacharidy, tuky, mnoZstvo ionov, atd. Pri konStrukcidch bio-
senzorov sa najcastejSie pouzivaju jednobunkové mikroorganizmy, s ktorymi
sa da jednoducho a reprodukovatelne pracovat. Okrem tychto jednobunko-
vych organizmov sa vyuzZivaji aj pletivd, alebo tkanivd, najma v pripadoch,
ked obsahuju Zelané enzymy v dostatocne velkom mnozstve. Vyhodou bun-
kovych biosenzorov je ich nizka cena a najma to, Ze enzym je v prirodzenom
prostredi a je schopny va¢Smi odoldvat nepriaznivym vonkajsim okolnosti-
am. Tak ako kazda vyhoda ide ruka v ruke s nevyhodou, tak je to aj v tomto
pripade, nevyhodou je nizka koncentrdcia enzymu a dlhSie ¢asy odoziev, o
sa dd odstranit pouzitim permeabilizovanych buniek, alebo medidtorov,
ktoré ulahcuju transport elektronov smerom k elektrdde. Ich nevyhodou je
aj strata Specificity, o sa moze na druhej strane v pripadoch stanovenia asi-
milovatelnych sacharidov (Brevibacterium lactofermentum) [19], pri analyze
toxickych ldatok na zdklade inhibicie respirdcie (Saccharomyces cerevisiae
v kombindcii s kyslikovou elektrédou) [20], i pri merani biologickej spotreby
kyslika (Ziichosporum cutaneum) [21] stat vyhodou.

4.3. Protildtky

Protildtky su sérové proteiny, ktoré su produkované dvoma druhmi buni-
ek, B lymfocytmi a plazmovymi bunkami, ako odpoved na pritomnost cud-
zorodych ldtok. Vo vacsSine pripadov je protildtka schopnd rozoznat iba
jednu latku, ktord nazyvame antigénom. V pripade konstrukcie biosenzora
na bdze protildtok, analytom je teda antigén, alebo jeho Cast zvana haptén.
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Interakciu charakterizuju dve vlastnosti:
—velmi vysokd afinita,
— nizka aktivita so Struktirnymi analogmi antigénu.

Protilatky sa nedaju ziskat chemickou syntézou, mozeme ich ziskat iba
imunizdciou zvierat danym antigénom. Imunitnid odpoved vyvolavaju latky
s relativnou molekulovou hmotnostou vy$sou ako 100000, pri¢com molekuly
s relativnou molekulovou hmotnostou mensou ako 10000 vyvoldvajui slabu,
alebo ziadnu odpoved. V takomto pripade sa dd stanovovana latka konjugo-
vat s viacSou nosicovou molekulou (hovddzi sérovy albumin), pricom takyto
konjugét je schopny vyvolat imunitni odpoved s produkciou protilatok.

Pri konStrukcii biosenzorov sa protilatka vhodnou imobiliza¢nou techni-
kou umiestni do blizkosti prevodnika a po naviazani analytu (antigénu)
dochddza k zmene konformdcie, alebo elektrického ndboja biomolekul.
Tieto zmeny sa daju detegovat priamo, v redlnom c¢ase, alebo nepriamo, ked
analyt sutazi o vizbové miesto s molekulou analytu, ktord je nejakym spOso-
bom oznacend (enzymom, alebo fluorescencne). V tomto druhom pripade je
merany vysledok interakcie, nie priebeh.

5. Sposoby imobilizacie

Na uspesnu konStrukciu biosenzora je nutné vybrat vhodnu kombindciu
prevodnika a biologickej ¢asti a umiestnit ich do tesnej blizkosti imobilizaci-
ou. Pozname niekolko spdsobov ukotvenia:

1. Mechanické zachytenie biomolekil membranami urcitych polymérov
(najcastejSie dialyzacnych), tento spdsob je najjednoduchsi a velmi vy-
hodny, pretoze sa neznizuje aktivita biologickej ¢asti.

2. Jednoduchd adsorpcia na také materidly, ako su il, hlina, sklo, iénovo-
vymenné zivice, ktord je velmi nendrocnd, ma vSak nevyhodu, Ze materi-
al sa z nich velmi lahko desorbuje. Je to vlastne imobilizacia na jedno sta-
novenie.

3. Kovalentné viazanie na aktivované povrchy skla, syntetickych polymérov,
celuldzy, atd., pri¢om takto ukotveny materidl sa eSte moze dalej pospdjat
bifunkénymi Cinidlami, z ktorych je najpouzivanejsi glutardialdehyd.

4. Zachytenie do matrice gélu je jednou z najpopuldrnejSich metdd.
V pripade pouzitia Zelatiny sa moZze cely systém hned zosietovat, v pripa-
de pouZitia latok na bdze algindtov a pektatov sa tieto musia aktivovat,
napriklad polyetyléniminom, ktorym sa vnesu aminoskupiny do matrice
gélu a tento systém sa uz moze sietovat bifunkénymi Cinidlami (glutardi-
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aldehyd). Pory gélu su dostatoc¢ne velké na to, aby molekuly analytu pre-
chddzali a malé na to, aby dochddzalo k vyplavovaniu biologickej ¢asti
z matrice gélu.

5. Inkorporacia do vodivych polymérov, ktoré vznikaju elektrochemicky pri-
amo na povrchu elektrddy.

6. Ukotvenie biologického materidlu do tela uhlikovej pastovej elektrody,
alebo tuhej pastovej elektrédy, ktorym dostdvame biosenzory vyznacu-
juce sa vysokou stabilitou a moznostou regenerdcie povrchu biosenzora
jednoduchym oterom.

6. Aplikacia biosenzorov v analyze potravin

Oblast potravin a najma ndpojového priemyslu je pre konstruktérov bio-
senzorov velmi dolezitd. NajcastejSimi analytmi su sacharidy (mono, di- az
polysacharidy), etanol, organické kyseliny, aminokyseliny, anorganické latky
a indikdtory Cerstvosti, pripadne skladovania potravin.

6.1. Sacharidy

Najcastejsie je konStruovany glukdzovy biosenzor imobilizdciou glukdza-
oxiddzy, ktord katalyzuje oxiddciu glukozy za spotreby kyslika a produkcie
hydrogénperoxidu (rovnice 1 a 2). Glukdza bola stanovend v pive [22], vine
[23], nealkoholickych ndpojoch [24], mlieku [25], atd. Kombindciou gluko-
zaoxiddzy s hydroldzou disacharidov (invertdza, glukoamyldza, B—galaktozi-
ddza) a polysacharidov (a— alebo f—amyldza) dostaneme biosenzory na ich
analyzu. Takto mozeme analyzovat sacharézu v nealkoholickych ndpojoch
[26], vine, mede, muke [27], maltézu v mike, mede, nealkoholickych ndpo-
joch a vine [27], laktézu najmi v mlieku [25], a laktulézu ako indikdtor
Setrnosti spracovania mlieka [28]. Z polysacharidov sa da stanovit Skrob [29]
a glykogén [30]. Okrem glukdzy bola biosenzormi stanovend aj fruktdza
v nealkoholickych ndpojoch [31], jablkach [32], citronoch, pomarancoch,
kiwi, jahoddch i karfiole [33].

6.2. Alkoholy

Etanol ako najhlavnejsi kvalitativny ukazovatel mozno stanovovat predo-
vSetkym v alkoholickych ndpojoch, akymi su vino [34], pivo [35], ale aj ,,tvrdy
alkohol“ [36]. Okrem stanovenia etanolu boli pripravené glycerolové bio-
senzory s jeho stanovenim v pive a vine [37].

6.3. Organické kyseliny
K organickym kyselindm, ktoré su stanovované biosenzormi patria kyse-
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lina mlie¢na, jabl¢nd, Stavelovd a dalSie. Kyselina mlie¢na sa stanovuje
vo vinach [38], mlieku a jogurtoch [39] a v celych rajcinéch, raj¢inovom dziise
a kecupe [40], kyselina jabl¢na vo vinach [41] i muStoch [38] a kyselina Stave-
lova v nealkoholickych ndpojoch [42].

6.4. Dalsie organické litky

Z ostatnych organickych latok sa daju stanovit biosenzormi aminokyseli-
ny pouzitim ich oxidazy [43], alebo pouzitim selektivnejSich enzymov, akymi
su glutamdtdekarboxyldza [44], tryptofandnmonooxygendza [45], aspartdm
v sladkostiach a liekoch [46], volné mastné kyseliny v mlieku [47], choleste-
rol vo vajickach a oleji [48], ale aj vitamin C [33], pektin hybridnym biosen-
zorom (rez Supky pomaranca s pektinesterdzou) [49], triacylglyceroly [50],
formaldehyd s detekciou protonov uvolnenych oxidaciou [51], fenoly [52]
a pesticidy [53]. Velmi zaujimavymi aplikdciami su stanovenia Cerstvosti ryb
s vyuZitim poznatku, Ze mikrobidlnou kontamindciou mésa dochddza k vzni-
ku degradacnych produktov aminokyselin, akymi sui xantin a hypoxantin,
ktoré boli stanovené pouZitim enzymu xantinoxiddzy [54], a Cerstvosti bra-
v€ového mésa na zdklade analyzy D-laktdtu vznikajiceho v procese mikro-
bidlneho napadnutia mésa [55] 1 detekcia mikrobidlnej kontamindcie bakté-
riou Staphylococcus aureus na zéklade stanovenia proteinu A, ktory produ-
kuje, imunosenzorom [56].

6.5. Anorganické ldtky

NajcastejSimi anorganickymi latkami stanovovanymi v potravindch bio-
senzormi su fosfore¢nany a siri¢itany. Siri¢itany boli stanovené enzymovym
biosenzorom v nealkoholickych ndpojoch [57] a mikrobidlnym biosenzorom
(Thiobacillus thiooxidans) vo vinach [58]. Fosforecnany sa stanovuju
na zéklade inhibicie kyslej fosfatazy v pritomnosti fosfore¢nanovych ionov,
ktord hydrolyzou uvolni menSie mnozstvo glukdzy z glukéza—6—fosfatu.
Uvolnend glukdza sa stanovi glukézaoxiddzou (rovnice 1 a 2). Tymto prin-
cipom boli stanovené fosforeénany vo vine, suSenom mlieku a raj¢inovom
pretlaku [59]. Okrem tychto boli skonStruované biosenzory na analyzu fluo-
ridov na rovnakom principe, spomenutom pri fosfitovom senzore [60], a
dusi¢nanov, ktoré vyuzivaju ¢innost denitrifikacnych baktérii Agrobacterium
radiobacter [61].

6.6. Analyza potravin biosenzormi v nevodnom prostredi

V poslednom case sa Coraz viac zacinaju pouzivat biosenzory pracujice
v nevodnych rozpustadlach bez obsahu vody, alebo so saturaciou organicke;j
fazy vodou. Vyhodou takejto konStrukcie je, Ze sa takymto spdsobom mdzu
analyzovat nepoldrne substraty a Ze nedochddza k mikrobidlnej kontami-
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ndcii, ¢fm sa zvysi operacna stabilita biosenzorov [62]. Imobilizdciou chre-
novej peroxiddzy na uhlikovu elektrédu bol skonstruovany biosenzor na ana-
lyzu peroxidov v rastlinnych olejoch a imobilizdciou tyrozinazy v karagena-
novom géli biosenzor na stanovenie polyfenolov v olivovom oleji a dalSich
tukoch, pracujuci v n-hexdne [63]. Okrem toho bol skonstruovany biosenzor
na stanovenie cholesterolu pracujuci v zmesi chloroform-hexdn [64].

7. Buducnost biosenzorov

Ako uZ bolo spominané, nevyhodami biosenzorov su ich nestabilita,
obmedzenost konStrukcie dostupnymi enzymami, ako aj to, Ze analyza bio-
senzormi nie je zatial odporucand ako referencna analytickd metdda.
V buducnosti uz pravdepodobne neddjde k objavom enzymov, ktoré by
mohli zaznamenat revoliciu v rozvoji tejto vedecko-aplikacnej discipliny.
Rozvoj moZe nastat zvySenim stability a reprodukovatelnosti ako pripravy,
tak i merania, ktoré bude v kone¢nom ddésledku viest k ich uznaniu ako refe-
rencnych metdd. Nizka stabilita by sa dala odstranit pouzitim vhodnych
metdd imobilizdcie, kedZe uz teraz su zndme postupy, ktorymi sa dajui pri-
pravit biosenzory stabilné aj niekolko mesiacov, pricom jednoduchym ote-
rom sa dd docielit takmer povodna citlivost na stanovovanu latku. Pouzitie
biosenzorov ako referenénych metdd si v budicnosti mozno predstavit hlav-
ne pre ich rychlost, nendro¢nost a nizke ndklady najmé, ak sa vyrieSia pro-
blémy s regenerdciou kofaktorov nutnych pre priebeh niektorych enzymo-
vych reakcif (v pripade pouZitia dehydrogendz je to NAD). Problém so sta-
bilitou sa d4 riesit prijatim konceptu jednordzovych biosenzorov, ktoré by
boli skonStruované z velmi lacnych materidlov, pripadne by sa vyrdbali
vo velkych mnozstvach a pouzivali by sa na meranie pocas jedného dna, ¢o
by zahrnalo analyzu niekolkych desiatok vzoriek. V pripade pouzitia mikro-
bidlnych biosenzorov by velmi zaujimavé vlastnosti mohli vzniknut pouzitim
mutantnych alebo ind¢ modifikovanych buniek. S rozvojom mikroelektroni-
ky sa bude oblast biosenzorov prudSie rozvijat, hlavne po skusenostiach
s konstrukciou bioCipov.

Na zdver je osozné dodat, Ze 1 na naSom pracovisku sa zaoberdme pro-
blematikou vyvoja a aplikdcii biosenzorov. Vyvinuli sme biosenzory
na detekciu glukdzy - imobilizaciou Gluconobacter oxydans, sachardzy - koi-
mobilizdciou buniek Gluconobacter oxydans a Saccharomyces cerevisiae,
alaktézy - koimobilizdciou kvasiniek Kluyveromyces marxianus
a Gluconobacter oxydans. Na imobilizdciu bola pouzitd Zelatina, ktord bola
spolu s bunkami zosietovana glutardialdehydom. Kvasinky K. marxianus boli
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permeabilizované kvoli urychleniu hydrolyzy laktézy [65]. Mikrobidlne sen-
zory na stanovenie glukdzy a laktozy boli pouzité v analyze tychto zloziek
v mlieku [25]. Okrem sacharidovych bol skonstruovany aj biosenzor na sta-
novenie etanolu v pive, imobilizdciou baktérii G. oxydans do zelatiny a pou-
zitim kyslikovej elektrédy na detekciu ubudajuceho kyslika, ktory je sub-
stratom pri oxiddcii etanolu. Porovnanie medzi tymto stanovenim a plyno-
vou chromatografiou bolo vo velmi dobrej zhode [35]. Pri konStrukcii bio-
senzorov sme pouzili aj iny princip, ako amperometricky, a to entalpicky
(termistor). Na stanovenie kyseliny citrénovej boli pouzité bunky
Enterobacer aerogenes, imobilizované do pektdtového gélu [66]. V tabulke 4
su uvedené mozné oblasti analyz biosenzormi, spolu s ldtkami, ktoré mozu
byt nimi stanovené.

TaBUIKA 4. Vyuzitie biosenzorov v analyze potravin.
TABLE 4. Utilizing of biosensors in food analysis.

Oblast ! Analyty?
Mliekarstvo3 laktoza, laktuldza, glukdza, kyselina mlie¢na, mastné
kyseliny, mocovina, fosfore¢nany
Liehoviny* etanol, sachardza, glukoza, glycerol
Vina® etanol, glycerol, glukodza, fruktdza, sachardza, maltdza,

kyselina mlie¢na, kyselina jabl¢nd, kyselina Stavelova,
polyfenoly, siri¢itany, fosfore¢nany, dusicnany

Pivd6 etanol, glycerol, glukéza

Nealkoholické ndpoje? glukdza, sachardza, fruktéza, maltdza, pektin, kyselina
citronov4, vitaminy, aspartam, fosfore¢nany, siricitany,
dusi¢nany, rezidud pesticidov

Misiarstvo$ (hypo)xantin, kyselina mlie¢na, dusi¢nany

Tuky a oleje? cholesterol, lecitin, mastné kyseliny, hydrogénperoxid,
polyfenoly

Cukrovinky, med!0 sachardza, maltdza, glukoza, fruktoza, aspartdm

Ovocie a zeleninall fruktdza, vitamin C, organické kyseliny, dusi¢nany, fosfo-

rec¢nany, rezidud pesticidov

Muika a pekdrenské vyrobky!2 | $krob, maltéza, sachardza, lecitin, fosfolipidy

1 - area, 2 - analyts, 3 - dairy industry, 4 - spirits, 5 - wines, 6 - beers, 7 - soft drinks, 8 - meat
industry, 9 - fats and oils, 10 - sweets, honey, 11 - fruits and vegetables, 12 - flour and bakery
products.
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Biosensors and their applications in food analysis
TKAC, J. - STURDIK, E. - SvITEL, J.: Bull. potrav. Vysk., 37, 1998, p. 89-107.

SUMMARY. The review contains brief characteristic of biosensors with description of main
advantages and disadvantages. The operation of transducers (amperometric, potentiometric,
enthalpic, optic, conductometric and piezoelectric), used biomolecules (enzymes, cells and
antibodies) and immobilization techniques are described in details. Possibilities of biosensor
application in analysis of sugars, alcohols, organic acids, others organic compounds, inorga-
nic compounds, as well as application of biosensors in organic phase are presented.
Possibilities of biosensor development in future are shown in conclusion of this review.
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