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1. Úvod � význam biosenzorů v analytické chemii 

 
Biosenzory jsou významná analytická zařízení obsa-

hující slo�ku biologického původu, která ve spojení s fyzi-
kálně chemickým převodníkem zaji�ťuje určitý stupeň 
selektivity při analýzách ve slo�itých biologických smě-
sích. Biologický prvek pracuje v tomto zařízení na princi-
pu biokatalytickém nebo na principu vzniku specifické 
pevné afinitní vazby, a právě tento prvek ovlivňuje specifi-
tu stanovení. V současnosti umo�ňuje řada instrumentál-
ních metod stanovení stopových koncentrací nejrůzněj�ích 
slo�ek ve slo�itých analyzovaných směsích. Je v�ak třeba 
tyto směsi často slo�itě připravovat pro analýzu, pou�ít 
vhodnou separační metodu, případně stanovované slouče-
niny derivatizovat, a pak teprve lze citlivě stanovit po�ado-
vaný analyt. Tyto kroky jsou časově i finančně náročné. 
Nedovolují stanovení velkého mno�ství vzorků v krátkém 
čase. Během analýzy mů�e dojít v průběhu několika pří-
pravných kroků k řadě nepřesností. Jako alternativní stano-

vení se nabízí pou�ití biosenzoru vhodné konstrukce. Nej-
častěj�ím typem v praxi pou�ívaných biosenzorů jsou am-
perometrické senzory s peroxidovou elektrodou. Ampero-
metrické biosenzory zaznamenávají změny proudu, které 
nastanou při biokatalytické reakci. Proud na elektrodě 
vzniká v případě anodické oxidace peroxidu vodíku1 či 
katodické redukce kyslíku, popřípadě peroxidu vodíku. 

Pou�ití biosenzoru při analýze slo�itých směsí v�ak 
nemusí být v�dy výhodou, biologická slo�ka sice zaji�ťuje 
vysokou specifitu stanovení, ale ve směsích se mohou 
vyskytovat látky, které mohou nějakým způsobem ovliv-
ňovat signál na amperometrickém převodníku. Jakým způ-
sobem lze eliminovat tyto ru�ivé signály a dosáhnout vy-
soké selektivity, je tématem tohoto článku.  

 
 

2.  Interference při analýzách biologických  
vzorků 
 
Jedním z největ�ích problémů, které doprovází analý-

zy prováděné pomocí  biosenzorů s peroxidovou elektro-
dou, je přítomnost interferujících látek ve zkoumaném 
vzorku. Přítomné elektroaktivní interferující látky mohou 
zvý�it signál, proto�e dojde k jejich oxidaci soubě�ně 
s analytem. Mezi nejčastěj�í snadno oxidovatelné sloučeni-
ny2, které se vyskytují v biologických tekutinách, lze zařa-
dit3 kyselinu askorbovou, kyselinu močovou, močovinu, 
cystein, dále různá léčiva, jako např. paracetamol, acetami-
nofen, ampicilin, mannitol, digoxin, aminofylin, cimetidin, 
dopamin, erytromycin, gentamycin, norepinefrin, penici-
lin, salicylát aj. Na druhé straně se na povrchu pracovní 
elektrody mů�e postupně usazovat nános nečistot, neelek-
troaktivních sloučenin, následkem tohoto procesu je nao-
pak pokles odezvy signálu v čase4. K nepřesnostem při 
stanovení mů�e také přispět přítomnost té�e látky, která 
vzniká v průběhu katalytické reakce, v analyzovaném bio-
logickém vzorku. 

 
2.1. Ře�ení interferencí 

 
Hlavním cílem při konstrukci biosenzoru je tedy do-

sa�ení vysoké selektivity související s eliminací přítom-
ných interferencí. Tento problém lze ře�it různými cesta-
mi. Ru�ivé slo�ky se převádí pomocí vhodně zvolené reak-
ce na formu, která ji� není elektroaktivní. Glukosový bi-
osenzor s enzymem glukosaoxidasou, který zaznamenává 
mno�ství vzniklého peroxidu vodíku, je mo�no překrýt 
tenkou membránou s imobilizovaným enzymem askorbá-
toxidasou5. Pro omezení ru�ivého vlivu glukosy při stano-
vování jiných disacharidů, např. sacharosy, pomocí ampe-
rometrického biosenzoru s pyranosaoxidasou lze zvolit 
klasickou reakci. Předřazením antiinterferenční membrány 
obsahující enzym hexokinasu dojde v přítomnosti ATP 
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a MgCl2 k fosforylaci glukosy za vzniku glukosa-1-           
-fosfátu6. Nejčastěji je povrch pracovní elektrody pokryt 
různými typy membrán4, jejich� úkolem je omezit přístup 
interferujícím látkám. Interferenci látek na elektrodě lze 
zabránit samostatnou membránou, která je v těsné blízkos-
ti biosenzoru, ale mů�e být také zvolena vhodná metoda 
imobilizace, která vytvoří membránu s biokatalytickou 
vrstvou o optimální selektivitě.  

 
 

3. Imobilizace biorekogniční vrstvy 
  
Při konstrukci biosenzoru se klade největ�í důraz na 

imobilizační proces.  Výběr imobilizační techniky je roz-
hodující pro výslednou operační stabilitu, �ivotnost a dobu 
odezvy biosenzoru. Pro upevnění enzymu k povrchu lze 
pou�ít fyzikální postupy ( adsorpce, enkapsulace či zachy-
cení enzymu ve struktuře matrice) nebo chemické postupy, 
jako je zesítění enzymu či kovalentní vazba enzymu 
s membránou nebo povrchem převodníku (obr. 1). Zvole-
ný typ imobilizace má vliv na �ivotnost biosenzoru.  

 
3.1. Fyzikální postupy imobilizace 

  
Nejjednodu��ím způsobem zachycení komponenty na 

povrch převodníku je mechanické zachycení. Biokompo-
nenta se nakápne na povrch převodníku a překryje se dia-
lyzační membránou, která zadr�í makromolekuly, ale ne-
brání průniku analytu. Vhodnými materiály pro přípravu 
dialyzační membrány jsou celulosa, acetylcelulosa, poly-
karbonáty nebo celofán7. Tímto způsobem byly konstruo-
vány biosenzory s tkáňovými řezy či vrstvou tvořenou 
mikrobiálními buňkami ve formě pasty, ve kterých je řez 

či pasta upevněna k převodníku pomocí polyamidové síť-
ky8. 

Při adsorpci je enzym poután k povrchu převodníku 
slabými silami, jako jsou van der Waalsovy síly, iontové 
síly, vodíkové vazby či hydrofobní interakce. Pro lep�í 
stabilitu je doporučováno pou�ít navíc je�tě glutaraldehyd 
k zesítění enzymu a k jeho lep�ímu upevnění na povrchu 
převodníku. Na adsorpční povrch se vedle enzymu mů�e 
adsorbovat také substrát či kontaminanty a limitovat tak 
difuzi či způsobit transportní problémy. 

Dal�í fyzikální postupy, jako je zachycení enzymu ve 
struktuře vhodné matrice či gelu a mikroenkapsulace, jsou 
pro imobilizaci výhodněj�í. Enzym zůstává volný 
v roztoku, ale jeho pohyb je omezen strukturou materiálu 
či gelu (obr. 1). Pórovitost materiálu dovoluje kontakt 
enzymu se substráty a uvolnění produktu po reakci. Meto-
dy jsou vhodné také pro zachycení mikroorganismů, které 
produkují po�adovaný enzym. Ale ani tento způsob imobi-
lizace nezabraňuje rychlé ztrátě aktivity enzymu a také 
doba odezvy biosenzoru je poměrně dlouhá. Materiál pro 
zachycení enzymů mů�e být anorganického i organického 
původu. Z anorganických materiálů se k zachycení biomo-
lekuly pou�ívalo koloidní zlato9, křemičitanové sklo10 
nebo oxid11 vanadičný. Nověji se pro fyzikální zachycení 
enzymu osvědčil laponit12,13.  Přesné slo�ení laponitu je 
patrné z obr. 2. Výsledná enzymová vrstva mů�e být je�tě 
stabilizována zesíťováním enzymu parami glutaraldehydu13. 
Liu14 při konstrukci uhlíkové elektrody pou�il  nový anor-
ganický materiál k zachycení glukosaoxidasy, a to koloid-
ní roztok oxidu hlinitého, v literatuře označovaný jako 
boemit. Vyhnul se tak pou�ití toxického glutaraldehydu při 
in vivo analýze. Chen pou�il boemit15 k imobilizaci gluko-
saoxidasy na platinovou elektrodu. Příkladem matric orga-
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Obr. 1. Způsoby imobilizace enzymů; a − zachycení ve struktuře polymeru, b − adsorpce, c − enkapsulace, d − zesíťování, e − kovalent-
ní vazba 
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nického původu, které mohou slou�it k zachycení enzymů, 
jsou alginát a latex, jejich� struktury jsou znázorněny rov-
ně� na obr. 2. Alginát je společný výraz pro skupinu kopo-
lymerů obsahující 1,4-vázané β-D-mannuronové a α-L-
guluronové kyselinové zbytky. Gel vzniká spontánně 
v přítomnosti dvojmocných iontů, jako jsou např. Ca2+ 
nebo Mg2+, za velmi mírných podmínek. Gel slou�í 
k zachycení nebo k enkapsulaci enzymu. Alginát byl pou-
�it při konstrukci biosenzoru16  k imobilizaci buněk 
Rhodococcus sp., které produkují enzym alkyl-
halidohydrolasu (EC. 3.8.1.1) katalyzující přeměnu halo-
genových uhlovodíků na odpovídající alkoholy a haloge-
nové ionty. Jiným typem organické matrice jsou různé 
latexy17. Latex společně s po�adovaným enzymem po na-
kápnutí na platinovou elektrodu vytvoří matrici, která je ve 
vodě nerozpustná. Kumar18  pou�il k imobilizaci choleste-
roloxidasy polyvinylovou pryskyřici zakoupenou pod ko-
merčním názvem Formvar.  

 
3.2. Chemické postupy imobilizace 

  
Biokomponenta mů�e být navázána na povrch pře-

vodníku chemickou vazbou přímo, nebo se imobilizuje na 
membránu, která se vhodným způsobem připevní na po-
vrch převodníku. Nejstar�í typy amperometrických biosen-
zorů pou�ívaly k imobilizaci enzymů obvykle nylonovou 
síťku8, která před imobilizací mohla být navíc aktivována 

dimethylsulfátem6 nebo byla ponořena před aktivací gluta-
raldehydem do roztoku �elatiny19. Později se jako mem-
brána pro kovalentní imobilizaci enzymů roz�ířila celulo-
soacetátová membrána20. Na tyto celulosoacetátové mem-
brány byly enzymy nejčastěji imobilizovány pomocí gluta-
raldehydu jako síťovadla.  Nadbytek glutaraldehydu byl 
eliminován propláchnutím membrány 0,1 mol l−1 glyci-
nem21. Nověji bylo mo�né zakoupit řadu membrán ko-
merčně, Mascini pou�il membránu22 Biodyne nylon 6-6 
(adipová kyselina-hexamethylendiamin) a pyranosaoxida-
su navázal na membránu pomocí 1-ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl)karbodiimidu22. Jiným typem komerčně do-
stupné membrány je �Immobilon affinity membrane�23, 
co� je hydrofilní polyvinyliden difluoridová membrána. 
Triacetylcelulosová membrána24 byla vytvořena pro stano-
vení sacharosy, glukosy, laktosy a �krobu. Odpovídající 
enzymy byly opět imobilizovány pomocí glutaraldehydu. 
K přípravě membrán pro biosenzory se osvědčil polyvi-
nylalkohol, co� je hydrofilní, neutrální a biokompatibilní 
polymer. Připravuje se hydrolýzou polyvinylacetátu ve 
formě krátkých oligomerů, které po zesíťování vytvoří 
společně s enzymem konečný polymer. K zesíťování lze 
pou�ít jednak tvrdé záření, které v�ak mů�e po�kodit pře-
vodník či biomolekulu, anebo se pou�ívají triisokyanáty. 
Výhodněj�í je  pou�ití komerčně dostupného polyvinylal-
koholu s 1,3% podílem styrylbipyridinových skupin25 
(PVA-SbQ), který polymeruje působením ultrafialového 
světla.  

 
3.3. Elektropolymerace 

  
Elektropolymerace je jednou z technik slou�ících 

k tvorbě polymerního filmu na povrchu pracovní elektrody 
biosenzoru. Základní princip elektropolymerace obvykle 
spočívá v tom, �e monomer určité sloučeniny je elektro-
chemicky oxidován při vhodném potenciálu za vzniku 
volných radikálů. Tyto radikály jsou adsorbovány na po-
vrch elektrody a následně dojde k řadě dal�ích reakcí ve-
doucích ke vzniku polymerní sítě. Elektrosyntéza polymer-
ních filmů na povrchu elektrody mů�e probíhat za stálé 
hodnoty potenciálu (potenciostaticky), za stálého proudu 
(amperostaticky) nebo metodou cyklických změn potenci-
álu (potenciodynamicky). Pomocí dynamických metod lze 
dosáhnout tvorby lépe adhezních, hladkých filmů, statické 
metody zase umo�ňují lep�í kontrolu tlou�ťky filmu. Důle-
�itou vlastností je vodivost polymerních vrstev, která 
umo�ňuje snadněj�í přenos elektronů mezi elektrodou 
a biomolekulami. Z tohoto pohledu lze membrány vzniklé 
elektropolymerací členit na vodivé a nevodivé. 

 
3.3.1. Vodivé polymery 

Vodivé polymery26 nesou ve své struktuře π elektro-
ny, které povrchu polymeru propůjčují elektrochemické 
vlastnosti, jako je vysoká elektrická vodivost a nízký ioni-
zační potenciál. Přímé vytvoření polymerního filmu na 
povrchu pracovní elektrody za mírných podmínek dovolu-
je zachytit biologické komponenty, jako jsou enzymy, 
protilátky, fragmenty DNA a dokonce celé �ivé buňky. Do 
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polymerního filmu mohou být zakomponovány také látky, 
které se podílejí na biochemické reakci, jako jsou koenzy-
my, mediátory či stabilizátory. Vlastnosti elektrochemic-
kých biosenzorů26, které obsahují vodivý polymer,  jsou 
dány třemi základními parametry, a to podkladovým mate-
riálem, tedy povrchem elektrody, charakterem polymeru 
tedy matrice a vlastnostmi imobilizované komponenty. 
Samotná elektroda mů�e být zhotovena z řady materiálů, 
jako je platina, skelný uhlík, zlato, uhlíkové vlákno, TiO2 
či SnO2. Na obr. 3 jsou uvedeny nejčastěji pou�ívané vodi-
vé polymery26 pro konstrukci biosenzorů. �iroce vyu�íva-
ným polymerem pro imobilizaci enzymů, protilátek a také 
nukleových kyselin je polypyrrol27, který lze snadno při-
pravit z vodných pufrovaných roztoků za mírných oxidač-
ních podmínek. Polythiofen je nerozpustný ve vodě a vy-
�aduje vy��í potenciál pro elektropolymeraci ne� poly-
pyrrol. Polyanilin vzniká podobně jako polypyrrol, ale pro 
tvorbu je třeba kyselé prostředí, které nemusí v�dy vyho-
vovat vázaným biomolekulám. Imobilizace biologické 
slo�ky mů�e probíhat zároveň s tvorbou polymeru, ale také 
jako krok následný. Pokud je membrána elektrody připra-
vena jako vodivý polymer26, je mo�né dobře kontrolovat 
některé parametry tohoto vzniklého polymeru: tlou�ťku 
vrstvy, mno�ství vlo�eného enzymu a jeho prostorovou 
orientaci.  

Podobně jako při imobilizování volného enzymu na 
membránu nebo povrch elektrody lze zvolit pro navázání 
biologické slo�ky enzymu na vodivý polymer několik 
způsobů vazby. Enzym mů�e být imobilizován adsorpční-
mi silami, které vzniknou mezi polykationovou matricí 
oxidovaného polymeru a celkovým negativním nábojem 
enzymů, který je způsoben vy��í hodnotou pH, ne� je jeho 
izoelektrický bod. V takovém případě je mno�ství enzymu, 
které se mů�e navázat, malé, neboť je limitováno po-
vrchem jedné monovrstvy na vzniklém polymerním po-
vrchu. Tímto způsobem byly připraveny biosenzory pro 
stanovení glukosy28,29, cholesterolu30 a pyruvátu31. Adsorp-
ce enzymu na povrchu mů�e být je�tě podpořena násled-

nou elektropolymerací, která v�ak nemusí mít v�dy kladný 
výsledek, neboť  mů�e dojít k desorpci enzymu během 
tohoto procesu či k denaturaci enzymu32. Na vodivý poly-
mer mů�e být enzym také imobilizován metodou zesítění 
s glutaraldehydem. Tímto způsobem byly připraveny bi-
osenzory se salicyláthydrolasou33, laktátdehydrogenasou34 
a tyrosinasou35. Třetím způsobem imobilizace na povrch 
vodivého polymeru je metoda elektrochemického dopová-
ní. Je zalo�ena na tom, �e polymer má negativní náboj 
v prostředí, kde pH je vy��í, ne� je izoelektrický bod enzy-
mu. Enzym je tak dopován do filmu během oxidačního 
procesu. Touto metodou byly imobilizovány například 
glukosaoxidasa29,36,37, peroxidasa38 nebo urikasa39. Dal�ím 
způsobem vazby enzymu na vodivý polymer je tvorba 
kovalentní vazby. Zde existují dvě cesty pro vytvoření 
kovalentní vazby mezi enzymem a polymerem. Dvoukro-
ková procedura je zalo�ena na zavedení funkčních skupin 
na povrch polymeru a následně dojde k reakci enzymu 
s funkčními skupinami polymeru. Druhá cesta je jednodu�-
�í a vyu�ívá monomer, který ji� obsahuje funkční skupiny 
pro tvorbu kovalentní vazby s enzymem. Polymerací tako-
vého monomeru v přítomnosti enzymu dojde ke kovalent-
nímu spojení biokomponenty s polymerním povrchem. 
Oba způsoby byly aplikovány pro konstrukci biosenzoru 
s glukosaoxidasou40−42. Zachycení enzymu do struktury 
polymeru je nejvhodněj�ím způsobem imobilizace bio-
komponenty. Jedná se o elektrochemickou oxidaci mono-
meru v přítomnosti enzymu, kdy vzniká polymer, v něm� 
jsou homogenně distribuovány molekuly enzymu 
v průběhu růstu polymerní vrstvy. Výhodou záchytu enzy-
mu je jednoduchost provedení a reprodukovatelnost jedno-
krokové procedury s mo�ností společné imobilizace koen-
zymů, mediátorů a dal�ích látek, které jsou potřebné pro 
biochemickou reakci. Řada výzkumů byla zaměřena na 
zachycení glukosaoxidasy43−46. Tento enzym byl zakorpo-
rován do struktury polyanilinového filmu i při nízkých 
hodnotách47,48 pH či v prostředí organických rozpou�tě-
del49, ani� by do�lo k významným ztrátám aktivity enzy-
mu. Do struktury polymeru byly zachyceny také dal�í pro 
analýzu významné enzymy, jako je peroxidasa50, choleste-
roloxidasa51,52, laktátoxidasa36, askorbátoxidasa53, polyfe-
noloxidasa54, invertasa55, urikasa56 a dal�í enzymy. 

 
3.3.2. Nevodivé polymery 

Hlavní předností nevodivých polymerů je jejich 
schopnost vytvářet membránu, která zvy�uje selektivitu 
stanovení ve slo�itých biologických směsích. Jsou součástí 
multivrstvých membrán biosenzorů, kde vytvářejí barié-
ru28,57,58 průchodu elektroaktivním látkám nebo sloučeni-
nám, které na elektrodě ulpívají. Poly(1,2-diaminobenzen) 
je typický představitel nevodivé57,58,59 polymerní membrá-
ny. Za určitých podmínek dal�í kontrolované elektroche-
mické oxidace polypyrrolu mů�e dojít k vytvoření nevodi-
vé membrány60. Zároveň v�ak i nevodivý film mů�e slou-
�it k imobilizaci biokomponenty. 
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Obr. 3. Příklady vodivých polymerů  
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4. Ochranné membrány pro zvý�ení selektivity 
 
Stanovení významných analytů pomocí amperomet-

rických senzorů s peroxidovou elektrodou mů�e být 
v biologických vzorcích ovlivněno interferencemi, které 
způsobují elektroaktivní látky na povrchu elektrody a zvy-
�ují tak analytický signál, nebo naopak ulpíváním mak-
romolekulárních látek na povrchu senzoru, které vede 
k redukci signálu. Tyto jevy lze korigovat limitováním 
mno�ství analytu popřípadě jeho vhodným zředěním, ane-
bo předcházet těmto jevům vhodně zvolenou konstrukcí 
biosenzoru. Pokud ani vhodně zvolená metoda imobilizace 
biokomponenty na povrch převodníku nezabrání vzniku 
interferencí, je třeba předřadit imobilizovanému enzymu 
je�tě dal�í membránu, která zabraňuje přístupu elektroak-
tivních látek k povrchu elektrody.  

 
4.1. Polymerní selektivní membrány 

 
Zabránit přístupu makromolekul k povrchu elektrody 

umo�ní tenká selektivní membrána. Nejčastěji se k tomu 
účelu pou�ívá celulosoacetátová membrána22 o tlou�ťce asi 
20 µm. Sittampalam a Wilson61 u�ívají hustou celulosoa-
cetátovou membránu k odstranění vlivu vět�iny molekul 
v biologickém vzorku, zatímco peroxid vodíku touto mem-
bránou prochází. Takto hustá membrána zabraňovala pří-
stupu molekul k elektrodovému povrchu, ale zároveň 
značně sni�ovala signál peroxidu vodíku. Zlep�ení vlast-
ností této membrány bylo dosa�eno hydrolýzou. Kuhn 
a Weber62 publikovali metodu, která popisuje přípravu 
selektivní celulosoacetátové membrány, která zadr�uje 
molekuly vět�í jak 5000 Da, ale zároveň poskytuje repro-
dukovatelný signál reprezentující odezvy malých molekul. 
Vlastnosti celulosoacetátové membrány byly porovnávány 
s vlastnostmi membrán63 z polykarbonátu, polyuretanu 
a polyethersulfonátu z pohledu ře�ení interferencí elektro-
aktivních látek.  Bylo zji�těno, �e celulosoacetátová mem-
brána je ze v�ech studovaných membrán nejméně vhodná 
jako selektivní membrána pro elektroaktivní sloučeniny, 
neboť nezabrání úplně průchodu kyseliny askorbové 
k elektrodě a navíc značně sni�uje signál peroxidu vodíku. 
Její vlastnosti se navíc mění se změnou pH, nejlep�ích 
výsledků bylo dosa�eno při pH 6, ale u� hodnota pH 7,4 
značně zhor�uje selektivitu membrány. 

 
4.2. Nevodivé polymery jako selektivní membrány 

  
Proto�e úpravou povrchu platinové elektrody pomocí 

vý�e uvedených polymerů bylo dosa�eno jen částečných 
úspěchů, byla zde snaha o vytvoření takových membrán, 
které by elektroaktivní látky eliminovaly úplně a zároveň 
přitom nesni�ovaly analytický signál, jinak řečeno neza-
braňovaly difuzi enzymově vzniklého peroxidu vodíku 
k povrchu elektrody. Vodivé elektropolymerační membrá-
ny, které se pou�ívají k imobilizaci enzymů, tyto problémy 
obvykle neře�í.  

Nověj�í nevodivé membrány64, které vznikají rovně� 
elektropolymerací, mají podobné vlastnosti jako vodivé 

polymery, navíc je�tě nabízejí vysokou selektivitu a repro-
dukovatelnost. Stejně jako vodivé polymery mohou být 
matricí pro imobilizaci enzymů. Hlavní výhodou těchto 
filmů je schopnost eliminovat elektrochemické interferen-
ce způsobené látkami, jako je kyselina askorbová, močovi-
na, kyselina močová, acetaminofen a řada dal�ích látek. 
Semipermeabilní membrána současně zabraňuje ulpívání 
makromolekul na povrchu elektrody. Nevodivé polymery 
jsou charakterizovány vysokým měrným odporem, růst 
polymeru je limitován, vznikající film je tenčí ne� u vodi-
vého polymeru a dosahuje tlou�ťky v řádech desítek nano-
metrů, co� ulehčuje difuzi peroxidu vodíku k elektrodě 
a také difuzi substrátů a produktů k a od imobilizovaného 
enzymu.  

Nevodivé filmy64 vznikají elektropolymerací fenolů65 
a jejich derivátů, fenylendiaminů a úplnou oxidací pyrrolu. 
Tabulka I uvádí přehled různých nevodivých polymerů 
a jejich pou�ití pro konkrétní stanovení. Vedle fenolů mů-
�e dojít také k polymerizaci  dal�ích fenolových derivátů64 
jako např. 3-nitrofenolu, pyrogallolu, 4-hydroxy-
benzensulfonové kyseliny a bromfenolové modři. Bartlett 
udává66, �e elektropolymerizací fenolu na platinové elek-
trodě vzniká tenký film o tlou�ťce 38 nm. Součástí vodné-
ho roztoku fenolu byla glukosaoxidasa, vzniklý nevodivý 
film zaručoval difuzi substrátu a produktu k a od enzymu 
a zároveň zabraňoval interferencím elektroaktivních látek. 
Nakabayashi testoval pět různých derivátů67 fenolu, 
z nich� se jako nejvhodněj�í pro stanovení glukosy osvěd-
čil nevodivý film vzniklý polymerací 3-aminofenolu. Po-
kud se k polymeraci zvolí monomery s určitými funkčními 
skupinami, mů�e být enzym během polymerace kovalent-
ně imobilizován do struktury nevodivého filmu. Glukosao-
xidasa mů�e být kovalentně navázána68 na volné ami-
noskupiny polytyraminového filmu pomocí 1-ethyl-3(3-di-
methylaminopropyl)karbdiimidu hydrochloridu a N-hydro-
xysukcinimidu. 

Dal�í skupina nevodivých polymerů vzniká elektropo-
lymerací fenylendiaminů. Nejčastěji je k elektropoly-
meraci volen 1,2-diaminobenzen69,70. Film poly(1,2-di-
aminobenzenu) byl vyu�it při konstrukci biosenzoru71 pro 
in vivo stanovení L-laktátu a glukosy v mozku krys. Jed-
ním z hlavních problémů, které vznikají u implantovatel-
ných biosenzorů72, je tvorba fibrinu při kontaktu zařízení 
s krví. Tento problém lze ře�it společnou imobilizací glu-
kosaoxidasy a heparinu do struktury nevodivého poly(1,2-  
-diaminobenzenu). Daily73 pokryl elektrodu tenkým fil-
mem poly(1,3-diaminobenzenu), aby nedocházelo k náno-
su makromolekulárních látek na povrchu elektrody. Elek-
troda byla chráněna od interferencí v prostředí plasmy, 
krevního séra či moče, ne v�ak v plné krvi. Pro zachycení 
glukosaoxidasy byla zvolena polymerní nevodivá matrice, 
která vznikla elektropolymerací 1,4-diaminobenzenu74. 
Nevodivý polymer, který vzniká elektropolymerací 
p-chlorfenylaminu75, významně redukuje vliv elektroaktiv-
ních sloučenin. 

Polypyrrolové filmy se řadí mezi vodivé polymery, 
jejich dal�í oxidací76 na elektrodě vznikají nevodivé filmy 
v literatuře označované �overoxidized pyrrol�. Vodivý 
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Tabulka I 
Aplikace amperometrických biosenzorů zalo�ených na nevodivých polymerech 

Typ monomeru Aplikace − komentář Lit. 
Fenolové filmy     

Fenol elektropolymerace na Pt-elektrodě, eliminuje interference elektroaktivních látek 77 
Fenol elektropolymerace 25 mmol l−1 fenolu, potenciál v rozsahu 0,00−0,95V, vodné pro-

středí v přítomnosti GOD, tlou�ťka filmu 38 nm, stanovení glukosy, eliminuje interfe-
rence elektroaktivních látek 

66 

3-Aminofenol elektropolymerace v přítomnosti GOD, senzor minimalizuje interference kyseliny 
močové, kyseliny askorbové 

67 

Fenol 
Acetaminofen 
1,2-DHB 
1,3-DHB 
1,4-DHB 
4-Aminofenol 
1,3,5-THB 
1,2,3-THB 

elektropolymerace na Pt-elektrodě, selektivní a rychlá odezva, současná imobilizace 
enzymu 

78 

Fenol+tyramin současná polymerace fenolu a monomeru, který má funkční skupiny � tyraminu, zave-
dení funkčních skupin umo�ní kovalentní vazbu mezi enzymem a matricí, vazba po-
mocí 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbdiimidu hydrochloridu a N-hydroxy-
sukcinimidu 

68 

Fenol 
Dopamin 

elektroda byla pokryta filmem v prostředí 5 mmol l−1 fenolu nebo 5 mmol l−1 dopami-
nu při polarizačním napětí +0,65 V po dobu 1−2 h, byly studovány interference askor-
bátu a 4-aminofenonu 
glukosový senzor vznikl imobilizováním GOD na vzniklý film pomocí glutaraldehy-
du, interference paracetamolu byly potlačeny 

79 

  

1,2-DAB stanovení glukosy v lidském krevním séru, GOD byla imobilizována s BSA glutaral-
dehydem na povrch filmu, dobrá opakovatelnost stanovení, antiinterferenční vlastnosti 
se zhor�ují s časem v důsledku �patné stability polymeru, senzor je stabilní 45 dní při 
denním pou�ití 

80 

1,2-DAB stanovení glukosy v plné krvi in vivo monitoring, enzym zachycen v polymerní matri-
ci, vněj�í membrána nafion, interference nejsou úplně uspokojivé, čas odezvy: 33±13 s 

81 

1,2-DAB stanovení glukosy a laktátu v mozku krysy, in vivo, interference proteinů a elektroak-
tivních látek byly eliminovány 

71 

1,2-DAB stanovení glukosy v krevním séru, enzym byl zachycen v sol-gelu na povrchu 1,2-
DAB a stabilizován glutaraldehydem, askorbát a urát byly eliminovány z 99,6 %, doba 
odezvy 15 s, linearita do 2 mmol l−1 glukosy 

82 

1,2-DAB stanovení laktátu v krevním séru, jednokroková příprava, vliv 0,1 mmol l−1 askorbátu, 
0,08 mmol l−1 cysteinu, 0,5 mmol l−1 urátu a 0,2 mmol l−1 paracetamolu byl elimino-
ván, doba odezvy 4−5 s 

83 

1,2-DAB stanovení glutamátu v mikrodialyzátu z mozku, detekční limit 0,3 µmol l−1, lineární 
odezva do 30 µmol l−1, eliminuje interference 0,5 mmol l−1 askorbátu 

84 

1,3-DAB stanovení glukosy v pufru, moči, krevním séru a v krvi, eliminace interferencí, ne v�ak 
v plné krvi 

73 

1,3-DAB stanovení glukosy v krevním séru, film 1,3-DAB vznikal v přítomnosti GOD a nafio-
nu, pro dosa�ení selektivity byla vytvořena druhá vrstva 1,3-DAB, vněj�í membrána 
PVC, stanovení glukosy do 2,7 mmol l−1, eliminace interferencí do 0,125 mmol l−1 
askorbátu, 0,33 mmol l−1 urátu a 0,13 mmol l−1 paracetamolu, doba odezvy 37 s 

85 

Fenylendiaminové filmy   
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1,3-DAB monitorování laktátu in vivo, LO zachycena v polymeru, vněj�í membrána polyuretan, 
stanovení laktátu do 0,3 mmol l−1, eliminace interferencí askorbátu, cysteinu, urátu a 
paracetamolu ve fyziologických koncentracích, doba odezvy 20 s 

86 

1,3-DAB stanovení laktátu v krevní plasmě, LO byla zachycena v polymeru, vněj�í membrána 
PVC, stanovení do 0,3 mmol l−1 laktátu, eliminace interferencí do 0,125 mmol l−1 
askorbátu, 0,33 mmol l−1 urátu a 0,13 mmol l−1 paracetamolu, doba odezvy 60 s 

87 

1,3-DAB stanovení kreatininu v krevním séru, kreatinasa a sarkosinoxidasa byly zachyceny 
v polymeru, vněj�í membrána HEMA/nafion � ochrana před makromolekulami, doba 
odezvy 1 min, eliminace vlivu 0,16 mmol l−1 askorbátu, 0,16 mmol l−1 paracetamolu 

88 

1,3-DAB/resorcinol stanovení galaktosy v krevním séru, limit detekce 0,1 mmol l−1, elektroda nejprve po-
kryta nafionem, pak elektropolymerace, enzym imobilizován pomocí glutaraldehydu, 
doba odezvy 18 s, bylo eliminováno 99,82 % interferencí askorbátu, 99,97 % urátu 
a 99,89 % paracetamolu 

89 

1,3-DAB/resorcinol stanovení hypoxantinu ve zředěném rybím extraktu, enzym byl imobilizován na elek-
trodě pomocí glutaraldehydu, pak byla provedena polymerace, doba odezvy 2 minuty, 
lineární rozsah: 5−300 µmol l−1, eliminace interferencí urátu 

90 

1,4-DAB stanovení glukosy, GOD zachycena v polymeru, lineární rozsah do 6 mmol l−1, doba 
odezvy méně jak 4 s, byly eliminovány interference laktátu, sacharosy a močoviny 

74 

p-Chlorfenylamin stanovení glukosy, senzor eliminuje interference elektroaktivních látek, vnitřní vrstva 
nafionu navíc zvy�uje stabilitu, lineární rozsah do 10 mmol l−1, stanovení s korelačním 
koeficientem 0,9988 

75 

�Overoxidized pyrrol�   

PPYox stanovení glukosy v krevním séru, polypyrrol vznikal v 10 mmol l−1 KCl ve vodném 
roztoku (tlou�ťka 0,67 µm) a pak dále oxidován ve fosfátovém pufru, doba odezvy 4 s, 
senzor eliminuje bě�né interference 

91 

PPYox stanovení glukosy v �ivém králíku, senzor připraven stejným způsobem jako v [91], 
eliminace interferencí do 0,5 mmol l−1 askorbátu, 0,1 mmol l−1 cysteinu a 0,4 mmol l−1 
urátu, kontinuální stanovení pomocí implantované elektrody 

92 

PPYox stanovení glukosy v nealkoholických nápojích, senzor připraven jako [91], lineární 
rozsah do 500 mmol l−1 byl zaji�těn druhou imobilizací volného enzymu ve vněj�í 
vrstvě 

93 

PPYox stanovení glukosy v krevním séru, zachycení GOD v PPYox v přítomnosti glutaralde-
hydu a BSA, doba odezvy 1,2±0,4 s, byl eliminován vliv askorbátu (0,1 mmol l−1), 
cysteinu (0,08 mmol l−1), urátu (0,5 mmol l−1) a paracetamolu (0,2 mmol l−1) 

76 

PPYox stanovení cholesterolu ve zředěném séru, polypyrrolový film vznikl ve fosfátovém 
pufru s KCl, pH 7,0 a pak jeho dal�í oxidací ve fosfátovém pufru, signál askorbátu 
a urátu se sní�il na 20 resp. 15 % původního signálu 

52 

PPYox stanovení fruktosy v dietních potravinách, D-fruktosodehydrogenasa byla zachycena 
v polymerním filmu společně s mediátorem na Pt-elektrodě, druhá vrstva byla vytvo-
řena bez mediátoru s pomocí glutaraldehydu a BSA, doba odezvy 8−15 s, lineární 
rozsah 0,1−0,8 mmol l−1, při stanovení 0,198 mmol l−1 fruktosy byl vliv 0,2 mmol l−1 
askorbátu 10 % 

94 

Typ monomeru Aplikace − komentář Lit. 

Tabulka I 
pokračování 
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film polypyrrolu slou�í k imobilizaci enzymů, stejně jako 
�overoxidized pyrrol�, který navíc zlep�í selektivitu kon-
struovaného biosenzoru. Tento nevodivý film umo�ňuje 
stanovení glukosy v mikromolárních koncentracích za 
přítomnosti fyziologických koncentrací askorbátu, urátu, 
cysteinu a acetaminofenu. 

Substituované sloučeniny naftalenu96 jsou také schop-
né vytvářet nevodivé filmy, které mohou poskytnout 
ochranu před vlivem elektroaktivních látek. Byla zkoumá-
na celá řada derivátů: 2,3-diaminonaftalen, 1,5-diamino-
naftalen, 1,8-diaminonaftalen, 5-amino-1-naftol. Polymery 
těchto derivátů sni�ují analytický signál na elektrodě, a to 
jak peroxidu vodíku, tak i interferenčních látek: askorbátu, 
urátu či acetaminofenu. Selektivní vrstva na Pt elektrodě 
vznikne také elektropolymerací 4-allyl-2-methoxyfenolu 
(eugenolu) v alkalickém prostředí cyklickou voltametrií. 
Takto modifikovaný povrch slou�í pro stanovení dopami-
nu97 v přítomnosti kyseliny askorbové či stanovení oxidu 
dusnatého98,99. 

 
 

5. Difuzní membrány a biokompatibilita 
 
Konstrukce  amperometrických biosenzorů je obvykle 

multivrstvá, kromě biorekogniční vrstvy nesoucí enzym 
a ochranné vrstvy, která zabraňuje přístupu elektroaktiv-
ních látek k elektrodě, jsou biosenzory navíc často překry-
ty je�tě vněj�í membránou. Substráty přistupují 

k membránovému systému konvenční difuzí z analyzo-
vaného roztoku. Rychlost tohoto přístupu závisí převá�ně 
na rychlosti a způsobu míchání, nebo na rychlosti průtoku 
měřicí celou. Přes vněj�í membránu do prostoru enzymové 
matrice procházejí substráty a vystupují produkty enzymo-
vé reakce difuzí. Koncentrace analytu v enzymové matrici 
je odli�ná od koncentrace v měřeném vzorku a je ovlivně-
na difuzí, tedy vlastnostmi vněj�í membrány. Na výsledný 
analytický signál má tedy vliv jak rychlost enzymové reak-
ce, tak difuze, která určí, jaká část analytu se dostane do 
enzymové matrice. Vněj�í membrána musí být kompatibil-
ní s prostředím, ve kterém má biosenzor pracovat. Jiné 
nároky jsou kladeny na vlastnosti vněj�í membrány, pokud 
bude pracovat ve vodném prostředí a jiné, pokud bude 
implantována do �ivého organismu. Při implantování bio-
senzoru do �ivého organismu mů�e nastat nepříznivá reak-
ce organismu na povrchovou vrstvu zařízení. V organismu 
tím mů�e dojít k zánětlivé reakci, zarůstání zařízení do 
tkáně. Tyto jevy zatě�ují organismus a na druhé straně 
také po�kozují a znehodnocují  vlastní stanovení. 

Pokud má mít biosenzor dlouhou �ivotnost při analý-
ze biologických směsí, musí být překryt vněj�í membrá-
nou, která zamezí ulpívání makromolekul na svém po-
vrchu. Při konstrukci biosenzoru je vhodné zvolit pro vněj-
�í membránu takový materiál, který by bránil růstu mikro-
organismů na svém povrchu. Přítomnost mikroorganismů 
často vede ke spotřebovávání kyslíku v okolí membrány 
a tím i k nedostatečné difuzi kyslíku do enzymové vrstvy, 

Jiné nevodivé polymery   

5-Amino-1-naftol stanovení glukosy, elektropolymerace v 5 mmol  l−1 5-amino-1-naftolu (rozpu�těný 
v 0,1 mol l−1 NaCl, pH 1, upraveno koncentrovanou HCl) při potenciálu +0,65 V proti 
Ag/AgCl elektrodě po dobu 30 min, na tuto membránu aplikována elektropolymerací 
dal�í imobilizační membrána GOD v 1,3-DAB, senzor má vysokou citlivost k H2O2 
a eliminuje interference elektroaktivních látek (kyselina askorbová, acetaminofen) 

95 

2,3-DAN 
1,5-DAN 
1,8-DAN 
5-Amino-naftol 

byla sledována odezva H2O2 na elektrodě pota�ené vrstvou polymeru a vliv interferen-
cí 0,1 mmol l−1 askorbátu, 0,1 mmol l−1 acetaminofenu a 0,3 mmol l−1 urátu, elektropo-
lymerace byla prováděna v 5 mmol l−1 roztocích monomerů v dusíkové atmosféře při 
konstantním potenciálu +0,65 V proti Ag/AgCl po dobu 15 min, tyto filmy měly ni��í 
průchodnost pro interference ne� polyfenylenové membrány 

96 

Eugenol stanovení dopaminu v přítomnosti kyseliny askorbové, Pt elektroda byla pokryta fil-
mem polyeugenolu metodou cyklické voltametrie v alkalickém prostředí 

97 

Eugenol stanovení NO, selektivní membrána byla připravena elektropolymerací eugenolu 
v alkalickém prostředí cyklickou voltametrií, selektivita vůči nitritu, askorbátu, dopa-
minu při potenciálu 830 mV vůči Ag/AgCl 

98 

Typ monomeru Lit. Aplikace − komentář 

Tabulka I 
pokračování 

DHB − dihydroxybenzen, THB − trihydroxybenzen, DAB − diaminobenzen, PPYox − �overoxidized pyrrol�, DAN − di-
aminonaftalen, GOD − glukosaoxidasa, LO − laktátoxidasa, Pt − platina, BSA − hovězí sérový albumin, PVC − polyvi-
nylchlorid 
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co� mů�e mít za následek ovlivnění enzymové reakce.  
Aplikace vněj�í membrány při konstrukci biosenzoru 

zlep�uje jeho linearitu a prodlu�uje �ivotnost100. Vněj�í 
membrána také zaji�ťuje preventivní ochranu před interfe-
rencemi a prodlu�uje operační stabilitu při kontinuálním 
monitorování. Pro přípravu vněj�í membrány byla často 
volena polyuretanová vrstva15, která má hydrofóbní bio-
kompatibilní charakter. Nověji se pro přípravu vněj�í 
membrány pou�il hydrofilní polyuretan101, který je navíc 
vhodný také pro imobilizaci biomolekul. Jako vněj�í mem-
brána se osvědčily dal�í materiály, jako je nafion102, poly-
karbonát103, silikonový kaučuk104, silikonová porézní 
membrána105 či perfluorkarbonát106. Han vytvořil nové 
typy vněj�ích membrán100 pro stanovení glukosy jak 
v pufrovaném roztoku, tak také v krevním séru. Nové 
membrány vznikly smícháním hydrofilního polyuretanu 
(HPU) s kopolymerem polyvinylalkohol/vinylbutyralu 
(PVAB) v různých poměrech. Jako optimální poměr 
HPU:PVAB byl pro stanovení glukosy v krevním séru 
nalezen poměr 3:2. 

Největ�í komplikace při stanovení látek nastávají, 
pokud se analyzuje plná krev. Tyto biosenzory mají ob-
vykle �ivotnost pouze několik dní a dobu odezvy pár mi-
nut107. Matuszewski upravil vněj�í membránu108 při analý-
ze v plné krvi ponořením polypropylenové membrány do 
směsi různých polyoxyethylenetherů (Triton X-100).  

 
 

6. Závěr 
 
Od zkonstruování prvního biosenzoru uplynulo víc 

jak padesát let. Na počátku byl enzym a převodník, tento 
základ zůstává, jen dne�ní biosenzory jsou mnohem inteli-
gentněj�í, přesněj�í, selektivněj�í, rychlej�í a miniaturněj�í. 
V�ude kolem v přírodě, v rostlinách a �ivých organismech 
působí tisíce enzymů, které katalyzují ve�keré projevy 
�ivota. Z této zásobárny enzymů čerpáme, pokud zamý�lí-
me konstruovat konkrétní biosenzor pro stanovení kon-
krétní látky. Podle průběhu a typu analytické reakce, kte-
rou enzym katalyzuje, je pak volen optimální převodník. 
Zku�enosti víc jak padesátileté nám dnes nabízejí nejrůz-
něj�í metody imobilizace biorekogniční vrstvy, ochrany 
před vlivem interferencí a volby optimálních podmínek 
pro difuzi látek. Pro �iroké uplatnění biosenzorů v praxi 
bylo zapotřebí zajistit dostatečnou dostupnost levných 
systému pro jejich produkci. Vycházelo se předev�ím ze 
zku�eností elektronického průmyslu, kde výroba obdob-
ných součástek byla dobře zvládnuta. Konstrukce ampero-
metrických biosenzorů je velmi blízká této oblasti. 

Dnes se při konstrukci biosenzorů začíná uplatňovat 
mikrosystémová technologie, která zahrnuje výrobu minia-
turních zařízení rozměrů men�ích jak 1 mm. Do popředí 
zájmu se dostává při konstrukci biosenzorů také nanotech-
nologie. V budoucnu lze očekávat integrované systémy, 
které budou na jediném čipu obsahovat několik různých 
biosenzorů, včetně průtokového systému, kalibrátorů 
a vyhodnocovacího systému. 

 

Autoři tímto děkují M�MT za podporu v rámci vý-
zkumného záměru č. MSM 6198959216. 
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L. Zajoncová and K. Pospí�ková (Department of 

Biochemistry, Faculty of Science, Palacký University, 
Olomouc, Czech Republic): Membranes for Amperomet-
ric Biosensors 

 
Biosensors consist of a biological entity that recog-

nizes the target analyte and the transducer that translates 
the biorecognition event into an electrical signal. The use 
of biological materials as recognizing elements imparts to 
biosensors the ability to specifically respond to  the analyte 
of interest, distinguishing it from structurally similar com-
pounds. Amperometric biosensors are based on measure-
ments of the electric current resulting from the oxidation 
or reduction of an electroactive species, by keeping a con-
stant potential at the working electrode. Enzymes can be 
immobilized in a thin layer on the transducer surface. Be-
sides the reactive layer or membrane many biosensors 
contain one or several inner or outer membranes with dif-
ferent functions. The protective inner membrane may de-
crease the influence of interfering species. The outer mem-
brane serves as a diffusion-limiting barrier to the enzyme 
substrate. Biosensors are considered biocompatible if their 
implantation does not affect normal functioning of the host 
medium and, vice versa, the host medium does not materi-
ally affect their normal operation. The present review fo-
cuses on the immobilisation techniques and preparation 
and utilization of protective inner and outer diffusion-
limiting membranes of amperometric biosensors. 


