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Biosenzory a ich aplikácie v analýze potravín

JÁN TKÁÈ − ERNEST ŠTURDÍK − JURAJ ŠVITEL

SÚHRN. Práca obsahuje struènú charakteristiku biosenzorov so špecifikáciou základných
výhod a nevýhod. Podrobnejšie sa venuje èinnosti jednotlivých prevodníkov (amperomet−
rický, potenciometrický, entalpický, optický, konduktometrický a piezoelektrický),
použitým biomolekulám (enzýmy, bunky a protilátky), ale aj spôsobom imobilizácie.
V práci sú vymenované možnosti použitia biosenzorov v analýze sacharidov, alkoholov,
organických kyselín, ïalších organických látok, anorganických látok, ako i použitie biosen−
zorov v nevodnom prostredí. V závere sú struène popísané možnosti rozvoja biosenzorov
v budúcnosti.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: biosenzor, analýza potravín, organická fáza, prevodník, biologická èas�

1.  Úvod

Vývoj a využitie biosenzorov je progresívny analytický odbor, ktorý v sebe
zahàòa poznatky z oblasti biológie, chémie, fyziky a matematiky a svojimi
aplikaènými výstupmi zasahuje do oblastí fermentaèného, potravinárskeho
a farmaceutického priemyslu, do analytickej chémie, po¾nohospodárstva,
medicíny, životného prostredia i petrochémie. Biosenzor je zariadenie, ktoré
pozostáva z biologickej èasti nachádzajúcej sa v tesnom kontakte s fyzikál−
nochemickým prevodníkom, alebo je súèas�ou prevodníka (pozri obr. 1).
Výsledkom takéhoto usporiadania je elektronický signál, ktorý je proporcio−
nálny koncentrácii analytu. Spojenie týchto dvoch odlišných oblastí kombi−
nuje v sebe špecificitu a senzitivitu biologického systému so silou elektro−
techniky a poèítaèovej techniky.  Takýmto analytickým zariadením sa rozšíri
špecificita i rozsah stanovite¾ných substrátov oproti senzorom založeným
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OBR. 1. Základný princíp práce biosenzora.
FIG. 1. Principle of operation of a biosensor.

1 − electronic signal, 2 − transducer, 3 − bio−
chemical signal, 4 − biological part, 5 − ana−
lyte.

TABU¾KA 1. Komponenty, ktoré môžu by� súèas�ou biosenzora.
TABLE 1. Components, which can be used as biosensor member.

1 − biological part, 2 − transducer.

Biologická èas� 1 Prevodník2

organizmy potenciometrický

tkanivá, pletivá amperometrický

bunky konduktometrický

organely optický

membrány kalorimetrický

enzýmy akustický

enzýmové systémy mechanický

protilátky piezoelektrický

kofaktory

receptory

nukleové kyseliny



na princípe fyzikálnochemického prevodníka. Rôznymi kombináciami biolo−
gickej èasti s prevodníkom možno docieli� ve¾ké množstvo rôznych konšt−
rukcií [1]. Možné kombinácie sú ve¾mi dobre zrete¾né z tabu¾ky 1. 

Vývoj biosenzorov je prudko sa rozvíjajúca oblas�, èo možno dokumento−
va� aj tým, že od roku 1985 vychádza èasopis Biosensors and Bioelectronics,
ktorý sa venuje výhradne vývoju a aplikáciám biosenzorov. Dôvodov, preèo
k prudkému rozvoju biosenzorov dochádza až v posledných 15 rokoch je via−
cero. Jedným z nich je rýchly rozvoj poèítaèovej techniky a mikroelektroni−
ky. Ïalším dôvodom sú požiadavky praxe v oblasti biotechnológie, riadenia
procesov, atï., ktoré si vyžadujú ve¾mi rýchly spôsob stanovenia rôznych
látok, pokia¾ možno on−line systémom. Výhody, ktoré poskytuje využitie bio−
senzorov oproti iným analytickým technikám sú: rýchlos� analýzy (trvanie
nieko¾ko sekúnd až minút), špecificita (jeden substrát, prípadne nieko¾ko
podobných substrátov), citlivos� (koncentrácie 10−2 − 10−5 mol.l−1), možnos�
merania stanovovanej látky bez predúpravy vzorky a použitia ïalších rea−
kèných èinidiel (väèšinou len nariedenie vzorky), nižšia cena, jednoduchos�
obsluhy, možnos� použitia biosenzorov v prenosných zariadeniach. Nevýho −
dy, ktoré biosenzory majú, a ktoré bránia ich masovejšiemu využitiu sú: mno−
hokrát nízka stabilita biologickej èasti (enzýmu), nie sú to zatia¾ štandardné
metódy požadované normami, paleta analytov stanovite¾ných biosenzormi
je limitovaná komerènou dostupnos�ou príslušných biokatalyzátorov.

Perspektívnymi oblas�ami využitia biosenzorov je oblas� klinických ana−
lýz, predovšetkým pri kontinuálnom monitorovaní metabolitov a lieèiv.
Takisto v potravinárskom priemysle si biosenzory nájdu svoje miesto pri hod−
notení kvality potravín stanovením cudzorodých látok, èerstvosti, šetrnosti
spracovania i vhodného skladovania výrobkov. V oblasti biotechnológií bio−
senzory nachádzajú uplatnenie  pri monitorovaní procesu fermentácie vïaka
možnosti zasahova� a riadi� proces prakticky v reálnom èase. Rastúci záujem
o ochranu životného prostredia kladie dôraz na stanovenie rôznych toxic−
kých látok, akými sú napríklad herbicídy a pesticídy všeobecne, prípadne
ve¾mi rýchle stanovenie úrovne biologického zneèistenia vody.

2.  História biosenzorov

Vôbec prvým biosenzorom bol detektor skonštruovaný Clarkom a Lyon −
som v roku 1962 [2]. L. C. Clark je medzi biochemickou verejnos�ou známy
skôr ako vynálezca kyslíkovej elektródy, ktorá sa pod¾a neho aj volá [3].
Pôvodný motív na využitie Clarkovej kyslíkovej elektródy bolo sledovanie
koncentrácie rozpustného kyslíka v krvi poèas klinických zásahov. Spomí −
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naný autor na povrch kyslíkovej elektródy imobilizoval enzým glukózaoxi−
dázu a tento prvý biosenzor okrem koncentrácie kyslíka stanovoval aj kon−
centráciu glukózy. Prvý patent na biosenzory bol publikovaný v roku 1970
tiež Clarkom. Tento patent pokrýval oblas� použitia enzýmov, ktoré konver−
tujú rozlièné substráty za produkcie hydrogénperoxidu. Autor sa vysporiadal
aj s problémom interferencie, keï použil systém dvoch elektród, prièom
jedna bola pokrytá enzýmom a druhá slúžila len na odèítanie prúdu pozadia
[4]. V roku 1969 sa firma Yellow Springs Instrument (USA) zaèala zaobera�
ko merèným využitím glukózového biosenzora na priame meranie obsahu
glukózy v 25 ml vzorky krvi a v roku 1974 uviedli po poèiatoèných problé−
moch na trh prístroj s názvom Model 23 YSI analyzátor.

3.  Prevodníky

Fyzikálnochemický prevodník je schopný detegova� zmeny, ktoré vznika−
jú po interakcii enzýmu so substrátom tak, že biointerakcia sa prevádza
na vhodný analytický signál, ktorým obyèajne býva prúd, alebo potenciál.
Pod¾a definície a klasifikácie IUPAC, by sa mali okrem biosenzorov rozlišo−
va� bioanalytické systémy, ktoré vyžadujú pri meraní ïalšie operácie a bio−
sondy, ktoré sú buï na jedno použitie, alebo nemôžu sledova� koncentráciu
analytu kontinuálne. Zo všetkých spomínaných prevodníkov je v literatúre
najviac citovaný amperometrický prevodník, èo sa týka citlivosti, ceny, selek−
tivity, univerzálnosti, rozsahu a jednoduchosti použitia [5]. Výhody a nevýho−
dy jednotlivých prevodníkov sú uvedené v tabu¾ke 2. V tabu¾ke 3 sú zá kladné
charakteristiky biosenzorov aj s ich významom.

3.1. Amperometrický prevodník
Najfrekventovanejším prevodníkom je amperometrický prevodník v spo−

jení so špecifickou oxidázou alebo dehydrogenázou. Tento prevodník je pola−
rizovaný konštantným potenciálom a enzým pri oxidácii substrátu  odovzdáva
elektróny elektróde (nie priamo, ale prostredníctvom iných molekúl, ktorými
môžu by� kosubstrát, kofaktor alebo mediátor), prièom ve¾kos� teèúceho prú −
du je úmerná koncentrácii analytu. Oxidácia glukózy za prítomnosti glukóza−
oxidázy (GOD) vyjadrená v rovniciach 1 a 2 je príkladom nepriamej výmeny
elektrónov prostredníctvom kosubstrátu (kyslíka). V týchto rovniciach vystu−
puje kofaktor enzýmu FAD − flavínadeníndinukleotid.

Glukóza + GOD(FAD+) → Glukónolaktón + GOD(FADH2) (1)
GOD(FADH2) + O2 → GOD(FAD+) + H2O2 (2)
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Pri tejto reakcii sa dá monitorova�:
− prírastok hydrogénperoxidu, buï amperometricky, keï sa hydrogénpero−

xid na elektróde oxiduje, alebo použitím peroxidázy za prítomnosti orga−
nickej látky, ktorá oxidáciou mení svoje vlastnosti a tie sa dajú detegova�.
Poèas reakcie koncentrácia hydrogénperoxidu stúpa a rastie s koncent−
ráciou oxidovanej látky a v ustálenom stave je prúd teèúci elektródou
(úmer ný koncentrácii hydrogénperoxidu) úmerný koncentrácii analyzova−
nej látky,
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TABU¾KA 2. Porovnanie vlastnostní prevodníkov.
TABLE 2. A comparison of transducers parameters.

1 − transducer, 2 − advantages, 3 − disadvantages, 4 − amperometric, 5 − O2 electrode, 6 − H2O2

detection (electrode made from Au, Pt or carbon), 7− potentiometric, 8 − optic, 9 − piezoelec−
tric, 10 − calorimetric, 11 − FET transistors.

Prevodník1 Výhody2 Nevýhody3

Amperometrický4

a) O2 elektróda5

b) detekcia H2O2 (elektró−
da z Au, Pt alebo uhlíka)6

jednoduchý, vysoká selektivi−
ta, vysoká citlivos�, lineárna
závislos� signálu od koncent−
rácie

elektrochemické interferen−
cie, nízka selektivita

Potenciometrický7 jednoduchý, spo¾ahlivý pomalá odozva, vyžaduje si
stabilnú referenènú elektró−
du, nelineárna závislos� sig−
nálu od koncentrácie, citlivý
na elektronický šum

Optický8 ¾ahká miniaturizácia,
nezávislý od elektrochemic−
kých inter ferencií

interferencia svetlom okolia,
požiadavka vysoko energe−
tického zdroja, úzky kon−
centraèný rozsah

Piezoelektrický9 rýchla odozva, jednoduchý,
stabilný signál výstupu

nízka citlivos� pri použití
vodnej fázy, nešpecifické
väzobné interferencie

Kalorimetrický10 univerzálnos�, nezávislos�
od op  tických interferentov

drahý, �ažkopádny, požiadav−
ka ve¾kého množstva enzýmu

FET−tranzistory11 nízka cena, stabilný výstup,
požiadavka malého množstva
biokatalyzátora, monitorova−
nie nieko¾kých analytov
naraz

závislý od teploty, výroba
rozlièných vrstiev pri ich
konštrukcii ešte nie je doko−
nale zvládnutá



− úbytok kyslíka amperometricky, keï sa kyslík na katóde kyslíkovej elekt−
ródy redukuje, t.j. prijme elektróny z elektród a elektródou teèie prúd.
Poèas enzýmovej reakcie dochádza k poklesu koncentrácie kyslíka vply−
vom jeho spotreby pri oxidácii stanovovanej látky oxidázou a tento pokles
je úmerný koncentrácii analytu.

Ïalším prístupom je použitie mediátora (M) namiesto kyslíka ako akcep−
tora elektrónov (rovnice 3 a 4). Mediátorom je nízkomolekulová látka, ktorá
¾ahko mení oxidaèný stupeò, napríklad ferikyanid draselný, ferocén, atï.

GOD(FADH2) + Mox → GOD(FAD+) + Mred + 2H+ (3)
Mred → Mox + e− (4)

V tomto prípade reoxidáciou mediátora na elektróde (rovnica 4) teèie
prúd, ktorý je úmerný koncentrácii analytu (glukózy).

Okrem oxidáz, ktoré boli používané najmä na zaèiatku konštrukcie bio−
senzorov, sa používajú pri amperometrickej detekcii dehydrogenázy, ktoré
sú NAD−dependentné a patria k najdôležitejšej skupine enzýmov používa−
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TABU¾KA 3. Základné charakteristiky biosenzorov.
TABLE 3. Basic biosensor characteristics.

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

Termín1 Význam2

citlivos� 3 smernica krivky, vyjadrená ako výstup na jednotku koncentrácie

selektivita4 schopnos� zariadenia mera� jeden chemický komponent v
prítomnosti ïalších

dynamický rozsah5 rozsah koncentrácií, pri ktorých je citlivos� väèšia než nula

èas odozvy6 èas, za ktorý dosiahne výstupná velièina hodnotu 90 % ustálenej
hodnoty

reprodukovate¾nos� 7 charakterizuje zhodu výsledkov nameraných dvomi rozliènými
biosenzormi

detekèný limit8

životnos� 9 využite¾ný èas biosenzora, vyjadrený ako skladovacia, alebo ope−
raèná stabilita

stabilita10 zmena citlivosti v èase

hodnota koncentrácie stanovovanej látky zistená z výstupnej veli−
èiny rovná dvojnásobku jej smerodajnej štandardnej odchýlky



ných pri konštrukcii biosenzorov najmä preto, že je ich známych vyše dves−
to. Príkladom èinnosti NAD−dependentnej dehydrogenázy je rovnica (5),
kde bol použitý enzým alkoholdehydrogenáza (ADH).

Etanol + NAD+ ADH→ Acetaldehyd + NADH + H+ (5)

NADH sa reoxiduje prostredníctvom enzýmu diaforázy (DP), èo je uve−
dené v rovniciach (6) a (7).

NADH + DPox → NAD+ + DPred + H+ (6)
DPred + Mox → DPox + Mred (7)

Redukovaný mediátor  Mred sa následne reoxiduje na povrchu prevod−
níka (4) a prúd teèúci elektródou je priamo úmerný koncentrácii analytu
(etanolu). 

Vhodným materiálom na konštrukciu amperometrických prevodníkov sú
zlato, platina a najmä uhlík (aj ako uhlíkový prášok, ktorý je zložkou uhlíko−
vých pastových elektród). Tento typ detekcie môže vies� k pozitívnym chy−
bám stanovenia, kvôli interferencii nízkomolekulových elektroaktívnych
látok, ktoré podliehajú elektródovej reakcii. Na odstránenie tohto problému
sa v praxi najèastejšie využíva pä� prístupov:
− použitie membrán, ktoré na povrchu nesú náboj a pôsobia elektrostatic−

ky odpudivo na rovnako nabité látky [6],
− použitie vhodného mediátora, ktorý znižuje pracovný potenciál a tým aj

interferujúce elektródové reakcie [7],
− koimobilizácia enzýmov, ktoré sú schopné tieto interferujúce látky od −

stráni� (kyselina askorbová − askorbátoxidáza, kyselina moèová − urikáza
[8], acetaminofén − tyrozináza [9]),

− použitie dvojelektródového diferenciálneho systému, prièom na jednej
elektróde je imobilizovaná aktívna a na druhej inaktívna biologická èas�,

− preoxidácia vzorky peroxidázou a hydrogénperoxidom [10].

Prvou generáciou enzýmových senzorov boli zariadenia, s vysokým pola−
rizaèným napätím, pri ktorých interferovali mnohé látky. Táto ich nevýhoda
bola najmarkantnejšia pri analýze takých komplexných vzoriek, akými je krv.
V druhej generácii biosenzorov sa podarilo túto nevýhodu odstráni� použi−
tím mediátora, ktorý pomohol zníži� pracovný potenciál a tým zabráni� inter−
ferenciám. Tretia generácia biosenzorov sa vyznaèuje priamou komunikáci−
ou medzi enzýmom a elektródou, ktorou je vlastne redoxný polymér.
Výhodou tohto usporiadania sú extrémne nízke èasy odozvy pohybujúce sa
v oblasti nieko¾kých sekúnd.
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3.2. Potenciometrický prevodník
Ïalšou skupinou sú potenciometrické prevodníky umožòujúce mera�

zmenu potenciálu vyvolanú koncentraèným gradientom iónov, ktoré vznika−
jú èinnos�ou enzýmov imobilizovaných na povrchu elektród (rovnica 5).
Prvým potenciometrickým biosenzorom bola enzýmová elektróda na detek−
ciu moèoviny skonštruovaná v roku 1969 Guilbaultom a Moltalvom [11].
Zmena potenciálu je úmerná logaritmu koncentrácie analytu. Používajú sa
iónselektívne elektródy, najèastejšie pH−elektródy, ale v súèasnej dobe
si rýchlo razia cestu vpred FET−tranzistory, v ktorých citlivou èas�ou je ión−
selektívna membrána v kombinácii s referenènou elektródou. FET−tranzis−
tor bol prvýkrát skonštruovaný v roku 1970 Bergveldom [12]. Nevýhodou je
nízka citlivos� pri analýze vzoriek s vysokou tlmivou kapacitou. Príkladom
reakcie, ktorá môže by� detegovaná potenciometricky, je reakcia popísaná
rovnicou (5), pri ktorej sa detegujú uvo¾nené protóny.

3.3. Entalpický prevodník
Entalpické biosenzory, nazývané aj termistory, poskytujú univerzálny

detekèný princíp, pretože uvo¾òovanie, alebo spotreba tepla je typická
pre všetky biochemické deje. Prístroj je konštruovaný tak, že jedna vetva
je referenèná a v druhej vetve je imobilizovaný biokatalyzátor, prièom sa
zaznamenáva rozdiel teplôt (rádove 10−3 °C), ktorý je úmerný koncentrácii
stanovovanej látky [13]. Prvý termistor bol vyvinutý v roku 1974 Mosbachom
a Danielssonom [14]. Typickým substrátom je glukóza, ktorej oxidáciou glu−
kózaoxidázou sa uvo¾ní entalpia 80 kJ.mol−1.

3.4. Optický prevodník
Biosenzory s optickým prevodníkom fungujú tak, že biokatalyzátor pro−

dukuje alebo spotrebúva látku s optickými vlastnos�ami a koncentrácia ana−
lytu sa urèuje na základe merania vhodnej optickej velièiny, napríklad
absorpcie, emisie svetla, fluorescencie, atï. Najèastejšie sa na konštrukciu
používajú optické vlákna s detekciou hydrogénperoxidu vznikajúceho oxi−
dáciou substrátu oxidázou (rovnica 1 a 2). V roku 1975 bol prvýkrát použitý
indikátor imobilizovaný na konci optického vlákna na kontinuálne meranie
v biologických kvapalinách [15]. Príkladom optickej detekcie je reakcia 8, pri
ktorej sa monitoruje žiarenie uvo¾nené oxidáciou luminolu hydrogénperoxi−
dom (je produktom ve¾kého poètu reakcií katalyzovaných kyslík závislými
oxidázami) [16].

Luminol + H2O2 + OH− → 3−aminoftalát + N2 + H2O + hν (8)
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3.5. Konduktometrický prevodník
Produkcia alebo spotreba iónov je charakteristická pre mnohé reakcie

a preto konduktometrický princíp je aplikovate¾ný na monitorovanie mno−
hých reakcií. Nevýhodou tohto typu detekcie je jeho nízka špecificita, preto−
že k výslednej vodivosti prispievajú všetky prítomné ióny nachádzajúce sa
vo vzorke. Najlepším príkladom je hydrolýza moèoviny ureázou za uvo¾nenia
troch iónov (rovnica 9).

NH2CONH2 + H2O ureáza→ 2NH4
+ + HCO3

− + OH− (9)

3.6. Piezoelektrický prevodník
Základným princípom detekcie je zmena v rezonanènej frekvencii piezo−

elektrického kryštálu, ktorá je priamo úmerná zmene hmotnosti kryštálu.
Táto zmena je spôsobená interakciou analytu s biologickou èas�ou imobili−
zovanou na povrchu kryštálu. Prvý biosenzor s piezoelektrickou detekciou
amoniaku a oxidov dusíka bol publikovaný v roku 1975 Karmarkarom
a Guilbaultom [17]. Najèastejšie sa tento typ prevodníka využíva pri detekcii
antigénov, ak je na povrchu kryštálu uchytená protilátka k tomuto antigénu. 

4.  Biologická èas�

Biologická èas� (enzýmy, bunky, protilátky, atï.) sa vyznaèuje špecificitou
interakcie so stanovovanou látkou. Citlivos� závisí od biologickej èasti
a od použitého prevodníka, ktorý musí èo najefektívnejšie detegova� inter−
akciu biomolekula−analyt. Biologická èas� a prevodník takto prepožièiavajú
svoje vlastnosti biosenzoru. Týmto sa dosiahne ove¾a vyššia špecificita
v porovnaní s chemickými senzormi. Najtypickejším prípadom je interakcia
antigén−protilátka, kedy sa dajú detegova� antigény v koncentráciách okolo
10−12 − 10−18 mol.l−1. Najèastejšie sa pri konštrukcii biosenzorov používajú
enzýmy, protilátky a bunky [18].

4.1. Enzýmy
Enzýmy sú molekuly proteínovej povahy, ktoré zvyšujú reakèné rýchlosti

biochemických reakcií.
Enzýmy sa kombinujú so všetkými druhmi prevodníkov, prièom najpod−

statnejším dôvodom je vyššia špecifická aktivita v porovnaní s bunkami. Naj −
èastejšou kombináciou sú enzýmy imobilizované spolu s amperometrickými
a potenciometrickými prevodníkmi. Okrem stanovenia substrátov enzýmo−
vých reakcií boli vyvinuté aj biosenzory na báze inhibície enzýmov. V takom −

Roè. 37, 1998, è. 2, s. 89−107

97



to prípade sa na základe poklesu odozvy biosenzora na substrát dá stanovi�
koncentrácia inhibítora enzýmu. Enzýmové elektródy sa konštruujú s ukot−
veným jedným enzýmom (stanovenie etanolu alkoholoxidázou), alebo dvomi
(glukoamyláza spolu s glukózaoxidázou na stanovenie maltózy), alebo aj ako
multienzýmový komplex (tri a viac enzýmov, napríklad invertáza, glukózao−
xidáza a mutarotáza na detekciu sacharózy). Z uvedeného je vidie�, že pale−
ta stanovite¾ných látok sa rozšíri, keï použijeme hydrolázy (invertáza, gluko −
amyláza, atï.), ktoré stanovovanú látku rozštiepia na jej zložky, z ktorých je
aspoò jedna transformovate¾ná oxidoreduktázou (glukózaoxidázou)  za tvor−
by aktívnych látok, ktoré sa dajú detegova� (hydrogénperoxid, kyslík). V nie −
kto rých prípadoch je nutné použi� izomerázy, ktoré analyzovanú látku pre−
vedú na izomér transformovate¾ný enzýmom (izomerizácia α−anoméru glu−
kózy na β−anomér, ktorý je substrátom pre glukózaoxidázu).

4.2. Bunky
Bunky v biochemickom ponímaní sú malé membránové štruktúry s vyso−

kým obsahom biologických látok, ku ktorým patria proteíny (enzýmy), nu −
kleové kyseliny, sacharidy, tuky, množstvo iónov, atï. Pri konštrukciách bio−
senzorov sa najèastejšie používajú jednobunkové mikroorganizmy, s ktorými
sa dá jednoducho a reprodukovate¾ne pracova�. Okrem týchto jednobunko−
vých organizmov sa využívajú aj pletivá, alebo tkanivá, najmä v prípadoch,
keï obsahujú želané enzýmy v dostatoène ve¾kom množstve. Výhodou bun−
kových biosenzorov je ich nízka cena a najmä to, že enzým je v prirodzenom
prostredí a je schopný väèšmi odoláva� nepriaznivým vonkajším okolnosti−
am. Tak ako každá výhoda ide ruka v ruke s nevýhodou, tak je to aj v tomto
prípade, nevýhodou je nízka koncentrácia enzýmu a dlhšie èasy odoziev, èo
sa dá odstráni� použitím permeabilizovaných buniek, alebo mediátorov,
ktoré u¾ahèujú transport elektrónov smerom k elektróde. Ich nevýhodou je
aj strata špecificity, èo sa môže na druhej strane v prípadoch stanovenia asi−
milovate¾ných sacharidov (Brevibacterium lactofermentum) [19], pri analýze
toxických látok na základe inhibície respirácie (Saccharomyces cerevisiae
v kombinácii s kyslíkovou elektródou) [20], i pri meraní biologickej spotreby
kyslíka (Trichosporum cutaneum) [21] sta� výhodou.

4.3. Protilátky
Protilátky sú sérové proteíny, ktoré sú produkované dvoma druhmi buni−

ek, B lymfocytmi a plazmovými bunkami, ako odpoveï na prítomnos� cud−
zorodých látok. Vo väèšine prípadov je protilátka schopná rozozna� iba
jednu látku, ktorú nazývame antigénom. V prípade konštrukcie biosenzora
na báze protilátok, analytom je teda antigén, alebo jeho èas� zvaná haptén.
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Interakciu charakterizujú dve vlastnosti:
− ve¾mi vysoká afinita,
− nízka aktivita so štruktúrnymi analógmi antigénu.

Protilátky sa nedajú získa� chemickou syntézou, môžeme ich získa� iba
imunizáciou zvierat daným antigénom. Imunitnú odpoveï vyvolávajú látky
s relatívnou molekulovou hmotnos�ou vyššou ako 100000, prièom molekuly
s relatívnou molekulovou hmotnos�ou menšou ako 10000 vyvolávajú slabú,
alebo žiadnu odpoveï. V takomto prípade sa dá stanovovaná látka konjugo−
va� s väèšou nosièovou molekulou (hovädzí sérový albumín), prièom takýto
konjugát je schopný vyvola� imunitnú odpoveï s produkciou protilátok.

Pri konštrukcii biosenzorov sa protilátka vhodnou imobilizaènou techni−
kou umiestni do blízkosti prevodníka a po naviazaní analytu (antigénu)
dochádza k zmene konformácie, alebo elektrického náboja biomolekúl.
Tieto zmeny sa dajú detegova� priamo, v reálnom èase, alebo nepriamo, keï
analyt sú�aží o väzbové miesto s molekulou analytu, ktorá je nejakým spôso−
bom oznaèená (enzýmom, alebo fluorescenène). V tomto druhom prípade je
meraný výsledok interakcie, nie priebeh.

5.  Spôsoby imobil izácie

Na úspešnú konštrukciu biosenzora je nutné vybra� vhodnú kombináciu
prevodníka a biologickej èasti a umiestni� ich do tesnej blízkosti imobilizáci−
ou. Poznáme nieko¾ko spôsobov ukotvenia:
1. Mechanické zachytenie biomolekúl membránami urèitých polymérov

(najèastejšie dialyzaèných), tento spôsob je najjednoduchší a ve¾mi vý −
hodný, pretože sa neznižuje aktivita biologickej èasti.

2. Jednoduchá adsorpcia na také materiály, ako sú íl, hlina, sklo, iónovo−
výmenné živice, ktorá je ve¾mi nenároèná, má však nevýhodu, že materi−
ál sa z nich ve¾mi ¾ahko desorbuje. Je to vlastne imobilizácia na jedno sta−
novenie.

3. Kovalentné viazanie na aktivované povrchy skla, syntetických polymérov,
celulózy, atï., prièom takto ukotvený materiál sa ešte môže ïalej pospája�
bifunkènými èinidlami, z ktorých je najpoužívanejší glutardialdehyd.

4. Zachytenie do matrice gélu je jednou z najpopulárnejších metód.
V prípade použitia želatíny sa môže celý systém hneï zosie�ova�, v prípa−
de použitia látok na báze alginátov a pektátov sa tieto musia aktivova�,
napríklad polyetylénimínom, ktorým sa vnesú aminoskupiny do matrice
gélu a tento systém sa už môže sie�ova� bifunkènými èinidlami (glutardi−
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aldehyd). Póry gélu sú dostatoène ve¾ké na to, aby molekuly analytu pre−
chádzali a malé na to, aby dochádzalo k vyplavovaniu biologickej èasti
z matrice gélu.

5. Inkorporácia do vodivých polymérov, ktoré vznikajú elektrochemicky pri−
amo na povrchu elektródy.

6. Ukotvenie biologického materiálu do tela uhlíkovej pastovej elektródy,
alebo tuhej pastovej elektródy, ktorým dostávame biosenzory vyznaèu−
júce sa vysokou stabilitou a možnos�ou regenerácie povrchu biosenzora
jednoduchým oterom.

6.  Aplikácia biosenzorov v analýze potravín

Oblas� potravín a najmä nápojového priemyslu je pre konštruktérov bio−
senzorov ve¾mi dôležitá. Najèastejšími analytmi sú sacharidy (mono, di− až
polysacharidy), etanol, organické kyseliny, aminokyseliny, anorganické látky
a indikátory èerstvosti, prípadne skladovania potravín.

6.1. Sacharidy
Najèastejšie je konštruovaný glukózový biosenzor imobilizáciou glukóza−

oxidázy, ktorá katalyzuje oxidáciu glukózy za spotreby kyslíka a produkcie
hydrogénperoxidu (rovnice 1 a 2). Glukóza bola stanovená v pive [22], víne
[23], nealkoholických nápojoch [24], mlieku [25], atï. Kombináciou glukó−
zaoxidázy s hydrolázou disacharidov (invertáza, glukoamyláza, β−galaktozi−
dáza) a polysacharidov (α− alebo β−amyláza) dostaneme biosenzory na ich
analýzu. Takto môžeme analyzova� sacharózu v nealkoholických nápojoch
[26], víne, mede, múke [27], maltózu v múke, mede, nealkoholických nápo−
joch a víne [27], laktózu najmä v mlieku [25], a laktulózu ako indikátor
šetrnos ti spracovania mlieka [28]. Z polysacharidov sa dá stanovi� škrob [29]
a glykogén [30]. Okrem glukózy bola biosenzormi stanovená aj fruktóza
v nealkoholických nápojoch [31], jablkách [32], citrónoch, pomaranèoch,
kiwi, jahodách i karfiole [33].

6.2. Alkoholy
Etanol ako najhlavnejší kvalitatívny ukazovate¾ možno stanovova� predo−

všetkým v alkoholických nápojoch, akými sú víno [34], pivo [35], ale aj „tvrdý
alkohol“ [36]. Okrem stanovenia etanolu boli pripravené glycerolové bio−
senzory s jeho stanovením v pive a víne [37].

6.3. Organické kyseliny
K organickým kyselinám, ktoré sú stanovované biosenzormi patria kyse−
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lina mlieèna, jablèná, š�avelová a ïalšie. Kyselina mlieèna sa stanovuje
vo vínach [38], mlieku a jogurtoch [39] a v celých rajèinách, rajèinovom džúse
a keèupe [40], kyselina jablèná vo vínach [41] i muštoch [38] a kyselina š�ave−
lová v nealkoholických nápojoch [42].

6.4. Ïalšie organické látky
Z ostatných organických látok sa dajú stanovi� biosenzormi aminokyseli−

ny použitím ich oxidázy [43], alebo použitím selektívnejších enzýmov, akými
sú glutamátdekarboxyláza [44], tryptofanánmonooxygenáza [45], aspartám
v sladkostiach a liekoch [46], vo¾né mastné kyseliny v mlieku [47], choleste−
rol vo vajíèkach a oleji [48], ale aj vitamín C [33], pektín hybridným biosen−
zorom (rez šupky pomaranèa s pektínesterázou) [49], triacylglyceroly [50],
formaldehyd s detekciou protónov uvo¾nených oxidáciou [51], fenoly [52]
a pesticídy [53]. Ve¾mi zaujímavými aplikáciami sú stanovenia èerstvosti rýb
s využitím poznatku, že mikrobiálnou kontamináciou mäsa dochádza k vzni−
ku de gradaèných produktov aminokyselín, akými sú xantín a hypoxantín,
ktoré boli stanovené použitím enzýmu xantínoxidázy [54], a èerstvosti bra−
vèového mäsa na základe analýzy D−laktátu vznikajúceho v procese mikro−
biálneho napadnutia mäsa [55] i detekcia mikrobiálnej kontaminácie bakté−
riou Sta phylococcus aureus na základe stanovenia proteínu A, ktorý produ−
kuje, imunosenzorom [56].

6.5. Anorganické látky
Najèastejšími anorganickými látkami stanovovanými v potravinách bio−

senzormi sú fosforeènany a sirièitany. Sirièitany boli stanovené enzýmovým
biosenzorom v nealkoholických nápojoch [57] a mikrobiálnym biosenzorom
(Thiobacillus thiooxidans) vo vínach [58]. Fosforeènany sa stanovujú
na základe inhibície kyslej fosfatázy v prítomnosti fosforeènanových iónov,
ktorá hydrolýzou uvo¾ní menšie množstvo glukózy z glukóza−6−fosfátu.
Uvo¾nená glukóza sa stanoví glukózaoxidázou (rovnice 1 a 2). Týmto prin−
cípom boli stanovené fosforeènany vo víne, sušenom mlieku a rajèinovom
pretlaku [59]. Okrem týchto boli skonštruované biosenzory na analýzu fluo−
ridov na rovnakom princípe, spomenutom pri fosfátovom senzore [60], a
dusiènanov, ktoré využívajú èinnos� denitrifikaèných baktérií Agrobacterium
radiobacter [61].

6.6. Analýza potravín biosenzormi v nevodnom prostredí
V poslednom èase sa èoraz viac zaèínajú používa� biosenzory pracujúce

v nevodných rozpúš�adlách bez obsahu vody, alebo so saturáciou organickej
fázy vodou. Výhodou takejto konštrukcie je, že sa takýmto spôsobom môžu
analyzova� nepolárne substráty a že nedochádza k mikrobiálnej kontami−
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nácii, èím sa zvýši operaèná stabilita biosenzorov [62]. Imobilizáciou chre−
novej peroxidázy na uhlíkovú elektródu bol skonštruovaný biosenzor na ana−
lýzu peroxidov v rastlinných olejoch a imobilizáciou tyrozinázy v karagena−
novom géli biosenzor na stanovenie polyfenolov v olivovom oleji a ïalších
tukoch, pracujúci v n−hexáne [63]. Okrem toho bol skonštruovaný biosenzor
na stanovenie cholesterolu pracujúci v zmesi chloroform−hexán [64].

7.  Budúcnos�  biosenzorov

Ako už bolo spomínané, nevýhodami biosenzorov sú ich nestabilita,
obmedzenos� konštrukcie dostupnými enzýmami, ako aj to, že analýza bio−
senzormi nie je zatia¾ odporúèaná ako referenèná analytická metóda.
V budúcnosti už pravdepodobne nedôjde k objavom enzýmov, ktoré by
mohli zaznamena� revolúciu v rozvoji tejto vedecko−aplikaènej disciplíny.
Rozvoj môže nasta� zvýšením stability a reprodukovate¾nosti ako prípravy,
tak i merania, ktoré bude v koneènom dôsledku vies� k ich uznaniu ako refe−
renèných metód. Nízka stabilita by sa dala odstráni� použitím vhodných
metód imobilizácie, keïže už teraz sú známe postupy, ktorými sa dajú pri−
pravi� biosenzory stabilné aj nieko¾ko mesiacov, prièom jednoduchým ote−
rom sa dá docieli� takmer pôvodná citlivos� na stanovovanú látku. Použitie
biosenzorov ako referenèných metód si v budúcnosti možno predstavi� hlav−
ne pre ich rýchlos�, nenároènos� a nízke náklady najmä, ak sa vyriešia pro−
blémy s regeneráciou kofaktorov nutných pre priebeh niektorých enzýmo−
vých reakcií (v prípade použitia dehydrogenáz je to NAD). Problém so sta−
bilitou sa dá rieši� prijatím konceptu jednorázových biosenzorov, ktoré by
boli skonštruované z ve¾mi lacných materiálov, prípadne by sa vyrábali
vo ve¾kých množstvách a používali by sa na meranie poèas jedného dòa, èo
by zahàòalo analýzu nieko¾kých desiatok vzoriek. V prípade použitia mikro−
biálnych biosenzorov by ve¾mi zaujímavé vlastnosti mohli vzniknú� použitím
mutantných alebo ináè modifikovaných buniek. S rozvojom mikroelektroni−
ky sa bude oblas� biosenzorov prudšie rozvíja�, hlavne po skúsenostiach
s konštrukciou bioèipov.

Na záver je osožné doda�, že i na našom pracovisku sa zaoberáme pro−
blematikou vývoja a aplikácií biosenzorov. Vyvinuli sme biosenzory
na detekciu glukózy − imobilizáciou Gluconobacter oxydans, sacharózy − koi−
mobilizáciou buniek Gluconobacter oxydans a Saccharomyces cerevisiae,
a laktózy − koimobilizáciou kvasiniek Kluyveromyces marxianus
a Gluconobacter oxydans. Na imobilizáciu bola použitá želatína, ktorá bola
spolu s bunkami zosie�ovaná glutardialdehydom. Kvasinky K. marxianus boli

Bulletin potravinárskeho výskumu (Bulletin of Food Research)

102



permeabilizované kvôli urýchleniu hydrolýzy laktózy [65]. Mikrobiálne sen−
zory na stanovenie glukózy a laktózy boli použité v analýze týchto zložiek
v mlieku [25]. Okrem sacharidových bol skonštruovaný aj biosenzor na sta−
novenie etanolu v pive, imobilizáciou baktérií G. oxydans do želatíny a pou−
žitím kyslíkovej elektródy na detekciu ubúdajúceho kyslíka, ktorý je sub−
strátom pri oxidácii etanolu. Porovnanie medzi týmto stanovením a plyno−
vou chromatografiou bolo vo ve¾mi dobrej zhode [35]. Pri konštrukcii bio−
senzorov sme použili aj iný princíp, ako amperometrický, a to entalpický
(termistor). Na stanovenie kyseliny citrónovej boli použité bunky
Enterobacer aerogenes, imobilizované do pektátového gélu [66]. V tabu¾ke 4
sú uvedené možné oblasti analýz biosenzormi, spolu s látkami, ktoré môžu
by� nimi stanovené.
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TABU¾KA 4. Využitie biosenzorov v analýze potravín.
TABLE 4. Utilizing of biosensors in food analysis.

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.

Oblas� 1 Analyty2

Mliekárstvo3 laktóza, laktulóza, glukóza, kyselina mlieèna, mastné
kyseliny, moèovina, fosforeènany

Liehoviny4 etanol, sacharóza, glukóza, glycerol

Vína5 etanol, glycerol, glukóza, fruktóza, sacharóza, maltóza,
kyselina mlieèna, kyselina jablèná, kyselina š�avelová,
polyfenoly, sirièitany, fosforeènany, dusiènany

Pivá6 etanol, glycerol, glukóza

Nealkoholické nápoje7 glukóza, sacharóza, fruktóza, maltóza, pektín, kyselina
citrónová, vitamíny, aspartám, fosforeènany, sirièitany,
dusiènany, reziduá pesticídov

Mäsiarstvo8 (hypo)xantín, kyselina mlieèna, dusiènany

Tuky a oleje9 cholesterol, lecitín, mastné kyseliny, hydrogénperoxid,
polyfenoly

Cukrovinky, med10 sacharóza, maltóza, glukóza, fruktóza, aspartám

Ovocie a zelenina11 fruktóza, vitamín C, organické kyseliny, dusiènany, fosfo−
reènany, reziduá pesticídov

Múka a pekárenské výrobky12 škrob, maltóza, sacharóza, lecitín, fosfolipidy
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Do redakcie došlo 17.7.1998.

Biosensors and their applications in food analysis

TKÁÈ, J. − ŠTURDÍK, E. − ŠVITEL, J.: Bull. potrav. Výsk., 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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