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DEFINICE BIOSENSORUV

Biosensor je analyticky pristroj, ktery obsahuje
citlivy prvek biologického puvodu,

ktery je soucdsti nebo v tésném kontaktu

s fyzikalné-chemickym prevodnikem
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analyt = |atka, ktera se stanovuje



BIOREKOGNICNI VRSTVA

Biokatalyticka
katalyzuji preménu analytu v prubéhu
chemické reakce

Bioafinitni
analyt je specificky vazan ve vznikajicim
afinitnim komplexu




FYZIKALNE CHEMICKE PREVODNIKY

poskytuji signal k dalsimu zpracovani

Elektrochemickeé: potenciometrie
amperometrie
voltametrie
konduktometrie

Optické: fotometrie
fluorometrie
luminometrie
nelinedrni optika

Piezoelektrickée a akustické

Kalorimetrické




MEZIOBOROVE STUDIUM BIOSENSORU

biochemie a biotechnologie
analyticka a fyzikdlni chemie
elektronika

informatika

nauka o materialech
nanotechnologie

aj.



Historie

<*meéreni pH (pocatek 20. stoleti)

<*Heyrovsky - objev polarografie 1922

<mereni O, (Miller a Bamberger 1935)

<*méreni spotreby kysliku (Petering, Daniels, 1938)
<*redukce O, na Au, Pt (40. léta min. stoleti)
<C. Clark 1956 kyslikova elektroda (membrana)
“*Wartburg optické biochemické techniky (2.sv.v.)
<*Chance B. diferencidlni fotometr

<»Clark 1962 elektrochemické sensory (glukosa)
<*Clark, Lyons enzymova elektroda 1962

<Updike a Hickson 1967 experimentalni detaily



“»konec 60. let - iontove selektivni elektrody

<1969 potenciometricka enzymova elektroda
Guilbault

1975 Yellow Springs Instrument Company (Ohio)
komercni biosensor pro glukosu

<*enzymovy termistor Mosbach 1974

<1975 misto enzymlu bakteridlni burika Japonsko
pojem biosensor (bioprobe)

<Lubbers Opitz optoda (optické vlakno)

<1976 Clemens glukosovy sensor do umélého
pankreatu Biostator fa Miles

<»fa La Roche laktat LA 640 mediator ferrikyanid

<1982 implantovatelny glukosovy sensor Schichiri
jehlova enzymova elektroda



“*imunosensory (konec 70. let) Liedberg
sledovani afinitnich interakci pomoci
rezonance povrchovych plasmonu ve vrstvé kovu
nanesené na optickém rozhrani

<1990 fa Pharmacia BIAcore pristroj

<*Medisense méreni krevni glukosy -osobni
ferrocen - prenase¢ elektronu z oxidoreduktas
na elektrodu
dnes vyroba fa Abbott

*Boehringer Mannheim a Bayer 85% na trhu
biosensorti, 1996 -185 mil US dolar



Glukosoxidasa zachycend na povrchu
kyslikové elektrody pomoci dialyzacni
membrany.

Pokles koncentrace kysliku je dmérny
koncentraci glukosy.

Na obrazku:Leland C. Clark Jr.
s prvni enzymovou elektrodou
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Dosud nejispésnéjsi biosensor je zalozen na ferrocenu
v v Ve (=) °

- prenaseci elektronu z oxidoreduktas na elektrodu

(fa. Medisense).

Levny osobni biosensor pro domdaci méreni

krevni glukosy diabetiky.



Dnes na ceském trhu pristroj SeNOVA fa Abbott
dovozce A. Import.cz spol. s r.o.
pro domaci léecbu cukrovky



CASOPISY O BIOSENSORECH

Blosensors and Bloelectro mrﬁ vsechny aspekty oboru, nove trendy
Sensors and Actuaitors B Chemical zejména fyzikalné-chemické

pirevodniky

rmruJ/rJ cnl Chemistry
Bioenergetics elektrochemické biosensory
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Trends in Analytical Chermistry - €isté analytickeé,

mnoho ¢lanki o biosensorech a jejich aplikacich

Enzyme and Microbial Technology - mikrobialni sensory

Journal of Biotechnology - aplikace p¢i biotechnologickych procesech
Journal of Immunological Methods— imunochemickée sensory
Langruir

Thin Solid Films - nékteré aspekty imobilizacnich postupi.
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Priibéh méreni s biosensory.

Po ustaveni zdkladni linie signalu, ndsleduje pridavek vzorku
s analytem.
Méreni: kineticky (Casova derivace signalu)
konecnda zmeéna signalu po dosazeni ustaleného stavu
(steady state)




CIT Citlivost je konecna ustdlend zména
LIVOST vystupniho signdlu biosensoru (S)

v diusledku zmény koncentrace
e/ ds/dt analytu (c), tj. AS/Ac, nebo dS/dc.

ustaleny

e sond | PRi provadeni kinetickych méreni se
s |sleduje ¢asova zména signélu dS/dt
a citlivost vypocita jako A(dS/dt)/Ac.

yi g pozadi
/ cas —*

Pribéh méreni s biosensory.

Specidlni druhy signdlu:

plocha (¢asovy integral)

frekvencni analyza

Citlivost by méla byt konstantni po celou dobu zivotnosti
biosensoru

V redinych systémech se zmény citlivosti kompenzuji
rekalibraci.




KALIBRACE
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Kalibracni zavislost

Sledujeme signal biosensoru
pri ruznych standardnich
koncentracich zndmého
analytu.

Je vhodné pouzivat co nejméné
kalibraénich bodu, pokud je
znam tvar kalibraéni zavislosti,
nejvhodnéjsi je primka, kde
staci 1 nebo 2 body.



LINEARITA

Idealniho biosensor: v celé pracovni oblasti je

konstantni citlivost na vSechny mozné koncentrace analytu,
tj. od nuly po limit rozpustnosti.

Redlny biosensor: oblast linearity je uzSim intervalem
uvnitf pracovni oblasti.

Nelinedarni casti existuji v horni -saturacni casti

V linearni casti staci kalibrace dvéma body.

Linearita neni nutna, pri pouziti

poCitace, staéi znat prubéh kalibracni kFivky.

Nelinearni dseky Ize aproximovat pomoci nekolika primek.
Casto Ize linearity dosdhnout matematickou transformaci
méreného signdlu (napr. semilogaritmicka citlivost Aln S/Ac
existuje v potenciometrii)



LIMIT DETEKCE

analy’r

Stanoveni limitu detekce

Limit detekce biosensoru

je nejnizsi stanovitelna koncentrace
analytu. Idedlné je dan rozliSenim
meériciho pristroje, obvykle je vSak
zhorsovan vedlejSimi procesy.

Pro definici se pouziva velikost Sumu
(N, noise) signalu a

limit detekce se bere

pro pomér S/N = 3.



Sum
<»elektromagnetické povahy (frekvence 50 Hz rozvodné site)
(Lze omezit elektrickym stinénim)
<»turbulence (pri michani)

<»rdzy pumpy (prutokova analyza)

Snizeni velikosti sumu lze dosahnout:

»usporadanim meéricich obvodu
+digitalni techniky (akumulace signadlu, prumérovani,

vyhlazovani)



SIGNAL POZADIL

Signal pozadi (background) je signdl v nepritomnosti analytu,
obvykle se odecita od méreného signalu:

S = S(méreny) - S(pozadi).

Nékdy je vyhodnéjsi pouzit referentni koncentraci analytu
a vuéi ni vztahnout méreny signdl.

Pro semilogaritmicky pripad

dostaneme S/S(ref) = (méreni-pozadi)/(reference-pozadi).

Obvykle se predpoklada stabilita signdlu pozadi,
to vsak v praxi nemusi byt pravda
(signal pozadi obvykle s casem klesa)



HYSTEREZE

Vliv minulych méreni na aktudlni signal
Zména charakteru kalibracnich primek
(konkdvni, konvexni prohyb)

Duvod: vysoka konc. analytu narusi okoli
biosensoru nebo uvnitr blor'ekogmcm vrstvy
ReSeni: zpomalit méreni




DLOUHODOBA STABILITA
(DRIFT)

Je podminéna zménami citlivosti biosensoru v case.
Citlivost obvykle klesa,

ale muze i prechodné vzrust (zména biovrstvy, ztenceni,
nabobtnanit)

Postupny pokles citlivosti mize byt vyvolan oxidaci
povrchu kovovych elektrod, usazovanim vrstev proteinu
¢i jinych biomolekul, otrava biovrstvy tézkymi kovy.

Je treba provadét kontrolu citlivosti a pripadné provést
rekalibraci.



SELEKTIVITA
VLIV INTERFERENCI

Odezva biosensoru by méla byt vyvoldna pouze pritomnosti
stanovované latky, ostatni latky by se nemély projevit.
V praxi:  existuje cela rada latek, které stanoveni rusi.

Eliminace: zredit
prevedeni na nerusici slouceniny
predrazeni selektivni membrany
prispévek na méreny signal urcit
jinym biosensorem (diferencialni usporadani)




RYCHLOST ODEZVY

Rychlost odezvy je urcovana zejména fyzikdlnimi
vlastnostmi biosensoru (velikost). Zavisi na rychlosti
difuze analytu z okolniho prostredi k povrchu
biosensoru a dale pak vnitrni difdzi uvnitr

systému biosensoru.



DOBA ODEZVY

Urcuje jako cas potrebny k dosazeni
urcité velikosti signalu v konecném ustaleném stavu

Tos Pro dosazeni 95%



TEPLOTNI ZAVISLOST

Teplota ma vliv:

<na difdzni jevy
<*na probihajici chemické reakce

pracuje se za izotermickych podminek

pouzivad se: vodni cirkulujici termostat
vyhrivany kovovy blok
prace v laboratori
prace v terénu



ZIVOTNOST BIOSENSORU

Limitovana nejslabsSim prvkem -biorekognicni vrstvou

<»stabilitu pri skladovani (shelf life)
-nizsi teplota (lednice, mrazdk)
-suchy stav

<*operacni stabilita zavisi na poctu a druhu
analyzovanych vzorku

Optimalni podminky pro skladovani a uchovavani biosensoru
se hledaji individudlne.



BIOKOMPATIBILITA

Ma vyznam pro biomedicinské aplikace

(mérenti in vivo).

Pri umisténi biosensoru v krevnim toku je treba
zamezit srdzeni krve (impregnace heparinem),
ve tkanich hrozi nebezpeci zanétlivych reakci,
zajizveni a zaristani pojivovou tkani.

Pripadna sterilizace biosensoru nesmi negativné
ovlivnit jeho aktivitu.



PODMINKY PRO MERENT 5 BOSENSORY

<primy kontakt se vzorkem
<*méreni v nddobce
< prutocna méreni



primy kontakt se vzorkem

Biosensor se nachazi primo

ve sledovaném prostredi (feka,
tkan, krevni reciste, fermentor)
Pritom by jeho Cinnost neméla
ovlivnit okolni prostredi
(vyéerpdnim analytu v dusledku
méreni, ovlivnéni toku jinych
latek).

ontakt se vzorkem

UzZitecné je ménit polohu biosensoru a tak ziskat dodatecné
informace o distribuci analytu v prostredi a odhalit pripadné
existujici koncentracni gradienty.



meéereni v nadobce

pFidz:It(\gkv Nejprve se vycka
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, Voo ustaveni pozadi signdlu
: v pritomnosti pracovniho

o roztoku.
I"'_l

Mereni v nadobce

v

Pak se prida vzorek a po ustdleni se odecte signal.

Pridavky vzorku lze opakovat. Nékdy je mozno celou nadobku
zaplnit vzorkem. Podminky méreni (druh a koncentrace pufru,
teplota, pH) je vhodné pro kazdy biosensor optimalizovat.
Jednoduché usporddani, nendarocné na vybaveni, nevyhodou je
potreba manudini obsluhy.



prutocny systém
pritoc¢nacela A
s biosensorem {
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Priitocné mérenis biosensory

N/

< Systémem se necha stridavé protékat zdkladni roztok

a roztok vzorku. Signdl je vyvoldn neredénym vzorkem
< Systémem neustale protéka pracovni roztok, do kterého
jsou nastrikovany vzorky (flow injection analysis FIA)
Pritom dojde k definovanému naredéni vzorku a signal m¢
charakteristicky tvar piku (B),
vyhodnoceni - vySka nebo plocha



ristrojové vybaveni na katedre biochemie




prutoc¢na cela s peroxidovou elektrodou




prutoéna cela s kyslkovou elektrodou
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