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1. Úvod

Vývoj a využitie biosenzorov je progresívny analytický
odbor, ktorý v sebe zahřňa poznatky z oblasti biologie, chemie,
fyziky a matematiky a svojimi aplikačnými výstupmi zasahuje
do oblastí fermentačného, potravinářského a farmaceutického
priemyslu, do analytickej chemie, pomohospodárstva, medicí-

TabulTca I
Základné charakteristiky biosenzorov

ny, životného prostredia i petrochemie. Biosenzor je zariade-
nie, ktoré pozostáva z biologickej časti, ktorá sa nachádza
v tesnom kontakte s fyzikálnochemickým prevodníkom, alebo
je súčasťou prevodníka. Výsledkom takéhoto usporiadaniaje
elektronický signál, ktorý je proporcionálny konccntrácii ana-
lytu. Spojenie týchto dvoch odlišných oblastí kombinuje v sebe
špecificitu a senziti vitu biologického systému so silou elektro-
techniky a počítačovej techniky. Takýmto analytickým zaria-
dením sa rozšíri špecificita i rozsah stanovitelných substrátov
oproti senzorem založeným na principe fyzikálnochemického
prevodníka. Róznymi kombináciami biologickej časti s pre-
vodníkom možno docieliť vel'ké množstvo róznych konštruk-
cií1. Základné charakteristiky biosenzorov aj s ich významom
sú uvedené v tab. I (cit.2).

Overenie vhodnosti použitia biosenzorov sa realizuje na re-
álných vzorkách, ktorými bývajú obyčajne rózne nápoje, porov-
náním s referenčnou analytickou metodou. Zo všetkých zlo-
žiek nápojov sa budeme bližšie zaoberať stanovením etanolu,
cukrov (glukóza, fruktóza, sacharóza), kyselin (mliečna, jablčná,
šťavelová), glycerolu a organických látok (siričitany, fosfáty).

2. Stanovenie etanolu

Základom stanovenia etanolu biosenzorom je reakcia, pri
ktorej sa etanol oxiduje enzýmom alkoholoxidázou (AOx, EC
1.1.3.13) alebo alkoholdehydrogenázou (ADH, EC 1.1.1.1) na
acetaldehyd. V případe použitia alkoholoxidázy oxidácia eta-
nolu prebieha podlá rovnice (7).

etanol + O, acetaldehyd + H 2O 2 (I)

Redukovaná forma AOx odovzdá elektrony prostředníc -
tvom mediátora amperometrickému převodníku a meraný prúd
je úměrný koncentrácii etanolu vo vzorke. Jednoduchším spo-
sobom je použitie kyslíkovej elektrody ako prevodníka. Meria
sa úbytok prúdu, ktorý je priamo úměrný koncentrácii etanolu.
Druhým spósobom konštrukcie etanolového biosenzora je
využitie enzymu alkohol-dehydrogenázy, ktorá si vyžaduje
kofaktor NAD+ (nikotínamidadeníndinukleotid). Na povrchu
biosenzora prebieha nasledujúca reakcia (2).

Termín Význam

Senziti vita
Selektivita
Dynamický rozsah
Čas odozvy
Reprodukovatefnosť
Detekčný limit
Životnost'
Stabilita

smernica křivky, vyjádřená ako výstup na jednotku koncentrácic
schopnost' zariadenia merať jeden chemický komponent v přítomnosti dalších komponentov
rozsah koncentrácii, pri ktorých je senziti vita váčšia než nula
čas, za ktorý dosiahne výstupná veličina hodnotu 63 % konečnej hodnoty
přesnost', váčšinou vyjádřená ako odchylka, štandardná odchylka alebo variačný koeficient
koncentrácia, pri ktorej hodnota výstupnej veličiny je rovná dvojnásobku štandardnej odchylky
využitelný čas biosenzora, vyjádřený ako skladovacia, alebo operačná stabilita
percento změny senzitivity v čase
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Redukovaný NAD sa dá elektrochemicky reoxidovať na
povrchu prevodníka a meria sa prúd, ktorý je úměrný koncen-
trácii etanolu. Priama reoxidácia prebieha na všetkých typoch
elektrod až pri vysokých potenciáloch (0,9 V), pri ktorých
interferuji! mnohé látky a dochádza k tvorbě dimérov NAD-u.
Pre konštrukciu biosenzorov je výhodnejšia reoxidácia NAD-u
prostredníctvom enzymu diaforázy (DP, EC 1.6.99.-) uvedená
v rovniciach (3) a (4).

(3)

(4)

Redukovaný mediátor Mred sa následné reoxiduje na povr-
chu prevodníka (4). Prúd potřebný na reoxidáciu mediátora je
v tomto případe priamo úměrný koncentrácii etanolu. Ako me-
diátor sa móže použiť například hexakyanoželezitan draselný,
ktorý sa elektrochemicky reoxiduje pri potenciáli 300 mV vs.
SCE (oproti nasýtenej kalomelovej elektrodě). Etanolový bio-
senzorbol skonštruovaný použitím alkoholdehydrogenázy (2),
a vznikajúci acetaldehyd je substrátom enzymu aldehydde-
hydrogenázy (ALDH, EC 1.2.1.5), ktorá ho premieňa podlá
rovnice (5) na acetát.

(5)
Vznikajúce protony sa stanovia potenciometricky.
Na přípravu etanolových biosenzorov bola použitá alko-

holoxidáza imobilizovaná na sférické sklené a uhlíkové části-
ce3, na membránu z kolagenu4, na metakrylátový kopolymér5

v spojení s amperometrickým prevodníkom, alkoholdehydro-
genáza imobilizovaná kovalentným prichytením na modifiko-
vánu celulózovú membránu s následným zosietením glutardi-
aldehydom6, do těla uhlíkovej pastovej elektrody7"9, „screen-
printing" technológiou na PVC substrát10 takisto v spojení
s amperometrickým prevodníkom. Etanolový biosenzor bol
tiež skonštruovaný adsorpciou enzýmov alkoholdehydroge-
názy a aldehyddehydrogenázy na FET-tranzistore a zosiete-
ním parami glutardialdehydu". Etanolový biosenzor bol pri-

Tabuika II
Charakteristiky etanolových biosenzorov

pravený aj imobilizáciou buniek Gluconobacter oxydans do
želatíny s následným zosietením glutardialdehydom12 a per-
meabilizovaných buniek Pichia pastoris uchytených medzi
dve teflonové membrány13. V oboch týchto pripadoch bol ako
detektor použitá kyslíková elektroda. V tab. II sú prehfadne
uvedené charakteristiky etanolového biosenzora.

Stanovenie etanolu v reálných vzorkách biosenzorom je
len o niečo menej presnejšie (odchylka 1,8-6,7 %) než štan-
dardnými metodami (odchylka 1,3-5,5 % ) . Táto odchylka je
váčšinou sposobená nešpecificitou enzymu, ktorý, ako už sám
názov nápověda je schopný oxidovat' viacero alkoholov (eta-
nol, 1-propanol, 2-propanol, butanol)1 0. Odchylka medzi sta-
novením etanolu biosenzorom a referenčnou analytickou me-
todou (fotometria, GC) sa pohybuje okolo hodnoty 2 %,
výnimkou je případ biosenzora, kde nebola použitá vonkajšia
membrána (odchylka až 28 % ) .

3. Detekcia sacharidov

3 . 1 . G l u k ó z a

Základnou reakciou stanovenia glukózy je jej oxidácia, za
přítomnosti enzymu glukózaoxidázy (GOx, EC 1.1.3.4), ktorý
obsahuje kofaktor FAD (flavínadeníndinukleotid) v molekule
enzymu, alebo za přítomnosti enzymu glukózadehydrogenázy
(GDH, EC 1.1.1.47). Činnost' prvého z nich si móžeme popísať
rovnicami (<5) a (7).

D-glukóza + GOx/FA —> kyselina glukónová +

+ GOx/ FADH, (6)

GOx/FADH2 + O 2 -> GOx/FAD + H 2 O 2 (7)

V tomto případe sa úbytok kyslíka zaznamená kyslíkovou
elektrodou a pokles koncentrácie kyslíka je úměrný koncen-
trácii glukózy vo vzorke. V případe použitia iného amperomet-
rického prevodníka, ako kyslíková elektroda, sa dá FAD reoxi-
dovať za použitia mediátora, ako to ukazuje rovnica (8).

(8)

Linearita
[mM]

0,17-1,71
5-110
Po 0,003a

l,5-25b

Po 12
Po 1000b

Po 35
5-65c

Detekčný
limit
[mM]

0,085
-
-

-
—
-
-

5-10c

Stabilita

90 % 9d 30°C
0 % 8d 25°C

95 % 7m 4°C
-
70 % 30d 25°C
90 % 49d 25 °C
40 % 15d 30°C

Čas
odozvy

[s]

35
120
150

35
20

300
180

30

Detektor

amperometrický
amperometrický
kyslíková elektroda

amperometrický
amperometrický
amperometrický
amperometrický
kyslíková elektroda

Biologická
časť

AOx
ADH
Gluconobacter
oxydans
ADH
ADH
ADH
ADH
Pichia pastoris

Citácia

3
6

12

8
7
9

10
13

' Obj. %, logaritmická závislosť,c mg.l", - nepublikovaný údaj
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NADH + DP 0 X -» NAD + + DP r e d + H +

DPred + M 0 X - > D P 0 X + M r e d

acetaldehyd + NAD + A L D H > acetát + NADH + H +

(5)

FADH 2 + M o x -» FAD + M r e d + 2H+

etanol + NAD+ A D H > acetaldehyd +NADH + H+ (2)
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Tabulka III
Charakteristiky glukózových biosenzorov

Linearita
[rruvi]

0,2-47a

0,1 - 5 b

5-500c

Po 500
7.10"7-5.10"4

0,1-500
0,01-1,5
Po 1,8

Detekčný
limit
[ITIM]

-

_
-
-

0,005
-

Stabilita

87 % 6m 4 °C
50 % lOd

—

85 % 60d 4 °C
75 % 20d 25 °C

Čas
odozvy

[s]

90
-

130
180

60
35

120

Detektor

amperometrický
amperometrický

amperometrický
chemiluminiscenčný
kyslíková optróda
amperometrický
kyslíková elektroda

Biologická
časť

GOx
GOx

GOx
GOx
GOx
GOx
A. niger

Citácia

14
15

16
23
24

3
26

1 Koncentrácia glukózy v g.l" , bez dialyzačnej membrány, c s dialyzačnou membránou, - nepublikovaný údaj

Redukovaný mediátor sa oxiduje na povrchu elektrody
tak, že odovzdá elektrony. Prírastok prúdu je úměrný koncen-
trácii glukózy vo vzorke. Glukózový senzor móže byť skon-
štruovaný aj použitím enzymu glukózadehydrogenázy (GDH),
ako to ukazuje rovnica (9).

glukóza + NADP + G D H > kyselina glukónová +

+ NADPH + H + (9)

Redukovaný kof aktor sa regeneruje na elektrodě pomocou
mediátora a enzymu diaforázy, rovnakým spósobom, ako je to
popísané v rovniciach (3) a (4). Glukózadehydrogenáza sa dá
využit' aj pri potenciometrickom stanovení glukózy, ako to
naznačuje rovnica (9).

V případe glukózového biosenzora sa takmer výlučné
využívá enzym glukózaoxidáza, ktorá bola imobilizovaná do
těla uhlíkovej pastovej elektrody14, na membránu z tenkého
čreva a následné zosietená glutardialdehydom15, do polypyro-
lu 1 6 J 7 , na modifikované sklené gulóčky18, na sférické sklené
a uhlíkové částice3, „screen-printing" technológiou19, do fos-
folipidovej membrány2 0, do chitínovej membrány2 1, do pasto-
vej elektrody modifikovanej silanizovaným ferocénom22. Vo
všetkých týchto glukózových biosenzoroch sa ako převodník
používá amperometrický převodník. Pri glukózovom biosen-
zore s glukózaoxidázou a peroxidázou imobilizovanou na
komerčných preparátech membrán, ako sú polyvinylénfluo-
ridová a polyamidová membrána2 3, a s imobilizovanou glu-
kózaoxidázou adsorbovanou na uhlíkovú čerň a zosietenú
glutardialdehydom24 bol použitý optický převodník. Okrem
týchto enzymových glukózových biosenzorov boli použité aj
mikrobiálně biosenzory, ktoré boli skonštruované imobilizá-
ciou buniek Gluconobacter oxydans do želatíny a zosietené
glutardialdehydom25, alebo imobilizáciou mycélia Aspergil-
lus niger, ktoré bolo uchytené medzi dve dialyzačné membrá-
ny2 6. V oboch týchto prípadoch bol ako detektor použitá
kyslíková elektroda. Dalším prístupom pri konštrukcii glukó-
zového biosenzora bola imobilizácia glukózadehydrogenázy
parami glutardialdehydu na FET-tranzistor'1. Najdóležitejšie
charakteristiky glukózových biosenzorov sú zhrnuté v tab. III.

Stanovenie glukózy v reálných vzorkách biosenzorom je
presnejšie (odchylka 0,5-4,6 %) než štandardnými metodami

(odchylka 2,7-7,7 % ) . Tento rozdiel je spósobený tým, že pri
najčastejšiepoužívanejreferenčnej analytickej metóde-spek-
trofotometrii interferujú zložky vzoriek, připadne sa mění
koncentrácia analytov vplyvom úpravy vzorky. Odchylka me-
dzi stanovením glukózy biosenzorom a spekrofotometrickou
metodou sa pohybuje okolo hodnoty 2,7 %, výnimkou sú
vzorky s nízkým obsahom glukózy, kde je odchylka až 42 %.

3 . 2 . F r u k t ó z a

Základom stanovenia fruktózy je jej oxidácia pomocou
enzymu fruktózadehydrogenázy (FDH, EC 1.1.99.11), ktorá
obsahuje v molekule naviazaný koenzym pyrolchinolínchinón
(PQQ) podfa rovnice (10) a redukcia pomocou sorbitoldehyd-
rogenázy (SDH, EC 1.1.1.14) a mediátora M vyjádřená rov-
nicou (11).

D-fruktóza + FDH/PQQ -> 5-keto-D-fruktóza +

+ FDH/PQQH2 , (10)

D-fruktóza + NADH S D H > r>sorbitol + NAD+ + H+

(U)

PQQH2 sa regeneruje rovnakým princípom, ktorý je na-
značený v rovnici (8) a NAD+ obdobné ako v rovniciach (3)
a (4) a prúd tečúci elektrodou je úměrný koncentrácii fruktózy
vo vzorke. Fruktóza bola stanovená aj použitím enzymu ma-
nitoldehydrogenázy (MDH, EC 1.1.1.67), podlá rovnice (12).

D-fruktóza + NADH M D H > D-manitol + NAD+ + H+

(12)

Pri tejto metóde sa fluorimetricky stanoví úbytok NADH
počas reakcie. Úbytok NADH je priamo úměrný koncentrácii
fruktózy vo vzorke. Spektrofotometricky sa stanoví fruktóza
za přítomnosti enzýmov hexokinázy (HK, EC2.7.1.1), glukó-
zafosfátizomerázy (PGI, EC 5.3.1.9) a glukóza-6-fosfátdehy-
drogenázy (G6PDH, EC 1.1.149) vyjádřená rovnicami (75),
(14) a (15).

D-fruktóza + ATP < HK/M£3' > D-fruktóza-6-P + ADP (13)

520



Chem. Listy 93, 518 - 526 (1999) Referáty

Tabulka IV
Charakteristiky fruktózových biosenzorov

Linearita
[ITIM]

Po 10,7
Po 0,7
0,08-1,6
3-30a

0,02-2
P o l
0,01-1

Detekčný
limit
[mM]

-
0,03

r
-
-
-

Stabilita

90 % 75d 4 °C
40 % 22d 4 °C
-
75 % 12t 6 °C
40 % 30d 5 °C
30 % 2t 5 °C
60 % 2m 4 °C

Cas
odozvy

[s]

150
20
-
-
-
60
-

Detektor

amperometrický
amperometrický
optický
optický
amperometrický
amperometrický
amperometrický

Biologická
časť

Citácia

FDH
FDH
HK, PGI, G6PDH
MDH
FDH
FDH
FDH

27
29
30
32
33
28
31

' Koncentrácia v |J.M, - nepublikovaný údaj

Produkcia redukovaného NADP sa stanoví spektrofoto-
metricky pri 340 nm.

Pri přípravě fruktózového biosenzora bola fruktózadehy-
drogenáza imobilizovaná do těla pastovej elektrody27, na po-
vrch pastovej elektrody28, do vrstvy fosfolipidu, keď sa najprv
materiál elektrody aktivoval a na takúto elektrodu sa adsorbo-
vala vrstva fosfolipidu s enzýmom29, na aktivované skleněné
gulóčky s kontrolovanou velkosťou pórov a následné zosie-
tenie glutardialdehydom30 na povrch elektrody zosietením
hovadzieho sérového albuminu glutardialdehydom31. Fruktó-
zový biosenzor bol připravený aj kovalentnou imobilizáciou
manitoldehydrogenázy na modifikované gulóčky z pólyvinyl-
alkoholu a následné zosietenie glutardialdehydom32, kovalen-
tnou imobilizáciou fruktózadehydrogenázy na amino-derivát
membrány a zosietenie glutardialdehydom33. Všetky základné
charakteristiky biosenzorov sú zhrnuté v tab. IV.

Stanovenie fruktózy v nápojoch biosenzorom je presnejšie
(odchylka přibližné 0,8 %) než štandardnými metodami (od-
chylka přibližné 3 %). Odchylka medzi stanovením fruktó-
zovým biosenzorom a referenčnou analytickou metodou (fo-
tometria, LC) je okolo 2,4 %.

3 . 3 . S a c h a r ó z a

Základným princípom stanovenia sacharózy je jej hydro-
lýza pomocou enzymu invertázy (INV, EC 3.2.1.26) na a-D-
-glukózu a fruktózu a následnú izomerizáciu na P-D-glukózu
mutarotázou (MUT, EC 5.1.3.3) a oxidáciu (3-D-glukózy po-
mocou glukózaoxidázy (GOx, EC 1.1.3.4), ako to dokumen-
tujú rovnice (16) a (77).

sacharóza — I N V > a-o-glukóza + P-D-fruktóza (16)

a-D-glukóza < M U T > P-i>glukóza (17)

P-D-Glukóza sa dá stanoviť buď enzýmom glukózaoxi-

dázou, alebo glukózadehydrogenázou, ako bolo spomenuté pri
glukózovom biosenzore. Dalším spósobom stanovenia sacha-
rózy je použitie enzýmov sacharózafosforylázy (SP, EC
2.4.1.7), fosfoglukózamutázy (PGM, EC 5.4.2.2) a glukóza-
6-P-dehydrogenázy (G6PDH, EC 1.1.1.49), ako to popisujú
rovnice (18), (19) a (20).

Prírastok NADPH je stanovený spektrofluorometricky.
Sacharóza bola stanovená cez P-D-glukózu, ktorá vzniká hyd-
rolýzou pomocou invertázy, ako je to zřejmé z rovnic (16)
a (7 7), použitím enzymu glukózadehydrogenázy za použitia
potenciometrického detektora, ako to ukazuje rovnica (9).

Na přípravu sacharózového biosenzora boli použité enzy-
my glukózaoxidáza, mutarotáza a invertáza za použitia ampe-
rometrického prevodníka imobilizo váné na modifikované skle-
né gulóčky18, priamo na kyslíkovú elektrodu spolu s hovádzím
sérovým albumínom, zosietené glutardialdehydom a překryté
membránou34, imobilizo váné na póly amidovú membránu a zo-
sietené spolu s hovádzím sérovým abumínom glutardialdehy-
dom35. Sacharózový biosenzor bol připravený imobilizáciou
všetkých troch spomínaných enzýmov na kolagénovú mem-
bránu4, na acetátcelulózovú membránu36, imobilizáciou inver-
tázy a glukózadehydrogenázy na FET tranzistor a zosietením
parami glutardialdehydu11, imobilizáciou enzýmov sacharó-
zafosforylázy, fosfoglukomutázy a glukóza-6-fosfátdehydro-
genázy na aktivované skleněné gulóčky, za použitia optického
prevodníka37, imobilizáciou bunkovej steny Saccharomyces
cerevisiae spolu s glukózaoxidázou a hovádzím sérovým al-
bumínom na nylonovú sieťku zosietenú glutardialdehydom
a následnou fixáciou na kyslíkovú elektrodu38 a imobilizáciou
permeabilizovaných buniek Zymomonas mobilis a invertázy
do želatíny a prerytím nylonovou sieťkou na povrchu pH
elektrody39. Všetky základné charakteristiky sacharózového
biosenzora sú uvedené v tab. V. Odchylka medzi stanovením sa-
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Tabulka V
Charakteristiky sacharózových biosenzorov

Linearita
[ITIM]

_
0,003-7
0,03-l,5b

0,000 l-0,2c

Po 1,3

Detekčný
limit
[ITIM]

_
-
-

0,2a

-

Stabilita

_
100% l im 4
90 % 50d 20
_
100 % 8t 25 °

°C
°c

c

Čas
odozvy

[s]

180
1-6 min

2 min
6 min
3 min

Detektor

amperometrický
kyslíková elektroda
kyslíková elektroda
optický
kyslíková elektroda

Biologická
časť

GOx, INV, MUT
GOx, INV, MUT
GOx, INV, MUT
SP, PGM, G6PDH
GOx, S. cerevisiae

Citácia

18
34
35
37
38

' Údaj v \JLM, koncentrácia sacharózy v g.l" , c v semilogaritmickom vyjádření, - nepublikovaný údaj

charózy referenčnou analytickou metodou (fotometria, HPLC)
a biosenzorom je přibližné 2,4 %.

4. Analýza organických kyselin

4 . 1 . K y s e l i n a m 1 i e č n a

Kyselina mliečna (laktát) je opticky aktívna látka a preto
existuje v dvoch optických izoméroch, ako L- a D-kyselina
mliečna. Oba tieto izoméry sa dajú stanovit' biosenzorom za po-
užitia enzýmov L-laktátdehydrogenázy (L-LDH, EC 1.1.1.27)
a D-laktátdehydrogenázy (D-LDH, EC 1.1.1.28), ako je to
vyjádřené v rovnici (27), připadne použitím L-laktátoxidázy
(LOD, EC 1.1.3.2), podlá rovnice (22).

kyselina D,L-mliečna + NAD+ D'L~LD" >

—» pyruvát + NADH + H+ (21)

Redukovaný kofaktor sa reoxiduje, ako je vidieť z rovnic
(3) a (4).

L-laktát + O 2
 L 0 D > pyruvát + H 2 O 2 (22)

Celkové množstvo kyseliny mliečnej vo vzorke sa dá
stanovit' použitím enzýmov L-laktátoxidázy (LOD), D-laktát-
dehydrogenázy (D-LDH) a peroxidázy (HPO, EC 1.11.1.7),
vyjádřené rovnicami (22), (23) a (24).

r>laktát + NAD+ I > L D H > pyruvát + NADH + H+ (23)

2 NADH + O2 + 2 H+ H P O ) 2 NAD+ + 2 H2O (24)

Celková koncentrácia laktátu vo vzorke je takto úměrná
spotřebě kyslíka, ktorá je detegovaná kyslíkovou elektrodou.
Na detekciu L-laktátu bol použitý aj optický senzor použitím
enzýmov laktátoxidázy (LOD) a peroxidázy (HPO), vyjádřené
rovnicami (22) a (25).

H 2O 2 + luminol — H P O > 3-aminoftalát + N 2 +

+ světlo (425 nm) (25)

Na detekciu emitovaného světla bol použitý optický senzor.

D- a L-Laktátdehydrogenáza boli imobilizované do uhlíko-
vej pasty a na detekciu bol použitý amperometrický převod-
ník7, D-laktátdehy drogenáza bola imobilizo váná do neónovým
svetlom polymerizovatelnej membrány z vinylalkoholu a D-
-laktát bol detegovaný amperometrickým prevodníkom40. L-
-Laktátoxidáza, D-laktátdehy drogenáza a peroxidáza boli imo-
bilizované do polyazetidínového polymeru a kyslíkovou elek-
trodou bol detegovaný D-laktát41, L-laktát bol detegovaný am-
perometrický imobilizáciou L-laktátoxidázy do polymeru tvo-
řeného polypyrolom a poly(o-fenyléndiamínom)42. Laktátový
biosenzor bol připravený imobilizáciou laktátoxidázy na po-
vrch sklovitého uhlíka pokrytého membránami z poly-L-lyzí-
nu a poly(4-styrénsulfonátu)43, „screen-printing" technikou44,
imobilizáciou s hovadzím sérovým albumínom a zosietením
glutardialdehydom45, na modifikované skleněné guločky18, na
nylonovú membránu46 a adsorpciou buniek Pseudomonas pu-
tida na filtračný papier47. Laktátový senzor bol připravený
imobilizáciou peroxidázy a laktátoxidázy na aktivovánu poly-
amidovú membránu spolu s hovadzím sérovým albumínom48.
Charakteristiky laktátových biosenzorov sú uvedené v tab. VI.

Stanovenie laktátu v reálných vzorkách biosenzorom je
presnejšie (odchylka 2,3-3,4 %) než štandardnými metodami
(odchylka přibližné 4,7 %). Rozdiel medzi stanovením laktátu
biosenzorom a referenčnou analytickou metodou (fotometria,
HPLC) je asi 3,2%.

4 . 2 . K y s e l i n a j a b l č n á

Kyselina L-jablčná (malát) sa dá stanovit' aplikáciou troch
róznych prístupov. Prvým z nich je použitie enzymu L-malát-
dehydrogenázy (L-MDH, EC 1.1.1.37), rovnica (26).

L-malát + NAD+ ' ' M D H ) oxalacetát +NADH + H+

(26)

Redukovaný kofaktor sa reoxiduje na povrchu elektrody,
ako je to naznačené v rovniciach (3) a (4) odovzdaním elek-
trónov a prúd je úměrný koncentrácii kyseliny jablčnej vo
vzorke. Druhým z nich je použitie „malic" enzymu (ME, EC
1.1.1.40), a v druhom kroku použitie enzymu pyruvátoxidázy
(POD, EC 1.2.3.3), ako je to zřejmé z rovnic (27) a (28).

L-malát + NADP+ < M E ) pyruvát + NADPH + CO2 + H+

(27)
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Tabulka VI
Charakteristiky laktátových biosenzorov

Linearita
[min]

0,01-1,5
0,01-3,5a

Po 0,5
0,5-5,0
0,01-1
0,05-3
Po 10
Po 0,3
Po 100b

Po 1,25C

Detekčný
limit
[ITIM]

0,009
0,01

-
-
-

0,025
-

0,0001
-
5d

Stabilita

6t4°C
4t4°C
-
60 % 35d 5
40 % 5m 4 °
-
-
40 % 2m 4 °
100%4m4
-

°C
C

c
°c

Čas
odozvy

[s]

240
240
150
-

180
120
-

5
_
-

Detektor

amperometrický
amperometrický
kyslíková elektroda
kyslíková elektroda
amperometrický
amperometrický
amperometrický
amperometrický
amperometrický
optický

Biologická
časť

L-LDH
D-LDH
L-LOD
P. putida
D-LDH, DP
LOD, D-LDH,
LOD
LOD
LOD
LOD, HPO

Citácia

27
27
46
47
40

HPO 41
42
43
45
48

1 D-Laktát, v mg.l" , c údaj v (imol, údaj v nmol, - nepublikovaný údaj

Vznikajúci peroxid vodíka sa stanoví na platinovej elek-
trodě. Třetím princípom je potenciometrické stanovenie
vzniknutého protonu, reakciou kyseliny jablčnej s „malic"
enzýmom, podlá rovnice (27).

Pri konštrukcii malátového biosenzorabolaimobilizovaná
L-malátdehydrogenáza do uhlíkovej pasty27, „malic enzyme"
imobilizovaný na chemicky modifikovaný nylon a následné
zosieťovaný glutardialdehydom spolu s hovádzím sérovým
albumínom, ako převodník bol použitý potenciometrický de-
tektor46. Imobilizáciou pyruvátoxidázy, „malic enzymu" na
acetát-celulózovú membránu49 a adsorpciou buniek Pseudo-
monas putida na filtračný papier47 bol tiež skonštruovaný
malátový biosenzor, použitím amperometrického detektora.
Základné charakteristiky malátového biosenzora sú uvedené
tab. VII.

Velká odchylka medzi stanovením biosenzorom a referen-
čnou analytickou metodou vo vzorke červeného vína (42,9 %),
je spósobená nízkou koncentráciou kyseliny jablčnej vo vzor-
ke (okolo 0,1 g.l"1). Rozdiel medzi stanovením malátu biosen-
zorom a referenčnou analytickou metodou (fotometria, HPLC)
je 6 %, v jednom případe dokonca 42 %.

4 . 3 . K y s e l i n a š ť a v e l o v á

Základom stanovenia kyseliny šťavelovej (oxalátu) bio-
senzorom je reakcia popísaná rovnicou (29), využívajúca en-
zym oxalátoxidázu (OOx, EC 1.2.3.4)50.

(29)

Pokles koncentrácie kyslíka vplyvom jeho spotřeby enzý-
mom sa stanoví na kyslíkovej elektrodě. Enzym bol imolibi-
lizovaný na aktivovanej polyamidovej membráně. Senzor vy-
kazuje lineárnu odozvu v rozsahu koncentrácii S.IO^-IO"1 M.
Čas odozvy sa pohyboval v rozsahu od 20 sekund po 1 minutu
v závislosti od koncentrácie kyseliny šťavelovej vo vzorke.

Biosenzor pracoval pri teplotě 30 °C a pH 4,0. Skladovacia
stabilita pri 4 °C bola velmi dobrá, senzor vykazoval 100 %
aktivitu počas 120 dní. Bola pozorovaná iba 3 % relativná
štandardná odchylka. Pri analýze vzoriek nealkoholických
nápojov bola ako referenčná metoda použitá spektrofotomet-
rická metoda. Priemerná odchylka medzi obomi metodami
bola 31 %.

5. Stanovenie ostatných zložiek

5 . 1 . G l y c e r o l

Na stanovenie glycerolu sa využívá jeho oxidácia za pří-
tomnosti enzymu glyceroldehydrogenázy (GLDH, EC 1.1.1.6)
a kofaktora, vyjádřená rovnicou (30).

(30)

Redukovaný NAD sa oxiduje na materiále elektrody, takže
nie je potřebná diaforáza. Enzym bol imobilizovaný kova-
lentne na rozličné nosiče (organické i anorganické)51. Gly-
ceroldehydrogenáza spolu s NAD-om bola imobilizovaná do
membrány z poly(L-lyzínu) a poly(dimetylaminoetyl)metyl-
metakrylátu i želatíny52. Z reakcie (30) je jasné, že vznikajúci
redukovaný NAD sa dá detegovať spektrofotometricky pri
340 nm (cit.53), alebo potenciometrický sa dajú stanovit' vzni-
kajúce protony s imobilizovanou glyceroldehydrogenázou v po-
lyakrylamidovom géli54. Dalším prístupom konštrukcie bola
imobilizácia enzýmov glycerolkinázy (GLK, EC 2.7.1.30)
a glycerolfosfátoxidázy (GLPO, EC 1.1.3.21) uchytením v te-
le mikrodialyzačnej elektrody55 alebo na nylonovú membrá-
nu56, ich činnost'je vyjádřená rovnicami (31) a (52). Vznika-
júci peroxid vodíka bol stanovený amperometrický.

(31)
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Tabulica VII
Charakteristiky malátových biosenzorov

Linearita
[HIM]

Detekčný
limit
[ITIM]

Stabilita Čas
odozvy

Detektor Biologická
časť

Citácia

Po 1,2
1-5003

Po 4b'c

Po 5

0,01 6 týždňov 240
0,0005 4 % 6d 25 °C 60

0,lb - 60
100 % lOd 5 °C 300

amperometrický
amperometrický
potenciometrický
kyslíková elektroda

L - M D H 27
ME, POD 49
ME 46
Pseudomonas putida AI

a Koncentrácia v u,mol.r, koncentrácia v g.T , c v semilogaritmickom vyjádření, - nepublikovaný údaj

Tabulka VIII
Charakteristiky glycerolových biosenzorov

Linearita
[min]

Detekčný
limit
[mivi]

Stabilita Cas
odozvy

[s]

Detektor Biologická
časť

Citácia

20-200a

0,5-500a

Po 10
0,0001-0,5
0,l-100b

0,07a

85 % 3m 4 °C

75 % 50d 4 °C

120
20
20

180
600

amperometrický
amperometrický
amperometrický
amperometrický
potenciometrický

G1DH
G1K,G1PO
G1DH
G1K, G1PO
G1DH, DP

51
53
55
56
54

1 Údaj v (XM, v semilogaritmickom vyjádření, - nepublikovaný údaj

Tabulka IX
Charakteristiky siričitanových biosenzorov

Linearita
[mg.l1]

Detekčný
limit

[mg.!"1]

Stabilita Čas
odozvy

[s]

Detektor Biologická
časť

Citácia

1-20
5-50a

Po 50
0,04-0,2
10-1000b

1
5
-
_
3 a

-
100%30d4°C
100 % 84d 4 °C
5 0 % 15d4°C
2 m

300
1200
240
120
-

amperometrický
potenciometrický
kyslíková elektroda
kyslíková elektroda
optický

T. thiooxidans
T. thiooxidans
SOx
SOx
SOx, HPO

61
62
59
57
60

1 V semilogaritmickom vyjádření, koncentrácia v ng.ml" , - nepublikovaný údaj

glycerolfosfát + O2
 0 L P 0 >

—> dihydroxyacetónfosfát + H 2O 2 (32)

Základné charakteristiky glycerolového biosenzora sú uve-
dené v tab. VIII. V případe stanovenia glycerolu je rozdiel
medzi stanovením biosenzorom a spektrofotometrickou meto-
dou přibližné 1,6 %.

5 . 2 . S i r i č i t a n y

Na stanovenie siričitanov sa využívá enzym sulfitoxidáza
(SOx, EC 1.8.3.1) imobilizovaná na nylonovú membránu57, na
organickú vodivú sol'58, fyzickým uchytením na kyslíkovú

elektrodu59 podlá rovnice (33). Z tejto rovnice vyplývá, že pri
všetkých konštrukciách siričitanových biosenzorov bola ako
převodník použitá kyslíková elektroda.

SO^ + O 2 + H2O
 S O x > SOS" + H 2 O 2 (33)

Na konštrukciu sulfitového biosenzora boli použité enzy-
my sulfitoxidáza spolu s peroxidázou imobilizované na akti-
vovaných sklených gulóčkach. Peroxidáza katalyzuje oxida-
tívnu kondenzáciu 4-aminofenazónu (4-AAF) s 3-metyl-N-
-etyl-N'-(|3-hydroxyetyl)anilínu (MEHA) v přítomnosti pero-
xidu vodíka za vzniku derivátu anilínu (AMHA), podlá reak-
cie (34), na detekciu bol použitý optický detektor60.
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4-AAF + MEHA + H 2O 2 4-AMHA + 4 H2O

(34)

Na stanovenie siričitanou bol využitý aj enzymový kom-
plex baktérií Thiobacillus thiooxidans, ktoré sú schopné oxi-
dovať siričitan na síran za spotřeby ky slíka. Na toto stanovenie
sa využívajú dva přístupy, jedným z nich je stanovenie úbytku
kyslíka počas reakcie61 a druhý přístup je stanovenie změny
pH počas reakcie62. V prvom případe boli buňky imobilizo-
vané uchytením medzi dve celulózové membrány a v druhom
případe adsorbované na membránový filter. Charakteristiky
siričitanových biosenzorov sú zhrnuté v tab. IX.

Medzi stanovením siričitanov biosenzorom a referenčnou
analytickou metodou je rozdiel asi 4 %.

5 . 3 . F o s f á t y

Fosfáty boli vo vzorkách stanovené na základe inhibície
kyslej fosfatázy (AF, EC 3.1.3.2) fosfátmi63 (55).

glukóza-6-fosfát + H2O glukóza+ H 2PO 4 (35)

Glukóza reaguje s glukózaoxidázou (GOx) podlá rovnic
(6)a.(7), za spotřeby kyslíka. Přítomný fosfát vo vzorke posobí
inhibične a posúva rovnováhu (35) na Tavú stranu, čím sa
uvolní menej glukózy, čo sa prejaví vzrastom koncentrácie
kyslíka a teda aj prúdu. Linearizáciou vzťahu prúd-koncentrá-
cia bola dosiahnutá lineárna odpověď v rozsahu 0,09-1,4 mM.
Čas odozvy biosenzora bol menej ako 5 minut a detekčný limit
0,06 mM. Stabilita biosenzora bola dobrá (životnost' 10-16 dní).
Biosenzor pracoval s presnosťou 1,7 %. Vzorka vína bola sta-
novená biosenzorom a spektrofotometrickou metodou s odchyl-
kou 3,5 %.

5 . 4 . Ď a l š i e a n a l y t y

Okrem už spomínaných analytov by sa vo vzorkách nápo-
jov dali stanovit' mnohé iné látky, ako laktóza, maltóza, oligo-
sacharidy, vitamín C, aminokyseliny, rezidua pesticídov, du-
sičnany a mnohé ďalšie.

6. Závěr

Stanovenie spomínaných analytov bolo v mnohých prípa-
doch presnejšie, ako stanovenie referenčnou analytickou me-
todou, pričom odchylka medzi oboma metodami sa najčastej-
šie pohybovala v rozsahu od 2 % do 6 %. Stanovenie biosen-
zorom sa vyznačovalo rýchlosťou (čas odozvy zvyčajne do
3 minut) a takmer žiadnou predúpravou vzorky. Na stabilitu
pozitivně vplývala imobilizácia enzymu do uhlíkovej pastovej
elektrody a koimobilizácia spolu s hovádzím sérovým albu-
mínom, keď si biosenzory zachovávali takmer póvodnú akti-
vitu niekďko mesiacov. Velmi stabilnými boli mikrobiálně
biosenzory (Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis,
Pseudomonas putida, Thiobacillus thiooxidans), ktoré si
uchovávali 100 % aktivitu až tri mesiace, skladováním pri 4 °C.

Táto práca je súčasťou riešenia týchto projektov: 2/5059/
98, 2/4149/97 a 1/6252/99.
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The review summarizes the application of biosensors in
the analysis of alcoholic and non-alcoholic beverages. It de-
scribes the construction and fundamental characteristics (li-
nearity, detection limit, response time and stability) of bio-
sensors for the determination of ethanol, glucose, saccharose,
fructose, glycerol, lactic, malic and oxalic acid, sulfites and
phosphates. A comparison of the determination making use of
biosensors with reference methods exhibits a very good agree-
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