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1. Uvod — vyznam biosenzori v analytické chemii

Biosenzory jsou vyznamnd analytickd zafizeni obsa-
hujici slozku biologického ptivodu, ktera ve spojeni s fyzi-
kalné¢ chemickym pievodnikem zajistuje urcity stupen
selektivity pifi analyzach ve slozitych biologickych smé-
sich. Biologicky prvek pracuje v tomto zafizeni na princi-
pu biokatalytickém nebo na principu vzniku specifické
pevné afinitni vazby, a pravé tento prvek ovliviuje specifi-
tu stanoveni. V soucasnosti umoziuje fada instrumental-
nich metod stanoveni stopovych koncentraci nejriznéjsich
slozek ve slozitych analyzovanych smésich. Je vSak tieba
tyto smési Casto slozité pfipravovat pro analyzu, pouzit
vhodnou separac¢ni metodu, piipadné stanovované slouce-
niny derivatizovat, a pak teprve lze citlivé stanovit pozado-
vany analyt. Tyto kroky jsou ¢asov€ i finan¢né narocné.
Nedovoluji stanoveni velkého mnozstvi vzorka v kratkém
Case. Béhem analyzy muze dojit v prubéhu nékolika pii-
pravnych kroki k fad€ nepfesnosti. Jako alternativni stano-
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veni se nabizi pouZiti biosenzoru vhodné konstrukce. Nej-
Cast€jSim typem v praxi pouzivanych biosenzort jsou am-
perometrické senzory s peroxidovou elektrodou. Ampero-
metrické biosenzory zaznamenavaji zmény proudu, které
nastanou pii biokatalytické reakci. Proud na elektrode
vznika v piipadé anodické oxidace peroxidu vodiku' &i
katodické redukce kysliku, poptipad€ peroxidu vodiku.

Pouziti biosenzoru pfi analyze slozitych smési vSak
nemusi byt vzdy vyhodou, biologicka slozka sice zajist'uje
vysokou specifitu stanoveni, ale ve smésich se mohou
vyskytovat latky, které mohou néjakym zptisobem ovliv-
novat signal na amperometrickém pievodniku. Jakym zpt-
sobem lze eliminovat tyto rusivé signaly a dosahnout vy-
soké selektivity, je tématem tohoto ¢lanku.

2. Interference pii analyzach biologickych
vzorki

Jednim z nejvétsich problémi, které doprovazi analy-
zy provadéné pomoci biosenzort s peroxidovou elektro-
dou, je pritomnost interferujicich latek ve zkoumaném
vzorku. Pritomné elektroaktivni interferujici latky mohou
zvysit signdl, protoze dojde kjejich oxidaci soubézné
s analytem. Mezi nejcastéjsi snadno oxidovatelné slouceni-
ny?, které se vyskytuji v biologickych tekutinach, lze zata-
dit® kyselinu askorbovou, kyselinu moc¢ovou, mocovinu,
cystein, dale riizna 1éCiva, jako napt. paracetamol, acetami-
nofen, ampicilin, mannitol, digoxin, aminofylin, cimetidin,
dopamin, erytromycin, gentamycin, norepinefrin, penici-
lin, salicylat aj. Na druhé stran¢ se na povrchu pracovni
elektrody mtize postupné usazovat nanos necistot, neelek-
troaktivnich sloucenin, nasledkem tohoto procesu je nao-
pak pokles odezvy signalu v Gase’. K nepfesnostem pii
stanoveni muze také pfispét pritomnost téze latky, ktera
vznikd v pribéhu katalytické reakce, v analyzovaném bio-
logickém vzorku.

2.1. ReSeni interferenci

Hlavnim cilem pii konstrukci biosenzoru je tedy do-
sazeni vysoké selektivity souvisejici s eliminaci pritom-
nych interferenci. Tento problém lze fesit riznymi cesta-
mi. Rusivé slozky se prevadi pomoci vhodné zvolené reak-
ce na formu, ktera jiz neni elektroaktivni. Glukosovy bi-
osenzor s enzymem glukosaoxidasou, ktery zaznamenava
mnozstvi vzniklého peroxidu vodiku, je mozno piekryt
tenkou membranou s imobilizovanym enzymem askorba-
toxidasou’. Pro omezeni rusivého vlivu glukosy pii stano-
vovani jinych disacharidt, napf. sacharosy, pomoci ampe-
rometrického biosenzoru s pyranosaoxidasou lze zvolit
klasickou reakci. Pfedfazenim antiinterferencni membrany
obsahujici enzym hexokinasu dojde v pfitomnosti ATP
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aMgCl, kfosforylaci glukosy za wvzniku glukosa-1-
-fosfatu’. Nejastéji je povrch pracovni elektrody pokryt
riiznymi typy membran®, jejichz tikolem je omezit pristup
interferujicim latkdm. Interferenci latek na elektrod€ lze
zabranit samostatnou membranou, ktera je v tésné blizkos-
ti biosenzoru, ale mize byt také zvolena vhodna metoda
imobilizace, ktera vytvoii membranu s biokatalytickou
vrstvou o optimalni selektivité.

3. Imobilizace biorekognié¢ni vrstvy

Pfi konstrukei biosenzoru se klade nejvétsi diraz na
imobilizacni proces. Vybér imobilizacni techniky je roz-
hodujici pro vyslednou operacni stabilitu, Zivotnost a dobu
odezvy biosenzoru. Pro upevnéni enzymu k povrchu lze
pouzit fyzikalni postupy ( adsorpce, enkapsulace ¢i zachy-
ceni enzymu ve struktuie matrice) nebo chemické postupy,
jako je zesiténi enzymu ¢i kovalentni vazba enzymu
s membranou nebo povrchem pievodniku (obr. 1). Zvole-
ny typ imobilizace m4 vliv na Zivotnost biosenzoru.

3.1. Fyzikalni postupy imobilizace

Nejjednodussim zplsobem zachyceni komponenty na
povrch pievodniku je mechanické zachyceni. Biokompo-
nenta se nakapne na povrch pfevodniku a prekryje se dia-
lyzaéni membranou, ktera zadrzi makromolekuly, ale ne-
brani pruniku analytu. Vhodnymi materidly pro piipravu
dialyza¢ni membrany jsou celulosa, acetylcelulosa, poly-
karbonaty nebo celofan’. Timto zptisobem byly konstruo-
vany biosenzory s tkanovymi fezy ¢&i vrstvou tvofenou
mikrobialnimi bunikami ve formé pasty, ve kterych je fez
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¢i %)asta upevnéna k pievodniku pomoci polyamidové sit-
ky®.

Pti adsorpci je enzym poutan k povrchu pievodniku
slabymi silami, jako jsou van der Waalsovy sily, iontové
sily, vodikové vazby ¢i hydrofobni interakce. Pro lepsi
stabilitu je doporucovano pouZit navic jeSt¢ glutaraldehyd
k zesiténi enzymu a k jeho lepSimu upevnéni na povrchu
prevodniku. Na adsorpéni povrch se vedle enzymu muze
adsorbovat také substrat ¢i kontaminanty a limitovat tak
difuzi ¢i zpUsobit transportni problémy.

Dalsi fyzikalni postupy, jako je zachyceni enzymu ve
struktufe vhodné matrice ¢i gelu a mikroenkapsulace, jsou
pro imobilizaci vyhodné&jsi. Enzym zlstava volny
v roztoku, ale jeho pohyb je omezen strukturou materialu
¢i gelu (obr. 1). Porovitost materialu dovoluje kontakt
enzymu se substraty a uvolnéni produktu po reakci. Meto-
dy jsou vhodné také pro zachyceni mikroorganismi, které
produkuji pozadovany enzym. Ale ani tento zptisob imobi-
lizace nezabranuje rychlé ztraté aktivity enzymu a také
doba odezvy biosenzoru je pomérné dlouha. Material —pro
zachyceni enzymd mutze byt anorganického i organického
puvodu. Z anorganickych materidlt se k zachyceni biomo-
lekuly pouzivalo koloidni zlato’, kfemigitanové sklo'
nebo oxid'' vanadi¢ny. Novéji se pro fyzikalni zachyceni
enzymu osvéd¢il laponit'>". Presné slozeni laponitu je
patrné z obr. 2. Vysledna enzymova vrstva mize byt jesté
stabilizovana zesitovanim enzymu parami glutaraldehydu'.
Liu" pfi konstrukei uhlikové elektrody pouzil novy anor-
ganicky materidl k zachyceni glukosaoxidasy, a to koloid-
ni roztok oxidu hlinitého, v literatufe oznacovany jako
boemit. Vyhnul se tak pouZiti toxického glutaraldehydu pfi
in vivo analyze. Chen pouzil boemit'’ k imobilizaci gluko-
saoxidasy na platinovou elektrodu. Ptikladem matric orga-
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Obr. 1. Zpusoby imobilizace enzymii; a — zachyceni ve struktufe polymeru, b — adsorpce, ¢ — enkapsulace, d — zesitovani, e — kovalent-

ni vazba
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Obr. 2. Chemicka struktura nékterych anorganickych a orga-
nickych matric

nického pivodu, které mohou slouzit k zachyceni enzymu,
jsou alginat a latex, jejichz struktury jsou znazornény rov-
néz na obr. 2. Alginat je spole¢ny vyraz pro skupinu kopo-
lymerti obsahujici 1,4-vdzané B-D-mannuronové a o-L-
guluronové kyselinové zbytky. Gel vznikd spontanné
v piitomnosti dvojmocnych iontd, jako jsou napt. Ca®*
nebo Mg*", za velmi mirnych podminek. Gel slouZi
k zachyceni nebo k enkapsulaci enzymu. Alginat byl pou-
7it pii konstrukci biosenzoru'®  k imobilizaci bungk
Rhodococcus  sp., které produkuji enzym alkyl-
halidohydrolasu (EC. 3.8.1.1) katalyzujici pfeménu halo-
genovych uhlovodiki na odpovidajici alkoholy a haloge-
nové ionty. Jinym typem organické matrice jsou rizné
latexy'”. Latex spole¢né& s pozadovanym enzymem po na-
kapnuti na platinovou elektrodu vytvoii matrici, ktera je ve
vodé nerozpustna. Kumar'® pouzil k imobilizaci choleste-
roloxidasy polyvinylovou pryskyfici zakoupenou pod ko-
merénim nazvem Formvar.

3.2. Chemické postupy imobilizace

Biokomponenta mize byt navazana na povrch pie-
vodniku chemickou vazbou piimo, nebo se imobilizuje na
membranu, ktera se vhodnym zpisobem pfipevni na po-
vrch prevodniku. Nejstarsi typy amperometrickych biosen-
zoru pouzivaly k imobilizaci enzymi obvykle nylonovou
sitku®, ktera pied imobilizaci mohla byt navic aktivovana
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dimethylsulfatem® nebo byla ponofena pied aktivaci gluta-
raldehydem do roztoku ielatiny19. Pozdéji se jako mem-
brana pro kovalentni imobilizaci enzymi rozsifila celulo-
soacetitova membrana®. Na tyto celulosoacetatové mem-
brany byly enzymy nejcastéji imobilizovany pomoci gluta-
raldehydu jako sitovadla. Nadbytek glutaraldehydu byl
eliminovan proplachnutim membrany 0,1 mol I"' glyci-
nem’'. Nové&ji bylo mozné zakoupit fadu membran ko-
meréng, Mascini pouzil membranu® Biodyne nylon 6-6
(adipova kyselina-hexamethylendiamin) a pyranosaoxida-
su navazal na membranu pomoci 1-ethyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl)karbodiimidu®. Jinym typem komeréné do-
stupné membrany je ,,Immobilon affinity membrane**,
coz je hydrofilni polyvinyliden difluoridovd membrana.
Triacetylcelulosova membrana®* byla vytvofena pro stano-
veni sacharosy, glukosy, laktosy a skrobu. Odpovidajici
enzymy byly opét imobilizovany pomoci glutaraldehydu.
K piipravé membran pro biosenzory se osvedcil polyvi-
nylalkohol, coz je hydrofilni, neutralni a biokompatibilni
polymer. Pfipravuje se hydrolyzou polyvinylacetatu ve
form¢ kratkych oligomerd, které po zesitovani vytvori
spole¢né s enzymem kone¢ny polymer. K zesitovani 1ze
pouzit jednak tvrdé zafeni, které vSak muze poskodit pie-
vodnik ¢i biomolekulu, anebo se pouzivaji triisokyanaty.
koholu s1,3% podilem styrylbipyridinovych skupin®
(PVA-SbQ), ktery polymeruje plsobenim ultrafialového
svétla.

3.3. Elektropolymerace

Elektropolymerace je jednou z technik slouzicich
k tvorbé polymerniho filmu na povrchu pracovni elektrody
biosenzoru. Zakladni princip elektropolymerace obvykle
spo¢iva v tom, Ze monomer urcité slouceniny je elektro-
chemicky oxidovan pii vhodném potencidlu za vzniku
volnych radikald. Tyto radikaly jsou adsorbovany na po-
vrch elektrody a nasledné dojde k tadé dalSich reakei ve-
doucich ke vzniku polymerni sité. Elektrosyntéza polymer-
nich filmd na povrchu elektrody mtze probihat za stalé
hodnoty potencidlu (potenciostaticky), za stalého proudu
(amperostaticky) nebo metodou cyklickych zmén potenci-
alu (potenciodynamicky). Pomoci dynamickych metod lze
dosahnout tvorby 1épe adheznich, hladkych filmi, statické
metody zase umoznuji lepsi kontrolu tloustky filmu. Dile-
zitou vlastnosti je vodivost polymernich vrstev, ktera
umoziiuyje snadnéjsi pienos elektronli mezi elektrodou
a biomolekulami. Z tohoto pohledu lze membrany vzniklé
elektropolymeraci ¢lenit na vodivé a nevodivé.

3.3.1. Vodivé polymery

Vodivé polymery® nesou ve své struktufe © elektro-
ny, které povrchu polymeru propljcuji elektrochemické
vlastnosti, jako je vysoka elektricka vodivost a nizky ioni-
zacni potencial. Pfimé vytvofeni polymerniho filmu na
povrchu pracovni elektrody za mirnych podminek dovolu-
je zachytit biologické komponenty, jako jsou enzymy,
protilatky, fragmenty DNA a dokonce celé zivé buiiky. Do
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Obr. 3. Priklady vodivych polymeri

polymerniho filmu mohou byt zakomponovany také latky,
které se podileji na biochemické reakci, jako jsou koenzy-
my, mediatory ¢i stabilizatory. Vlastnosti elektrochemic-
kych biosenzorti®®, které obsahuji vodivy polymer, jsou
dany tfemi zakladnimi parametry, a to podkladovym mate-
ridlem, tedy povrchem elektrody, charakterem polymeru
tedy matrice a vlastnostmi imobilizované komponenty.
Samotna elektroda mtize byt zhotovena z fady materiald,
jako je platina, skelny uhlik, zlato, uhlikové vlakno, TiO,
¢i SnO,. Na obr 3 jsou uvedeny nejcastéji pouzivané vodi-
vé polymery®® pro konstrukei biosenzort. Siroce vyuZiva-
nym polymerem pro imobilizaci enzymt, protilatek a také
nukleovych kyselin je polypyrrol®’, ktery lze snadno pfi-
pravit z vodnych pufrovanych roztokid za mirnych oxidac-
nich podminek. Polythiofen je nerozpustny ve vodé a vy-
zaduje vyS$si potencidl pro elektropolymeraci nez poly-
pyrrol. Polyanilin vznika podobné jako polypyrrol, ale pro
tvorbu je tieba kyselé prostiedi, které nemusi vzdy vyho-
vovat vazanym biomolekulam. Imobilizace biologické
slozky mtize probihat zarovei s tvorbou polymeru, ale také
jako krok nasledny. Pokud je membrana elektrody pfipra-
vena jako vodivy polymer®, je mozné dobie kontrolovat
nékteré parametry tohoto vzniklého polymeru: tloustku
vrstvy, mnozstvi vlozeného enzymu a jeho prostorovou
orientaci.

Podobné jako pfi imobilizovani volného enzymu na
membranu nebo povrch elektrody 1ze zvolit pro navazéani
biologické slozky enzymu na vodivy polymer nékolik
zpusobu vazby. Enzym mize byt imobilizovan adsorpéni-
mi silami, které vzniknou mezi polykationovou matrici
oxidovaného polymeru a celkovym negativnim ndbojem
enzymt, ktery je zpisoben vyssi hodnotou pH, nez je jeho
izoelektricky bod. V takovém pfipad¢ je mnoZzstvi enzymu,
které se muze navazat, malé, nebot' je limitovano po-
vrchem jedné monovrstvy na vzniklém polymernim po-
vrchu. Timto zptisobem byly pfipraveny biosenzory pro
stanoveni glukosy®*?’, cholesterolu™ a pyruvatu®'. Adsorp-
ce enzymu na povrchu mize byt jesté podpofena nasled-
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nou elektropolymeraci, ktera v§ak nemusi mit vzdy kladny
vysledek, nebot muize dojit k desorpci enzymu béhem
tohoto procesu & k denaturaci enzymu?. Na vodivy poly-
mer miZe byt enzym také imobilizovdn metodou zesiténi
s glutaraldehydem. Timto zplsobem byly pfipraveny bi-
osenzory se salicylathydrolasou™, laktatdehydrogenasou®
a tyrosinasou®>. Tfetim zpiisobem imobilizace na povrch
vodivého polymeru je metoda elektrochemického dopova-
ni. Je zalozena na tom, Ze polymer ma negativni naboj
v prostiedi, kde pH je vyssi, nez je izoelektricky bod enzy-
mu. Enzym je tak dopovan do filmu béhem oxida¢niho
procesu. Touto metodou byly imobilizovany napiiklad
glukosaoxidasa®?%"’, peroxidasa®™ nebo urikasa®’. Dalim
zpusobem vazby enzymu na vodivy polymer je tvorba
kovalentni vazby. Zde existuji dvé cesty pro vytvoreni
kovalentni vazby mezi enzymem a polymerem. Dvoukro-
kova procedura je zalozena na zavedeni funkénich skupin
na povrch polymeru a nasledné dojde k reakci enzymu
s funk¢énimi skupinami polymeru. Druha cesta je jednodus-
81 a vyuzivd monomer, ktery jiz obsahuje funkéni skupiny
pro tvorbu kovalentni vazby s enzymem. Polymeraci tako-
vého monomeru v pfitomnosti enzymu dojde ke kovalent-
nimu spojeni biokomponenty s polymernim povrchem.
Oba zpusoby byly aplikovany pro konstrukci biosenzoru
s glukosaoxidasou®**. Zachyceni enzymu do struktury
polymeru je nejvhodnéj$im zpusobem imobilizace bio-
komponenty. Jedna se o elektrochemickou oxidaci mono-
meru v pfitomnosti enzymu, kdy vznikéd polymer, v némz
jsou homogenn€ distribuovany molekuly enzymu
v pribéhu ristu polymerni vrstvy. Vyhodou zachytu enzy-
mu je jednoduchost provedeni a reprodukovatelnost jedno-
krokové procedury s moznosti spole¢né imobilizace koen-
zymu, mediatorti a dalSich latek, které jsou potfebné pro
biochemickou reakci. Rada vyzkumi byla zaméfena na
zachyceni glukosaoxidasy* . Tento enzym byl zakorpo-
rovan do struktury polyanilinového filmu i pfi nizkych
hodnotach*”*® pH ¢&i v prostfedi organickych rozpousté-
del”, aniz by doslo k vyznamnym ztratim aktivity enzy-
mu. Do struktury polymeru byly zachyceny také dalsi pro
analyzu vyznamné enzymy, jako je peroxidasa®®, choleste-
roloxidasa'*?, laktatoxidasa®, askorbatoxidasa™, polyfe-
noloxidasa™, invertasa®, urikasa® a dalsi enzymy.

3.3.2. Nevodivé polymery

Hlavni pfednosti nevodivych polymert je jejich
schopnost vytvafet membranu, ktera zvySuje selektivitu
stanoveni ve slozitych biologickych smésich. Jsou soucasti
multivrstvych membran biosenzort, kde vytvareji barié-
ru?*¥¥ pricchodu elektroaktivnim latkam nebo sloueni-
nam, které na elektrod¢ ulpivaji. Poly(1,2-diaminobenzen)
je typicky piedstavitel nevodivé®"**’ polymerni membra-
ny. Za ur€itych podminek dal$i kontrolované elektroche-
mické oxidace polypyrrolu muze dojit k vytvoteni nevodi-
vé membrany”. Zaroven vsak i nevodivy film mutze slou-
zit k imobilizaci biokomponenty.
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4. Ochranné membrany pro zvySeni selektivity

Stanoveni vyznamnych analyti pomoci amperomet-
rickych senzorti s peroxidovou elektrodou mize byt
v biologickych vzorcich ovlivnéno interferencemi, které
zpusobuji elektroaktivni latky na povrchu elektrody a zvy-
Suji tak analyticky signal, nebo naopak ulpivanim mak-
romolekularnich latek na povrchu senzoru, které vede
k redukci signalu. Tyto jevy lze korigovat limitovanim
mnozstvi analytu popfipadé jeho vhodnym zfedénim, ane-
bo ptfedchazet t€émto jeviim vhodné zvolenou konstrukei
biosenzoru. Pokud ani vhodné zvolend metoda imobilizace
biokomponenty na povrch pievodniku nezabrani vzniku
interferenci, je tfeba predfadit imobilizovanému enzymu
jesté dal$i membranu, kterd zabranuje pristupu elektroak-
tivnich latek k povrchu elektrody.

4.1. Polymerni selektivni membrany

Zabréanit piistupu makromolekul k povrchu elektrody
umozni tenka selektivni membrana. Nejéastéji se k tomu
éelu pouziva celulosoacetitova membrana® o tloustce asi
20 pum. Sittampalam a Wilson®' uZivaji hustou celulosoa-
cetatovou membranu k odstranéni vlivu vétSiny molekul
v biologickém vzorku, zatimco peroxid vodiku touto mem-
branou prochazi. Takto hustd membrana zabrafiovala pfi-
stupu molekul k elektrodovému povrchu, ale zéaroven
znacn¢ snizovala signal peroxidu vodiku. ZlepSeni vlast-
nosti této membrany bylo dosazeno hydrolyzou. Kuhn
a Weber® publikovali metodu, kterd popisuje piipravu
selektivni celulosoacetatové membrany, kterd zadrzuje
molekuly vétsi jak 5000 Da, ale zaroven poskytuje repro-
dukovatelny signal reprezentujici odezvy malych molekul.
Vlastnosti celulosoacetatové membrany byly porovnavéany
s vlastnostmi membran®  z polykarbonatu, polyuretanu
a polyethersulfonatu z pohledu feseni interferenci elektro-
aktivnich latek. Bylo zjiSténo, Ze celulosoacetdtova mem-
brana je ze vSech studovanych membran nejméné vhodna
jako selektivni membrana pro elektroaktivni slouceniny,
nebot’ nezabrani uplné prichodu kyseliny askorbové
k elektrodé a navic znacné€ snizuje signal peroxidu vodiku.
Jeji vlastnosti se navic méni se zménou pH, nejlepsich
vysledktl bylo dosazeno pfi pH 6, ale uz hodnota pH 7,4
znaéné zhorsuje selektivitu membrany.

4.2. Nevodivé polymery jako selektivni membrany

Protoze tpravou povrchu platinové elektrody pomoci
vySe uvedenych polymeri bylo dosazeno jen ¢asteénych
uspéchil, byla zde snaha o vytvofeni takovych membran,
které by elektroaktivni latky eliminovaly Uplné a zéroven
pfitom nesnizovaly analyticky signal, jinak feceno neza-
branovaly difuzi enzymové vzniklého peroxidu vodiku
k povrchu elektrody. Vodivé elektropolymera¢ni membra-
ny, které se pouzivaji k imobilizaci enzymu, tyto problémy
obvykle nefesi.

Nov&jsi nevodivé membrany®, které vznikaji rovnéz
elektropolymeraci, maji podobné vlastnosti jako vodivé
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polymery, navic jesté nabizeji vysokou selektivitu a repro-
dukovatelnost. Stejné jako vodivé polymery mohou byt
matrici pro imobilizaci enzymil. Hlavni vyhodou téchto
filmi je schopnost eliminovat elektrochemické interferen-
ce zpusobené latkami, jako je kyselina askorbova, mocovi-
na, kyselina mocovéd, acetaminofen a fada dalSich latek.
Semipermeabilni membrana soucasné zabrafnuje ulpivani
makromolekul na povrchu elektrody. Nevodivé polymery
jsou charakterizovany vysokym mérnym odporem, rist
polymeru je limitovan, vznikajici film je tenc¢i nez u vodi-
vého polymeru a dosahuje tloustky v fadech desitek nano-
metrl, coz ulehcuje difuzi peroxidu vodiku k elektrodé
a také difuzi substrati a produktt k a od imobilizovaného
enzymu.

Nevodivé filmy* vznikaji elektropolymeraci fenol
a jejich derivatl, fenylendiaminti a uplnou oxidaci pyrrolu.
Tabulka I uvadi ptehled riznych nevodivych polymeri
a jejich pouziti pro konkrétni stanoveni. Vedle fenolti mu-
e dojit také k polymerizaci dalsich fenolovych derivata®
jako napf. 3-nitrofenolu, pyrogallolu, 4-hydroxy-
benzensulfonové kyseliny a bromfenolové modti. Bartlett
udava®, Ze elektropolymerizaci fenolu na platinové elek-
trod€ vznikd tenky film o tloust'ce 38 nm. Soucasti vodné-
ho roztoku fenolu byla glukosaoxidasa, vznikly nevodivy
film zaru€oval difuzi substratu a produktu k a od enzymu
a zéroven zabranoval interferencim elektroaktivnich latek.
Nakabayashi testoval p&t riznych derivatd® fenolu,
z nichz se jako nejvhodnéjsi pro stanoveni glukosy osvéd-
¢il nevodivy film vznikly polymeraci 3-aminofenolu. Po-
kud se k polymeraci zvoli monomery s uréitymi funkénimi
skupinami, mize byt enzym béhem polymerace kovalent-
n¢ imobilizovan do struktury nevodivého filmu. Glukosao-
xidasa mize byt kovalentné navazana® na volné ami-
noskupiny polytyraminového filmu pomoci 1-ethyl-3(3-di-
methylaminopropyl)karbdiimidu hydrochloridu a N-hydro-
xysukcinimidu.

Dalsi skupina nevodivych polymert vznika elektropo-
lymeraci fenylendiaminti. Nejcastéji je k elektropoly-
meraci volen 1,2-diaminobenzen®". Film poly(1,2-di-
aminobenzenu) byl vyuzit pfi konstrukci biosenzoru’' pro
in vivo stanoveni L-laktatu a glukosy v mozku krys. Jed-
nim z hlavnich problému, které vznikaji u implantovatel-
nych biosenzori’?, je tvorba fibrinu pii kontaktu zaiizeni
s krvi. Tento problém lze fesit spoleCnou imobilizaci glu-
kosaoxidasy a heparinu do struktury nevodivého poly(1,2-
-diaminobenzenu). Daily” pokryl elektrodu tenkym fil-
mem poly(1,3-diaminobenzenu), aby nedochézelo k nano-
su makromolekularnich latek na povrchu elektrody. Elek-
troda byla chrdnéna od interferenci v prostiedi plasmy,
krevniho séra ¢i moce, ne vSak v plné krvi. Pro zachyceni
glukosaoxidasy byla zvolena polymerni nevodiva matrice,
kterd vznikla elektropolymeraci 1,4-diaminobenzenu’*.
Nevodivy polymer, ktery vznika elektropolymeraci
p-chlorfenylaminu”, vyznamné redukuje vliv elektroaktiv-
nich sloucenin.

Polypyrrolové filmy se fadi mezi vodivé polymery,
jejich dal3i oxidaci™® na elektrodé vznikaji nevodivé filmy
v literatufe oznaCované ,,overoxidized pyrrol“. Vodivy

o 65
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Tabulka I
Aplikace amperometrickych biosenzorti zalozenych na nevodivych polymerech
Typ monomeru Aplikace — komentai Lit.
Fenolové filmy
Fenol elektropolymerace na Pt-elektrodé, eliminuje interference elektroaktivnich latek 77
Fenol elektropolymerace 25 mmol I" fenolu, potencial v rozsahu 0,00-0,95V, vodné pro- 66
stiedi v pfitomnosti GOD, tloustka filmu 38 nm, stanoveni glukosy, eliminuje interfe-
rence elektroaktivnich latek
3-Aminofenol elektropolymerace v pfitomnosti GOD, senzor minimalizuje interference kyseliny 67
mocové, kyseliny askorbové
Fenol elektropolymerace na Pt-elektrod¢, selektivni a rychld odezva, soucasna imobilizace 78
Acetaminofen enzymu
1,2-DHB
1,3-DHB
1,4-DHB
4-Aminofenol
1,3,5-THB
1,2,3-THB
Fenol+tyramin soucasna polymerace fenolu a monomeru, ktery ma funkéni skupiny — tyraminu, zave- 68
deni funkcnich skupin umozni kovalentni vazbu mezi enzymem a matrici, vazba po-
moci 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbdiimidu hydrochloridu a N-hydroxy-
sukcinimidu
Fenol elektroda byla pokryta filmem v prostiedi 5 mmol I"' fenolu nebo 5 mmol "' dopami- 79
Dopamin nu pfi polarizaénim napéti +0,65 V po dobu 1-2 h, byly studovany interference askor-
batu a 4-aminofenonu
glukosovy senzor vznikl imobilizovanim GOD na vznikly film pomoci glutaraldehy-
du, interference paracetamolu byly potlac¢eny
Fenylendiaminové filmy
1,2-DAB stanoveni glukosy v lidském krevnim séru, GOD byla imobilizovana s BSA glutaral- 80
dehydem na povrch filmu, dobra opakovatelnost stanoveni, antiinterferencni vlastnosti
se zhorsuji s Casem v dusledku Spatné stability polymeru, senzor je stabilni 45 dni pfi
dennim pouziti
1,2-DAB stanoveni glukosy v plné krvi in vivo monitoring, enzym zachycen v polymerni matri- 81
ci, vnéjsi membrana nafion, interference nejsou uplné€ uspokojivé, ¢as odezvy: 3313 s
1,2-DAB stanoveni glukosy a laktatu v mozku krysy, in vivo, interference proteint a elektroak- 71
tivnich latek byly eliminovéany
1,2-DAB stanoveni glukosy v krevnim séru, enzym byl zachycen v sol-gelu na povrchu 1,2- 82
DARB a stabilizovan glutaraldehydem, askorbat a urat byly eliminovany z 99,6 %, doba
odezvy 15 s, linearita do 2 mmol I"' glukosy
1,2-DAB stanoveni laktatu v krevnim séru, jednokrokova priprava, vliv 0,1 mmol I askorbatu, 83
0,08 mmol ! cysteinu, 0,5 mmol ™! urdtu a 0,2 mmol I”! paracetamolu byl elimino-
van, doba odezvy 4-5 s
1,2-DAB stanoveni glutamatu v mikrodialyzatu z mozku, detekéni limit 0,3 pmol 1™, linearni 84
odezva do 30 pmol | eliminuje interference 0,5 mmol 1! askorbatu
1,3-DAB stanoveni glukosy v pufru, moci, krevnim séru a v krvi, eliminace interferenci, ne v§ak 73
v plné krvi
1,3-DAB stanoveni glukosy v krevnim séru, film 1,3-DAB vznikal v pfitomnosti GOD a nafio- 85

nu, pro dosazeni selektivity byla vytvofena druha vrstva 1,3-DAB, vné&jsi membrana
PVC, stanoveni glukosy do 2,7 mmol 1!, eliminace interferenci do 0,125 mmol !
askorbatu, 0,33 mmol ! uratu a 0,13 mmol ! paracetamolu, doba odezvy 37 s
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Tabulka I
pokracovani

Referat

Typ monomeru

Aplikace — komentar

Lit.

1,3-DAB

monitorovani laktatu in vivo, LO zachycena v polymeru, vné€j$i membrana polyuretan,
stanoveni laktatu do 0,3 mmol I"!, eliminace interferenci askorbétu, cysteinu, uratu a
paracetamolu ve fyziologickych koncentracich, doba odezvy 20 s

86

1,3-DAB

stanoveni laktatu v krevni plasmé, LO byla zachycena v polymeru, vnéj$i membrana
PVC, stanoveni do 0,3 mmol I"' laktatu, eliminace interferenci do 0,125 mmol I"*
askorbatu, 0,33 mmol "' uratu a 0,13 mmol "' paracetamolu, doba odezvy 60 s

&7

1,3-DAB

stanoveni kreatininu v krevnim séru, kreatinasa a sarkosinoxidasa byly zachyceny
v polymeru, vnéjs§i membrana HEMA/nafion — ochrana pted makromolekulami, doba
odezvy 1 min, eliminace vlivu 0,16 mmol 1! askorbétu, 0,16 mmol 1! paracetamolu

88

1,3-DAB/resorcinol

stanoveni galaktosy v krevnim séru, limit detekce 0,1 mmol I”', elektroda nejprve po-
kryta nafionem, pak elektropolymerace, enzym imobilizovan pomoci glutaraldehydu,
doba odezvy 18 s, bylo eliminovano 99,82 % interferenci askorbatu, 99,97 % uratu
a 99,89 % paracetamolu

89

1,3-DAB/resorcinol

stanoveni hypoxantinu ve zfedéném rybim extraktu, enzym byl imobilizovan na elek-
trod¢ pomoci glutaraldehydu, pak byla provedena polymerace, doba odezvy 2 minuty,
linearni rozsah: 5-300 pmol 1!, eliminace interferenci uratu

90

1,4-DAB

stanoveni glukosy, GOD zachycena v polymeru, linearni rozsah do 6 mmol 1™, doba
odezvy méné jak 4 s, byly eliminovany interference laktatu, sacharosy a mocoviny

74

p-Chlorfenylamin

stanoveni glukosy, senzor eliminuje interference elektroaktivnich latek, vnitfni vrstva
nafionu navic zvysuje stabilitu, linearni rozsah do 10 mmol I™', stanoveni s korelaénim
koeficientem 0,9988

75

,, Overoxidized pyrrol

PPY o«

stanoveni glukosy v krevnim séru, polypyrrol vznikal v 10 mmol I"' KCI ve vodném
roztoku (tloustka 0,67 um) a pak dale oxidovan ve fosfatovém pufru, doba odezvy 4 s,
senzor eliminuje béZné interference

91

PPY o«

stanoveni glukosy v zivém kraliku, senzor pfipraven stejnym zplisobem jako v [91],
eliminace interferenci do 0,5 mmol ™! askorbétu, 0,1 mmol I™! cysteinu a 0,4 mmol !
uratu, kontinualni stanoveni pomoci implantované elektrody

92

PPY o«

stanoveni glukosy v nealkoholickych napojich, senzor pripraven jako [91], linedrni
rozsah do 500 mmol I"' byl zajidtén druhou imobilizaci volného enzymu ve vngjsi
vrstveé

93

PPY o«

stanoveni glukosy v krevnim séru, zachyceni GOD v PPY,, v pfitomnosti glutaralde-
hydu a BSA, doba odezvy 1,2+0,4 s, byl eliminovan vliv askorbatu (0,1 mmol 1™"),
cysteinu (0,08 mmol "), uratu (0,5 mmol I"*) a paracetamolu (0,2 mmol 1"")

76

PPY o«

stanoveni cholesterolu ve zfedéném séru, polypyrrolovy film vznikl ve fosfdtovém
pufru s KCl, pH 7,0 a pak jeho dalsi oxidaci ve fosfatovém pufru, signal askorbatu
a uratu se snizil na 20 resp. 15 % plvodniho signalu

52

PPY o«

stanoveni fruktosy v dietnich potravinach, D-fruktosodehydrogenasa byla zachycena
v polymernim filmu spole¢né s mediatorem na Pt-elektrod€, druha vrstva byla vytvo-
fena bez mediatoru s pomoci glutaraldehydu a BSA, doba odezvy 8-15s, linearni
rozsah 0,1-0,8 mmol 1!, pfi stanoveni 0,198 mmol ! fruktosy byl vliv 0,2 mmol !
askorbatu 10 %

94

297



Chem. Listy 103,291-301 (2009)

Referat

Tabulka I
pokracovani
Typ monomeru Aplikace — komentai Lit.
Jiné nevodivé polymery
5-Amino-1-naftol stanoveni glukosy, elektropolymerace v 5 mmol 1" 5-amino-1-naftolu (rozpustény 95
v 0,1 mol I"* NaCl, pH 1, upraveno koncentrovanou HCI) pii potencialu +0,65 V proti
Ag/AgCl elektrodé po dobu 30 min, na tuto membranu aplikovéna elektropolymeraci
dalsi imobiliza¢ni membrana GOD v 1,3-DAB, senzor ma vysokou citlivost k H,O,
a eliminuje interference elektroaktivnich latek (kyselina askorbova, acetaminofen)
2,3-DAN byla sledovana odezva H,0O, na elektrodé potazené vrstvou polymeru a vliv interferen- 96
1,5-DAN ¢i 0,1 mmol ™" askorbatu, 0,1 mmol I"' acetaminofenu a 0,3 mmol 1" uratu, elektropo-
1,8-DAN lymerace byla provadéna v 5 mmol I"' roztocich monomert v dusikové atmosféfe pii
5-Amino-naftol konstantnim potencialu +0,65 V proti Ag/AgCl po dobu 15 min, tyto filmy mély nizsi
prichodnost pro interference nez polyfenylenové membrany
Eugenol stanoveni dopaminu v pfitomnosti kyseliny askorbové, Pt elektroda byla pokryta fil- 97
mem polyeugenolu metodou cyklické voltametrie v alkalickém prostiedi
Eugenol stanoveni NO, selektivni membrana byla pfipravena elektropolymeraci eugenolu 98

v alkalickém prostiedi cyklickou voltametrii, selektivita vii¢i nitritu, askorbatu, dopa-

minu pii potencidlu 830 mV vici Ag/AgCl

DHB - dihydroxybenzen, THB — trihydroxybenzen, DAB — diaminobenzen, PPY , —

,overoxidized pyrrol“, DAN — di-

aminonaftalen, GOD — glukosaoxidasa, LO — laktatoxidasa, Pt — platina, BSA — hovézi sérovy albumin, PVC — polyvi-

nylchlorid

film polypyrrolu slouzi k imobilizaci enzymi, stejné jako
,overoxidized pyrrol®, ktery navic zlepsi selektivitu kon-
struovaného biosenzoru. Tento nevodivy film umoziiuje
stanoveni glukosy v mikromoléarnich koncentracich za
pfitomnosti fyziologickych koncentraci askorbétu, uratu,
cysteinu a acetaminofenu.

Substituované slougeniny naftalenu® jsou také schop-
né vytvafet nevodivé filmy, které mohou poskytnout
ochranu pfed vlivem elektroaktivnich latek. Byla zkouma-
na cela fada derivati: 2,3-diaminonaftalen, 1,5-diamino-
naftalen, 1,8-diaminonaftalen, 5-amino-1-naftol. Polymery
téchto derivati snizuji analyticky signal na elektrodg, a to
jak peroxidu vodiku, tak i interferencnich latek: askorbatu,
uratu ¢i acetaminofenu. Selektivni vrstva na Pt elektrodé
vznikne také elektropolymeraci 4-allyl-2-methoxyfenolu
(eugenolu) v alkalickém prostiedi cyklickou voltametrii.
Takto modifikovany povrch slouZzi pro stanoveni dopami-
nu”’ v pritomnosti kyseliny askorbové & stanoveni oxidu
dusnatého”™”.

5. Difuzni membrany a biokompatibilita

Konstrukce amperometrickych biosenzort je obvykle
multivrstva, kromé biorekogni¢ni vrstvy nesouci enzym
a ochranné vrstvy, kterd zabranuje piistupu elektroaktiv-
nich latek k elektrod¢, jsou biosenzory navic Casto prekry-
ty jeSt€¢ vnéjSi membranou. Substraty  pfistupuji
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k membranovému systému konvenéni difuzi z analyzo-
vaného roztoku. Rychlost tohoto pfistupu zavisi prevazné
na rychlosti a zptisobu michani, nebo na rychlosti priitoku
méfici celou. Pfes vnéjsi membranu do prostoru enzymové
matrice prochdzeji substraty a vystupuji produkty enzymo-
vé reakce difuzi. Koncentrace analytu v enzymové matrici
je odli$na od koncentrace v mé&feném vzorku a je ovlivné-
na difuzi, tedy vlastnostmi vnéj§i membrany. Na vysledny
analyticky signal ma tedy vliv jak rychlost enzymové reak-
ce, tak difuze, kterd ur¢i, jaka ¢ast analytu se dostane do
enzymové matrice. Vnéj$i membrana musi byt kompatibil-
ni s prostfedim, ve kterém ma biosenzor pracovat. Jiné
naroky jsou kladeny na vlastnosti vné&j$i membrany, pokud
bude pracovat ve vodném prostiedi a jiné, pokud bude
implantovana do zivého organismu. Pfi implantovéani bio-
senzoru do zivého organismu muize nastat neptizniva reak-
ce organismu na povrchovou vrstvu zafizeni. V organismu
tim muze dojit k zanétlivé reakci, zartistani zafizeni do
tkdné. Tyto jevy zatéZuji organismus a na druhé strané
také poskozuji a znehodnocuji vlastni stanoveni.

Pokud mé mit biosenzor dlouhou Zivotnost pfi analy-
ze biologickych smési, musi byt prekryt vnéjsi membra-
nou, ktera zamezi ulpivani makromolekul na svém po-
vrchu. Pti konstrukei biosenzoru je vhodné zvolit pro vnéj-
$i membranu takovy material, ktery by branil ristu mikro-
organismil na svém povrchu. Pfitomnost mikroorganismi
Casto vede ke spotiebovavani kysliku v okoli membrany
a tim i k nedostatec¢né difuzi kysliku do enzymové vrstvy,
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coz muze mit za nasledek ovlivnéni enzymové reakce.

Aplikace vnéj$i membrany pii konstrukci biosenzoru
zlepsuje jeho linearitu a prodluzuje Zivotnost'®. Vngjsi
membrana také zajiStuje preventivni ochranu pfed interfe-
rencemi a prodluzuje operacni stabilitu pii kontinualnim
monitorovani. Pro pfipravu vné¢j§i membrany byla casto
volena polyuretanova vrstva'®, ktera ma hydrofébni bio-
kompatibilni charakter. Nové&ji se pro pfipravu vnéjsi
membrany pouzil hydrofilni polyuretan'®!, ktery je navic
vhodny také pro imobilizaci biomolekul. Jako vnéjsi mem-
bréna se osvéd¢ily dal$i materialy, jako je nafion'®, poly-
karbonat'”, silikonovy kaucuk'”, silikonova porézni
membrana'® ¢&i perfluorkarbonat'®. Han vytvofil nové
typy vngjsich membran'™ pro stanoveni glukosy jak
v pufrovaném roztoku, tak také vkrevnim séru. Nové
membrany vznikly smichdnim hydrofilniho polyuretanu
(HPU) s kopolymerem polyvinylalkohol/vinylbutyralu
(PVAB) v ruznych pomeérech. Jako optimalni pomér
HPU:PVAB byl pro stanoveni glukosy v krevnim séru
nalezen pomér 3:2.

Nejvétsi komplikace pii stanoveni latek nastavaji,
pokud se analyzuje plna krev. Tyto biosenzory maji ob-
vykle Zivotnost pouze n¢kolik dni a dobu odezvy par mi-
nut'”’. Matuszewski upravil vn&jsi membranu'® pii analy-
ze v plné krvi ponofenim polypropylenové membrany do
smési riznych polyoxyethylenetheri (Triton X-100).

6. Zavér

Od zkonstruovéani prvniho biosenzoru uplynulo vic
jak padesat let. Na pocatku byl enzym a ptevodnik, tento
zaklad ziistava, jen dnesni biosenzory jsou mnohem inteli-
gentngjsi, presnéjsi, selektivnéjsi, rychlejsi a miniaturnéjsi.
Vsude kolem v pfirod¢, v rostlindch a zivych organismech
pusobi tisice enzymu, které katalyzuji veskeré projevy
zivota. Z této zasobarny enzymu Cerpame, pokud zamysli-
me konstruovat konkrétni biosenzor pro stanoveni kon-
krétni latky. Podle pribéhu a typu analytické reakce, kte-
rou enzym katalyzuje, je pak volen optimalni prevodnik.
Zkusenosti vic jak padesatileté nam dnes nabizeji nejruz-
néj$i metody imobilizace biorekogni¢ni vrstvy, ochrany
pfed vlivem interferenci a volby optimalnich podminek
pro difuzi latek. Pro Siroké uplatnéni biosenzorli v praxi
bylo zapotiebi zajistit dostateCnou dostupnost levnych
systému pro jejich produkci. Vychdzelo se ptedevsim ze
zkuSenosti elektronického primyslu, kde vyroba obdob-
nych soucastek byla dobie zvladnuta. Konstrukce ampero-
metrickych biosenzort je velmi blizka této oblasti.

Dnes se pfi konstrukci biosenzorll za¢ind uplatiiovat
mikrosystémova technologie, kterd zahrnuje vyrobu minia-
turnich zafizeni rozmérti mensich jak 1 mm. Do popiedi
zajmu se dostava pti konstrukci biosenzort také nanotech-
nologie. V budoucnu lze ocekdvat integrované systémy,
které budou na jediném cipu obsahovat n€kolik riznych
biosenzorii, vcetné pratokového systému, kalibratort
a vyhodnocovaciho systému.
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L. Zajoncova and K. PospiSkova (Department of
Biochemistry, Faculty of Science, Palacky 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.



