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DEFINICE BIOSENSORUDEFINICE BIOSENSORU

Biosensor je analytický pBiosensor je analytický přříístroj, který obsahuje stroj, který obsahuje 
citlivý prvek biologickcitlivý prvek biologickéého pho půůvodu,vodu,
který je soukterý je souččááststíí nebo v tnebo v těěsnsnéém kontaktu m kontaktu 
s fyziks fyzikáálnlněě--chemickým pchemickým přřevodnevodnííkemkem



převodník        elektronická

(transducer)       jednotka

biorekogni ční vrstva

analyt

výstupní signál

= látka, která se stanovuje



BIOREKOGNIBIOREKOGNIČČNNÍÍ VRSTVAVRSTVA

BiokatalytickBiokatalytickáá
katalyzujkatalyzujíí ppřřememěěnu analytu v prnu analytu v průůbběěhu hu 
chemickchemickéé reakcereakce

BioafinitnBioafinitníí
analyt je specificky vázán ve vznikajícím 
afinitním komplexu



FYZIKFYZIKÁÁLNLNĚĚ CHEMICKCHEMICKÉÉ PPŘŘEVODNEVODNÍÍKYKY
poskytují signál k dalšímu zpracování

ElektrochemickElektrochemickéé: potenciometrie
amperometrie
voltametrie
konduktometrie

OptickOptickéé:: fotometrie
fluorometrie
luminometrie
nelineární optika

PiezoelektrickPiezoelektrickéé a akusticka akustickéé
KalorimetrickKalorimetrickéé



MEZIOBOROVÉ STUDIUM BIOSENSORŮ

biochemie a biotechnologie
analytická a fyzikální chemie
elektronika
informatika
nauka o materiálech
nanotechnologie
aj.



HistorieHistorie

�měření pH (počátek 20. století)
�Heyrovský – objev polarografie 1922
�měření O2 (Müller a Bamberger 1935)
�měření spotřeby kyslíku (Petering, Daniels, 1938)
�redukce O2 na Au, Pt (40. léta min. století)
�C. Clark 1956 kyslíková elektroda (membrána)
�Wartburg optické biochemické techniky (2.sv.v.)
�Chance B. diferenciální fotometr
�Clark 1962 elektrochemické sensory (glukosa)
�Clark, Lyons enzymová elektroda 1962
�Updike a Hickson 1967 experimentální detaily



�konec 60. let – iontově selektivní elektrody
�1969 potenciometrická enzymová elektroda

Guilbault
�1975 Yellow Springs Instrument Company (Ohio)

komerční biosensor pro glukosu
�enzymový termistor Mosbach 1974
�1975 místo enzymů bakteriální buňka Japonsko

pojem biosensor (bioprobe)
�Lubbers Opitz optoda (optické vlákno)
�1976 Clemens glukosový sensor do umělého

pankreatu Biostator fa Miles
�fa La Roche laktát LA 640 mediátor ferrikyanid
�1982 implantovatelný glukosový sensor Schichiri

jehlová enzymová elektroda



�imunosensory (konec 70. let) Liedberg
sledování afinitních interakcí pomocí
rezonance povrchových plasmonů ve vrstvě kovů
nanesené na optickém rozhraní

�1990 fa Pharmacia BIAcore přístroj
�Medisense měření krevní glukosy –osobní

ferrocen – přenašeč elektronů z oxidoreduktas
na elektrodu
dnes výroba fa Abbott

�Boehringer Mannheim a Bayer 85% na trhu
biosensorů, 1996 -185 mil US dolarů



Glukosoxidasa zachycená na povrchu
kyslíkové elektrody pomocí dialyzační
membrány.
Pokles koncentrace kyslíku je úměrný
koncentraci glukosy.

Na obrázku:Leland C. Clark Jr. 
s první enzymovou elektrodou



Dosud nejúspěšnější biosensor je založen na ferrocenu
- přenašeči elektronů z oxidoreduktas na elektrodu 
(fa. Medisense).
Levný osobní biosensor pro domácí měření
krevní glukosy diabetiky.



Dnes na českém trhu přístroj SeNOVA fa Abbott
dovozce A. Import.cz spol. s r.o.
pro domácí léčbu cukrovky



ČČASOPISY O BIOSENSORECHASOPISY O BIOSENSORECH

Biosensors and BioelectronicsBiosensors and Bioelectronics– všechny aspekty oboru, nové trendy
Sensors and Actuators B ChemicalSensors and Actuators B Chemical- zejména fyzikálně-chemické

převodníky
Electroanalysis Electroanalysis 
Journal of Electroanalytical ChemistryJournal of Electroanalytical Chemistry
Bioelectrochemistry and BioenergeticsBioelectrochemistry and Bioenergetics- elektrochemické biosensory
Analytical Chemistry   Analytical Chemistry   
Analytica Chimica Acta   Analytica Chimica Acta   
Analytical Biochemistry   Analytical Biochemistry   
Analytical Letters  Analytical Letters  
Analyst   Analyst   
Trends in Analytical ChemistryTrends in Analytical Chemistry - čistě analytické, 
mnoho článků o biosensorech a jejich aplikacích 
Enzyme and Microbial TechnologyEnzyme and Microbial Technology - mikrobiální sensory
Journal of BiotechnologyJournal of Biotechnology - aplikace při biotechnologických procesech
Journal of Immunological MethodsJournal of Immunological Methods– imunochemické sensory
LangmuirLangmuir
Thin Solid FilmsThin Solid Films - některé aspekty imobilizačních postupů. 



ZZÁÁKLADNKLADNÍÍ POJMYPOJMY

pozadí

přídavek
analytu

ustálený
signál

∆S

dS/dt

čas

Průběh měření s biosensory.

Po ustavení základní linie signálu, následuje přídavek vzorku
s analytem.
Měření: kineticky (časová derivace signálu)

konečná změna signálu po dosažení ustáleného stavu
(steady state)



CITLIVOSTCITLIVOST

pozadí

přídavek
analytu

ustálený
signál

∆S

dS/dt

čas

Průběh měření s biosensory.

Citlivost je konečná ustálená změna 
výstupního signálu biosensoru (S) 
v důsledku změny koncentrace 
analytu (c), tj. ∆∆∆∆S/∆∆∆∆c, nebo dS/dc. 
Při provádění kinetických měření se
sleduje časová změna signálu dS/dt
a citlivost vypočítá jako ∆∆∆∆(dS/dt)/∆∆∆∆c.

SpeciSpeciáálnlníí druhy signdruhy signáálu:lu:
plocha (plocha (ččasový integrasový integráál)l)
frekvenfrekvenččnníí analýzaanalýza
Citlivost by mCitlivost by měěla být konstantnla být konstantníí po celou dobu po celou dobu žživotnosti ivotnosti 
biosensorubiosensoru
V reV reáálných systlných systéémech se zmmech se změěny citlivosti kompenzujny citlivosti kompenzujíí
rekalibracrekalibracíí..



KALIBRACEKALIBRACE

S

c

∆S/∆c

oblast
linearity

limit
detekce

Kalibrační závislost

Sledujeme signál biosensoru
při různých standardních
koncentracích známého
analytu.
Je vhodné používat co nejméně
kalibračních bodů, pokud je
znám tvar kalibrační závislosti,
nejvhodnější je přímka, kde
stačí 1 nebo 2 body.



LINEARITALINEARITA

Ideálního biosensor: v celv celéé pracovnpracovníí oblasti je oblasti je 
konstantnkonstantníí citlivost na vcitlivost na vššechny moechny možžnnéé koncentrace analytu, koncentrace analytu, 
tj. od nuly po limit rozpustnosti.tj. od nuly po limit rozpustnosti.
Reálný biosensor: oblast linearity je uoblast linearity je užžšíším intervalem m intervalem 
uvnituvnitřř pracovnpracovníí oblasti.oblasti.

Nelineární části existují v horní -saturační části
V lineární části stačí kalibrace dvěma body.
Linearita není nutná, při použití
počítače, stačí znát průběh kalibrační křivky.
Nelineární úseky lze aproximovat pomocí několika přímek.
Často lze linearity dosáhnout matematickou transformací
měřeného signálu (např. semilogaritmická citlivost ∆∆∆∆ln S/∆∆∆∆c
existuje v potenciometrii)



LIMIT DETEKCELIMIT DETEKCE

S = 3 N
N

analyt

Stanovení limitu detekce

Limit detekce biosensoru 
je nejnižší stanovitelná koncentrace
analytu. Ideálně je dán rozlišením 
měřícího přístroje, obvykle je však 
zhoršován vedlejšími procesy. 
Pro definici se používá velikost šumu 
(N, noise) signálu a 
limit detekce se bere 
pro poměr S/N = 3.



ŠŠUMUM
��elektromagnetickelektromagnetickéé povahy (frekvence 50 Hz rozvodnpovahy (frekvence 50 Hz rozvodnéé ssííttěě))

(Lze omezit elektrickým st(Lze omezit elektrickým stíínněěnníím)m)

��turbulence (pturbulence (přři mi mííchcháánníí))

��rráázy pumpy (przy pumpy (průůtokovtokováá analýza)analýza)

Snížení velikosti šumu lze dosáhnout:

��uspouspořřááddáánníím mm měřěřííccíích obvodch obvodůů

��digitdigitáálnlníí techniky (akumulace signtechniky (akumulace signáálu, lu, prprůůmměěrovrováánníí, , 

vyhlazovvyhlazováánníí))



SIGNSIGNÁÁL POZADL POZADÍÍ

Signál pozadí (background) je signál v nepřítomnosti analytu, 
obvykle se odečítá od měřeného signálu: 
S = S(měřený) - S(pozadí). 
Někdy je výhodnější použít referentní koncentraci analytu 
a vůči ní vztáhnout měřený signál. 
Pro semilogaritmický případ 
dostaneme S/S(ref) = (měření-pozadí)/(reference-pozadí).

Obvykle se předpokládá stabilita signálu pozadí, 
to však v praxi nemusí být pravda
(signál pozadí obvykle s časem klesá)



HYSTEREZEHYSTEREZE

Vliv minulých měření na aktuální signál
Změna charakteru kalibračních přímek
(konkávní, konvexní prohyb)
Důvod: vysoká konc. analytu naruší okolí
biosensoru nebo uvnitř biorekogniční vrstvy
Řešení: zpomalit měření



DLOUHODOBDLOUHODOBÁÁ STABILITASTABILITA
(DRIFT)(DRIFT)

Je podmJe podmíínněěna zmna změěnami citlivosti biosensoru v nami citlivosti biosensoru v ččase. ase. 
Citlivost obvykle klesCitlivost obvykle klesáá,,
ale male můžůže i pe i přřechodnechodněě vzrvzrůůst (zmst (změěna na biovrstvybiovrstvy, zten, ztenččeneníí, , 
nabobtnnabobtnáánníí))
Postupný pokles citlivosti mPostupný pokles citlivosti můžůže být vyvole být vyvoláán oxidacn oxidacíí
povrchu kovových elektrod, usazovpovrchu kovových elektrod, usazováánníím vrstev proteinm vrstev proteinůů
čči jiných i jiných biomolekulbiomolekul, otrava , otrava biovrstvybiovrstvy ttěžěžkými kovy.kými kovy.
Je tJe třřeba proveba prováádděět kontrolu citlivosti a pt kontrolu citlivosti a přříípadnpadněě provprovééstst
rekalibracirekalibraci..



SELEKTIVITASELEKTIVITA
VLIV INTERFERENCVLIV INTERFERENCÍÍ

Odezva biosensoru by mOdezva biosensoru by měěla být vyvolla být vyvoláána pouze pna pouze přříítomnosttomnostíí
stanovovanstanovovanéé lláátky, ostatntky, ostatníí lláátky by se nemtky by se neměěly projevit.ly projevit.
V praxi:V praxi: existuje celexistuje celáá řřada lada láátek, ktertek, kteréé stanovenstanoveníí rurušíší..

Eliminace:Eliminace: zzřředitedit
ppřřevedenevedeníí na neruna nerušíšíccíí slouslouččeninyeniny
ppřřededřřazenazeníí selektivnselektivníí membrmembráányny
ppřřííspspěěvek na mvek na měřěřený signený signáál url urččit it 
jiným biosensorem (diferencijiným biosensorem (diferenciáálnlníí uspouspořřááddáánníí))



Rychlost odezvy je určována zejména fyzikálními 
vlastnostmi biosensoru (velikost). Závisí na rychlosti 
difúze analytu z okolního prostředí k povrchu 
biosensoru a dále pak vnitřní difúzí uvnitř
systému biosensoru. 

RYCHLOST ODEZVYRYCHLOST ODEZVY



DOBA ODEZVYDOBA ODEZVY

UrUrččuje jako uje jako ččas potas potřřebný k dosaebný k dosažženeníí
ururččititéé velikosti signvelikosti signáálu v konelu v koneččnnéém ustm ustáálenlenéém stavu m stavu 

t  ∞ τ95 Pro dosažení 95%



TEPLOTNÍ ZÁVISLOST

Teplota má vliv:

�na difúzní jevy
�na probíhající chemické reakce

pracuje se za izotermických podmínek

používá se: vodní cirkulující termostat
vyhřívaný kovový blok
práce v laboratoři
práce v terénu



ŽŽIVOTNOST BIOSENSORUIVOTNOST BIOSENSORU

Limitována nejslabším prvkem –biorekogniční vrstvou

�stabilitu při skladování (shelf life) 
-nižší teplota (lednice, mražák)
-suchý stav

�operační stabilita závisí na počtu a druhu
analyzovaných vzorků

Optimální podmínky pro skladování a uchovávání biosensoru
se hledají individuálně.



BIOKOMPATIBILITABIOKOMPATIBILITA

Má význam pro biomedicínské aplikace 
(měření in vivo).
Při umístění biosensoru v krevním toku je třeba
zamezit srážení krve (impregnace heparinem), 
ve tkáních hrozí nebezpečí zánětlivých reakcí, 
zajizvení a zarůstání pojivovou tkání.
Případná sterilizace biosensoru nesmí negativně
ovlivnit jeho aktivitu.



PODMPODMÍÍNKY PRO MNKY PRO MĚŘĚŘENENÍÍ S BOSENSORYS BOSENSORY

�přímý kontakt se vzorkem
�měření v nádobce
�průtočná měření



Přímý kontakt se vzorkem

Biosensor se nachází přímo 
ve sledovaném prostředí (řeka,
tkáň, krevní řečiště, fermentor)
Přitom by jeho činnost neměla
ovlivnit okolní prostředí
(vyčerpáním analytu v důsledku 
měření, ovlivnění toku jiných 
látek).

Užitečné je měnit polohu biosensoru a tak získat dodatečné
informace o distribuci analytu v prostředí a odhalit případné
existující koncentrační gradienty. 

přímý kontakt se vzorkem



S

čas

přídavky
vzorků

Měření v nádobce

Nejprve se vyčká
ustavení pozadí signálu 
v přítomnosti pracovního 
roztoku.

Pak se přidá vzorek a po ustálení se odečte signál.
Přídavky vzorku lze opakovat. Někdy je možno celou nádobku
zaplnit vzorkem. Podmínky měření (druh a koncentrace pufru,
teplota, pH) je vhodné pro každý biosensor optimalizovat.
Jednoduché uspořádání, nenáročné na vybavení, nevýhodou je
potřeba manuální obsluhy.

měření v nádobce



IN OUT

A

B

průtočnácela
s biosensorem

čas

S

Průtočné měření s biosensory

� Systémem se nechá střídavě protékat základní roztok
a roztok vzorků. Signál je vyvolán neředěným vzorkem

� Systémem neustále protéká pracovní roztok, do kterého
jsou nastřikovány vzorky (flow injection analysis FIA)
Přitom dojde k definovanému naředění vzorku a signál má
charakteristický tvar píků (B), 
vyhodnocení - výška nebo plocha

průtočný systém



přístrojové vybavení na katedře biochemie



průtočná cela s peroxidovou elektrodou



prprůůtotoččnnáá cela s kyslcela s kyslííkovou elektrodoukovou elektrodou



plošná
dvojelektroda



plošná
dvojelektroda



průtočná cela



průtočná cela


