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1. Uvod

Kontinualne, stbezné a selektivne monitorovanie
obsahu etanolu v pritomnosti ostatnych zloZiek tvoriacich
fermentacné prostredie je velmi ziadice najméi
v priemyselnej oblasti. Zvy¢ajne vyuzivané metody zalo-
7ené na chromatografickom stanoveni'? st naroné nielen
na Cas analyz, ale aj na drahé technické vybavenie. V tejto
suvislosti sa hl'adaju lacnejsie alternativy. Jednou z nich sa
javi stanovovanie pomocou biosenzorov.

Biosenzory ako analytické detektory predstavuju pri-
kladné spojenie interdisciplindrnych poznatkov bioldgie,
biochémie, fyzikalnej a analytickej chémie. Spolocnou
¢rtou principu prace biosenzorov je interakcia biologické-
ho komponenta so stanovovanym substratom, ktord je
zdrojom impulzu spracovatelného prevodnikom na elek-
tronicky signal umerny koncentracii stanovovaného
analytu’. Vyhody tychto zariadeni su rychlost, $pecific-
kost' a mobilita stanovenia s minimalnou resp. ziadnou
predupravou analyzovanych vzoriek. Vcasnym zasahom
do bioprocesu na zaklade ziskanych informacii mozno vo
velkovyrobnej praxi predist’ znaénym ekonomickym stra-
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tam. Zhotovenie takéhoto senzora si vyzaduje selekciu
optimalneho biologického komponenta, ktory bude adek-
vatne komunikovat’ s vhodne zvolenym prevodnikom.
Doéraz sa pritom kladie na reprodukovatelnost’ procesu
pripravy biosenzorov.

2. Biologicka cast’

Biologickou zlozkou méze byt akykol'vek upravova-
ny, alebo povodny materidl biologickej povahy, ktory za-
hfna celé funk&né Casti biologickych Struktlr, ktoré preva-
dzaju svoju prirodzent funkciu. Esencialnou ¢ast'ou senzo-
rov je ich reak&nd vrstva. Vytvorenie tejto vrstvy si vyZa-
duje imobilizaciu rozliSovacich elementov, teda biomole-
kul nevyhnutnych pre detekciu analytu®. Pri vybere kl'io-
vého biologického systému vhodného pre monitorovanie
etanolu pripadaji do Gvahy cisté — purifikované enzymy,
z ktorych najpouzivanejsie st alkoholoxiddza (AOX)
a alkoholdehydrogenaza (ADH). Okrem cistych enzymov
boli tiez uspesne aplikované aj rdzne typy buniek,
z ktorych vykazuje vyborné vlastnosti hlavne Gluconobac-
ter oxydans.

2.1. Alkoholoxidéaza

Molekula AOX — EC 1.1.3.13 (zdroj Pichia pastoris)
je oktamér vel'kosti 675 kDa zloZeny z podjednotiek vel-
kych 80 kDa, pricom kazda subjednotka obsahuje jednu
molekulu kofaktora flavinadenindinukleotidu (FAD).
AOX katalyzuje oxidaciu primarnych alkoholov na alde-
hydy. Kosubstratom je kyslik, ktory plni funkciu akceptora
elektronov. Enzym pracuje v rozsahu pH 6,5-8,3; priCom
optimum je pri pH 7,5. Optimalna teplota je v okoli 37° C
(cit.?’). Porovnanie afinity AOX k roznym alkoholom je
prehl'adne uvedené v tabul’ke I.

Stanovenie etanolu s vyuzitim AOX je zaloZzené na
reakcii (7). Ked'ze H,0O, je inhibitorom oxidécie etanolu,
treba ho z prostredia odstrafiovat’, aby sa nehromadil. Na
detekciu enzymovej reakcie sa pouziva ampérometricky
prevodnik (kapitola 3.1.), pomocou ktorého sa sleduje
mnozstvo vzniknutého peroxidu. Ten sa priamo elektro-
chemicky oxiduje pri vysokom polarizacnom potenciali
(650 mV vs. SCE), ¢o znacne ovplyviuje selektivitu stano-
venia vzhl'adom na interferenciu s inymi redoxne aktivny-
mi latkami. Preto sa uplatiuje pridavok mediatorov elek-
tronového transportu (MET, kapitola 3.2), ktorych ucinok
prehl’adne opisal Gorton a spol.’.

AOX
CH3-CH2-OH + 02 —> CH3-CH=O + H202 (])

Nanjo a Guilbault v roku 1975 ako prvi imobilizovali
AOX na platinovu elektrodu a ampérometricky sledovali
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Tabulka I
Porovnanie afinity alkoholoxidézy (zdroj Pichia pastoris)
k roznym substratom’

Substrat Rychlost reakcie

v porovnani s metanolom® [%)]
Etanol 82
Propan-1-ol 43
Propan-2-ol 2
Butan-1-ol 20
2-Methylpropan-1-ol 1,2

* Rychlost’ reakcie s metanolom predstavuje 100 %

bytok spotrebovaného kyslika’. Odvtedy uz vyvoj pokro-
¢il natol’ko, ze dnes senzor na baze AOX + kyslikova elek-
troda je bezne komeréne dostupny a da sa objednat’ cez
internet za 700 USD (cit.?). Uspesne bola tieZ otestovana
priprava bienzymového senzora, v ktorom biologicku Cast’
tvori AOX + peroxidaza *''. Pri pouziti bienzymového
usporiadania v uhlikovej pastovej elektrode so stabilizato-
rom polyetyléniminom mozno polarizacny potencial znizit'
azna—50 mV vs. Ag/AgCl (cit.'?).

Najvicsou aplikacnou nevyhodou AOX je jej nizka
stabilita. Preto Gibson a spol. zvySovali Zivotnost’ senzo-
rov pomocou pridavku stabilizatorov laktitolu a DEAE-
dextranu'. Liu a Wang riesili problém tepelnej stability
AOX imobilizaciou enzymov do hydrofébnych polotuhych
matric'®. Iny spdsob prace s citlivymi enzymami predsta-
vuje zhotovenie mini-koloniek s obsahom vysokého mnoz-
stva enzymu (akysi rezervoar) a ich inkorporaciu do prie-
tokovych FIA systémov'>. Kvéli zvyseniu $pecificity on-
line sledovania komplexného fermentatného média sa
v takomto usporiadani zvykne tiez zaradit’ chromatografic-
ka predseparaéna kolonka'®. Mitsubayashi a spol. dokonca
pripravili senzor pracujici na baze AOX-elektrédy schop-
ny merat koncentraciu etanolu v plynnej faze, pricom
skonstruovali unikatnu plyn-kvapalinovi celu s vyuzitim
principu difuzie cez Specidlne poly(tetrafluoroetylénové)
membrany'’.

2.2. Alkoholdehydrogenaza

nych enzymov. V stcasnosti je znamych asi 300 druhov.
Vel'ké mnozstvo tychto enzymov predstavuje Sirokt vybe-
rova paletu pre mnoho analytov monitorovatel'nych pomo-
cou biosenzorov napr. alkohol'®', glukoza®™*!, kyselina
glutamova®, atd’.

NAD-dependentna ADH — EC 1.1.1.1 (zdroj Saccha-
romyces cerevisiae) obsahuje pevne naviazané Styri atomy
zinku na jednu molekulu velkosti 141 kDa zlozent zo
Styroch podjednotiek po 35 kDa. Optimalne pH pre oxida-
ciu etanolu je 8,6-9,0; nad pH 9,0 enzym rychlo straca
stabilitu. Pre redukciu acetaldehydu je optiméalne pH okolo
7,0. Izoelektricky bod sa nachadza pri pH 5,4. Reakcia so
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sekundarnymi  arozvetvenymi alkoholmi je velmi
obmedzena®™. ADH reaguje prakticky len s primarnymi
alkoholmi, reakéna rychlost’ rapidne klesa s velkostou
molekuly, pri¢om enzym je $pecifickejsi ako AOX (cit.**).

Hlavny problém pri pouziti dehydrogenazového sys-
tému je potreba pritomnosti molekuly nebielkovinovej
povahy kofaktora nikotinamiddinukleotidu (NAD)
(reakcia (2)), ¢im sa cely senzor zna¢ne komplikuje hlavne
z hladiska jeho pripravy. Ked’Ze koenzym mozno od biel-
kovinovej molekuly enzymu jednoducho oddelit’ dialyzou,
je potrebné zabranit’ jeho vymyvaniu do okolia. Tomuto
javu sa predchadza pripravou koenzymu so zvysenou mo-
lekulovou hmotnostou, tazsie vyplavite'ného
z pripravenej enzymove;j elektrody (NAD-dextran). Tiez sa
moze vyuzit’ umeld vizba koenzymu na molekulu enzymu
tj. vytvorenie ,,umelej prostetickej skupiny“>. Otestované
bolo aj pouzitie membran so Specificky pripravenymi
pormi’.

ADH 2)
CH;-CH,-OH + NAD" —PI CH;-CH=0 + NADH + H*

Pri vyuziti NAD-ADH senzorov na stanovenie etanolu
treba uvaZovat' aj o vratnosti enzymatickej reakcie (2),
ked’ze rovnovaha je posunuta skor v smere tvorby etanolu
ako jeho spotreby”’. Vyznamné posunutie rovnovahy tejto
reakcie zelanym smerom vSak docielime od¢erpanim jed-
ného z produktov. Vzhl'adom na ampérometrick(l detekciu
prebiehajuceho procesu sa vyuzije reoxidacia NADH na
povrchu enzymovej elektrody, ktora sa uskutocni bud’ len
pomocou MET (cit.**) alebo tiez v kombinacii s d’alsim
enzymom diafordzou — DP (cit.29) ( reakcia (3)); resp.
NADH-oxidazou (reakcia (4)).

DP 3)
NADH—> NAD' + H" + 2¢

NADH-oxid4za 4)

NADMPH + H + O,————» NAD®P)" + H,0,

Diaforaza alebo tiez lipoamiddehydrogenaza (zdroj Clos-
tridium kluyveri) predstavuje enzym s NADH oxida¢nou
aktivitou (reakcia (3)). Enzym tvori jedna molekula velko-
sti 24 kDa. Optimalne pH pre enzym je 8,5. Ako stabiliza-
tory pdsobia NADH, nikotinamiddinukleotidfosfat
(NADPH), ¢i flavinmononukleotid (FMN)®. Redoxne
aktivne centrd enzymu si obalené proteinovou Strukturou,
ktora vytvara priestorovi bariéru spomalujlicu transport
elektronov. Casto sa pritom z praktickych dovodov vyuzi-
vajui umelé akceptory elektronov ako kosubstraty. Diafora-
za vykazuje tiez nizky stupenn substratovej Specificity
vzhl'adom na akceptor elektronov ¢ize mozno vyuZit' Siro-
kua paletu MET (kosubstraty). Najcastejsie pouzivané MET
v kombinacii s diafordazou su ferrikyanid®® a analé-
gy ferocénu. Metylviologén sa v kombinacii s diaforazou
pouziva na regeneraciu NADH pri biosyntézach, nie vSak
pri konstrukcii biosenzorov (potrebny vysoky pracovny
potencial)’'.

V pripade vyuzitia NADH-oxidazy na enzymaticka
reoxidaciu NADH (reakcia (4)), sa na elektrode potom
deteguje vzniknuty H,O..
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2.3. Mikroorganizmy

Pouzitie mikrobialnych buniek na pripravu biosenzo-
rov je perspektivne nielen z cenového hladiska, ale aj
z dovodu relativne vysSsej stability senzora (v porovnani
s vyuzitim Cistych enzymov), kedZe potrebné enzymy sa
nachadzaju v prirodzenom prostredi bunky, kde st viac
chranené proti inaktivacii. Kmen Gluconobacter oxydans
bol uz TUspeSne pouzity na pripravu viacerych
biosenzorov*** kvéli jeho schopnosti rychlej a neuplnej
oxidacie substratov’*®, pretoze jeho dehydrogenazovy
systém je viazany v periplazmatickom priestore, t.j. oxi-
daény proces nie je limitovany transportnymi javmi cyto-
plazmatickej membrany.

Viacero gramnegativnych aerobnych baktérii obsahu-
je periplazmatické enzymy, ktoré katalyzuju oxidaciu al-
koholov a cukrov nezavisle od pritomnosti pyridinovych
nukleotidov a obsahujlii nekovalentne viazany pyrolchino-
linchinén (PQQ) ako svoj redoxny kofaktor’. Tieto chi-
noproteiny zvycajne uskuto¢iiuji pingpongovy mechaniz-
mus prenosu elektronov, pri ktorom sa prenasa par elektro-
nov zo substratu na PQQ, pricom vznika redukovany inter-
mediat kofaktoru (rovnica (5)). Potom nasleduje reoxida-
cia PQQH, prostrednictvom poskytnutia redukénych ekvi-
valentov retazovou reakciou na termindlnu oxidazu
v cytoplazmatickej membrane. Tieto oxidazy sa vyskytuju
bud’ ako volné, alebo membranovo asociované formy.
V pripade volnych foriem sa prisun elektronov uskutociu-
je prostrednictvom malych elektrony transportujicich pro-
teinov ako su cytochromy, zatial’ ¢o transport elektronov

Tabulka I1
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k membranovo viazanym formam sa uskutociiuje prostred-
nictvom ubichinénu.

PQQ-ADH (5)
CH;-CH,-OH + PQQ — CH;-CH=0 + PQQH,

Membranovo viazana PQQ-dependentna ADH oxidu-
je etanol nevratne a zaroven nie je schopna oxidovat
metanol®’, ¢o je jej velkou vyhodou v porovnani s AOX
atiez NAD-ADH. Dalsou vyhodou pouzitia PQQ-
dehydrogendz z hl'adiska jednoduchosti konstrukcie senzo-
ra je, ze kofaktor maju priamo viazany vo svojom kataly-
tickom centre, t.j. je sicast’ou enzymu.

Nevyhodou mikrobialnych senzorov je vo vseobec-
nosti ich nizsia selektivita, pretoze pouzité bunky obsahuji
viaceré enzymy, ktoré poskytuju reakcie s roznymi zlozka-
mi pritomnymi v komplexnych vzorkach. Z tohto dévodu
boli vyvinuté viaceré¢ metddy zvysujuce selektivitu tychto
senzorov, ktoré su zalozené na aktivécii potrebnych trans-
portnych resp. metabolickych mechanizmov, inhibicii
neziaducich transportov a drah*. Dalej boli opisané aj
pokusy  spouzitim  permeabilizovanych  buniek®
a v neposlednom rade maju tiez patricny vplyv aj pH pod-
mienky pri merani. VeI'mi perspektivne sa javi tiez pouZzi-
tie permselektivnych membran s definovanymi vlast-
nostami*’. Dokonca pri pouZiti acetatcelulézovej membra-
ny v kombinacii s kmefiom G. oxydans bolo dosiahnuté
potlacenie interferencie glukézy a glycerolu pri stanoveni
etanolu az na Groved Sumu merania’**. Slubnym sa zda
byt postup na vytvorenie biosenzora pre detekciu etanolu
zalozeného na schopnosti metylotrofnych kvasiniek rasti-

Prehl’ad niektorych publikovanych etanolovych senzorov so zakladnymi parametrami

Biologicka zlozka Charakteristika Citlivost’ Cas Detekény Lit.

[pA mmol™ dm™] odozvy [s] limit

[umol dm™]

AOX detekcia H,O, 0,89 — 0,3 55
NAD-ADH NADH-oxidaza, ferrikyanid 2,00 20 0,3 56
NAD-ADH poly(o-fenyléndiamin) 1,50 20 0,02 57
NAD-ADH NADH-oxidaza, detekcia H,O, — 10 0,05 58
NAD-ADH ferrikyanid 1,30 16 2 59
NAD-ADH NAD, Meldolova modra 2,33 0,6 8,0 64
PQQ-ADH (zdroj Glucono-  priamy transport elektronov 0,48 3 - 63
bacter oxydans)
PQQ-ADH (zdroj Acetobac-  2-metyl-5,6-dimetoxybenzochinon 7,00 40 - 62
ter aceti)
PQQ-ADH (zdroj Glucono-  ferrikyanid 3,40 60 - 40
bacter oxydans)
Gluconobacter oxydans ferrikyanid 3,5 13 0,85 41
Saccharomyces ellipsoideus O, elektroda — 300 6,0 60
Gluconobacter oxydans ferrikyanid 3,70 300 50 61
(membrana)
Hansenula polymorpha O, elektroda 0,50 50 100 39
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cich na etanole vylucovat’ protony do média. Tymto spdso-
bom boli vytvorené biosenzory s buniek Hansenula poly-
morpha a Pichia methanolica. Etanol a metanol bolo pri-
tom mozné stanovit v rozmedzi koncentracii 0,5 az
100 mmol dm™ (cit.*®).

V tabulke II je uvedeny prehlad niektorych doteraz
pripravenych a publikovanych senzorov pre sledovanie
etanolu spolu so zdkladnymi charakteristikami.

3. Elektrochemicky prevod signalu

Po selektivnom rozoznani analytu biologickym kom-
ponentom dochadza k prevodu vzniknutej biologicko-
chemickej odpovede na elektronicky signal. Na tento ucel
sa pouzivaju fyzikalno-chemické prevodniky. Dolezité je
pritom, aby bol biologicky komponent v ¢o najdokonalej-
Som fyzickom kontakte s prevodnikom, ¢im sa znizuje
nebezpecenstvo rozptylu prenasanej informacie.

3.1. Ampérometricky prevodnik

Najfrekventovanej$im prevodnikom v spojent
s monitorovanim oxida¢no-redukénych procesov je ampé-
rometricky prevodnik. Na tento prevodnik (pracovna elek-
troda) je vkladany uréity polarizaény potencial (vztahu-
juci sa voci referencnej elektrode), velkost’ pridu tecuceho
medzi elektrédami je pritom linearnou funkciou koncen-
tracie analytu.

Bioreceptor pri oxidacii substratu odovzdava elektro-
ny pracovnej elektréde (nielen priamo ale aj prostrednic-
tvom inych molekul, ktorymi mézu byt’ kosubstrat, kofak-
tor alebo MET, pozri obr. 1), na ktorej povrchu dochadza
k elektrochemickej regeneracii celej transportnej kaskady
a tym sa redoxny kolobeh uzavrie. Zékladnym predpokla-
dom tohto tvrdenia je skutocnost, ze elektrodova reakcia
prebicha ovela rychlejsie ako transport analytu
k elektrode. Rychlost’ uréujucim stupfiom je potom trans-
port elektroaktivnej latky k elektrode, pricom rychlost
tohto transportu sa srasticou hribkou difuznej vrstvy
spomal’uje podl'a druhého Fickovho zakona.

Ak pocas merania zabezpecime konStantni hribku
difuznej vrstvy (pomocou dokonalého mieSania) budeme
zaznamendvat’ limitny difuzny prid ig (rovnica (6),
v ktorej ¢ — koncentracia analytu v stanovovanom roztoku,
¢o — koncentracia analytu na povrchu pracovnej elektrody,
d — hrabka difuznej vrstvy).

(iy), = nFAD("’_TfO) (6)

Prave tato metoda detekcie umoziiuje za optimalnych pod-
mienok sledovat koncentracie analytov 10% az 10°
mol dm™ a dynamicky rozsah stanovenia moze dosahovat
az tri poriadky*. Vhodnym materialom na konstrukciu
ampérometrickych prevodnikov su zlato, platina a najmé
uhlik (aj ako uhlikovy prasok, ktory je zlozkou kompozit-
nych elektrod*).
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s Enz.eq - METa < v %
D\\ /‘/ " §':
SH, Enzoy "» METweq -~ o

Obr. 1. Princip pésobenia mediatora pri enzymatickej oxidacii
substratu s ampérometrickou detekciou; E. predstavuje pra-
covny potencial vkladany na elektrodu pri priamej komunikacii
enzymu s elektrodou, avsak pri pouziti mediatora elektronového
transportu - MET sa zefektivni prenos elekténov tj. hodnota pra-
covného potencidlu sa znizuje na Ej,

3.2. Mediatory

Efektivna komunikacia medzi biologickym kompo-
nentom a prevodnikom tvori zaklad odozvy ampérometric-
kych biosenzorov. MET predstavuje redoxne aktivnu latku
urychl'ujicu heterogénny transport elektronov z aktivneho
centra enzymu na povrch elektrody, pretoze priamu komu-
nik4ciu biologického komponenta a prevodnika casto zne-
moznuju a spomal’uju stérické bariéry. Latka pouzita ako
MET by mala spiiiat’ nasledovné kritéria: mala by rychlo
reagovat’ s enzymom, heterogénna kinetika elektronového
transportu by mala byt reverzibilna, d’alej potencial po-
anezavisly od pH. Redukovana aj oxidovand forma me-
diatora by mala byt stabilna, priCom redukovana forma
medidtora by nemala reagovat’ s kyslikom. Ked’Ze sa pra-
cuje v spojeni s biologickym systémom, tak by pouzita
latka nemala byt toxicka™.

Princip pdsobenia MET mozno opisat nasledovne:
Vkladany pracovny potencidl E,, predstavuje hnaciu silu
elektrodovej reakcie, preto reakcia medzi mediatorom
a elektrodou musi prebiehat’ rychlejSie ako reakcia medzi
enzymom a mediatorom aby nedochadzalo k hromadeniu
produktov enzymovej reakcie ale k ich odcerpavaniu
(pozri obr. 1), ¢im sa dosiahne posunutie termodynamicke;j
rovnovahy. Z toho vyplyva, Ze pri pouziti MET nie je po-
trebné pracovat’ pri takom vysokom polarizaénom poten-
ciali (Ey) ako pri priamej komunikacii enzymu
s povrchom elektrody (E.), t.j. Ey < E.. Znizenim hodnoty
pracovného potencialu sa aj vyrazne znizuje interferencny
vplyv inych redoxne aktivnych latok pritomnych vo vzor-
ke.

Najjednoduchsim mediatorom anorganického pévodu
je ferrikyanid draselny K;[Fe(CN)¢]. Mediadtorom na baze
ferrikyanidu je Berlinska modra Fe™,[Fe"(CN)]s, ktora
umoziuje stanovenie peroxidu vodika. Tato je elektroche-
micky redukovand na K Fe',[Fe"(CN), 15, ktora je pri niz-
kych potencialoch (-50 mV vs. Ag/AgCl) schopna kataly-
zovat’ redukciu peroxidu vodika tak ako to robia peroxida-
zy, preto sa jej tiez hovori ,,umeld peroxidaza™®*’. Dalej
st v praxi Casto pouzivané jednoduchSie organické mole-
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kuly napr. 2,6-dichlérfenolindofenol, ferocény, chinony,
koordina¢né zluceniny prechodnych prvkov, tiez farbiva
a Specifické polyméry.

4. Sledovanie etanolu pomocou biosenzorov

Nielen pouzitie biologického komponenta, ale hlavne
cela architektara konstrukcie biosenzora, rozhoduje o jeho
uzitkovych vlastnostiach. Problém stability odozvy biosen-
zorov postavenych na baze NAD-ADH spdsobeny vypla-
vovanim kofaktora NAD zo senzora do prostredia riesili
Svorc a Katrlik imobiliziciou enzymov s kofaktorom
a uhlikovym praskom (elektricky vodivy komponent) do
tuhych matric (pri laboratornej teplote) s nizkym bodom
topenia a roznym stupiiom hydrofobicity*. V pripade po-
klesu odozvy sa deaktivovany povrch senzora dal pritom
jednoducho obnovit' zbriisenim opotrebovanej vrstvicky
a meranie mohlo pokracovat’. Tento koncept sa stal zakla-
dom komeréne vyrabaného analyzatora na vzorky vina®.
Santos a spol. zas pripravili senzor na bize NAD-ADH
kovalentnym zosietenim enzymu, NAD a hovéidzieho séro-
vého albuminu pomocou glutaraldehydu na uhlikovom
prasku. Modifikovany uhlik bol potom zmiesSany s uprave-
nym silikagélom, na ktorom bola naadsorbovana Meldola
blue® (funkcia MET), a minerilnym olejom. Pomocou
tejto uhlikovej pastovej elektrédy bolo mozné pracovat’ pri
polarizaénom potenciali 0 mV vs. SCE, ¢im boli maximal-
ne odstranené pripadné interferencie inych elektroaktiv-
nych latok pritomnych v realnych vzorkach. Takyto senzor
sa vyznacoval excelentnou operacnou aj skladovacou sta-
bilitou a extrémne kratkou dobou odozvy (0,6 s) d’aleko
prekonavajucou vsetky doteraz pouzivané metodiky
stanovenia®.

Iny spOsob pripravy predstavuje zabudovanie PQQ-
ADH do filmov na baze polypyrol-osmiového polyméru
(funkcia MET), kde sa podarilo dosiahnut’ neobvykle roz-
Sirenie linearneho rozsahu dosahujuceho koncentraciu
etanolu 100 mmol dm™, kym senzory s PQQ-ADH adsor-
bovanou na grafitovych elektrodach alebo senzory vyuzi-
vajuce volne difundujuce redoxné mediatory dosahovali
linearny rozsah len okolo par mmol dm™. Biosenzor posta-
veny na tejto baze autori zabudovali do prietokového sek-
ventného analyzitora umoZilujiceho plne automatické
a reprodukovatel'né riedenia vzoriek a Standardov. Cely
monitorovaci systém bol potom vel'mi prakticky prepojeny
na fermentor pomocou kombinacie uzavretej slucky so
vstavanym ,,cross-flow* filtraénym zariadenim a jednodu-
chej odbublinkovavacej komory (odstraiovanie CO,
vzniknutého pocas fermenticie). Zivotaschopnost’ tohto
zariadenia bola otestovana pri on-line monitorovanie vin-
neho kvasenia vo vinarskych zdvodoch v mad’arskej tokaj-
skej oblasti (celkovy objem fermentora 45 hl)*.

Ked'Ze etanol vykazuje fyziologicky Ucinok na l'ud-
sky organizmus priblizne od koncentracie 10 mmol dm™
v krvi aletdlne Gcinky sa prejavuju pri koncentracii asi
10 krat vyssej’!, pochopitelne boli vyvijané aj senzory
aplikovatelné na medicinske tcely.
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Tak komplexna matrica ako je krv obsahuje velké
mnozstvo zloZiek, ktoré by mohli skresl'ovat’ stanovenie
etanolu pomocou ampérometrickych biosenzorov. Preto
bola do pokusného prietokového monitorovacieho systému
zaradena chromatograficka kolona deliaca jednotlivé zloz-
ky. Bienzymovy senzor vyuZzivajici kombiniciu AOX
a peroxidazy zabudovanych do uhlikovej pastovej elektro-
dy bol vtejto zostave zaradeny tesne za kolonu a plnil
funkciu detektora. Kvdli zlepSeniu stability odozvy bola
na aktivny povrch senzora aplikovand membrana pomocou
elektropolymerizacie o-fenyléndiaminu. Tento systém bol
overovany na sledovanie obsahu metanolu a etanolu
v krvnej plazme a moci. Cela analyza pritom trvala menej
ako pat’ minut, no zmenou rozmerov kolény sa d4 doba
analyzy zniZit aj na dve mintty’.

Zaujimavym usporiadanim vyzivajucim ,screen-
printing“ technoldégiu Park a spol. pripravili biosenzor
schopny merat’ koncentraciu etanolu v plynnej faze™. Pre-
toze v mnohych krajinach sa povazuje za akceptovatelna
hranicu pre riadenie vozidiel koncentracia 0,5 %o etanolu
vkrvi, ¢o predstavuje 130 ppm etanolu v l'udskom
dychu™, bol pripraveny senzor vd’aka svojmu dynamické-
mu rozsahu 20-800 ppm vyuzitelny aj na tieto tcely. Pod-
statou senzora bolo meranie rozdielu signalov z dvoch
pracovnych uhlikovych pastovych elektréd, pri¢om
v jednej bola primiesana NAD-ADH spolu s kofaktorom
NAD a v druhej bol enzym nahradeny hoviddzim sérovym
albuminom. Obe aktivne vrstvicky pracovnych elektrod
boli spolu aj vrstvickou referencnej elektrédy nanesené na
polyesterovej folii hrabky 0,25 mm a pokryté vrstvickou
hydroxyetylcelul6zovej membrany. Kvoli absencii MET
v pracovnych elektrodach bolo nutné, aby meranie prebie-
halo pri vysokom polarizatnom potenciali (470 mV vs.
Ag/AgCl), co v§ak vobec neprekazalo, lebo pripadné inter-
ferencie boli od¢itavané prave pomocou druhej pracovnej
elektrody. Samotné meranie mohlo zacat’ az po jednodu-
chom ovlh¢eni povrchu elektrod ponorenim do tlmivého
roztoku s pridavkom KCI na dobu pét’ sektind.

Dlhodoba stabilita imobilizovaného biokomponenta
ma mnoho spolo¢ného aj so stabilitou konformacie imobi-
liza¢nej matrice alebo s jej denaturaciou pocas prevadzky
a skladovania, hoci vplyv moZu mat’ aj iné slabsie interak-
cie. Z tohto dovodu je zaujimavou vyzvou najst’ pri vytva-
rani imobiliza¢nej matrice vhodné aditiva, ktoré by obme-
dzili proces zmensovania porov. Jednym s takychto aditiv
je napriklad (hydroxyetyl)(karboxymetyl)celulozovy poly-
mér pouzivany pri vytvarani hybridného organicko-
anorganického silikatového gélu™.

5. Zaver

Prikladné spojenie Specifického biologického clena
selektivne rozoznavajuceho hladany analyt (etanol) vo
vzorke s jednoduchym sposobom ampérometrickej detek-
cie prebichajuceho oxidoredukéného deja a v neposlednom
rade jednoducha obsluha preduréuje  biosenzory
k masovému vyuZitiu v §irokom meradle. Specificita sa-
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motného merania redlnych vzoriek je zavisla hlavne od
pouzitej biologickej Casti, ale tiez na fiu moze podstatne
vplyvat’ aj postup pripravy senzora (imobilizacia biologic-
kého materidlu) a samozrejme podmienky merania. Pri
ampérometrickom sposobe detekcie hra podstatni ulohu
polarizany potencidl vkladany na pracovnu elektrodu,
ktory je zodpovedny za nespecifické interakcie s mnohymi
elektrochemicky aktivnymi latkami pritomnymi vo vzor-
kach. Preto sa vyvija snaha znizovat' £}, na ¢o mozno naj-
nizsiu mozna hodnotu (pouzitie MET), resp. sa tieZ uplat-
nili aj rozne kompenzacné spdsoby merania zalozené na
vyhodnocovani rozdielu signalov z viacerych pracovnych
elektréd. Z hladiska automatizicie merania a vytvarania
ucelenych monitorovacich systémov pouzitelnych pre
analyzu velkych kvant vzoriek popripade on-line sledova-
nia fermentac¢nych procesov predstavuje zabudovanie bio-
senzorov do prietokovych analyzatorov vyhodnu alternati-
vu Casto niekol’kondsobne prekonavajucu klasické analy-
tické metody. Doposial’ sa podarilo vyvinat niektoré si-
pravy s obdivuhodnymi uzitkovymi vlastnost'ami: kratky
¢as odozvy (radovo niekolko sekiind az minat), mobilita
stanovenia (priprava vreckovych aparatov napéjanych na
batérie), Siroka variabilita zariadenia (vymenitelné néstav-
ce pre rozne analyty). VSeobecne vSak mozno povedat, ze
najvacSou prekazkou sucasnych biosenzorov je stabilita
ich odozvy, preto mnoho autorov riesi tento problém pri-
pravou extrémne lacnych jednordzovych senzorov vyraba-
nych ,,screen-printed technologiou.

Zoznam symbolov

ADH alkoholdehydrogenaza

Ag/AgCl argentochloridova elektroda

AOX alkoholoxidaza

DP diaforaza

E° Standardny redoxny potencial

E. potencial aplikovany pri priamej komuni-
kécii enzymu s povrchom elektrody

Epy pracovny potencial

Enz enzym

MET mediator elektronového transportu

NAD/NADH nikotinamiddinukleotid oxidovana/
redukovana forma

ox oxidovana forma

PQQ pyrolchinolinchinon

red redukovand forma

SCE nasytena kalomelova elektroda

LITERATURA

1. Calbreath D. F.: Clinical Chemistry: A Fundamental
Text-Book. WB Saunders Company, Philadelphia
1992.

2. Kitagawa Y., Kitabatake K., Suda M., Muramatsu H.,
Ataka T., Mori A., Tamiya E., Karube I.: Anal. Chem.
63,2391 (1991).

335

10.

11.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Referat

. Mulchandani A., Bassi A. S.: Crit. Rev. Biotechnol.

15, 105 (1995).

. Sharma S. K., Sehgaland N., Kumar A.: Curr. Appl.

Physics 3, 307 (2003).

. Couderc R., Baratti J.: Agric. Biol. Chem. 44, 2279

(1980).

. Gorton L., Csoregi E., Dominguez E., Emnéus J.,

Jonsson-Pettersson G., Marko-Varga G., Persson B.:
Anal. Chim. Acta 250, 203 (1991).

. Nanjo M., Guilbault G. G.: Anal. Chim. Acta 75, 169

(1975).

. http://intel.ucc.ie/sensors/universal/P_alcohol.htm,

vyhladané 9. januara 2004.

. Lidén H., Vijayakumar A. R., Gorton L., Marko-

Varga G.: J. Pharm. Biomed. Anal. /7, 1111 (1998).
Kulys J. J., Schmid R. D.: Bioelectrochem. Bioenerg.
24,305 (1990).

Gorton L., Jonsson-Pettersson G., Csijregi E., Johans-
son K., Dominguez E., Marko-Varga G.: Analyst /17,
1235 (1992).

. Vijayakumara A. R., Csoregi E., Heller A, Gorton L.:

Anal. Chim. Acta 327, 223 (1996).

Gibson T. D., Hulbert J. N., Parkar S. M., Woodward
J. R., Higgins I. J.: Biosens. Bioelectron. 7, 701
(1992).

Liu J., Wang J.: Biotechnol. Appl. Biochem. 30, 177
(1999).

Burfeind J., Weigel B., Kretzmer G., Schiigerl K.,
Huwig A., Gifthorn F.: Anal. Chim. Acta 322, 131
(1996).

Lidén H., Buttler T., Jeppsson H., Marko-Varga G.,
Volc J., Gorton L.: Chromatographia 47, 501 (1998).
Mitsubayashi K., Yokoyama K., Takeuchi T., Karube
L.: Anal. Chem. 66, 297 (1994).

Razumiene J. Meskys R., Gureviciene V., Laurinavi-
¢ius V., Reshetova M. D., Ryabov A. D.: Electro-
chem. Commun. 2, 307 (2000).

Varady M., Adanyi N.: Analyst 779, 1843 (1994).
Polasek M., Gorton L., Appelqvist R., Marko-Varga
G., Johansson G.: Anal. Chim. Acta 246, 283 (1991).
Yokohama K., Nakajima K., Uchiyama S., Suzuki S.,
Suzuki M., Takauchi T., Karube I.: Electroanalysis 4,
859 (1992).

Wang A.-J., Arnold, M. A. : Anal. Chim. Acta 64,
1051 (1992).

Worthington Enzyme Manual: Enzymes and Related
Biochemicals. Worthington Biochemical Corporation,
Lakewood 1993.

Barman T. E.: Enzyme Handbook, diel 1. Springer-
Verlag, New York 1969.

Eguchi T., likuza T., Kagotani T., Lee J. L., Urabe 1.,
Okada H.: Eur. J. Biochem. 155, 415 (1986).
Miyamoto S., Murakami T., Saito A., Kimura J.: Bio-
sens. Bioelectron. 6, 563 (1991).

Boujtita M., Chapleau M., El Murr N.: Anal. Chim.
Acta 319,91 (1996).

Wu Q., Maskus M., Pariente F., Tobalina F., Fernan-
dez V. M., Lorenzo E., Abruna H. D.: Anal. Chem.



Chem. Listy 100, 330-336 (2006)

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.
47.

48.

49.

50.

68, 3688 (1996).

Katrlik J., Svorc J., Stred’ansky M., Miertus S.: Bio-
sens. Bioelectron. 73, 181 (1998).

Gros P., Durliat H., Comtat M.: Electrochim. Acta 46,
643 (2000).

Kamen I. V., Sobolov S. B., Leonida M. D., Fry A. J.:
Bioorg. Med. Chem. Lett. 5, 681 (1995).

Tkéa¢ J., Gemeiner P., Svitel J., Benikovsky T., Stur-
dik E., Vala V., Petru$ L., Hrabarova E.: Anal. Chim.
Acta 420, 1 (2000).

Tkag J., Svitel J., Novak R., Sturdik E.: Anal. Lett. 33,
2441 (2000).

Gupta A., Singh V. K., Qazi G. N., Kumar A.: J. Mol.
Microb. Biotechnol. 3, 445 (2001).

Matsushita K., Toyama H., Yamada M., Adachi O.:
Appl. Microb. Biotechnol. 58, 13 (2002).

Matsushita K., Adachi O., v knihe: Principles and
Applications of Quinoproteins, (Davidson V.L., ed.).
Marcel Decker, New York 1993.

Jongejan A., Machado S. S., Jongejan J. A.: J. Mol.
Catal., B: Enzym. 8, 121 (2000).

Riedel K.: Bioelectrochem. Bioenerg. 25, 19 (1991).
Gonchar M. V., Maidan M. M., Moroz O. M., Wood-
ward J. R., Sibirny A. A.: Biosens. Bioelectron. /3,
945 (1998).

Hikuma M., Takeda M., Matsuoka H., Karube I.:
Anal. Chim. Acta 306, 209 (1995).

Tkéae J., Vostiar L, Gorton L., Gemeiner P., Sturdik
E.: Biosens. Bioelectron. /8, 1125 (2003).

Guzi R.: Diplomovad praca. FCHPT STU, Bratislava
2003.

Korpan Y., Soldatkin A., Starodub N., Elskaya A.:
Anal. Chim. Acta 271, 203 (1993).

Turner A. P. F., Karube 1., Wilson G. S.: Biosensors,
Fundamentals and Applications. Oxford University
Press, Oxford 1987.

Griindig B., Wittstock G., Ridel U., Strehlitz B.: J.
Electroanal. Chem. 395, 143 (1995).

Karyakin A. A.: Electroanalysis /3, 813 (2001).
Karyakin A. A., Karyakina E. E., Gorton L.: Anal.
Chem. 72, 1720 (2000).

Svorc J., Miertus S., Katrlik J., Stred’ansky M.: Anal.
Chem. 69, 2086 (1997).

Santos A. S., Gorton L., Kubota L. T.: Electroanalysis
14, 805 (2002).

Niculescu M., Erichsen T., Sukharev V., Kerenyi Z.,
Csoregi E., Schuhmann W.: Anal. Chim. Acta 463, 39
(2002).

336

Referat

51. Rang H. P., Dale M. M., v knihe: Pharmacology.
Churchill Livingstone, Edinburgh 1987.

Park J.-K., Yee H.-J., Lee K. S., Lee W.-Y., Shin M.-
C., Kim T.-H., Kim S.-R. Anal. Chim. Acta 390, 83
(1999).

Jones A.W: Clin. Chim. Acta /46, 175 (1985).

Xiao W. J.,, Choi M. M. F.: Anal. Chim. Acta 514, 219
(2004).

Riiger P., Bilitewski U., Schmid R. D.: Sens. Actua-
tors, B 4, 67 (1991).

Leca B., Marty J. L.: Anal. Chim. Acta 340, 143
(1997).

Lobo Castafidon M. J., Miranda Ordieres A. J., Tufidon
Blanco P.: Biosens. Bioelectron. 712, 511 (1997).
Mizutani F., Sato Y., Hirata Y., Sawaguchi T., Yabuki
S.: Sens. Actuators, B 65, 46 (2000).

Kubiak W. W., Wang J.: Anal. Chim. Acta 221, 43
(1989).

Rotariu L., Bala C.: Anal. Lett. 36, 2459 (2003).
Kitagawa Y., Kitabatake K., Kubo I., Tamiya E.,
Karube I.: Anal. Chim. Acta 218, 61 (1989).

Biran 1., Rissin D. M., Ron E. Z., Walt D. R.: Anal.
Biochem. 3175, 106 (2003).

Ikeda T., Kobayashi D., Matsushita F., Sagara T., Niki
K.: J. Electroanal. Chem. 361, 221 (1993).

Santos A. S., Freire R. S., Kubota L. T.: J. Electroa-
nal. Chem. 547, 135 (2003).

52.

53.
54.

55.
56.
57.
58.
59.

60.
6l.

62.
63.

64.

M. Valach and E. Sturdik (Department of Biochemi-
cal Technology, Faculty of Chemical and Food Techno-
logy, Slovak University of Technology, Bratislava, Slovak
Republic): Constructions of Amperometric Biosensors
for Rapid and Simple Monitoring of Ethanol

The review is focused on construction of biosensors
for monitoring of ethanol. The use of various biological
components (considering their specificity), methods of
preparation and practical properties of biosensors are dis-
cussed. Principles of the amperometric transducer, which
is most frequently employed in detection of redox proc-
esses, are summarized. The operation mechanism of elec-
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