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1. Uvod

Analytickd elektrochemie je obsdhlou a rychle se vyvi-
jejici védni disciplinou, kterd nachdzi své uplatnéni v ob-
lasti sledovani znecisténi zivotniho prostfedi. Zemédélstvi je
prostfedek k ziskdvani potravy a analyzy Skodlivych latek
na vstupu a nasledné v jeho produktech jsou prvoradym uko-
lem pro udrzeni kvality lidského zdravi'. Naproti tomu je
pravé zemédélskd cinnost pri¢inou kontaminace biosféry
a metody analyzy znecisténi jednotlivych slozek Zivotni-
ho prostfedi jsou prostfedkem, jak sledovat a ndsledné regu-
lovat koncentrace Skodlivin. Jednou z moZnych alternativ
kvalitativni i kvantitativni chemické analyzy v zemédélské
praxi a v oblasti kontroly kvality zivotniho prostfedi je pouZiti
biosenzort.

2. Biosenzory

Technologie biosenzorti dnes nachdzi uplatnéni v klinické
diagnostice, genomice a proteomice, ochrané Zivotniho pro-
stfedi, primyslové vyrobé a obecné studiu biologickych pro-
cest v pifpadech, kdy klasickd laboratorni analytickd technika
selhdvd z divodl malé citlivosti, vysokych provoznich ndkla-

dd, vysoké spotfeby vzorkd, nepfipustnych zdsahd do dyna-
mické rovnovdhy studovanych systému ¢i jinych divodd.
V tomto krdtkém piehledu je pojedndano o vyuZiti potencio-
metrickych a amperometrickych biosenzord pro chemické
analyzy v zemédelské praxi a pifi kontrole kvality Zivotniho
prostiedi. Cilem textu nenf podat vycerpdvajici piehled, ale
které byly neddvno publikovany.

Diskutovany jsou moznosti vyuziti elektrochemickych bio-
senzorl pro stanoveni toxickych latek jako jsou tézké kovy,
pesticidn{ piipravky a nékteré organické polutanty, napf. po-
lychlorované bifenyly, akridinové derivdty a ldtky fenolické
povahy. S ohledem na vyuziti modernich technologii pro
stanoveni specifickych sekvenci RNA nebo DNA je ¢dst textu
vénovana nejnoveéjsim elektrochemickym trendtim DNA-hy-
bridizace a enzymatické modifikace (avidin-biotinova techno-
logie) pevnych uhlikovych elektrod. Takovéto moznosti sta-
noveni specifické nukleové kyseliny zemédélskych skadci
nebo patogennich organismu, popiipadé stanoveni jednotli-
vych proteinti v proteomové vybavé organismu, predstavuji
jednu z hlavnich prednosti pevnych elektrod modifikovanych
nukleovymi kyselinami nebo proteiny. V souvislosti s DNA
imobilizovanou na povrchu indikacni elektrody je také uvede-
na moznost vyuziti elektrochemickych biosenzori pro stano-
veni poskozené DNA, coZz by mohlo mit zna¢ny vyznam
pro studium genotoxickych vlivi §kodlivin na organismy za
pouziti kompaktnich a pfenosnych diagnostickych zafizeni.
Vsechny tyto poznatky jsou dileZité pro konstrukci selektiv-
nich a citlivych elektrochemickych zafizeni a jejich aplikaci
v zemédélské chemii nebo ochrané Zivotniho prostiedi a lid-
ského zdravi.

2.1. Déleni a principy

Biosenzory jsou podskupinou chemickych senzori, ve
kterych je analytické zatfizeni sloZeno z biologického prvku
(enzym, protildtka, oligonukleotid, biomembrana, bunécnd
organela, tkdn, mikroorganismus) spojeného s fyzikdlné-che-
mickym pievodnikem. Tento pifevodnik mtze byt opticky,
hmotnostni, teplotni a nebo elektrochemickyl’z. Vysledkem
této kombinace biologicky aktivni latky a pfevodniku, funkc-
né zalozeného na méfeni fyzikdlné-chemickych veli¢in, je
velmi citlivy analyticky ndstroj, ktery midze byt aplikovan
v zemédélské a obecné chemické analyze slozek Zivotniho
prostiedi pro svou finan¢ni nendrocnost, rychlost a jednodu-
chost samotného méfeni. Elektrochemické biosenzory 1ze roz-
délit na konduktometrické, impedimetrické, potenciometrické
a amperometrické'. O obecnych principech a vyuZiti biosen-
zorl pojedndva napf. pfehled3.

2.2. Elektrochemické biosenzory

Konduktometrické prevodniky vychdzeji z méfeni zmény
konduktivity G analytu, ve kterém mikroorganismy metabo-
lizuji elektricky inaktivni substrdty, jejichz koncentraci zjistu-
jeme nepifmo méfenim elektricky aktivnich metabolitd. Kon-
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centrace téchto elektroaktivnich metaboliti je ekvivalentni
koncentraci stanovovanych elektroinaktivnich substrdtt a od-
povidd zm&né konduktivity'.

Dalsi skupinou jsou impedimetrické biosenzory, které jsou
zaloZeny na sledovini vektorové veli¢iny tzv. impedance Z po
vlozeni stiidavého napéti na elektrody™’. Tyto zmény jsou
opét nejcastéji zplisobeny nepiimo metabolizaci mikroorga-
nismi vedouci k ndrtistu konduktance/kapacitance a naopak
poklesu pievodnikem registrované impedance’.

V piipadé konduktometrie a impedimetrie se neuplatiiuji
faradaické procesy a koncentracni polarizace, jako je tomu
v piipadé potenciometrickych a amperometrickych prevodni-
ka. Ty funguji na zdkladé méfeni potencidlu U nebo proudu 7
na elektrodové membrané ¢i samotném povrchu pracovni
(indikac¢ni) elektrody zapojené proti srovndvaci (referencni)
elektrodé.

Pro analyzy zneciSténi Zivotniho prostiedi téZkymi kovy
je elektrochemicka analyza jednou z nejcastéji pouzivanych
metod®’. Neddvno vyvinuty biosenzor zaloZeny na chelata-
ci iontd kovil ethylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA)
a diethylentriaminpentaoctovou kyselinou (DTPA) a nésled-
nou vazbou komplexii monoklondlnimi protildtkami umoziiu-
je stanovovat nanomoldrni koncentrace ionti kovi. Takto
navrzeny biosenzor byl autory pouZzit pro analyzu kadmia
v piirodni vodé’.

Své uplatnéni nalezly elektrochemické biosenzory také v
zemé&délské chemii jako analyzatory pesticidnich piipravka®’.
Pro stanoveni organofosfatového pesticidu (2,2-dichlorvinyl)-
-dimethylfosfatu (DDVP) byl pouzit pritokovy amperomet-
ricky detektor vyuZzivajici inhibice acetylcholinesterasy (AChE),
kterd je imobilizovdna na membrdnové elektrodé¢ umisténé
v priitokové cele'®. Princip stanoveni spociva v degradaci
acetylthiocholin-chloridu (ATCh), jakoZto substrdatu enzymu
AChE, uc¢inkem toxického organofosfatu, pficemz produktem
degradace je thiocholin a octova kyselina. Takto vznikly thio-
cholin reaguje s hexakyanoZzelezitymi ionty v analyzovaném
roztoku a redukce [Fe(CN)6]3" na [Fe(CN)6]4" je elektroche-
micky sledovana'.

Kromé inhibice systému AChE se dd pro stanoveni herbi-
cidnich Pﬁpravkﬁ a polutantii pouzit i inhibice laktatdehydro-
genasy'!. V posledni dobé nachdzeji uplatnéni i mikroelektro-
dové systémy. V roce 2001 tym Spanélskych elektrochemikd
pouzil pro stanoveni linuronu (3-(3,4-dichlorfenyl)-1-metho-
xy-1-methylmocovina) v pidé mikroelektrodu vyrobenou ze
skelnych vldken s mezi detekce 80 ng.ml™" (cit.!?). Zajimavou
technologif je také pouZiti multielektrodovych biosenzort pro
simultdnni stanovenf insekticidnich prepardtd, jako napf. uva-
di Bachmann'.

2.3. Biosenzory na bdzi
imobilizovanych ¢inidel

V poslednich letech je ¢asto pouzivdna technologie, kterd
je zalozena na imobilizaci nukleovych kyselin (obr. 1a) nebo
proteinii na povrchu pracovni elektrody'*!>. Takto imobilizo-
vand vrstva vysoce citlivého biopolymeru je schopnd kova-
lentni ¢i nekovalentni interakce se studovanou latkou (napf.
pesticidy, organické mutageny atd.). Tyto senzory byly navr-
Zeny fadou autord a vychdzi z rdznych principti samotného
stanoveni'*1%"1® 'V piipadé DNA-hybridiza¢nich biosenzort
jenapovrchu pracovni elektrody vytvorena vrstva jednofetéz-
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Obr. 1. a) Chemicka struktura negativné nabité molekuly DNA
a neutralné nabité peptidové nukleové kyseliny (PNA); B: puri-
nova nebo pyrimidinova béze. b) Schéma riznych postupii DNA-
-hybridizace na povrchu pracovni elektrody; k ukotvené DNA-
-sondé (oligonukleotid) na elektrodovém povrchu je na zdkladé kom-
plementarity bazi (A-T, C—G) hybridizovana dal§i molekula nukleové
kyseliny za vzniku duplexu. Takto vznikly duplex mize byt elektro-
-chemicky detegovan riznymi zplsoby: V piipadé /) je vytvoreni
duplexu registrovano sledovanim rozdilu mezi elektrochemickou ode-
zvou samotné sondy (ssDNA) pied hybridizaci a duplexu po hybridi-
zaci. V tomto piipadé je mozné vyuzit skutecnosti, Ze sSSDNA posky-
tuje vyrazné vyssi katodickou odezvu adeninu a cytosinu nez duplexni
fetézec. Nebo mtize byt pro hybridiza¢ni proceduru pouzita redoxni
znacka vézici se pouze na vytvoreny duplex. 2) Dédle mtiZe byt pouzita
znacena sonda nesouci elektroaktivni znacku (angl. reporter probe),
kterd se vaze na molekulu hybridizujici se k DNA-sondé ukotvené na
povrchu elektrody. 3) Hybridizaci 1ze stanovit pomoci elektroaktivni
znacky (napf. enzymu), kterd je navazana na konec molekuly tvorici
hybridizacni duplex s DNA-hybridiza¢ni sondou a nebo 4) stanove-
nim guaninovych zbytki v jeji molekule (vice v cit.'**%; [ elektro-
da, seeee DNA-sonda, O enzym, ® redoxni znacka, — komplementarn{
DNA, G guanin

covych molekul DNA (ssDNA) se zndimou sekvenci. VétSinou
jde o synteticky oligonukleotid (obvykle se stupném polyme-
race15-40), ktery nazyvame sonda (angl.: probe), a ktery ma
komplementarni sekvenci ke stanovovanym molekulam DNA
nebo RNA. Takto modifikovany povrch pfevodniku poskytuje
jinou proudovou ¢i potencidlovou odezvu nez v ptipade, Ze je
k ssDNA molekuldm podle Watson-Crickova schématu nava-
zan (hybridizovan) komplementdrni fetézec stanovované mo-
lekuly ssDNA (angl.: target DNA) za vzniku duplexu'®.
Zékladem samotného analytického postupu je izolace DNA
nebo RNA z biologického vzorku. Po purifikaci jsou izolova-
né molekuly naneseny na povrch pracovni elektrody, ktery je
modifikovany DNA-sondou. Dikaz hybridizace mze byt
proveden zpusoby, ve kterych se Casto vyuziva rtiznych elek-
troaktivnich znacek, specificky se vdzajicich na dvouretézco-
vou DNA (dsDNA) nebo ssDNA (viz obr. 1b). Mozné je napf.
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feSeni pomoci kovalentné se vdzajici osmiové znacky na mo-
lekulu thyminu'.

Wang a spol. vyvinuli chronopotenciometricky DNA-hy-
bridiza¢ni biosenzor pro stanoveni DNA izolované z oocyst
patogenni bakterie Cryptosporidium parvum v Ipitné vodé za
pouziti uhlikové pastové elektrody (CPE) (cit. 4). Voltamet-
rické biosenzory lze také pouzit pro stanoveni populace mi-
kroorganismi v potravindiskych a environmentdlnich vzor-
cich?. Jako sonda miZe byt pouZit nejen synteticky nukleotid,
ktery md negativné nabitou cukr-fosfdtovou kostru, ale i mo-
lekula, jejiz kostra nesouci purinové a pyrimidinové baze je
nahrazena neutrdlnim peptidovym fetézcem tvofenym jednot-
kami N-(2-aminoethyl)glycinu®! (peptidova nukleova kyseli-
na (PNA), viz obr. la). Molekuly PNA imobilizované na
elektrodu pfevodniku mohou tvofit PNA-DNA duplex, po-
dobné jako je tomu v piipadé DNA-DNA hybridizace, se
stanovovanou nukleovou kyselinou izolovanou z mikrobidl-
niho nebo jiného $kidce?.

Analyzy toxickych ldtek v Zivotnim prostiedi mohou byt
také provddény pomoci elektrody modifikované vrstvou
dsDNA™ Pokud je takto modifikovand vrstva vystavena vlivu
toxické latky, dojde k jeji vazbé na imobilizovanou vrstvu
dsDNA, coz se projevi zménou oxida¢niho proudu guaninu.
V této souvislosti byl vyvinut potenciometricky DNA-biosen-
zor pro stanoveni aromatické slouceniny antracen-2-aminu
(2-anthramin) v podzemnich vodach. Stanoveni vychazi z to-
ho, Ze se zvySujici se koncentraci 2-anthraminu se sniZuje
anodicky pik guaninu, coZ je zpisobeno vazbou 2-anthraminu
na molekuly dsDNA, ¢imz jsou zablokovdna oxida¢ni mista
v molekule guaninu'®. Podobné experimenty byly provedeny
s dimethylhydrazinem v fi¢ni vodé? a s derivaty 1,3,5-triazi-
nu®*. DNA-biosenzory nachazeji své uplatnéni i pfi stanoveni
riznych teratogenti a mutagent, napf. pii studiu benzo[a]py-
ren-DNA adukti®.

Jednou z dal$ich moZnosti je vyuZiti biosenzord pro stu-
dium poskozeni DNA, pricemz DNA je opét prekoncentrova-
na na povrchu indika¢ni elektrody pomoci ultrafialového a y-
-zateni'®?® Signdlem umoznujicim sledovat poskozeni mole-
kul dsDNA je opét guaninovy oxidac¢ni pﬂ(m. Takto navrzené
biosenzory pro studium poskozeni DNA pracuji na principu
fotokonverze guaninovych zbytkl na 2,6-diamino-4-hydroxy-
-5-formamidopyrimidin.

Jak se v posledni dobé ukazuje, je pouziti CPE vhodnym
ndstrojem nejen pro DNA-hybridizacni sondy a biosenzory
indikujici poskozeni DNA, ale i pro modifikaci uhlikové pasty
enzymem, ktery mize specificky védzat protein pfitomny ve
vzorku. Avidin je toxicky protein, ktery produkuje piidni
bakterie Streptomyces avidinii. Toxicita avidinu spoc¢ivd ve
vazb€ biotinu. Tohoto principu lze vyuZzit pfi navrhovdni
technologie biologické ochrany rostlin, které jsou geneticky
manipulovany k produkei avidinu®’. Avidin-biotinové techno-
logie bylo vyuzZito pro konstrukci amperometrického biosen-
zoru vyrobeného z uhlikové pasty, do které byl imobilizovdn
biotin. Z transgennich rostlin kukutice (Zea mays) produkuji-
cich avidin jako ochranu proti sktidciim, byl ziskdn bunécny
obsah ze semen. Diky navrZzenému biosenzoru bylo mozné
rozpozndvat avidin-transgenni rostlinu od rostliny genetic-
ky nemodifikované (avidin-biotinova technologie viz obr. 2)
(cit.”). Podobné technologie pfedstavuji moZnost jednodu-
chého stanoveni daného proteinu ¢i jiné liatky v geneticky
modifikovanych zemédélskych plodindch. Naopak, DNA-hy-
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Obr. 2. Schéma ilustrujici vyuziti avidin-biotinové vazby v tech-
nologii elektrochemickych biosenzort. a) Biotinem modifikova-
na uhlikovad pastovd elektroda poskytuje anodicky pik aminoky-
selin tyrosinu a tryptofanu, které jsou soucdsti molekuly biotinu.
b) Pokud je v analyzovaném vzorku pfitomny avidin, vytvoii se na
povrchu elektrody komplex s biotinem a zmensi se oxidacni pik
v disledku vazby biotinu s avidinem. Pokles piku je zptsoben za-
blokovanim oxidovatelnych skupin v molekule biotinu molekulou
avidinu. V piipadé biotin-avidinové technologie mize byt pouzit i
biotinem znaceny oligonukleotid jako indikdtor DNA-hybridizace.
Biotin-avidinova technologie ma Siroké spektrum pouziti u biosenzo-
ra B{ouil’van}?ch pro stanoveni proteind a nukleovych kyselin (viz
cit.™); [ elektroda, - - ~ - elektrolyt, & komplex avidinu a biotinu,
< avidin, ~ biotin

bridiza¢ni biosenzory jsou efektivnim ndstrojem pro urceni
transgenni sekvence nebo jiné aminokyselinové sekvence,
napf. hygienicky nezddoucich organismd ¢i zemédélskych
Sktidcd.

3. Zavér

Vyse uvedené piiklady prezentuji biosenzory jako efektiv-
ni analyticky ndstroj v zeméd¢lské a environmentdlni chemii.
Tyto biosenzory predstavuji budoucnost v rozvoji terénnich
analyz a plné automatizovanych zafizeni pro monitorovan{
nejruznéjsich polutantl. Nejefektivnéjsi a ekonomicky nejvy-
hodné&jsi technologii se jevi pouziti pfevodniku sloZzeného
z galvanostatu ¢i potenciostatu zapojeného s pevnou elektro-
dou, jako jsou CPE a nebo elektrody vyrobené z uhlikového
vldkna ¢&i pyrolytického grafitu?.

Na druhou stranu jako biologicky prvek biosenzoru je
vyhodné pouzivat enzymy a nékteré dalsi proteiny se schop-
nosti specifické vazby, nebo v DNA-hybridiza¢ni technologii
pouzivané syntetické oligonukleotidy a PNA. Predevsim elek-
trochemické biosenzory pro poskozeni DNA se mohou stit
vhodnym ndstrojem pro studium genotoxickych vlivli zemeé-
dél§(1)<}70h preparatd nebo jinych primyslové vyuzivanych la-
tek™.

Vyuzit{ biosenzorl je mozné i v on-line zapojeni s elek-
troforetickymi nebo chromatografickymi separacnimi techni-
kami’. Vsechny tyto moZnosti jsou dnes intenzivné studovdny,
nicméné pouZiti velmi nadéjné technologie DNA-hybridizace
pro stanoveni chromosomové DNA se prozatim bez slozité
ptipravy vzorku prfili§ nedafi. V budoucnu by mohl byt prob-
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1ém vyfeSen pouzitim automatickych mikro-PCR systémd
(PCR: polymerasova fetézova reakce)'. Jednou z nejnovéj-
$ich technik je napf. provedeni DNA-hybridizace na velkém
pracovnim povrchu (povrch H) komeréné vyrdbénych para-
magnetickych kulicek a stanoveni redoxni a nebo enzymatické
znacky indikujici hybridizaci na malém povrchu indikacni
elektrodgl. Princip a vyuzZiti této techniky je detailné popsdn
vcit. 33

Jak z vySe uvedeného textu vyplyva, jsou elektrochemické

biosenzory ndstrojem s perspektivou k budoucim nanotechno-
logiim nejen v zemédélské a environmentdlni kontrole, ale
i v celé skdle védnich disciplin, jako je medicina, farmacie,
molekuldrni biologie a dalsi.

Prdce na tomto ¢ldnku byla financné podporovdna gran-

tem FRVS ¢. 1 203/2003 a MSM 432100001 Ministerstva Skol-
stvi a telovychovy Ceské republiky a projektem ¢. A 1163201
Grantové agentury Akademie véd Ceské republiky.
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The technology of biosensors has found extensive appli-
cations in clinical diagnostics, genomics and proteomics, en-
vironmental protection, and industry, as well as in studies of
biological processes in cases where classical analytical tech-
niques are not applicable. In this communication, the use
of potentiometric and amperometric biosensors for chemical
analysis in agriculture and environmental science are briefly
reviewed with emphasis on the determination of toxic sub-
stances, such as heavy metals, pesticides, and selected organic
pollutants. Also covered are some modern electrochemical
trends, particularly the use of solid carbon electrodes in DNA-
-hybridization and enzymatic modification (avidin-biotin tech-
nology), related to the determination of specific sequences in
mRNA or DNA. An important application of solid electrodes,
modified with nucleic acids or proteins, is in the field of genom
investigation of agricultural pests or pathogenic organisms in
the environment, or in the determination of specific proteins
in organisms. The modified electrodes, in conjunction with
compact, portable diagnostic instrumentation, also seem to be
promising for the investigation of DNA damage, which could
be important for the identification of genotoxic effects of
harmful substances on organisms.



