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1. Uvod

Monitorovanie bioprocesov je primarnym zdrojom
dat, ktoré sluzia na identifikaciu kl'icovych procesovych
parametrov, preto zohrava nezastupitelni ulohu pri ich
optimalizdcii  a aktivnom zasahovani do priebehu
procesu'?. Bezne vyuzivané monitorovacie zariadenia
umoziuju sledovanie niektorych zikladnych parametrov
bioprocesov napr. koncentraciu rozpustného kyslika
a oxidu uhlic¢itého, pH, teplotu, redoxny potencial, otacky
miesadla, tvorbu peny a pod. Z novsich aplikacii analytic-
kych technik v monitorovani bioprocesov mozno spome-
nat ,,on-line” sledovanie koncentracie biomasy in situ
s vyuzitim optickej denzitometrie a fluorimetrie™* alebo
sledovanie mnozstva tvorby inkliznych teliesok pocas
produkcie proteinov pomocou merania impedancie’. Uve-
dené parametre poskytujii vSak len nepriame informacie
o priebehu fermentacnych procesov. Velmi cenné infor-
macie nam poskytuje hlavne monitorovanie koncentracie
substratov  a produktov pocCas priebehu bioprocesov
aprave na tieto ucely sa Standardne vyuziva metoda
HPLC, ktora je zaloZena na U€innej separacii jednotlivych
zloziek komplexnych médii. Najnov§im trendom
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v aplikovanom ,,on-line* monitorovani réznych analytov
sa stava vyuzitie biosenzorov.

Biosenzory ako analytické detektory predstavuji pri-
kladné spojenie interdisciplinarnych poznatkov biologie,
biochémie, fyzikalnej a analytickej chémie. Spolo¢nou
¢rtou principu prace biosenzorov je interakcia biologické-
ho komponenta so stanovovanym substritom, ktord je
zdrojom impulzu spracovatelného prevodnikom na elek-
tronicky signdl Umerny koncentracii stanovovaného
analytu®. Vyhody tychto zariadeni su rychlost, $pecific-
kost a mobilita stanovenia s minimalnou resp. Ziadnou
predipravou analyzovanych vzoriek. Vobec prvym bio-
senzorom bol detektor skonStruovany  Clarkom
a Lyonsom’ v roku 1962. L. C. Clark je viak skér znamy
ako vynalezca kyslikového senzora®. Povodny motiv na
vyuzitie Clarkového kyslikového ¢lanku bolo sledovanie
koncentracie rozpustného kyslika v krvi pocas klinickych
zasahov. Spominany autor na povrch kyslikového senzora
imobilizoval enzym glukézaoxiddzu a tento prvy biosen-
zor stanovoval koncentraciu glukézy na zaklade tbytku
kyslika spotrebovaného pri enzymatickej reakcii. Takymto
analytickym zariadenim sa rozsiri Specificita i rozsah sta-
novitelnych substratov oproti senzorom zaloZzenym na
principe fyzikalnochemického prevodnika. R6znymi kom-
binaciami biologickej Casti s prevodnikom mozno docielit’
velké mnozstvo roéznych konStrukcii. Nezanedbatelnymi
prednostami su tiez moznosti jednoduchej automatizacie
¢i kontinualizdcie merania a hlavne cenova nendroc¢nost’.
Informacie o chovani sa biosystému ziskané v ¢o najkrat-
Som Case su nevyhnutné pre dokonalejSie modelovanie
a tginnejiie riadenie procesu’. VEasnym zasahom do bio-
procesu na zéklade rychlo ziskanych informécii moZno vo
velkovyrobnej praxi predist’ znanym ekonomickym stra-
tam.

2. Vzorkovanie

Ulohou vzorkovania je rychly a spolahlivy odber
reprezentativnej vzorky fermentaéného média. Specific-
kym problémom pri vzorkovani prebiehajiiceho bioproce-
su je potreba zachovat' aseptickost’ prostredia, ktora je
nevyhnutnou podmienkou pre optimédlne pokraovanie
celého procesu. Najjednoduch$im rieSenim je priamy od-
ber vzorky pomocou katétra zavedeného do fermentora'.
Aby vzorka poskytovala reprezentativne udaje o zlozeni
fermenta¢ného média v momente odberu, musia byt’ meta-
bolické reakcie rychlo zastavené, napr. pridavkom
chloraminu'', rychlym zniZenim teploty, alebo zniZenim
pH (cit."?). Aplikacia biosenzorov v monitorovani viak
neumoziuje takto chemicky upravovat vzorku, pretoze
inaktivacné ¢inidla by nepriaznivo ovplyviovali aj analy-
tické charakteristiky samotného biosenzora. Okrem toho
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vécsina Standardnych analytickych metdd vyzaduje odstra-
nenie tuhych zloziek z analyzovanej matrice, preto je vyz-
nam priameho odberu vzoriek z fermentaéného zariadenia
spojeny s naslednou inaktivaciou metabolickych aktivit
diskutabilny'®. Z uvedeného dévodu sa pri vzorkovani
fermentacnych procesov castejSie vyuZivaju metddy, pri
ktorych je vzorkovanie spojené so separaciou biomasy.
Medzi najpouzivanejsie patria dialyza'* a mikrofiltracia.
Semipermeabilny efekt porovitej membrany umoziuje
efektivne separovat biomasu ainé vysokomolekulové
komponenty pri odbere vzoriek z fermentacného média,
¢im dochédza hned po odbere vzorky k zamedzeniu meta-
bolickej aktivity, ktora by mohla d’alej ovplyviiovat’ zloze-
nie odoberanej vzorky.

Pri dialyze sa ako hnacia sila separacie uplatiiuje len
koncentracny gradient, umoznujlci prestup separovanych
zloziek z fermentacného média do akceptornej fazy, ktora
obycajné pozostava len z vody alebo z prislusného tlmivé-
ho systému. Vzhl'adom na nekvantitativny charakter dialy-
zacnej separacie vyzaduju tieto systémy presné urcCenie
koeficientov prestupu separovanych zloziek pri pouziva-
nych prevadzkovych parametroch systému. Preto si takéto
zariadenia vyZaduju dokladnt kalibraciu. V literatire bolo
opisané zariadenie uspeSne pracujice na baze spojenia
dialyzacnej sondy s biosenzormi pri simultdnnom monito-
rovani glukézy alaktitu v prietokovom usporiadani'.
Taktiez bol pripraveny senzor na kombinované stanovenie
glukdzy, glutamatu a cholinu vyuzivajuci prislusné oxida-
zy imobilizované na mikroelektrodach umiestnenych na
spolo¢nom sklenenom cipe vytvarajicom prietokovu celu.
Takto pripraveny systém bol spojeny s mikrodialyza¢nou
sondou'®. Rozne typy konstrukcie dialyzaénych sond su
znazornené na obr. 1.

Pri filtracii je hnacou silou separacie tlakovy gradient
pred resp. za filtracnou membranou. Porozita mikrofiltrac-
nej membrany (0,1-10 pm) umoznuje prestup vsetkych
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rozpustnych zloziek. Pri pouziti ultrafiltracie (pory <
100 nm) porozita membrany limituje aj prestup rozpust-
nych makromolekulovych komponentov. Koncentracné
pomery vo vzorkéach pripravenych filtraciou zodpovedaju
(na rozdiel od dialyzy) skutoénym koncentraciam zloziek
rozpustenych vo fermentanom médiu. Hlavnou nevyho-
dou filtracie je zanasanie filtracnej membrany. Tento prob-
lém je mozné minimalizovat pomocou tangencialnej
a ,,cross-flow* filtracie, pri ktorych pradi filtrované mé-
dium paralelne s povrchom filtratnej membrany, na roz-
diel od kolmého prudenia pri Standardnej filtracii (obr. 2).

Prave ex-situ filtrdcia bola pouzitd aj pri uplatneni
biosenzora postaveného na baze inkorporacie enzymu
alkoholdehydrogenazy do polypyrolosmiového polyméru
pri monitorovani etanolovej fermentacie. Autori inkorpo-
rovali senzor do prietokového sekvenéného analyzitora
umoziujuceho plne automatické a reprodukovatel'né riede-
nia vzoriek a Standardov. Cely monitorovaci systém bol
potom vel’'mi prakticky prepojeny na fermentor pomocou
kombindcie uzavretej slucky so vstavanym ,,cross-flow*
filtracnym zariadenim a jednoduchej odbublinkovavace;j
komory (odstranovanie CO, vzniknutého pocas fermenta-
cie). Zivotaschopnost’ tohto zariadenia bola otestovana pri
,,on-line* monitorovani vinneho kvasenia vo vinarskych
zavodoch v mad’arskej tokajskej oblasti (celkovy objem
fermentora 45 hl)”. Na ,,on-line* monitorovanie etanolo-
vej fermenticie pomocou biosenzora bolo tiez UspeSne
pouzité aj filtracné zariadenie s tangencialnym tokom pri-
vadzaného média'®.

Vseobecne vSak mozno povedat’, Ze medzi najpouZi-
vanejSie automatizované sposoby vzorkovania fermentac-
nych procesov patria hlavne filtrané metody a dialyzacné
zariadenia. Menej vyuzivané postupy separacie biomasy su
zalozené na mikrocentrifugécii, ktora nachadza uplatnenie
vplne automatickych zariadeniach pre ,on-line
monitorovanie'’.

Dialyza¢na membrana

Obr. 1. Konstrukcie sond pouzivanych na dialyza¢né vzorkovanie; A — koaxidlna sonda, B — planarna sonda, C — sonda na baze duté-

ho vlakna
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Obr. 2. Principidlne zobrazenie réznych sposobov filtracie; A — klasicka filtracia s kolmym tokom média na filtraéni membranu, B —
,,cross-flow* filtracia s rovnobeznym tokom, C — filtracia s tangencialnym tokom. Tmava Sipka oznacuje tok suroviny a svetla tok filtratu

3. Monitorovanie fermentacii

Na zaklade spdsobu integracie senzorov do sledova-
nia fermenta¢ného procesu moézeme monitorovacie techni-
ky rozdelit’ na ,,off-line* a ,,on-line*. ,,Off-line” technika
monitorovania fermentaCnych procesov je zalozend na
manudlnom odbere vzorky z monitorovaného systému,
pri¢om nésledné spracovanie vzorky a samotné stanovenie
prebicha na inom mieste zvdc¢Sa v laboratoriu. Hlavnou
nevyhodou ,,off-line systému je dlhé casové oneskorenie
medzi momentom odberu vzorky a analyzou, ktoré
v mnohych pripadoch znemoznuje efektivne zasahovat’ do
priebehu procesov vyznacujucich sa vysokou dynamikou.
Napriklad pri sledovani priebehu fermentacnych procesov
s pouZitim baktérii by vo vécSine pripadov casové one-
skorenie nemalo presahovat’ niekol’ko minut vzhl'adom na
kratku generacnli dobu. Pri pouziti rychlych biokonverz-
nych enzymovych systémov by sa casové oneskorenie
malo priblizovat’ k sekunddm. Miernou modifikaciou ,,off-
line* monitoringu je ,,at-line monitoring®, pri ktorom je
meracie zariadenie umiestnené v tesnej blizkosti sledova-
ného procesu, ale stale je potrebna manualna manipulacia
s analyzovanym materidlom. ,,On-line” monitorovanie
riesi Casové oneskorenie ,,0ff-line* monitorovania priamou
aplikdciou detekéného €lena do fermentacnej nadoby (in-
situ usporiadanie), kde st na detektor kladené vysoké sta-
bilitné naroky. In-situ aplikacie biosenzorov su velmi
zriedkavé. Je to dané problémami s ich sterilizaciou, niz-
kou stabilitou biokomponentov voci posobeniu uritych
fyzikalno-chemickych faktorov. Pri ex-situ ,,on-line uspo-
riadani je detektor umiestneny mimo fermenta¢ného zaria-
denia vo vhodnom prietokovom usporiadani, ktoré je pri-
pojené cez vzorkovaci modul sliziaci zaroven aj na pred-
upravu vzorky. Takéto usporiadanie umoziiuje zabezpecit’
pre funkciu biosenzora optimélne podmienky (obr. 3).
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4. Prietokovy systém analyzy

NajrozsirenejSou prietokovou technikou vyuZivanou
v analytickej praxi je metdda prietokovej injek¢nej analyzy
(Flow Injection Analysis — FIA). Metdda bola zavedena
v polovici 70. rokov Razickom a Hansenom”'. Modifika-
cie FIA vzhladom na svoju jednoducht automatizovatel-
nost’ a reprodukovatel'nost’ dominuju medzi prietokovymi
metdodami vyuzivanymi pre ,,on-line” monitorovanie roz-
nych procesov. FIA je zalozend na v¢leneni malého obje-
mového pulzu analyzovanej vzorky (5—100 ul) do lami-
narneho toku mobilnej fazy (obr. 4). V priebehu transportu
medzi ddvkovacim ventilom a detekénou ¢astou dochadza
k postupnej disperzii pulzu vzorky v mobilnej faze, o
sposobuje znizenie maximalnej koncentracie v zone vzor-
ky azaroven rozSirenie zony. Tento proces vedie
k automatickému nariedeniu vzorky, ktoré je v mnohych
pripadoch potrebné pre analyzu s vyuzitim biosenzorov
s ohl'adom na ich obmedzeny dynamicky rozsah. Kontakt
vzorky s detektorom trva reprodukovatelny casovy usek,
pri¢om nie je potrebné ustdlenie rovnovahy, ¢o umoziluje
skratit’ Cas analyzy. Okrem biosenzorov sa vo FIA aplika-
ciach pouzivaju najéastejsie IR™, spektrofotometrické™,
MS*, PIF (photochemically induced fluorescence)?,
a vodivostné®® detektory.

Vel'mi uspesnou metodikou vyvinutou pri odstrafio-
vani nedokonalosti klasického FIA systému je sekvenc¢na
injekéna analyza (Sequential Injection Analysis — SIA),
kde je spojity tok nosného média nahradeny sekvenciou:
nosné médium, vzorka pripadne potrebné ¢inidla na detek-
ciu v jednom prude, ¢o je v tomto pripade umoznené auto-
matickym nasavanim jednotlivych zloziek cez selekény
ventil pomocou piestového ¢erpadla umoziiujuceho priamy
aj spitny tok?’ (obr. 4). Pomocou tejto metodiky mozno aj
jednoducho a vel'mi reprodukovatelne riedit’ vzorky, pri-
padne Standardy priamo pocas analyzy v automatizovanom
rezime naprogramovanim patri¢nej sekvencie jednotlivych
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Obr. 3. Schematické znazornenie moZnosti spésobov monitorovania fermentaénych procesov

krokov?®. Naproti tomu v klasickych FIA zostavach muse-
lo byt riedenie vzoriek Casto rieSené pomocou delenia
toku***" alebo s pouzitim réznych zmiesavacich komér’,
¢o znacne komplikovalo celi zostavu. Rozsirenie prietoko-
vych injekénych technik v poslednych rokoch dokumentu-
je ich vyznamné postavenie v snahach o automatizaciu,
zrychlenie a miniaturizdciu zariadeni sliziacich na repro-
dukovatel'na aplikaciu, pripadne predipravu analyzova-
nych matric®,

Najnovsim trendom miniaturizacie prietokovych me-
racich systémov je vyvoj takzvanych ,,lab on a chip* zaria-
deni. Vo vSeobecnosti ide o pripravu sofistikovane navrh-
nutych Cipov obsahujucich zostavu mikro kanalikov vyro-
benych kombinaciou technologie fotolitografie
a leptania®, popripade s pouzitim lasera®. Ked’e pri praci
s takymito zariadeniami sa manipuluje s extrémne malymi
objemami ¢i uz vzoriek, ¢inidiel alebo nosnych médii, je
samozrejme potrebné pozivat adekvatne vybavenie pre
vytvaranie prietoku cez opisané zariadenia. NajCastejSie sa
pouzivaju piestové SIA mikrodavkovacie zariadenia doda-
vajiice do systému presné objemy na urovni nanolitrov™
alebo tiez elektroosmoticky indukovany tok®® vyvolany
usmernenym pohybom iénov, pri ktorom zaroven docha-
dza aj k elektroforetickej separacii analyzovanej vzorky®’.
Detekény systém pouzivany v bioCipoch byva vel'mi casto
zalozeny na elektrochemickom principe, pricom na zvyse-
nie selektivity detekcie slazi tiez uplatnenie biokomponen-
tov poskytujucich Specifické interakcie (princip biosenzo-
ra).
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5. Vyuzitie biosenzorov pri monitorovani
fermenta¢nych procesov

Biosenzor je zariadenie pozostdvajuce z biologickej
Casti, ktora sa nachddza v tesnom kontakte
s fyzikdlnochemickym prevodnikom alebo je sucastou
prevodnika. Podla definicie a klasifikdcie IUPAC by sa
mali okrem biosenzorov rozliSovat’ bioanalytické systémy,
ktoré vyzaduju pri merani d’alSie operacie a biosondy,
ktoré st bud’ na jedno pouzitie alebo nemdzu sledovat’
koncentraciu analytu kontinudlne. Fyzikalnochemicky
prevodnik je schopny detegovat’ zmeny, ktoré vznikaji po
interakcii biokomponenta so substratom, takze biointerak-
cia sa prevadza na vhodny analyticky signal, ktorym oby-
cajne byva elektricky prad alebo potencial (obr. 5). Naj-
frekventovanej$im prevodnikom je ampérometricky pre-
vodnik v spojeni so sledovanim priebehu redoxnych proce-
sov. Tento prevodnik je polarizovany urc¢itym potencidlom
a biokomponent pri oxidacii substratu odovzdava elektro-
ny elektrode (pri redukcii opacne) nie vzdy len priamo, ale
Casto aj prostrednictvom inych molekul, ktorymi mozu byt
kosubstrat, kofaktor alebo mediator, pricom velkost’ tecu-
ceho pradu je priamo tmerna koncentracii analytu. Poten-
ciometricky prevodnik umoziiuje merat’ zmenu potenciélu,
vyvolanu koncentracnym gradientom ioénov, ktoré vznika-
ju ¢innostou enzymov imobilizovanych na povrchu elek-
trod. Zmena potencialu je imerna logaritmu koncentracie
analytu. Kalorimetrické biosenzory, nazyvané aj termisto-
ry, poskytuji univerzalny detekény princip, pretoze uvol-
fovanie alebo spotreba tepla je typicka pre vsetky bioche-
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Obr. 4. Schéma dvoch zakladnych systémov pouZivanych pri prietokovom sposobe analyzy; FIA — prietokova injekéna analyza, SIA

— sekvenc¢na injek¢nd analyza

mické deje. Pristroj je konStruovany tak, Ze jedna vetva je
referencna a v druhej vetve je imobilizovany biokatalyza-
tor, priom sa zaznamenava rozdiel teplét (radovo 107 °C),
ktory je tmerny koncentracii stanovovanej latky*®. Biosen-
zory s optickym prevodnikom funguju tak, Ze biokatalyza-
tor produkuje alebo spotrebuva latku s optickymi vlastnos-
tami a koncentracia analytu sa uruje na zaklade merania
vhodnej optickej veli¢iny, napriklad absorpcie, emisie
svetla, fluorescencie, atd. Okrem opisanych spdsobov
detekcie biointerakcii sa eSte v menSej miere pouZivajl aj
konduktometrické a piezoelektrické prevodniky.
Biologicka cast’ (enzymy, bunky, protilatky, atd’.) sa
vyznacuje Specificitou interakcie so stanovovanou latkou.
Citlivost’ senzora pritom z4visi na biologickej Casti, ale aj
na pouzitom prevodniku. Pri enzymatickych biosenzoroch
plni funkciu biologickej Casti senzora enzym alebo aj viac
enzymov. Takéto senzory sa vyznacuju vacsinou vybornou
selektivitou a su urcené na Specifické sledovanie jedného
substratu, resp. malej skupiny latok podobnej povahy.
Publikovany bol prietokovy systém zaloZeny na Specific-
kych enzymoch izolovanych z mikroorganizmov (Erwinia
sp., Gluconobacter sp.) schopny monitorovat’ stcasne
hladinu glukézy, glycerolu a etanolu vo vzorkach vina.
Vyuzity bol ampérometricky spdsob detekcie, pricom jed-
notlivé senzory boli namontované v spolo¢nej prictokovej
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cele aboli zapojené do viacerych potenciostatov. Kazdy
potenciostat poskytoval signal prislichajuci jednému sen-
zoru t,j. jednému analytu. Z hl'adiska konStrukcie boli jed-
notlivé senzory pripravené zmieSanim enzymu s redoxnym
polymérom  (medidtor  elektréonového  transportu)
a sietovacim ¢inidlom na povrchu uhlikovej elektrody™.
Na ampérometrickom sposobe detekcie bol zalozeny aj
senzor schopny enantioselektivneho stanovenia D-amino-
kyselin nachadzajtcich sa vo vzorkach mlieka. Senzor bol

biologicka elektronicky vyhodnotenie
odpoved’ signdl signalu
— —_—
O >
N 4
O N /\/\/ékr—'
> H O 2
O/ > “
analyt  vzorka biokomponent  prevodnik displej, zapisova¢ alebo PC

Obr. 5. Zakladny princip funkcie biosenzora
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Tabulka I
Priklady pouZitia biosenzorov pri monitorovani réznych analytov
Analyt Biologicky komponent Prevod signadlu  Typ imobilizacie Aplikécia Lit.
Etanol alkoholdehydrogenaza ampérometricky Inkorporacia do polypyrol- fermentacnd vyroba 17
osmiového polyméru vina
Glukéza glukézadehydrogendza ampérometricky zosietovanie s hydrogélom analyza vzoriek vina 39
Acetat acetatkinaza ampérometricky zosietovanie na povrchu fermentacna vyroba 42
pyruvatkinaza uhlikovej elektrody vina
laktatdehydrogenaza
Glycerol glycerolkinaza kalorimetricky ~ védzba na modifikované konverzia glyceroluna 41
sklené gulicky 1,3-propandiol
D-Aminokyseliny oxidaza ampérometricky zosietovanie na povrchu analyzy ovocnych 40
D-aminokyselin uhlikovej elektrody dzasov a mlieka
+ nafion
Glutamat
Kys. jabléna malatdehydrogenaza ampérometricky vézba na modifikované jabl¢no-mlie¢na 43
sklené gulicky fermentacia
Kys. mlie¢na laktatoxidaza ampérometricky zosiet'ovanie na povrchu jabl¢no-mlie¢na 43
nylonovej membrany fermentacia
BSK* Trichosporon cutane-  ampérometricky inkorporacia do sol-gélu hodnotenie kvality 46
um, Bacillus subtilis odpadovych vod
Metylparation Flavobacterium sp. opticky adsorpcia na filter analyza organofosfato- 54
zo sklenych vlaken vych pesticidov
* Biologicka spotreba kyslika
vyrobeny progresivnou ,screen-printed technologiou Mikrobidlne biosenzory obsahujt v Glohe biologickej

nanasania jednotlivych aktivnych vrstiev na seba*’. Pomo-
cou biosenzora postaveného na bize enzymového termis-
tora s glycerolkinazou (EC 2.7.1.30) imobilizovanou na
upravenych sklenenych gul'6¢kach bola monitorovana
hladina substratu pocas mikrobidlnej konverzie glycerolu
na 1,3-propandiol. Vyborna opera¢na aj skladovacia stabi-
lita tohto senzora umoznovali jeho aplikaciu v plne auto-
matizovanom FIA systéme vybavenom dokonca aj zaria-
denim pre automatické riedenie vzoriek®'. Na monitorova-
nie acetatu vo vzorkach octu a hroznového vina bol pripra-
veny trojenzymovy senzor imobilizaciou acetatkinazy (EC
2.7.2.1), pyruvatkinazy (EC 2.7.1.40) a laktatdehydro-
genazy (EC 1.1.1.27) zosietovanim na povrchu uhlikovej
elektrody pomocou polyetylénglykoldiglycidyléteru. Ta-
kyto senzor pracoval na ampérometrickom principe detek-
cie a vyznatoval sa velmi dobrou selektivitou.
V prietokovom FIA usporiadani boli pouzité aj senzory na
monitorovanie jabl¢no-mliecnej fermentacie pocas vyroby
vina. Pracovali na ampérometrickom sposobe detekcie.
Obsah kyseliny mliecnej bol monitorovany senzorom,
ktory obsahoval imobilizovanu laktatoxidazu (1.13.12.4)
na povrchu nylonovej membrany a kyselina jabléna bola
detegovana s vyuzitim maldtdehydrogenazy (EC 1.1.1.40)
imobilizovanej na povrchu upravenych sklenenych gul’e-
¢ok integrovanych do miniatirneho prietokového
reaktora®.

zlozky mikrobialne bunky bud’ intaktné, permeabilizova-
né, inak upravené alebo mrtve. Tieto senzory su menej
$pecifickejsie ako enzymové, ked’ze bunky obsahuju viac
druhov enzymov katalyzujucich roézne reakcie, preto sa
okrem detekcie jedného analytu pouZzivaji aj pri nesSpeci-
fickych stanoveniach SirSich skupin latok alebo ich kon-
krétnych vlastnosti (napr. toxicita). Uspesne sa pouZivaju
pri hodnoteni kvality odpadovych vod meranim biologic-
kej spotreby kyslika (BSK) (cit.*"). V tomto pripade efek-
tivne nahradzaju klasické kultivacné merania, ktoré boli
vel'mi ¢asovo narocné (BSKs — 5 dni, resp. BSK; — 7 dni),
¢o samozrejme neumoznovalo adekvatnu kontrolu niekto-
rych prebiehajlcich procesov. Naproti tomu sa meranie
BSK pomocou biosenzorov skracuje len na par minat*.
Ked'ze pri stanoveni BSK ide o sledovanie SirSej skupiny
latok prevazne organickej povahy, tak sa na pripravu bio-
senzorov zalozenych na Clarkovom kyslikovom senzore
pouziva CastejSie viacero druhov mikroorganizmov sucas-
ne kvoli schopnosti detekcie Co najsirSej palety substratov.
NajcastejSie st pritom pouzivané bunky Trichosporon
cutaneum®®, Bacillus subtilis*’, Pseudomonas sp.*** ale aj
zmesové kultiry ziskané z aktivovanych kalov™. Okrem
zivych buniek boli tiez uspeSne pripravené aj senzory
s pouzitim tepelne usmrtenych buniek’** s porovna-
telnymi vysledkami. Dalej boli mikrobialne senzory
uspesne aplikované aj pri monitorovani inych analytov.
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Biosenzor postaveny na baze buniek Gluconobacter oxy-
dans bol pouzity na stanovenie obsahu cukrov
v lignocelulozovych hydrolyzatoch™. Na optickom princi-
pe detekcie bol pripraveny senzor na detekciu organofosfa-
tovych pesticidov s pouzitim buniek Flavobacterium sp.,
ktoré boli uchytené na filtri zo sklenych vldken a spojené
s miniatirnym spektrofotometrom pomocou optického
vlakna™*,

Doélezitym obmedzenim masového pouzivania bio-
senzorov pri monitorovani rozli¢nych biotechnologickych
procesoch je ich nizka tepelna a operacna stabilita. Dlho-
doba stabilita imobilizovaného biokomponenta ma mnoho
spolo¢ného aj so stabilitou konformacie imobilizacne;j
matrice alebo s jej denaturaciou pocas prevadzky a sklado-
vania, hoci vplyv mézu mat aj iné slabSie interakcie.
Z tohto dovodu je zaujimavou vyzvou pri vytvarani imobi-
liza¢ného materialu hladanie vhodnych aditiv, ktoré by
obmedzili proces zmenSovania porov. Jednym s takychto
aditiv je napriklad hydroxyetylkarboxymetyl celuldézovy
polymér pouzivany pri vytvarani hybridného organicko-
anorganického silikatového gélu®. Priklady uspesnej apli-
kacie biosenzorov pri monitorovani réoznych analytov su
prehl'adne zosumarizované v tabulke 1.

6. Zaver

Moznost’ aktivneho riadenia a udrzovania fermentac-
nych procesov na tirovni maximalnej produktivity je vel'mi
uzko spita s efektivnym monitorovanim ich priebehu.
Délezité je pritom, aby namerané udaje boli ziskané v ¢o
najkratSsom Casovom horizonte po odbere vzorky, pretoze
len v takom pripade maju relevantni vypovedni hodnotu
o momentalnom stave celého systému. Idealnym riesenim
eliminacie ¢asového oneskorenia vysledkov analyz vzoriek
ziskavanych klasickou ,,0ff-line” cestou je aplikacia ,,on-
line* monitorovania, resp. jeho modifik4cii. Podstatou
,,on-line* monitorovania je najcastejSie pouzitie prietoko-
vych technik odberu vzorky, jej reprodukovatelnej Gipravy
a tiez samotnej analyzy spojenej podl'a moznosti v jednom
prade tesne za sebou. Pri odbere vzorky je dolezita doklad-
né separacia biomasy ako i enzymovych aktivit zapri¢itiu-
jucich skreslenie nameranych vysledkov. Pri samotnej
analyze by mali byt’ pritom pouzivané ¢o najselektivnejsie
detekéné systémy, aby bolo mozné sledovat’ potrebné ana-
lyty aj bez pouZitia d’alsich separacnych technik predlzuju-
cich dobu stanovenia. V tlohe Specifickych detektorov sa
stale CastejSie pouzivaju biosenzory, pre ktoré nie je po-
trebna prakticky ziadna prediprava prudu 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.



