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1. Úvod 

 
Monitorovanie bioprocesov je primárnym zdrojom 

dát, ktoré slú�ia na identifikáciu kľúčových procesových 
parametrov, preto zohráva nezastupiteľnú úlohu pri ich 
optimalizácii a aktívnom zasahovaní do priebehu 
procesu1,2. Be�ne vyu�ívané monitorovacie zariadenia 
umo�ňujú sledovanie niektorých základných parametrov 
bioprocesov napr. koncentráciu rozpustného kyslíka 
a oxidu uhličitého, pH, teplotu, redoxný potenciál, otáčky 
mie�adla, tvorbu peny a pod. Z nov�ích aplikácií analytic-
kých techník v monitorovaní bioprocesov mo�no spome-
núť �on-line� sledovanie koncentrácie biomasy in situ 
s vyu�itím optickej denzitometrie a fluorimetrie3,4 alebo 
sledovanie mno�stva tvorby inklúznych teliesok počas 
produkcie proteínov pomocou merania impedancie5. Uve-
dené parametre poskytujú v�ak len nepriame informácie 
o priebehu fermentačných procesov. Veľmi cenné infor-
mácie nám poskytuje hlavne monitorovanie koncentrácie 
substrátov a produktov počas priebehu bioprocesov 
a práve na tieto účely sa �tandardne vyu�íva metóda 
HPLC, ktorá je zalo�ená na účinnej separácii jednotlivých 
zlo�iek komplexných médií. Najnov�ím trendom 

v aplikovanom �on-line� monitorovaní rôznych analytov 
sa stáva vyu�itie biosenzorov.  

Biosenzory ako analytické detektory predstavujú prí-
kladné spojenie interdisciplinárnych poznatkov biológie, 
biochémie, fyzikálnej a analytickej chémie. Spoločnou 
črtou princípu práce biosenzorov je interakcia biologické-
ho komponenta so stanovovaným substrátom, ktorá je 
zdrojom impulzu spracovateľného prevodníkom na elek-
tronický signál úmerný koncentrácii stanovovaného 
analytu6. Výhody týchto zariadení sú rýchlosť, �pecific-
kosť a mobilita stanovenia s minimálnou resp. �iadnou 
predúpravou analyzovaných vzoriek. Vôbec prvým bio-
senzorom bol detektor skon�truovaný Clarkom 
a Lyonsom7 v roku 1962. L. C. Clark je v�ak skôr známy 
ako vynálezca kyslíkového senzora8. Pôvodný motív na 
vyu�itie Clarkového kyslíkového článku bolo sledovanie 
koncentrácie rozpustného kyslíka v krvi počas klinických 
zásahov. Spomínaný autor na povrch kyslíkového senzora 
imobilizoval enzým glukózaoxidázu a tento prvý biosen-
zor stanovoval koncentráciu glukózy na základe úbytku 
kyslíka spotrebovaného pri enzymatickej reakcii. Takýmto 
analytickým zariadením sa roz�íri �pecificita i rozsah sta-
noviteľných substrátov oproti senzorom zalo�eným na 
princípe fyzikálnochemického prevodníka. Rôznymi kom-
bináciami biologickej časti s prevodníkom mo�no docieliť 
veľké mno�stvo rôznych kon�trukcií. Nezanedbateľnými 
prednosťami sú tie� mo�nosti jednoduchej automatizácie 
či kontinualizácie merania a hlavne cenová nenáročnosť. 
Informácie o chovaní sa biosystému získané v čo najkrat-
�om čase sú nevyhnutné pre dokonalej�ie modelovanie 
a účinnej�ie riadenie procesu9. Včasným zásahom do bio-
procesu na základe rýchlo získaných informácií mo�no vo 
veľkovýrobnej praxi predísť značným ekonomickým stra-
tám. 

 
 

2. Vzorkovanie 
 
Úlohou vzorkovania je rýchly a spoľahlivý odber 

reprezentatívnej vzorky fermentačného média. �pecific-
kým problémom pri vzorkovaní prebiehajúceho bioproce-
su je potreba zachovať aseptickosť prostredia, ktorá je 
nevyhnutnou podmienkou pre optimálne pokračovanie 
celého procesu. Najjednoduch�ím rie�ením je priamy od-
ber vzorky pomocou katétra zavedeného do fermentora10. 
Aby vzorka poskytovala reprezentatívne údaje o zlo�ení 
fermentačného média v momente odberu, musia byť meta-
bolické reakcie rýchlo zastavené, napr. prídavkom 
chloramínu11, rýchlym zní�ením teploty, alebo zní�ením 
pH (cit.12). Aplikácia biosenzorov v monitorovaní v�ak 
neumo�ňuje takto chemicky upravovať vzorku, preto�e 
inaktivačné činidlá by nepriaznivo ovplyvňovali aj analy-
tické charakteristiky samotného biosenzora. Okrem toho 
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väč�ina �tandardných analytických metód vy�aduje odstrá-
nenie tuhých zlo�iek z analyzovanej matrice, preto je výz-
nam priameho odberu vzoriek z fermentačného zariadenia 
spojený s následnou inaktiváciou metabolických aktivít 
diskutabilný13. Z uvedeného dôvodu sa pri vzorkovaní 
fermentačných procesov častej�ie vyu�ívajú metódy, pri 
ktorých je vzorkovanie spojené so separáciou biomasy. 
Medzi najpou�ívanej�ie patria dialýza14 a mikrofiltrácia. 
Semipermeabilný efekt pórovitej membrány umo�ňuje 
efektívne separovať biomasu a iné vysokomolekulové 
komponenty pri odbere vzoriek z fermentačného médiá, 
čím dochádza hneď po odbere vzorky k zamedzeniu meta-
bolickej aktivity, ktorá by mohla ďalej ovplyvňovať zlo�e-
nie odoberanej vzorky.  

Pri dialýze sa ako hnacia sila separácie uplatňuje len 
koncentračný gradient, umo�ňujúci prestup separovaných 
zlo�iek z fermentačného média do akceptornej fázy, ktorá 
obyčajně pozostáva len z vody alebo z príslu�ného tlmivé-
ho systému. Vzhľadom na nekvantitatívny charakter dialy-
začnej separácie vy�adujú tieto systémy presné určenie 
koeficientov prestupu separovaných zlo�iek pri pou�íva-
ných prevádzkových parametroch systému. Preto si takéto 
zariadenia vy�adujú dôkladnú kalibráciu. V literatúre bolo 
opísané zariadenie úspe�ne pracujúce na báze spojenia 
dialyzačnej sondy s biosenzormi pri simultánnom monito-
rovaní glukózy a laktátu v prietokovom usporiadaní15. 
Taktie� bol pripravený senzor na kombinované stanovenie 
glukózy, glutamátu a cholínu vyu�ívajúci príslu�né oxidá-
zy imobilizované na mikroelektródach umiestnených na 
spoločnom sklenenom čipe vytvárajúcom prietokovú celu. 
Takto pripravený systém bol spojený s mikrodialyzačnou 
sondou16. Rôzne typy kon�trukcie dialyzačných sond sú 
znázornené na obr. 1. 

Pri filtrácii je hnacou silou separácie tlakový gradient 
pred resp. za filtračnou membránou. Porozita mikrofiltrač-
nej membrány (0,1−10 µm) umo�ňuje prestup v�etkých 

rozpustných zlo�iek. Pri pou�ití ultrafiltrácie (póry < 
100 nm) porozita membrány limituje aj prestup rozpust-
ných makromolekulových komponentov. Koncentračné 
pomery vo vzorkách pripravených filtráciou zodpovedajú 
(na rozdiel od dialýzy) skutočným koncentráciám zlo�iek 
rozpustených vo fermentačnom médiu. Hlavnou nevýho-
dou filtrácie je zaná�anie filtračnej membrány. Tento prob-
lém je mo�né minimalizovať pomocou tangenciálnej 
a �cross-flow� filtrácie, pri ktorých prúdi filtrované mé-
dium paralelne s povrchom filtračnej membrány, na roz-
diel od kolmého prúdenia pri �tandardnej filtrácii (obr. 2). 

Práve ex-situ filtrácia bola pou�itá aj pri uplatnení 
biosenzora postaveného na báze inkorporácie enzýmu 
alkoholdehydrogenázy do polypyrolosmiového polyméru 
pri monitorovaní etanolovej fermentácie. Autori inkorpo-
rovali senzor do prietokového sekvenčného analyzátora 
umo�ňujúceho plne automatické a reprodukovateľné riede-
nia vzoriek a �tandardov. Celý monitorovací systém bol 
potom veľmi prakticky prepojený na fermentor pomocou 
kombinácie uzavretej slučky so vstavaným �cross-flow� 
filtračným zariadením a jednoduchej odbublinkovávacej 
komory (odstraňovanie CO2 vzniknutého počas fermentá-
cie). �ivotaschopnosť tohto zariadenia bola otestovaná pri 
�on-line� monitorovaní vínneho kvasenia vo vinárskych 
závodoch v maďarskej tokajskej oblasti (celkový objem 
fermentora 45 hl)17. Na �on-line� monitorovanie etanolo-
vej fermentácie pomocou biosenzora bolo tie� úspe�ne 
pou�ité aj filtračné zariadenie s tangenciálnym tokom pri-
vádzaného média18. 

V�eobecne v�ak mo�no povedať, �e medzi najpou�í-
vanej�ie automatizované spôsoby vzorkovania fermentač-
ných procesov patria hlavne filtračné metódy a dialyzačné 
zariadenia. Menej vyu�ívané postupy separácie biomasy sú 
zalo�ené na mikrocentrifugácii, ktorá nachádza uplatnenie 
v plne automatických zariadeniach pre �on-line� 
monitorovanie19.  

Obr. 1. Kon�trukcie sond pou�ívaných na dialyzačné vzorkovanie; A − koaxiálna sonda, B − planárna sonda, C − sonda na báze duté-
ho vlákna 
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3. Monitorovanie fermentácií 
 
Na základe spôsobu integrácie senzorov do sledova-

nia fermentačného procesu mô�eme monitorovacie techni-
ky rozdeliť na �off-line� a �on-line�. �Off-line� technika 
monitorovania fermentačných procesov je zalo�ená na 
manuálnom odbere vzorky z monitorovaného systému, 
pričom následné spracovanie vzorky a samotné stanovenie 
prebieha na inom mieste zväč�a v laboratóriu. Hlavnou 
nevýhodou �off-line� systému je dlhé časové oneskorenie 
medzi momentom odberu vzorky a analýzou, ktoré 
v mnohých prípadoch znemo�ňuje efektívne zasahovať do 
priebehu procesov vyznačujúcich sa vysokou dynamikou. 
Napríklad pri sledovaní priebehu fermentačných procesov 
s pou�itím baktérií by vo väč�ine prípadov časové one-
skorenie nemalo presahovať niekoľko minút vzhľadom na 
krátku generačnú dobu. Pri pou�ití rýchlych biokonverz-
ných enzýmových systémov by sa časové oneskorenie 
malo pribli�ovať k sekundám. Miernou modifikáciou �off-
line� monitoringu je �at-line� monitoring20, pri ktorom je 
meracie zariadenie umiestnené v tesnej blízkosti sledova-
ného procesu, ale stále je potrebná manuálna manipulácia 
s analyzovaným materiálom. �On-line� monitorovanie 
rie�i časové oneskorenie �off-line� monitorovania priamou 
aplikáciou detekčného člena do fermentačnej nádoby (in-
situ usporiadanie), kde sú na detektor kladené vysoké sta-
bilitné nároky. In-situ aplikácie biosenzorov sú veľmi 
zriedkavé. Je to dané problémami s ich sterilizáciou, níz-
kou stabilitou biokomponentov voči pôsobeniu určitých 
fyzikálno-chemických faktorov. Pri ex-situ �on-line� uspo-
riadaní je detektor umiestnený mimo fermentačného zaria-
denia vo vhodnom prietokovom usporiadaní, ktoré je pri-
pojené cez vzorkovací modul slú�iaci zároveň aj na pred-
úpravu vzorky. Takéto usporiadanie umo�ňuje zabezpečiť 
pre funkciu biosenzora optimálne podmienky (obr. 3). 

 
 

4. Prietokový systém analýzy 
  
Najroz�írenej�ou prietokovou technikou vyu�ívanou 

v analytickej praxi je metóda prietokovej injekčnej analýzy 
(Flow Injection Analysis � FIA). Metóda bola zavedená 
v polovici 70. rokov Rů�ičkom a Hansenom21. Modifiká-
cie FIA vzhľadom na svoju jednoduchú automatizovateľ-
nosť a reprodukovateľnosť dominujú medzi prietokovými 
metódami vyu�ívanými pre �on-line� monitorovanie rôz-
nych procesov. FIA je zalo�ená na včlenení malého obje-
mového pulzu analyzovanej vzorky (5−100 µl) do lami-
nárneho toku mobilnej fázy (obr. 4). V priebehu transportu 
medzi dávkovacím ventilom a detekčnou časťou dochádza 
k postupnej disperzii pulzu vzorky v mobilnej fáze, čo 
spôsobuje zní�enie maximálnej koncentrácie v zóne vzor-
ky a zároveň roz�írenie zóny. Tento proces vedie 
k automatickému nariedeniu vzorky, ktoré je v mnohých 
prípadoch potrebné pre analýzu s vyu�itím biosenzorov 
s ohľadom na ich obmedzený dynamický rozsah. Kontakt 
vzorky s detektorom trvá reprodukovateľný časový úsek, 
pričom nie je potrebné ustálenie rovnováhy, čo umo�ňuje 
skrátiť čas analýzy. Okrem biosenzorov sa vo FIA apliká-
ciách pou�ívajú najčastej�ie IR22, spektrofotometrické23, 
MS24, PIF (photochemically induced fluorescence)25, 
a vodivostné26 detektory. 

Veľmi úspe�nou metodikou vyvinutou pri odstraňo-
vaní nedokonalostí klasického FIA systému je sekvenčná 
injekčná analýza (Sequential Injection Analysis � SIA), 
kde je spojitý tok nosného média nahradený sekvenciou: 
nosné médium, vzorka prípadne potrebné činidlá na detek-
ciu v jednom prúde, čo je v tomto prípade umo�nené auto-
matickým nasávaním jednotlivých zlo�iek cez selekčný 
ventil pomocou piestového čerpadla umo�ňujúceho priamy 
aj spätný tok27 (obr. 4). Pomocou tejto metodiky mo�no aj 
jednoducho a veľmi reprodukovateľne riediť vzorky, prí-
padne �tandardy priamo počas analýzy v automatizovanom 
re�ime naprogramovaním patričnej sekvencie jednotlivých 

Obr. 2. Principiálne zobrazenie rôznych spôsobov filtrácie; A − klasická filtrácia s kolmým tokom média na filtračnú membránu, B − 
�cross-flow� filtrácia s rovnobe�ným tokom, C − filtrácia s tangenciálnym tokom. Tmavá �ípka označuje tok suroviny a svetlá tok filtrátu 
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krokov28. Naproti tomu v klasických FIA zostavách muse-
lo byť riedenie vzoriek často rie�ené pomocou delenia 
toku29,30 alebo s pou�itím rôznych zmie�avacích komôr31, 
čo značne komplikovalo celú zostavu. Roz�írenie prietoko-
vých injekčných techník v posledných rokoch dokumentu-
je ich významné postavenie v snahách o automatizáciu, 
zrýchlenie a miniaturizáciu zariadení slú�iacich na repro-
dukovateľnú aplikáciu, prípadne predúpravu analyzova-
ných matríc32. 

Najnov�ím trendom miniaturizácie prietokových me-
racích systémov je vývoj takzvaných �lab on a chip� zaria-
dení. Vo v�eobecnosti ide o prípravu sofistikovane navrh-
nutých čipov obsahujúcich zostavu mikro kanálikov vyro-
bených kombináciou technológie fotolitografie 
a leptania33, poprípade s pou�itím lasera34. Keď�e pri práci 
s takýmito zariadeniami sa manipuluje s extrémne malými 
objemami či u� vzoriek, činidiel alebo nosných médií, je 
samozrejme potrebné po�ívať adekvátne vybavenie pre 
vytváranie prietoku cez opísané zariadenia. Najčastej�ie sa 
pou�ívajú piestové SIA mikrodávkovacie zariadenia dodá-
vajúce do systému presné objemy na úrovni nanolitrov35 
alebo tie� elektroosmoticky indukovaný tok36 vyvolaný 
usmerneným pohybom iónov, pri ktorom zároveň dochá-
dza aj k elektroforetickej separácii analyzovanej vzorky37. 
Detekčný systém pou�ívaný v biočipoch býva veľmi často 
zalo�ený na elektrochemickom princípe, pričom na zvý�e-
nie selektivity detekcie slú�i tie� uplatnenie biokomponen-
tov poskytujúcich �pecifické interakcie (princíp biosenzo-
ra). 

 

5.  Vyu�itie biosenzorov pri monitorovaní  
fermentačných procesov 
 
Biosenzor je zariadenie pozostávajúce z biologickej 

časti, ktorá sa nachádza v tesnom kontakte 
s fyzikálnochemickým prevodníkom alebo je súčasťou 
prevodníka. Podľa definície a klasifikácie IUPAC by sa 
mali okrem biosenzorov rozli�ovať bioanalytické systémy, 
ktoré vy�adujú pri meraní ďal�ie operácie a biosondy, 
ktoré sú buď na jedno pou�itie alebo nemô�u sledovať 
koncentráciu analytu kontinuálne. Fyzikálnochemický 
prevodník je schopný detegovať zmeny, ktoré vznikajú po 
interakcii biokomponenta so substrátom, tak�e biointerak-
cia sa prevádza na vhodný analytický signál, ktorým oby-
čajne býva elektrický prúd alebo potenciál (obr. 5). Naj-
frekventovanej�ím prevodníkom je ampérometrický pre-
vodník v spojení so sledovaním priebehu redoxných proce-
sov. Tento prevodník je polarizovaný určitým potenciálom 
a biokomponent pri oxidácii substrátu odovzdáva elektró-
ny elektróde (pri redukcií opačne) nie v�dy len priamo, ale 
často aj prostredníctvom iných molekúl, ktorými mô�u byť 
kosubstrát, kofaktor alebo mediátor, pričom veľkosť tečú-
ceho prúdu je priamo úmerná koncentrácii analytu. Poten-
ciometrický prevodník umo�ňuje merať zmenu potenciálu, 
vyvolanú koncentračným gradientom iónov, ktoré vznika-
jú činnosťou enzýmov imobilizovaných na povrchu elek-
tród. Zmena potenciálu je úmerná logaritmu koncentrácie 
analytu. Kalorimetrické biosenzory, nazývané aj termisto-
ry, poskytujú univerzálny detekčný princíp, preto�e uvoľ-
ňovanie alebo spotreba tepla je typická pre v�etky bioche-

Obr. 3. Schematické znázornenie mo�ností spôsobov monitorovania fermentačných procesov 
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mické deje. Prístroj je kon�truovaný tak, �e jedna vetva je 
referenčná a v druhej vetve je imobilizovaný biokatalyzá-
tor, pričom sa zaznamenáva rozdiel teplôt (rádovo 10−3 °C), 
ktorý je úmerný koncentrácii stanovovanej látky38. Biosen-
zory s optickým prevodníkom fungujú tak, �e biokatalyzá-
tor produkuje alebo spotrebúva látku s optickými vlastnos-
ťami a koncentrácia analytu sa určuje na základe merania 
vhodnej optickej veličiny, napríklad absorpcie, emisie 
svetla, fluorescencie, atď. Okrem opísaných spôsobov 
detekcie biointerakcií sa e�te v men�ej miere pou�ívajú aj 
konduktometrické a piezoelektrické prevodníky. 

Biologická časť (enzýmy, bunky, protilátky, atď.) sa 
vyznačuje �pecificitou interakcie so stanovovanou látkou. 
Citlivosť senzora pritom závisí na biologickej časti, ale aj 
na pou�itom prevodníku. Pri enzymatických biosenzoroch 
plní funkciu biologickej časti senzora enzým alebo aj viac 
enzýmov. Takéto senzory sa vyznačujú väč�inou výbornou 
selektivitou a sú určené na �pecifické sledovanie jedného 
substrátu, resp. malej skupiny látok podobnej povahy. 
Publikovaný bol prietokový systém zalo�ený na �pecific-
kých enzýmoch izolovaných z mikroorganizmov (Erwinia 
sp., Gluconobacter sp.) schopný monitorovať súčasne 
hladinu glukózy, glycerolu a etanolu vo vzorkách vína. 
Vyu�itý bol ampérometrický spôsob detekcie, pričom jed-
notlivé senzory boli namontované v spoločnej prietokovej 

cele a boli zapojené do viacerých potenciostatov. Ka�dý 
potenciostat poskytoval signál prislúchajúci jednému sen-
zoru t.j. jednému analytu. Z hľadiska kon�trukcie boli jed-
notlivé senzory pripravené zmie�aním enzýmu s redoxným 
polymérom (mediátor elektrónového transportu) 
a sieťovacím činidlom na povrchu uhlíkovej elektródy39. 
Na ampérometrickom spôsobe detekcie bol zalo�ený aj 
senzor schopný enantioselektívneho stanovenia D-amino-
kyselín nachádzajúcich sa vo vzorkách mlieka. Senzor bol 

Obr. 4. Schéma dvoch základných systémov pou�ívaných pri prietokovom spôsobe analýzy; FIA − prietoková injekčná analýza, SIA 
− sekvenčná injekčná analýza 

Obr. 5. Základný princíp funkcie biosenzora 
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vyrobený progresívnou �screen-printed� technológiou 
naná�ania jednotlivých aktívnych vrstiev na seba40. Pomo-
cou biosenzora postaveného na báze enzýmového termis-
tora s  glycerolkinázou (EC 2.7.1.30) imobilizovanou na 
upravených sklenených guľôčkach bola monitorovaná 
hladina substrátu počas mikrobiálnej konverzie glycerolu 
na 1,3-propándiol. Výborná operačná aj skladovacia stabi-
lita tohto senzora umo�ňovali jeho aplikáciu v plne auto-
matizovanom FIA systéme vybavenom dokonca aj zaria-
dením pre automatické riedenie vzoriek41. Na monitorova-
nie acetátu vo vzorkách octu a hroznového vína bol pripra-
vený trojenzýmový senzor imobilizáciou acetátkinázy (EC 
2.7.2.1), pyruvátkinázy (EC 2.7.1.40) a laktátdehydro-
genázy (EC 1.1.1.27) zosieťovaním na povrchu uhlíkovej 
elektródy pomocou polyetylénglykoldiglycidyléteru. Ta-
kýto senzor pracoval na ampérometrickom princípe detek-
cie a vyznačoval sa veľmi dobrou selektivitou42. 
V prietokovom FIA usporiadaní boli pou�ité aj senzory na 
monitorovanie jablčno-mliečnej fermentácie počas výroby 
vína. Pracovali na ampérometrickom spôsobe detekcie. 
Obsah kyseliny mliečnej bol monitorovaný senzorom, 
ktorý obsahoval imobilizovanú laktátoxidázu (1.13.12.4) 
na povrchu nylonovej membrány a kyselina jablčná bola 
detegovaná s vyu�itím malátdehydrogenázy (EC 1.1.1.40) 
imobilizovanej na povrchu upravených sklenených guľô-
čok integrovaných do miniatúrneho prietokového 
reaktora43. 

Mikrobiálne biosenzory obsahujú v úlohe biologickej 
zlo�ky mikrobiálne bunky buď intaktné, permeabilizova-
né, inak upravené alebo mŕtve. Tieto senzory sú menej 
�pecifickej�ie ako enzýmové, keď�e bunky obsahujú viac 
druhov enzýmov katalyzujúcich rôzne reakcie, preto sa 
okrem detekcie jedného analytu pou�ívajú aj pri ne�peci-
fických stanoveniach �ir�ích skupín látok alebo ich kon-
krétnych vlastností (napr. toxicita). Úspe�ne sa pou�ívajú 
pri hodnotení kvality odpadových vôd meraním biologic-
kej spotreby kyslíka (BSK) (cit.44). V tomto prípade efek-
tívne nahrádzajú klasické kultivačné merania, ktoré boli 
veľmi časovo náročné (BSK5 � 5 dní, resp. BSK7 � 7 dní), 
čo samozrejme neumo�ňovalo adekvátnu kontrolu niekto-
rých prebiehajúcich procesov. Naproti tomu sa meranie 
BSK pomocou biosenzorov skracuje len na pár minút45. 
Keď�e pri stanovení BSK ide o sledovanie �ir�ej skupiny 
látok preva�ne organickej povahy, tak sa na prípravu bio-
senzorov zalo�ených na Clarkovom kyslíkovom senzore 
pou�íva častej�ie viacero druhov mikroorganizmov súčas-
ne kvôli schopnosti detekcie čo naj�ir�ej palety substrátov. 
Najčastej�ie sú pritom pou�ívané bunky Trichosporon 
cutaneum46, Bacillus subtilis47, Pseudomonas sp.48,49 ale aj 
zmesové kultúry získané z aktivovaných kalov50. Okrem 
�ivých buniek boli tie� úspe�ne pripravené aj senzory 
s pou�itím tepelne usmrtených buniek51,52 s porovna-
teľnými výsledkami. Ďalej boli mikrobiálne senzory 
úspe�ne aplikované aj pri monitorovaní iných analytov. 

Tabuľka I 
Príklady pou�itia biosenzorov pri monitorovaní rôznych analytov 

Analyt Biologický komponent Prevod signálu Typ imobilizácie Aplikácia Lit. 
Etanol alkoholdehydrogenáza ampérometrický Inkorporácia do polypyrol-

osmiového polyméru 
fermentačná výroba 
vína 

17 

Glukóza glukózadehydrogenáza ampérometrický zosieťovanie s hydrogélom analýza vzoriek vína 39 
Acetát acetátkináza  

pyruvátkináza  
laktátdehydrogenáza 

ampérometrický zosieťovanie na povrchu 
uhlíkovej elektródy 

fermentačná výroba 
vína 

42 

Glycerol glycerolkináza kalorimetrický väzba na modifikované 
sklené guličky 

konverzia glycerolu na 
1,3-propándiol 

41 

D-Aminokyseliny oxidáza  
D-aminokyselín 

ampérometrický zosieťovanie na povrchu 
uhlíkovej elektródy  
+ nafion 

analýzy ovocných 
d�úsov a mlieka 

40 

Glutamát           
Kys. jablčná malátdehydrogenáza ampérometrický väzba na modifikované 

sklené guličky 
jablčno-mliečna  
fermentácia 

43 

Kys. mliečna laktátoxidáza ampérometrický zosieťovanie na povrchu 
nylonovej membrány 

jablčno-mliečna  
fermentácia 

43 

BSKa 
  

Trichosporon cutane-
um, Bacillus subtilis 

ampérometrický inkorporácia do sol-gélu hodnotenie kvality 
odpadových vôd 

46 
  

Metylparatión Flavobacterium sp. optický adsorpcia na filter  
zo sklených vláken 

analýza organofosfáto-
vých pesticídov 

54 

a Biologická spotreba kyslíka 
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Biosenzor postavený na báze buniek Gluconobacter oxy-
dans bol pou�itý na stanovenie obsahu cukrov 
v lignocelulózových hydrolyzátoch53. Na optickom princí-
pe detekcie bol pripravený senzor na detekciu organofosfá-
tových pesticídov s pou�itím buniek Flavobacterium sp., 
ktoré boli uchytené na filtri zo sklených vláken a spojené 
s miniatúrnym spektrofotometrom pomocou optického 
vlákna54.  

Dôle�itým obmedzením masového pou�ívania bio-
senzorov pri monitorovaní rozličných biotechnologických 
procesoch je ich nízka tepelná a operačná stabilita. Dlho-
dobá stabilita imobilizovaného biokomponenta má mnoho 
spoločného aj so stabilitou konformácie imobilizačnej 
matrice alebo s jej denaturáciou počas prevádzky a sklado-
vania, hoci vplyv mô�u mať aj iné slab�ie interakcie. 
Z tohto dôvodu je zaujímavou výzvou pri vytváraní imobi-
lizačného materiálu hľadanie vhodných aditív, ktoré by 
obmedzili proces zmen�ovania pórov. Jedným s takýchto 
aditív je napríklad hydroxyetylkarboxymetyl celulózový 
polymér pou�ívaný pri vytváraní hybridného organicko-
anorganického silikátového gélu55. Príklady úspe�nej apli-
kácie biosenzorov pri monitorovaní rôznych analytov sú 
prehľadne zosumarizované v tabuľke I. 

 
 

6. Záver 
 
Mo�nosť aktívneho riadenia a udr�ovania fermentač-

ných procesov na úrovni maximálnej produktivity je veľmi 
úzko spätá s efektívnym monitorovaním ich priebehu. 
Dôle�ité je pritom, aby namerané údaje boli získané v čo 
najkrat�om časovom horizonte po odbere vzorky, preto�e 
len v takom prípade majú relevantnú výpovednú hodnotu 
o momentálnom stave celého systému. Ideálnym rie�ením 
eliminácie časového oneskorenia výsledkov analýz vzoriek 
získavaných klasickou �off-line� cestou je aplikácia �on-
line� monitorovania, resp. jeho modifikácií. Podstatou 
�on-line� monitorovania je najčastej�ie pou�itie prietoko-
vých techník odberu vzorky, jej reprodukovateľnej úpravy 
a tie� samotnej analýzy spojenej podľa mo�ností v jednom 
prúde tesne za sebou. Pri odbere vzorky je dôle�itá dôklad-
ná separácia biomasy ako i enzýmových aktivít zapríčiňu-
júcich skreslenie nameraných výsledkov. Pri samotnej 
analýze by mali byť pritom pou�ívané čo najselektívnej�ie 
detekčné systémy, aby bolo mo�né sledovať potrebné ana-
lyty aj bez pou�itia ďal�ích separačných techník predl�ujú-
cich dobu stanovenia. V úlohe �pecifických detektorov sa 
stále častej�ie pou�ívajú biosenzory, pre ktoré nie je po-
trebná prakticky �iadna predúprava prúdu analyzovanej 
vzorky okrem riedenia. 
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The article is focused on principal aspects of monitor-

ing fermentation processes. Problems of sampling associ-
ated with the separation of biomass are explained mainly 
on the basis of various types of filtration and flow dialysis 
methods. The analytical flow methods FIA and SIA are 
briefly described with respect to their use in on-line moni-
toring. Some applications of biosensors in practical meas-
urements are presented. 


