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1. Uvod

Vyvoj a vyuZitie biosenzorov je progresivny analyticky
odbor, ktory v sebe zahffia poznatky z oblasti biologie, chémie,
fyziky a matematiky a svojimi aplika¢nymi vystupmi zasahuje
do oblasti fermentaéného, potravindrskeho a farmaceutického
priemyslu, do analytickej chémie, polnohospoddrstva, medici-

Tabulka I
Zakladné charakteristiky biosenzorov

Termin Vyznam

Senzitivita
Selektivita
Dynamicky rozsah
Cas odozvy
Reprodukovatelnost
Detekény limit
Zivotnost'

Stabilita

ny, zivotného prostredia i petrochemie. Biosenzor je zariade-
nie, ktoré pozostava z biologickej Casti, ktord sa nachddza
v tesnom kontakte s fyzikdlnochemickym prevodnikom, alebo
je sucastou prevodnika. Vysledkom takéhoto usporiadaniaje
elektronicky signal, ktory je proporcionalny koncentracii ana-
lytu. Spojenie tychto dvoch odli$nych oblasti kombinuje v sebe
$pecificitu a senzitivitu biologického systému so silou elektro-
techniky a potitacovej techniky. Takymto analytickym zaria-
denim sa roz8iri $pecificita i rozsah stanovitelnych substratov
oproti senzorem zalozenym na principe fyzikdlnochemického
prevodnika. R6znymi kombindciami biologickej Casti s pre-
vodnikom mozno docielif vel'’ké mnoZstvo roznych konstruk-
cii'. Zakladné charakteristiky biosenzorov aj s ich vyznamom
st uvedené v tab. I (cit.?).

Overenie vhodnosti pouzitia biosenzorov sa realizuje na re-
dlnych vzorkach, ktorymi byvajii oby€ajne rézne napoje, porov-
nanim s referen¢nou analytickou metdodou. Zo vSetkych zlo-
7iek ndpojov sa budeme bliZsie zaoberaf stanovenim etanolu,
cukrov (glukéza, fruktdza, sachardza), kyselin (mliecna, jabléna,
Sfavelova), glycerolu a organickych ldtok (siri¢itany, fosfaty).

2. Stanovenie etanolu

Zdkladom stanovenia etanolu biosenzorom je reakcia, pri
ktorej sa etanol oxiduje enzymom alkoholoxiddzou (AOx, EC
1.1.3.13)alebo alkoholdehydrogendzou (ADH, EC 1.1.1.1)na
acetaldehyd. V pripade pouzitia alkoholoxiddzy oxid4cia eta-
nolu prebieha podla rovnice (7).

etanol + O, %, acetaldehyd + H,0; (D

Redukovand forma AOx odovzd4 elektrony prostrednic -
tvom medidtora amperometrickému prevodniku a merany prid
je umerny koncentracii etanolu vo vzorke. Jednoduchs$im spo-
sobom je pouzitie kyslikovej elektrody ako prevodnika. Meria
sa ubytok pridu, ktoryje priamo timerny koncentrécii etanolu.
Druhym sposobom konstrukcie etanolového biosenzora je
vyuzitie enzymu alkohol-dehydrogendzy, ktord si vyzaduje
kofaktor NAD™ (nikotinamidadenindinukleotid). Na povrchu
biosenzora prebieha nasledujica reakcia (2).

smernica krivky, vyjadrend ako vystup na jednotku koncentracic

schopnost' zariadenia mera( jeden chemicky komponent v pritomnosti dal§ich komponentov
rozsah koncentracii, pri ktorych je senzitivita vacSia nez nula

Cas, za ktory dosiahne vystupna veli¢ina hodnotu 63 % koneénej hodnoty

presnost, vicSinou vyjadrend ako odchylka, Standardnd odchylka alebo variaény koeficient
koncentracia, pri ktorej hodnota vystupnej veli¢iny je rovna dvojndsobku §tandardnej odchylky
vyuzitelny ¢as biosenzora, vyjadreny ako skladovacia, alebo operacna stabilita

percento zmeny senzitivity v Case
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etanol + NAD* —2PH > acetaldehyd +NADH + HY (2)

Redukovany NAD sa da elektrochemicky reoxidovat na
povrchu prevodnika a meria sa prud, ktory je imerny koncen-
tracii etanolu. Priama reoxidédcia prebieha na vSetkych typoch
elektrod az pri vysokych potencidloch (0,9 V), pri ktorych
interferuji mnohé litky a dochddza k tvorbe dimérov NAD-u.
Pre konstrukciu biosenzorovje vyhodnejSia reoxiddcia NAD-u
prostrednictvom enzymu diafordzy (DP, EC 1.6.99.-) uvedena
v rovniciach (3) a (4).

NADH + DP_, — NAD" + DP,,+ H* 3)

DPrcd + Mnx - Dan + Mred (4)

Redukovany medidtor M. sa nasledne reoxiduje na povr-
chu prevodnika (4). Prid potrebny na reoxiddciu medidtoraje
v tomto pripade priamo iimerny koncentrécii etanolu. Ako me-
didtor sa moZe pouzif napriklad hexakyanoZelezitan draselny,
ktory sa elektrochemicky reoxiduje pri potencidli 300 mV vs.
SCE (oproti nasytenej kalomelovej elektréde). Etanolovy bio-
senzor bol skon§truovany pouzitim alkoholdehydrogendzy (2),
a vznikajuici acetaldehyd je substrdtom enzymu aldehydde-
hydrogendzy (ALDH, EC 1.2.1.5), ktord ho premieiia podla
rovnice (5) na acetat.

ALDH 5 acetat + NADH + H*
)

acetaldehyd + NAD" -

Vznikajuce protény sa stanovia potenciometricky.

Na pripravu etanolovych biosenzorov bola pouzitd alko-
holoxiddza imobilizovand na sférické sklené a uhlikové Casti-
ce’, na membrinu z ko]agénu4, na metakryldtovy kopo]ymér5
v spojeni s amperometrickym prevodnikom, alkoholdehydro-
gendza imobilizovand kovalentnym prichytenim na modifiko-
vanu celulézovi membrdnu s naslednym zosietenim glutardi-
aldehydom®, do tela uhlikovej pastovej elektrédy’™’, ,screen-
printing" technoldgiou na PVC substrat' takisto v spojeni
s amperometrickym prevodnikom. Etanolovy biosenzor bol
tiez skonStruovany adsorpciou enzymov alkoholdehydroge-
ndzy a aldehyddehydrogendzy na FET-tranzistore a zosiete-
nim parami glutardialdehydu] !, Etanolovy biosenzor bol pri-

Tabulka IT
Charakteristiky etanolovych biosenzorov

Linearita Detekény Stabilita Cas
[mm] limit odozvy
[mM] [s]
0,17-1,71 0,085 35
5-110 - 90 % 9d 30°C 120
Po 0,003* - 0 % 8d 25°C 150
1,5-25" 1 95 % 7m 4°C 35
Po 12 — - 20
Po 1000° - 70 % 30d 25°C 300
Po 35 - 90 % 49d 25 °C 180
5-65° 5-10° 40 % 15d 30°C 30

Referaty

praveny aj imobilizdciou buniek Gluconobacteroxydans do
Zelatiny s néaslednym zosietenim glutardialdehydom'” a per-
meabilizovanych buniek Pichia pastoris uchytenych medzi
dve teflénové mexnbrziny13. V oboch tychto pripadoch bol ako
detektor pouzitd kyslikové elektroda. V tab. II su prehladne
uvedené charakteristiky etanolového biosenzora.

Stanovenie etanolu v redlnych vzorkdch biosenzorom je
len o nie¢o menej presnejsie (odchylka 1,8-6,7 %) nez Stan-
dardnymi metodami (odchylka 1,3-5,5 %). Tato odchylkaje
vacsinou sposobend nespecificitou enzymu, ktory, ako uz sim
ndzov napovedd je schopny oxidovat' viacero alkoholov (eta-
nol, 1-propanol, 2-propanol, butanol)'’. Odchylka medzi sta-
novenim etanolu biosenzorom a referen¢nou analytickou me-
tédou (fotometria, GC) sa pohybuje okolo hodnoty 2 %,
vynimkou je pripad biosenzora, kde nebola pouzitd vonkajsia
membréna (odchylkaaz 28 %).

3. Detekcia sacharidov

3.1. Glukoéza

Zékladnou reakciou stanovenia glukézy je jej oxiddcia, za
pritomnosti enzymu glukézaoxidazy (GOx, EC 1.1.3.4), ktory
obsahuje kofaktor FAD (flavinadenindinukleotid) v molekule
enzymu, alebo za pritomnosti enzymu gluk6zadehydrogendzy
(GDH, EC 1.1.1.47). Cinnost' prvého z nich si moéZeme popisat
rovnicami (6) a (7).

D-glukéza + GOx/FA — kyselina glukénové +

+ GOx/ FADH, (6

GOx/FADH, + O, — GOx/FAD + H,0, (7)
V tomto pripade sa ubytok kyslika zaznamenad kyslikovou
elektrédou a pokles koncentracie kyslika je imerny koncen-
tracii gluk6zy vo vzorke. V pripade pouzitia iného amperomet-
rického prevodnika, ako kyslikové elektroda, sa da FAD reoxi-
dovat za pouzitia medidtora, ako to ukazuje rovnica (8).

FADH, + M, — FAD + M, 4+ 2H" (8

Detektor Biologicka Citdcia
Cast

amperometricky AOx 3

amperometricky ADH 6

kyslikova elektroda Gluconobacter 12
oxydans

amperometricky ADH 8

amperometricky ADH 7

amperometricky ADH 9

amperometricky ADH 10

kyslikova elektroda Pichia pastoris 13

" Obj. %,h logaritmicka zdvislost, © mg.l"‘, - nepublikovany udaj
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Tabulka II1
Charakteristiky glukézovych biosenzorov
Linearita Detekény Stabilita Cas Detektor Biologicka Citéacia
[mm] limit odozvy Sast

[mm] [s]
0,2-47" - 87 % 6m 4 °C 90 amperometricky GOx 14
0,1-5° - 50 % 10d - amperometricky GOx 15
5-500° .
Po 500 - — 130 amperometricky GOx 16
7.107-5.10* - 180 chemiluminiscenény GOx 23
0,1-500 - 60 kyslikova optréda GOx 24
0,01-1,5 0,005 85 % 60d 4 °C 35 amperometricky GOx 3
Po 1,8 - 75 % 20d 25 °C 120 kyslikova elektroda A. niger 26

* Koncentracia glukézy v g.I","

Redukovany medidtor sa oxiduje na povrchu elektrody
tak, Ze odovzda elektrony. Prirastok priduje imerny koncen-
tracii glukézy vo vzorke. Glukézovy senzor moze byt skon-
Struovany aj pouZzitim enzymu glukézadehydrogenazy (GDH),
ako to ukazuje rovnica (9).

GDH

glukéza + NADP* > kyselina glukonova +

+ NADPH + H" 9

Redukovany kof aktor sa regeneruje na elektréde pomocou
medidtora a enzymu diafordzy, rovnakym spdsobom, ako je to
popisané v rovniciach (3) a (4). Gluk6zadehydrogendza sa da
vyuzit' aj pri potenciometrickom stanoveni glukézy, ako to
naznacuje rovnica (9).

V pripade glukézového biosenzora sa takmer vylucne
vyuZziva enzym glukézaoxiddza, ktord bola imobilizovand do
tela uhlikovej pastovej elcktrédy”, na membranu z tenkého
¢reva a nasledné zosietend glutardialdehydom's, do polypyro-
1'% na modifikované sklené guldcky'®, na sférické sklené
a uhlikové Castice®, ,screen-printing” technol(’)giouw, do fos-
folipidovej membrany”’, do chitinovej membrany’', do pasto-
vej elektrody modifikovanej silanizovanym ferocénom®. Vo
vSetkych tychto glukézovych biosenzoroch sa ako prevodnik
pouziva amperometricky prevodnik. Pri glukézovom biosen-
zore s glukézaoxiddzou a peroxiddzou imobilizovanou na
komercénych prepardtech membrdn, ako st polyvinylénfluo-
ridovd a polyamidovd membrana®, a s imobilizovanou glu-
kézaoxiddzou adsorbovanou na uhlikovi &erfi a zosietenui
glutardialdehydom® bol pouZity opticky prevodnik. Okrem
tychto enzymovych glukézovych biosenzorov boli pouzité aj
mikrobidlne biosenzory, ktoré boli skonstruované imobilizd-
ciou buniek Gluconobactewxydans do Zelatiny a zosietené
glutardialdehydom®, alebo imobilizdciou mycélia Aspergil-
[us niger, ktoré bolo uchytené medzi dve dialyzatné membra-
ny’’. V oboch tychto pripadoch bol ako detektor pouZitd
kyslikovéa elektréda. Dalsim pristupom pri konstrukcii gluké-
zového biosenzora bola imobilizdacia glukézadehydrogendzy
parami glutardialdehydu na FET-tranzistor'’. Najdolezitejsie
charakteristiky gluk6zovych biosenzorov si zhrnuté v tab. III.

Stanovenie glukdzy v redlnych vzorkdch biosenzorom je
presnejsie (odchylka 0,5-4,6 %) nez Standardnymi metédami
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bez dialyza¢nej membrdny, ‘s dialyzaénou membranou, - nepublikovany tdaj

(odchylka 2,7-7,7 %). Tento rozdiel je sposobeny tym, Ze pri
najcastejSie pouzivanej referencnej analytickej metéde —spek-
trofotometrii interferuju zlozky vzoriek, pripadne sa meni
koncentrédcia analytov vplyvom upravy vzorky. Odchylka me-
dzi stanovenim glukdézy biosenzorom a spekrofotometrickou
metédou sa pohybuje okolo hodnoty 2,7 %, vynimkou st
vzorky s nizkym obsahom glukézy, kde je odchylka az 42 %.
3.2. Fruktéza

Zéikladom stanovenia fruktézy je jej oxiddcia pomocou
enzymu fruktézadehydrogendzy (FDH, EC 1.1.99.11), ktord
obsahuje v molekule naviazany koenzym pyrolchinolinchinén
(PQQ) podlarovnice (10) aredukcia pomocou sorbitoldehyd-
rogendzy (SDH, EC 1.1.1.14) a medidtora M vyjadrend rov-
nicou (/7).

D-fruktéza + FDH/PQQ — 5-keto-D-fruktéza +
+ FDH/PQQH, J (10)

SPH 5 p-sorbitol+ NAD*+ H*
(11)

D-fruktéza + NADH

PQQH, sa regeneruje rovnakym principom, ktory je na-
znadeny v rovnici (§) a NAD" obdobne ako v rovniciach (3)
a (4) a prad tecuci elektrédouje imerny koncentrécii fruktozy
vo vzorke. Fruktdza bola stanovend aj pouZzitim enzymu ma-
nitoldehydrogendzy (MDH, EC 1.1.1.67), podla rovnice (12).

MPH > b-manitol + NAD*+ H*
(12)

p-fruktéza + NADH

Pri tejto metdde sa fluorimetricky stanovi ubytok NADH
pocas reakcie. Ubytok NADH je priamo umerny koncentracii
fruktézy vo vzorke. Spektrofotometricky sa stanovi fruktéza
za pritomnosti enzymov hexokinazy (HK, EC 2.7.1.1), gluké-
zafosfatizomerazy (PGI, EC 5.3.1.9) a glukoza-6-fosfdtdehy-
drogenazy (G6PDH, EC 1.1.149) vyjadrend rovnicami (75),
(14) a (15).

p-fruktéza+ ATP <M D fruktéza-6-P+ ADP (13)
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Tabulka IV
Charakteristiky fruktézovychbiosenzorov

Referaty

Linearita Detekény Stabilita Cas Detektor Biologickd Citdcia
[mm] limit odozvy Cast’
[mM] [s]

Po 10,7 ~ 90 % 75d 4 °C 150 amperometricky FDH 27
Po 0,7 - 40 % 22d 4 °C 20 amperometricky FDH 29
0,08-1,6 0,03 - - opticky HK, PGI, G6PDH 30
3-30° B 75 % 12t 6 °C - opticky MDH 32
0,02-2 l_ 40 % 30d 5 °C - amperometricky FDH 33
Po 1 _ 30 % 2t 5 °C 60 amperometricky FDH 28
0,01-1 60 % 2m 4 °C - amperometricky FDH 31

' Koncentrdcia v [LM, - nepublikovany tidaj

o-fruktéza-6-P (14)

it _
— p-glukdza-6-P

OsPDH

D-glukdza-6-P + NADF* s D-glukondt-6-P +

+ NADPH + H* (15)

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

Pri priprave fruktézového biosenzora bola fruktézadehy-
drogendza imobilizovan4 do tela pastovej elektrody”, na po-
vrch pastovej elektrédy?®, do vrstvy fosfolipidu, ked sa najprv
materidl elektrody aktivoval a na takuto elektrodu sa adsorbo-
vala vrstva fosfolipidu s enzymom?®, na aktivované sklenené
guldcky s kontrolovanou velkostou pérov a ndsledné zosie-
tenie glutardialdehydom® na povrch elektrédy zosietenim
hovadzieho sérového albuminu glutardialdehydom®. Frukté-
zovy biosenzor bol pripraveny aj kovalentnou imobilizdciou
manitoldehydrogenédzy na modifikované gul6cky z polyvinyl-
alkoholu a nasledné zosietenie glutardialdehydom™, kovalen-
tnou imobilizdciou fruktézadehydrogendzy na amino-derivat
membrany a zosietenie glutardialdehydom™ . Vietky zdkladné
charakteristiky biosenzorov su zhrnuté v tab. 1V.

Stanovenie fruktézy v ndpojoch biosenzorom je presnejsie
(odchylka priblizne 0,8 %) nez $tandardnymi metédami (od-
chylka priblizne 3 %). Odchylka medzi stanovenim frukt6-
zovym biosenzorom a referenénou analytickou metddou (fo-
tometria, LC) je okolo 2,4 %.

3.3. Sacharéza

Zakladnym principom stanovenia sachardzy je jej hydro-
lyza pomocou enzymu invertazy (INV, EC 3.2.1.26) na a-D-
-glukézu a fruktézu a naslednd izomerizaciu na P-D-glukézu
mutarotdzou (MUT, EC 5.1.3.3) a oxidéciu 3-D-glukdzy po-
mocou glukézaoxidazy (GOx, EC 1.1.3.4), ako to dokumen-
tuji rovnice (16) a (77).

sacharéza — v o-p-glukéza + P-D-frukt6za (16)
a-p-glukéza <> B-p-glukéza (17)

B-D-Glukéza sa d4 stanovit bud enzymom glukézaoxi-
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dézou, alebo glukézadehydrogenazou, ako bolo spomenuté pri
glukézovom biosenzore. Dal$im spdsobom stanovenia sacha-
rézy je pouzitie enzymov sacharézafosforylizy (SP, EC
2.4.1.7), fosfoglukézamutdzy (PGM, EC 5.4.2.2) a glukéza-
6-P-dehydrogenazy (G6PDH, EC 1.1.1.49), ako to popisuju
rovnice (18), (19) a (20).

i P . e : 4 ’
sacharoza + P, «+—— glukdza-1-fosfat + fruktdza  (15)

glukdza-1-fosfdt i glukoza-6-fosfit (19)
glukéza-6-fosfidl + NADP* «Z2E28
6-fosfoglukondt + NADPH + H” (20)

Prirastok NADPH je stanoveny spektrofluorometricky.
Sachardza bola stanovend cez P-D-glukézu, ktord vznika hyd-
rolyzou pomocou invertazy, ako je to zrejmé z rovnic (16)
a (77), pouzitim enzymu gluk6zadehydrogendzy za pouZitia
potenciometrického detektora, ako to ukazuje rovnica (9).

Na pripravu sachar6zového biosenzora boli pouZité enzy-
my gluk6zaoxiddza, mutarotdza a invertdza za pouZitia ampe-
rometrického prevodnika imobilizo vané na modifikované skle-
né gulocky'®, priamo na kyslikovu elektrédu spolu s hovidzim
sérovym albuminom, zosietené glutardialdehydom a prekryté
membranou™, imobilizované napoly amidovii membrénu a zo-
sietené spolu s hovddzim sérovym abuminom glutardialdehy-
dom™. Sacharézovy biosenzor bol pripraveny imobilizdciou
vietkych troch spominanych enzymov na kolagénovi mem-
branu’, na acetatcelulézovi membranu’®®, imobilizdciou inver-
tdzy a glukézadehydrogenazy na FET tranzistor a zosietenim
parami glutardialdehydu”, imobilizaciou enzymov sachard-
zafosforyldzy, fosfoglukomutdzy a glukéza-6-fosfatdehydro-
gendzy na aktivované sklenené gulocky, za pouZitia optického
prevodnika’, imobilizidciou bunkovej steny Saccharomyces
cerevisiae spolu s glukézaoxiddzou a hovadzim sérovym al-
buminom na nylonovd sietku zosietent glutardialdehydom
a naslednou fixdciou na kyslikovu elektrédu®® a imobilizdciou
permeabilizovanych buniek Zymomonas mobilis a invertazy
do Zelatiny a prerytim nylonovou sietkou na povrchu pH
elektro’dy”. Vsetky zdkladné charakteristiky sacharézového
biosenzora st uvedené v tab. V. Odchylka medzi stanovenim sa-



Chem. Listy 93, 518 - 526 (1999)

Tabulka V
Charakteristiky sacharézovych biosenzorov

Linearita Detekény Stabilita Cas
[mm] limit odozvy
[mm] [s]
_ H - 180
0,003-7 - 100% 11m4 °C 1-6 min
,08<1,5" = 90 % 50d 20 °c 2 min
0,0001-0,2° 022 _ 6 min
Po 13 s 100 % 8t 25 °¢ 3 min
"Udaj v iy,

chardzy referenénou analytickou metodou (fotometria, HPLC)
a biosenzorom je priblizne 2,4 %.

4. Analyza organickych kyselin

4.1. Kyselina mliec¢na

Kyselina mlie¢na (laktét) je opticky aktivna latka a preto
existuje v dvoch optickych izoméroch, ako L- a D-kyselina
mlie¢na. Oba tieto izoméry sa dajii stanovit' biosenzorom za po-
uzitia enzymov L-laktdtdehydrogendzy (L-LDH, EC 1.1.1.27)
a D-laktdtdehydrogendzy (D-LDH, EC 1.1.1.28), ako je to
vyjadrené v rovnici (27), pripadne pouzitim L-laktdtoxiddzy
(LOD, EC 1.1.3.2), podla rovnice (22).

kyselina D,L-mlie¢na + NAD* —2-1PH

— pyruvit + NADH + H* (21)
Redukovany kofaktor sa reoxiduje, ako je vidiet z rovnic
3 ad.

t-laktat + 0, —22

> pyruvdt +H,0, (22)

Celkové mnoZzstvo kyseliny mlie¢nej vo vzorke sa da
stanovit' pouzitim enzymov L-laktidtoxiddzy (LOD), D-laktat-
dehydrogendzy (D-LDH) a peroxiddzy (HPO, EC 1.11.1.7),
vyjadrené rovnicami (22), (23) a (24).

p-LDH

p-laktdt + NAD™ > pyruvat + NADH + HY (23)

2NADH + O, + 2 H'—2) 2 NAD*+2 H,0 (24

Celkova koncentrdcia laktatu vo vzorke je takto timerna
spotrebe kyslika, ktord je detegovana kyslikovou elektrodou.
Na detekciu L-laktdtu bol pouzity aj opticky senzor pouZzitim
enzymov laktatoxiddzy (LOD) a peroxiddzy (HPO), vyjadrené
rovnicami (22) a (25).

H,0, + luminol —HPO 5 3_aminoftaldt+ N, +

+ svetlo (425 nm) (25)

Na detekciu emitovaného svetla bol pouzity opticky senzor.
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Referaty

Detektor Biologicka Citacia
Cast

amperometricky GOx, INV, MUT 18

kyslikova elektroda GOx, INV, MUT 34

kyslikova elektroda GOx, INV, MUT 35

opticky SP, PGM, G6PDH 37

kyslikova elektroda GOgx, S. cerevisiae 38

koncentrécia sacharézy v g.I” , “v semilogaritmickom vyjadreni, - nepublikovany tdaj

D- a L-Laktitdehydrogendza boli imobilizované do uhliko-
vej pasty a na detekciu bol pouzity amperometricky prevod-
nik’, D-laktdtdehy drogendza bola imobilizovand do neénovym
svetlom polymerizovatelnej membréany z vinylalkoholu a D-
-laktét bol detegovany amperometrickym prevodnikom®’, L-
-Laktatoxiddza, D-laktdtdehy drogendza a peroxiddza boli imo-
bilizované do polyazetidinového polyméru a kyslikovou elek-
trodou bol detegovany D-laktdt*!, L-laktdt bol detegovany am-
perometricky imobilizdciou L-laktatoxiddzy do polyméru tvo-
reného polypyrolom a poly(o-fenyléndiaminom)*, Laktatovy
biosenzor bol pripraveny imobilizaciou laktidtoxidazy na po-
vrch sklovitého uhlika pokrytého membranami z poly-L-lyzi-
nu a poly(4-styrénsulfonatu)®, ,screen-printing* technikou®,
imobilizdciou s hovadzim sérovym albuminom a zosietenim
glutardialdehydom®, na modifikované sklenené gulocky'®, na
nylonovti membranu* a adsorpciou buniek Pseudomonaspu-
tida na filtraény papier’. Laktitovy senzor bol pripraveny
imobilizéciou peroxidédzy a laktatoxiddzy na aktivovanu poly-
amidovi membranu spolu s hovadzim sérovym albuminom®*.
Charakteristiky laktatovych biosenzorov st uvedené v tab. VI.

Stanovenie laktitu v redlnych vzorkdch biosenzorom je
presnejSie (odchylka 2,3-3,4 %) neZ Standardnymi metodami
(odchylkapriblizne 4,7 %). Rozdiel medzi stanovenim laktétu
biosenzorom a referen¢nou analytickou metodou (fotometria,
HPLC) je asi 3,2%.

4.2. Kyselina jabléna

Kyselina L-jabl¢nd (maldt) sa dd stanovit' aplikdciou troch
roznych pristupov. Prvym z nich je pouzitie enzymu L-maldt-
dehydrogenazy (L-MDH, EC 1.1.1.37), rovnica (26).

L-maldt + NAD*® —MPHy oxalacetdt +NADH + H*

(26)

Redukovany kofaktor sa reoxiduje na povrchu elektrédy,
ako je to naznacené v rovniciach (3) a (4) odovzdanim eclek-
trénov a prud je umerny koncentrdcii kyseliny jablénej vo
vzorke. Druhym z nich je pouzitie ,,malic* enzymu (ME, EC
1.1.1.40), a v druhom kroku pouZitie enzymu pyruvatoxidazy
(POD, EC 1.2.3.3), akoje to zrejmé z rovnic (27) a (28).

L-malat + NADP* <M= pyruvat + NADPH + CO,+ H*
(27)
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Tabulka VI
Charakteristiky laktdtovych biosenzorov

Referaty

Linearita Detekény Stabilita Cas Detektor Biologicka Citacia
[mm] limit odozvy Cast’
(mym] [s]

0,01-1,5 0,009 6t4°C 240 amperometricky L-LDH 27
0,01-3,5* 0,01 4t4 °C 240 amperometricky D-LDH 27
Po 0,5 - - 150 kyslikové elektroda L-LOD 46
0,5-5,0 - 60 % 35d5 °C - kyslikova elektroda P. putida 47
0,01-1 - 40 % Sm 4 °C 180 amperometricky p-LDH, pp 40
0,05-3 0,025 - 120 amperometricky LOD, D-LDH, HPO 41
Po 10 - - - amperometricky LOD 42
Po 0,3 0,0001 40 % 2m 4 OC 5 amperometricky LOD 43
Po 100° - 100 % 4m 4 °C _ amperometricky LOD 45
Po 1,25 54 ) . opticky 48

LOD, HPO

' p-Laktét, " v mg.l"! , “tidaj v umol,” tdaj v nmol, - nepublikovany tdaj

pyruvit + HPOF + 0, e acetylfosfat + CO; + H,04

(28)

Vznikajuci peroxid vodika sa stanovi na platinovej elek-
tréde. Tretim principom je potenciometrické stanovenie
vzniknutého protonu, reakciou kyseliny jablénej s ,,malic
enzymom, podla rovnice (27).

Pri kon$trukcii mal4tového biosenzora bolaimobilizovand
L-maldtdehydrogendza do uhlikovej pasty”’, ,,malic enzyme"
imobilizovany na chemicky modifikovany nylon a nésledne
zosietfovany glutardialdehydom spolu s hovddzim sérovym
albuminom, ako prevodnik bol pouZity potenciometricky de-
tektor®. Imobilizéciou pyruvitoxiddzy, ,malic enzymu‘ na
acet4t-celulézovi membranu® a adsorpciou buniek Pseudo-
monas putida na filtraény papier’” bol tieZ skonstruovany
maldtovy biosenzor, pouZzitim amperometrického detektora.
Zakladné charakteristiky malatového biosenzora st uvedené
tab. VII.

Velka odchylka medzi stanovenim biosenzorom a referen-
¢nou analytickou metodou vo vzorke ¢erveného vina (42,9 %),
je sposobend nizkou koncentriciou kyseliny jablénej vo vzor-
ke (okolo 0,1 g.1'). Rozdiel medzi stanovenim maldtu biosen-
zorom a referenénou analytickou metddou (fotometria, HPLC)
je 6 %, vjednom pripade dokonca 42 %.

4.3. Kyselina S§tavelova

Zékladom stanovenia kyseliny $tavelovej (oxaldtu) bio-
senzorom je reakcia popisana rovnicou (29), vyuZivajica en-
zym oxalatoxiddzu (OOx, EC 1.2.3.4)".

0
iy

oxalit + (!_,

2 CO, + H,0, (29

Pokles koncentrécie kyslika vplyvomjeho spotreby enzy-
mom sa stanovi na kyslikovej elektréde. Enzym bol imolibi-
lizovany na aktivovanej polyamidovej membrane. Senzor vy-
kazuje linedrnu odozvu v rozsahu koncentracii 5.10°-10"" M.
Cas odozvy sa pohyboval v rozsahu od 20 sekund po 1 minttu
v zavislosti od koncentracie kyseliny $favelovej vo vzorke.
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Biosenzor pracoval pri teplote 30 °C a pH 4,0. Skladovacia
stabilita pri 4 °C bola velmi dobrd, senzor vykazoval 100 %
aktivitu poc¢as 120 dni. Bola pozorovand iba 3 % relativna
standardnd odchylka. Pri analyze vzoriek nealkoholickych
napojov bola ako referenénd metdda pouZitd spektrofotomet-
rickd metéda. Priemernd odchylka medzi obomi metodami
bola 31 %.

5. Stanovenie ostatnych zlozZiek

5.1. Glycerol
Na stanovenie glycerolu sa vyuZivajeho oxiddcia za pri-
tomnosti enzymu glyceroldehydrogendzy (GLDH, EC 1.1.1.6)

a kofaktora, vyjadrend rovnicou (30).

T g GLEOH
glycerol + NADY —2PH . dihydroxyaceion +

+ NADH -+ H* (30)

Redukovany NAD sa oxiduje na materiale elektrody, takze
nie je potrebnd diafordza. Enzym bol imobilizovany kova-
lentne na rozli¢né nosice (organické i anorganické)®. Gly-
ceroldehydrogendza spolu s NAD-om bola imobilizovand do
membrany z poly(L-lyzinu) a poly(dimetylaminoetyl)metyl-
metakryldtu i Zelatiny™. Z reakcie (30) je jasné, Ze vznikajuci
redukovany NAD sa dd detegovat spektrofotometricky pri
340 nm (cit.”), alebo potenciometricky sa daju stanovit' vzni-
kajuce protény s imobilizovanou glyceroldehydrogendzou v po-
lyakrylamidovom géli**. Dalsim pristupom konitrukcie bola
imobilizacia enzymov glycerolkindzy (GLK, EC 2.7.1.30)
a glycerolfosfatoxiddzy (GLPO, EC 1.1.3.21) uchytenim v te-
le mikrodialyza¢nej elektrody™ alebo na nylonovti membra-
nu’, ich ¢innost je vyjadrend rovnicami (31) a (32). Vznika-
juci peroxid vodika bol stanoveny amperometricky.

R El:;ceml.fusl’;i: + ADP

glyceral + ATP 31
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Tabulka VII
Charakteristiky maldatovych biosenzorov

Referaty

Linearita Detekény Stabilita Cas Detektor Biologicka Citacia
[mm] limit odozvy Sast’
[mwm] [s]

Po 12 0,01 6 tyzdiov 240 amperometricky L-MDH 27
1-500* 0,0005 4 % 6d 25 °C 60 amperometricky ME, POD 49
Po 4¢ 0, 1P - 60 potenciometricky ME 46
Po 5 100 % 10d 5 °C 300 kyslikovd elektroda Pseudomonas putida 47

* Koncentracia v umol.1", " koncentracia v g.I" , “v semilogaritmickom vyjadreni, - nepublikovany tdaj

Tabulka VIII
Charakteristiky glycerolovych biosenzorov

Linearita Detekény Stabilita Cas Detektor Biologickd Citacia
[mm] limit odozvy &ast
[mM] [s]
20-200" - 85 % 3m 4 °C 120 amperometricky GIDH 51
0,5-500" 20 amperometricky GIK,GI1PO 53
Po 10 - - 20 amperometricky GI1DH 55
0,0001-0,5 0,07 75 % 50d 4 °C 180 amperometricky GIK, GIPO 56
0,1-100° - 600 potenciometricky GI1DH, DP 54
' Udaj v MM,!‘ v semilogaritmickom vyjadreni, - nepublikovany udaj
Tabulka IX
Charakteristiky siri¢itanovych biosenzorov
Linearita Detekény Stabilita Cas Detektor Biologicka Citacia
[mg.1"] limit odozvy Cast
[mg.1] [s]

1-20 1 - 300 amperometricky T. thiooxidans 61
5-50* 5 100 % 30d 4 °C 1200 potenciometricky T. thiooxidans 62
Po 50 - 100 % 84d 4 °C 240 kyslikova elektroda SOx 59
0,04-0,2 _ 50% 15d4°C 120 kyslikova elektroda SOx 57
10-1000° 3 2m - opticky SOx, HPO 60
'V semilogaritmickom vyjadrent, " koncentricia v ng.ml’I , - nepublikovany udaj

glycerolfosfat + O, - OLFO elektrédu®® podla rovnice (33). Z tejto rovnice vyplyva, Ze pri

vietkych konstrukcidch siri¢itanovych biosenzorov bola ako
— dihydroxyacetonfosfat+ H,O, (32) prevodnik pouZitd kyslikovd elektroda.

Zékladné charakteristiky glycerolového biosenzora su uve-
dené v tab. VIIL. V pripade stanovenia glycerolu je rozdiel
medzi stanovenim biosenzorom a spektrofotometrickou meto-
dou priblizne 1,6 %.

5.2.. Siric¢itany
Na stanovenie siri¢itanov sa vyuziva enzym sulfitoxiddza

(SOx, EC 1.8.3.1)imobilizovand na nylonovi membranu’’, na
organicki vodivi sol™, fyzickym uchytenim na kyslikovt
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SOF + 0, + HO-—2%25 188} ¢ 'Hoy (33)

Na konstrukciu sulfitového biosenzora boli pouZité enzy-
my sulfitoxiddza spolu s peroxiddzou imobilizované na akti-
vovanych sklenych gulockach. Peroxiddza katalyzuje oxida-
tivnu kondenzdciu 4-aminofenazénu (4-AAF) s 3-metyl-N-
-etyl-N’-(B-hydroxyetyl)anilinu (MEHA) v pritomnosti pero-
xidu vodika za vzniku derivatu anilinu (AMHA), podla reak-
cie (34), na detekciu bol pouZity opticky detektor®,



Chem. Listy 93, 518 - 526 (1999)

0. 4. AMHA + 4 H,0
34

4-AAF + MEHA + H,0,

Na stanovenie siri¢itanou bol vyuzity aj enzymovy kom-
plex baktérii Thiobacillus thiooxidans, ktoré su schopné oxi-
dovat siri¢itan na siran za spotreby ky slika. Na toto stanovenie
sa vyuzivaju dva pristupy, jednym z nich je stanovenie ubytku
kyslika pocas reakcie®! a druhy pristup je stanovenie zmeny
pH pocas reakcie”. V prvom pripade boli bunky imobilizo-
vané uchytenim medzi dve celul6zové membrény a v druhom
pripade adsorbované na membranovy filter. Charakteristiky
siri¢itanovych biosenzorov su zhrnuté v tab. IX.

Medzi stanovenim siri¢itanov biosenzorom a referen¢nou
analytickou metédou je rozdiel asi 4 %.

5.3. Fosfaty

Fosfity boli vo vzorkdch stanovené na zaklade inhibicie
kyslej fosfatdzy (AF, EC 3.1.3.2) fosfatmi® (55).

glukéza-6-fosfat + H,0 —— glukéza + H,PO;  (35)

Glukdza reaguje s glukézaoxiddzou (GOx) podla rovnic
(6)a(7), za spotreby kyslika. Pritomny fosfat vo vzorke posobi
inhibi¢ne a postiva rovnovahu (35) na Tavi stranu, ¢im sa
uvolni menej glukézy, €o sa prejavi vzrastom koncentrdcie
kyslika a teda aj prudu. Linearizdciou vzfahu prud-koncentra-
cia bola dosiahnutd linedrna odpoved v rozsahu 0,09—-1,4 mm.
Cas odozvy biosenzora bol menej ako 5 mintt a detek&ny limit
0,06 mM. Stabilita biosenzora bola dobr4 (Zivotnost' 10—16 dnf).
Biosenzor pracoval s presnostou 1,7 %. Vzorka vina bola sta-
novend biosenzorom a spektrofotometrickou metddou s odchyl-
kou 3,5 %.

5.4.. Dalsie analyty

Okrem uz spominanych analytov by sa vo vzorkach népo-
jov dali stanovit' mnohé iné litky, ako lakt6za, maltéza, oligo-
sacharidy, vitamin C, aminokyseliny, rezidud pesticidov, du-
si¢nany a mnohé dalSie.

6.

Zaver

Stanovenie spominanych analytov bolo v mnohych pripa-
doch presnejSie, ako stanovenie referen¢nou analytickou me-
tédou, pricom odchylka medzi oboma metédami sa najéastej-
Sie pohybovala v rozsahu od 2 % do 6 %. Stanovenie biosen-
zorom sa vyznacovalo rychlostou (Cas odozvy zvydajne do
3 minut) a takmer Ziadnou predupravou vzorky. Na stabilitu
pozitivne vplyvala imobilizdcia enzymu do uhlikovej pastovej
elektrédy a koimobilizdcia spolu s hovddzim sérovym albu-
minom, ked si biosenzory zachovavali takmer pévodnu akti-
vitu niekolko mesiacov. Velmi stabilnymi boli mikrobidlne
biosenzory (Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis,
Pseudomonas putida, Thiobacillus thiooxidans), ktoré si
uchovévali 100 % aktivitu az tri mesiace, skladovanim pri 4 °C.

Tdto prdcaje sucastou riesenia tychto projektov: 2/5059/
98, 2/4149/97 a 1/6252/99.
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chemical Technology, Faculty of Chemical Technology,, Slo-
vak Technical University,. Bratislava,, Slovalk Republic): De-
termination by Biosensors of Important Substances
in Beverages

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-
ment.





