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1. Uvod

Sacharidy tvoria velku skupinu ldtok (monosacharidy az
polysacharidy) a zdrovefi patria k latkam, ktoré je nutné moni-
torovat v medicine (mnoZstvo glukézy v krvi), vo fermentac-
nom priemysle (najma on-line monitorovanie procesov), v nd-
pojoch a potravindch ako jeden z najdoleZitejSich akostnych
ukazovatelov, ale i ako indikétor Setrnosti spracovania (laktu-
16za sa prirodzene v mlieku nenachddza, vznikd izomerizdciou
laktozy pri vyssej teplote). Koncentrdcie cukrov je velmi
dolezité sledovat metédami, ktoré su rychle, selektivne, pres-
né, lacné, atd. Tymto ndrokom vyhovujud biosenzory, predo-
vSetkym pre skibenie analytickych principov s vyhodami,
ktoré poskytuje 3pecificita interakcie substrt-biologick4 ast.
Biosenzor teda pozostdva z dvoch casti: biologickej a prevod-
nika. Biologickd ¢ast rozpozndva substrat a tdto interakcia sa
prostrednictvom prevodnika meni na fyzikdlnu velic¢inu (naj-
CastejSie prid alebo napdtie). Vyuzitim amperometrickej de-
tekcie snimame prud, ktory je imerny koncentracii stanovova-
nej latky, v pripade potenciometrickej detekcie je potencidl
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umerny logaritmu koncentracie analyzovanej latky. Entalpic-
ké biosenzory, nazyvané aj termistory, poskytuji univerzalny
detekény princip, pretoZe uvolfiovanie, alebo spotreba tepla je
typickd pre vSetky biochemické deje. Biosenzory s optickym
prevodnikom funguju tak, Ze biokatalyzator produkuje alebo
spotrebtiva latku s optickymi vlastnostami a meranie koncen-
tracie analytu sa prevadza na meranie vhodnej optickej veli¢i-
ny, napriklad absorpcie, emisie svetla, fluorescencie.

2. Detekcia sacharidov

K najdoélezitej$im monosacharidom z hladiska monitoro-
vania, ¢i uz v potravinich alebo fermentacnom priemysle
patria glukdza, fruktdza, galaktdza a xyloza.. Glukdza, frukto-
za a galakt6za su hexdzy, xyloza s piatimi uhlikmi v molekule
patri k pentézam.

2.1. Glukéza

Glukéza bola prvym analytom detegovanym biosenzo-
rom' a je zdroven najCastejS§ie stanovovanym analytom, Co
mozno dokumentovat aj tym, Ze z 2152 zdznamov tyka-
jucich sa hesla biosensor pripadd na heslo biosensor and
glucose 486 zdznamov, &o je takmer 23 % (Medline data-
béza, bez casového obmedzenia). Na tému 4gluk()zovych bio-
senzorov bolo publikovanych niekolko km’h"3, niekolko pre-
hladnych ¢lankov, s vyuZitim amperometrickej o potencio-
metrickejr“7a entalpickej detekcie’. Neddvno bol publikovany
v Chemickych listoch prehladny ¢lanok o optickej detek-
cii glukdzy “. Vzhladom na vietky tieto skute¢nosti sa obme-
dzim len na struénu charakteristiku gluk6zovych biosenzorov.
Na detekciu glukézy sa pouzivaju dva enzymy: glukdzaoxi-
déza a NAD-dependentnd glukézadehydrogendza. Najlastej-
§im principom stanovenia je amperometrickd detekcia vznika-
juceho peroxidu vodika, alebo spotreba kyslika pri oxidécii
(11 a 12), pricom prid te€uci elektrédou je imerny koncen-
tracii glukézy. Pouzitim glukézadehydrogendzy (79) sa mu-
si redukovany NAD regenerovat pouzitim enzymu diafora-
zy a medidtora (4 a 5) a reoxiddciou medidtora elektrédou
tecie prud umerny koncentracii glukézy. Okrem amperomet-
rickej detekcie sa pouziva aj potenciometrickd detekcia pro-
téonov vznikajucich oxidaciou glukézy glukézadehydrogend-
zou (19) a optickd detekcia Ziarenia vznikajuceho reakciou
luminolu s peroxidom vodika (/3), ktory je produktom oxida-
cie glukdzy (12). Okrem toho sa glukdza da stanovit' termi-
storom, ked sa deteguje teplo vzniknuté oxidaciou glukézy
glukézaoxiddzou.

2.2. Fruktdza

Zékladom stanovenia fruktézy je jej oxiddcia pomocou
enzymu fruktéza dehydrogendzy (FDH, EC 1.1.99.11), ktora
obsahuje v molekule naviazany koenzym pyrrolochinolino-
chinén (PQQ) podla rovnic (7) a (2).
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D-fruktéza ;. FDH/PQQ —

- 5-keto-D-fruktéza + FDH/PQQH, (1)

PQQH,+ M,, = PQQ+ M 4+ 2 H* (2)

PQQH, sa najcastejsie regeneru]e hexakyanoZelezitanom
draselnym, ako medidtorom' " , pricom sa na ehmmacm kyse-
liny askorbovej vyuZiva askorbatoxiddza 112 Fruktézadehy-
drogenaza bola imobilizovand aj do fosfolipidovej vrstvy vy-
tvorenej na povrchu zlatej elektrody s naslednou ampéromet-
rickou detekciou fruktézy

Okrem fruktézadehydrogenazy bola na stanovenie frukté-
zy pouzita aj sorbitoldehydrogenaza (SDH, EC 1.1.1.14), kto-
ra redukuje fruktézu na sorbitol.

& | Y3 NTAMIT TT+
D-fruktoza + NADH + H —

SDH 1w 50| ATA TN
-~ > D-sorbitol + NAD

(3)
NAD™ sa regeneruje prostrednictvom enzymu diaforazy (DP,
EC 1.6.99.-) a mediatora M podla rovnic (4) a (5).

NAD*+DP, 4+ H*— NADH + DP_, 4

DR Mo = DR M (5
a medidtor sa redukuje na elektréde a prud te€uci elektrodou
je umerny koncentracii frukt6zy.

Fruktdza bola stanovend aj pouzitim enzymu manitolde-
hydrogendzy (MDH,”"EC'11.1.67), podla rovnice (6).

£ dss ATATNTT  TTH MDH
D-fruktéza+ NADH+H — >

() ATA T

D-manitol + NAD

)

Pri tejto metdde sa fluorimetricky stanovi ubytok NADH
podas reakcie, ktory je priamo tumerny koncentracii fruktozy
vo vzorke'. Spektrofotometricky sa stanovi fruktéza za pri-
tomnosti enzymov hexokinazy (HK, EC 2.7.1.1), glukéza-
fosfatizomerazy (PGI, EC 5.3.1.9) a glukdza-6-fosfitdehy-
drogenazy (G6PDH, EC 1.1.1.49 vyjadrend rovnicami(7), (8)
a (9).

HK/Mg>*

D-fruktéza+ ATP 5 D-fruktéza-6-P + ADP  (7)

G

D-fruktéza-6-P > D-glukéza-6-P (€7

G6PDH

D-glukéza-6-P + NADP* > D-glukonat-6-P +
o o

NADPH A J5E
P e S (
Lo L S aea L ATATIY

Produkcia redukovaneho NADP sa stanovi spektrofoto-
metricky pri 3

Izomenzacmu fruktozy glukéza 1zomerazou (GI, EC 5.3.1.5)
dostaneme glukézu (70), ktord bola stanovena koimobiliza-

ciou glukézaoxidazy (GOD, EC 1.1.3.4) a mutarotdzy (MUT,
EC 5.1.3.3), podla rovnic (/1) a (72).
| 5

H

i 1 B

fruktéza —SL— a-glukdza

(10)

v) " dgy
hydrogendza (GDH,
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(11)

a-glukéza —T 5 B-glukéza
(3-glukéza + O, — " kyselina glukénovéa + H,0, (12)

Peroxid vodika reaguje s luminolom za vzniku 3-amino-
ftaldtu a svetla (13), ktoré bolo detegované chemiluminiscen-
¢nym detektorom!?,

luminol + HyO, — 3-aminoftaldt+ H,O + svetlo  (13)

Frukt6zovy biosenzor bol skonstruovany adsorpciou S. ce-
revisiae na acetylcelulézovi membranu v spojem s CO, de-
tektorom

Fruktoza bola stanovena v nealkoholickych ndpojoc
v jablkach a c1tr0noch , pomarancoch, citrénoch, kiwi, ja-
hodéch a karfiole' ",

hIO 14

2.3.Galaktéza

Galaktoza sa takmervyluéne stanovuje galakt6zaoxiddzou
(GalOD, EC 1.1.3.9), ¢o je vidiet z rovnice (14), i ked na
konstrukciu laktézového biosenzora bola pouzitd aj galak-
tézadehydrogenaza.

galaktéza + 02&9 kyselina galakténova + H,0,

(i4)

Vznikajtici eroxid vodika’ ,,” alebo’ubytok ’kyé‘f'ka1 Sip
detegovany amperometricky. Bol skonStruovany galdktozovy’
biosenzor S Vyuiitl’m polymérov (Nafion, Naﬁon + poly(1,3-

.
1 /I’)‘

-dlamlnobenzen) poly(1,3- dlamlnobenzen))naellmmacmlh—
terferencii kyseliny askorbovej, mocoviny a acetaminofénu ,
galakt6zovy biosenzor na detekciu galaktézu obsahujicich
sacharidov, ako su laktoza, stachyéza, melibiéza a rafinéza,
kedZe galaktézaoxiddza nie je Specifickd len na galaktézu
ale aj mikroelektronicky biosenzor s imobilizovanou galak-
tézaoxidazou v polypyrrole na mikroCipe s rozmermi len
16x16 mm (cit.2

Na detekciu peroxidu vodika vznikajiceho oxidéaciou ga-
laktozy galakt(’)zl.jcloxidaizou (14) bol pouzity chemiluminis-
cenény detektor (/3). "

Galaktoza bola stanovend v plazmelg, ale aj' pri monitoro-
vani fermenticie rekombinantnej S. cerevisiae
2.4. Xyldza

N7 Litnwmatd = LI P4 | 5
V literatiire mie Je popisany selektlvny biosenzorna stano-

venie xyl6zy. Najej stanovenie sa vyuZiva enzym glukézade-
EC 1.1.1.47), ktory je ovela citlivejsi na
glukézu, rovnica (75).

=]

xyldza + NAD"
2 T 5
. NADH | H

+'H20ﬂ> kyselina xylénovd +
{1

22

<

b)

SN SNTATY S > Trtwnfnt

redukovany NAD je stanoveny spektrofotometncky
Xyldza bola stanovend mikrobidlne baktériami Glucono-
bacter oxydans za pouZzitia kyslikovej elektrédy23 a FET-tran-

+ ialex
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zistora™, ked interferovali glukdza, glycerol, sorbitol, xylitol,
arabitol, xyl6za a arabinéza.

3. Analyza sacharidov obsahujicich glukézu

v molekule

Di- a polysacharidy obsahujiice molekulu glukdzy sa sta-
novuju na zdklade rozstiepenia vazby (vizieb) hydroldzou,
ktorou moze byt invertdza (16), (3-galaktozidiza (27) a (25),
glukoamylaza, alebo o-glukozidaza (23), oi-amyldza a P-amy-
laza (26) a pullulanaza (27) za produkcie glukézy, ktora sa
najcastejsie stanovi glukézaoxiddzou (77)a(72)za produkcie
peroxidu vodika a vznikajtci peroxid vodika, alebo ubudajtici
kyslik sa ur¢i amperometricky.

Takto mézu byt stanovené nielen disacharidy (sachardza,
laktéza, maltdza, atd), ale aj vysSie sacharidy, ako napriklad
Skrob.

Vynimkou je stanovenie sachardzy termistorom, ked sa
deteguje teplo uvolnené hydrolyzou sacharézy invertizou
a nenasleduje uz detekcia glukézy.

3.1. Disacharidy

K disacharidom obsahujicim glukézu v molekule patri:
sachar6za (O-o-D-glukopyranozyl-(1 —2)-B-D-fruktofurandza),
laktéza (O-B-D-galaktopyranozyl-(1—4)-D-glukopyrandza),
maltéza (O-o-D-glukopyranozyl-(1—4)-f-D-glukopyranéza),
atd’. Disacharidom je aj laktuléza (4-O-f-D-galaktopyranozyl-
-D-fruktofurandza), ktora sa v mlieku prirodzene nenachddza,
ale vznikd v alkalickom roztoku lakt6ézy, alebo zahriatim
mlicka izomerizaciou laktozy.

3.1.1. Sachardza

Sacharéza je najdolezitejSireprezentant spomedzi disacha-
ridov, nachadzajica sa v potravindch, nidpojoch a vo fermentac-
nych pédach. Stanovenie sacharézy biosenzorom sa realizuje
pouzitim invertdzy, ktordju hydrolyzuje na fruktézu a glukézu,
atd je ndsledne oxidovana za produkcie elektrochemicky aktiv-
nych ldtok (peroxid vodika, kyslik alebo protony), ktoré sd
detegované na elektréde. V pripade pouZitia glukézaoxiddzy je
jej substratom P-anomér glukdzy a preto je nutné pouzit' muta-
rotazu, ktord premienaa-formu na P-formu. Pouzitim mutaro-
tdzy dojde nielen k rychlejSej odozve, ale aj k zosilneniu
signdlu, na druhej strane k ziZeniu linedrneho rozsahu.

NajcastejSie jesachardza stanovovand amperometricky po
hydrolyze invertdzou (INV, EC 3.2.1.26) na a-glukézu a 3-
-fruktézu, izomerizdciou 0-glukézy na B-glukézu mutaroté-
zou (MUT) a oxidéciou B-glukézy glukézaoxiddzou (GOD),
podla rovnic (77), (12) a (16).

sacharéza ——— o-D-glukéza + P-D-fruktéza (16)

Ubtdajuci kyslik je detegovany kyslikovou elektrédou?’

Ak stanovujeme sachardzu, vacSinou sa vo vzorkdch na-
chédza aj glukdza, ktord ovplyviiujepresnost stanovenia, v pri-
pade koneénej detekcie glukézy uvolnenej hydrolyzou sacha-
rézy. Tento problém sa da vyriesit niekolkymi sposobmi:

- po stanoveni glukézy glukézovym biosenzorom bola do
reakénej sustavy pridand imobilizovand invertdza a od¢i-
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tanim tychto dvoch hodnot uréend vysledna koncentracia
sacharézy vo vzorke ™,
glukézu mozno eliminovat' pouzitim enzymov glukdza-
oxidazy, mutarotazv a kataldzy imobilizovanych do anti-
inferen¢nej vrstvy (obr 1),
mnozstvo glukdzy stanovené glukézovym biosenzorom
od¢itané od hodnoty sachardzy stanovenej sacharézovym
biosenzorom je zrejme najpriamodiarejSie rieSenie, bez
predbeznej tipravy vzorky alebo dodato&ného spracovania
udajov, poskytuje priamo koncentrdciu analytu ™,
enzymatickym odstranenim glukézy pred analyzou sacha-
rozy glukézadehydrogenazou,
zriedenim vzorky pri FIA analyze tak, aby glukéza pritom-
né vo vzorke sposobovala interferenciu = 'do 3 %,
imobilizaciou troch enzymov: sachardzafosforylazy (SP,
EC 2.4.1.7), fosfoglukomutdzy (PGM, EC 5.4.2.2) a glu-
kéza-6-fosfatdehydrogenazy (G6P-DH), konverziou pod-
la rovnic™ (9), (17) a (18).

sacharéza + fosfat —-—glukéza-1-fosfat + fruktéza

(7

L B glukoéza-6-fosfat

glukdza-1-fosfat - (18)
Potvrdenim poznatku, Ze pritomnost mutarotizy zvySuje
citlivost sacharézového biosenzora niekolkondsobne je prica,
ktord tiez konStatuje, Ze pouzitim dvoch jednoenzymovych
membran je linedrny rozsah SirSi v désledku diftiznych ba-
riér’. Imobilizéciou vsetkych troch enzymov na guli¢ky s kon-
trolovanou velkostou pérov sa podarilo skonstruovat biosen-
zor s linedrnym rozsahom v ramci 4 radov (0,025-100 mM).
Okrem spominanych troch enzymov (GOD, MUT, INV),
boli na konstrukciu pouzité imobilizované enzymy invertdza
(INV) a glukézadehydrogenaza (GDH) s potenciometrickou
detekciou (FET-tranzistor) podla rovnice ' (19), ale aj spek-
trofotometrickou analyzou redukovaného NAD-u (cit. '*"):

GDH

glukéza + NAD" —2 5 kyseliny glukénova +

+ NADH + H* (19

Imobilizaciou troch enzymov: sacharézafosforyldzy (SP),
fosfoglukomutdzy (PGM) a glukéza-6-fosfatdehydrogendzy
(G6P-DH) bol tiez skonStruovany opticky biosenzor, pricom
bol pouzity spektrofluorometricky detektor na detekciu redu-
kovaného kofaktora®™ (rovnice 9, 174 18).

Na detekciu sacharézy bol pouzity FET-tranzistor, ktory
detegoval kyselinu glukénovu, vznikajiicu hydrolyzou sacha-
rozy, izomerizdciou a-glukézy na P-glukézu a oxiddciou P-
-glukdzy glukézaoxiddzou™ (rovnice 77, 72 a 16).

Velmi zaujimavym principom je stanovenie sachardzy
pomocou fluorid citlivého polovodi¢a, ktorym sa peroxid vo-
dika uvolneny oxiddciou glukdzy stanovi peroxiddzou (POD,
EC 1.11.1.7) (20):

H,0, + 4-fluoroanilin —%2> F" + H,0 +
(20)

+ (polyméry anilinu)

. , r - . , & a A
Signél senzoraje tak imerny koncentrécii sacharézy ="
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Chemiluminiscen¢nym detektorem vyuZijic reakciu pero-
xidu vodika uvolneného oxidédciou glukézy (73) a (16), bola sa-
charéza detegovand FIA systémom (flow injection analysis) '

Sacharézovy biosenzor bol skonstruovany imobilizdciou
invertdzy na porézne sklenené gulicky s detekciou uvolneného
tepla hydrolyzy termistorom® '

Okrem enzymovych boli skonstruované aj mikrobidlne
sachar6zové biosenzory s viazanim bunkovych stien Saccha-
romyces cerevisiae a glukézaoxiddzy™ a aj bimikrobidlny
senzor vyuzivajuci imobilizované baktérie Gluconobacter
oxydans (glukézadehydrogenazova akthlta) a kvasinky Sac-
charomyces cerevisiae (obsah invertdzy) s detekcoiu kysli-
kovou elektrodou, ale aj imobilizdciou S. cerevisiae s pouzitim
CO, senzora®.

Sachar6zovym biosenzorom boli stanovované rozli¢né dru-
hy vzoriek, predovsetky m nealkoholické ndpoje”'?*** 4!
med” "], vino i muka®’ fermentacne médid s kultiviciou
rekombinantnej E. coli ,S. cerevisiae”, hydrolyzaty sacha-
rézy”’ atd.

3.1.2. Laktoza

Laktdza je disacharidom vyskytujucim sa predovsetkym
v mlieku cicavcov a to v koncentracii okolo 0,3 mol.l"". Lak-
téza sa d4 stanovif biosenzorom dvomi spésobmi, jednym
z nich je jej hydrolyza [-galaktoziddzou (GAL, EC 3.2.1.23),
pricom boli publikované priace bez imobilizacie mutarotdzy
i sjej imobiliz4ciou a ndslednou oxid4ciou (3-D-glukdzy, dru-
hym z nich je hydrolyza (3-galaktoziddzou (21) a oxidacia
galaktozaoxidazou (GalOD) (714) a galaktézadehydrogendzou
(GalDH), podTIa rovnice (22).

G, ,-\,]_

oL fi-laktéza —2=— o, p-D-glukdza + B-D-galaktoza
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Imobilizaciou [-galakoziddzy a gluké7aoxidz’lzy bolo
skonstruovanych niekolko laktozovych biosenzorov """ ako
aj koimobilizdciou mutarotazy 3% 7 rovnice (21) je vidiet,
Ze aj v pripade analyzy laktézy mdme podobny problém ako
pri stanoveni sacharézy vo vzorkdch obsahujucich glukézu
v pripade, Ze koncovym stanovujiicim analytom laktézového
biosenzora je gluk6za. Tento problém sa d4 obist alebo pouzi-
tim gluk6zu eliminujicej vrstvy s imobilizovanou glukézaoxi-
dézou a kataldzou (obr. 1), alebo stanovenim laktézy biosen-
zorom, kedje cielovou molekulou galaktdza s imobilizovanou
galaktézaoxiddzou*".

Na simultdnne stanovenie lakt6zy v pntomnostx glukézy
bol pouzity aj sposob, ktory je zretelny™*z obr. 2.

Okrem pouzitia gluk6zaoxiddzy bola laktéza stanovend aj
potenciometricky imobilizdciou B-galaktoziddzy a glukoza-
dehydrogendzy (GDH) stanovenim proténov vodika™ (79)
a glukdzaoxiddzy, ked’ sa potenciometricky stanovila vznika-
juca kyselina glukénové F ET-tranzistorom™ (12).

Velmi zaujimavym spésobom stanovenia laktézy je po-
uzitie biosenzora zaloZeného na imobilizdcii transportného
proteinu laktéza permedzy do dvojvrstvy lipidu, ktorou je
pokryta tenké foliaz kremika. Transportem laktdzy cez mem-
branu sa kotransportuju aj protény, ktoré spésobia pokles pH,
ktoryje detegovany fluorescencne reakciou proténov s farbi-
vom*”

Laktézovy biosenzor bol skonstruovany imobilizdciou [3-
-galaktozidazy a gluk6zaoxidazy a peroxid vodika bol detego-
vany chemiluminiscen¢ne po reakcu s luminolom za produk-
cie 3-aminoftaldtu a svetla'™*! (13).

Laktéza moZe byt stanovend aj mikrobidlnym senzorem
zaloZenym na imobilizacii genetlcky manipulovaného kmeria
E. coli, s glukozaox1dazou , ale aj imobilizdciou buniek
Gluconobacter oxydans spolu s permeabilizovanymi kvasin-
kami Kluyveromyces marxianus™” v kombindcii s kyslikovou

{21) elektrédou a buniek S. cerevisiae s pouzitim CO, detektord
; Laktéza bola staglovena predovsetlferlrrl vo vzorkach mlleik
Gl ‘ i 4 4
galakioza + NADT 2 kyselina galaktdnovd + pastenzovancho Py odtucneneho , plechovkového ",
suseného** (3 ale aj v m061 % a pri monitorovani ferment4-
+ NADH + H' (22) cretlBRnN
4 b Elektrida
| A—"* B * Glukdza
GOD
O > Hy —»
GOD 1
¢ 4
2 0 Glukza Glukdmalakidn
HaO+ 11205
katulde=
0O oD
Glukéza J;—-%nm;
1
| Glukinalakion
Antunferenéna
Merany roziok | vratva il Elekirddovy priestor i

Obr. 1. Princip stanovenia oligosacharidov (A) alebo disacharidov (C) v pritomnosti gluk6zy pouZzitim glukézu eliminujiicej vrstvy; a -
hydrolaza oligosacharidu (v pripade, ze A = Skrob, tak a = ai-amyldza, B = dextriny + maltéza, b = glukoamyldza), ¢ - hydroldza disacharidu,

v pripade, ze C = laktdza, tak ¢ = -galaktoziddza), GOD =
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3.1.3. Maltoza

Malt6za je disacharid, ktory sa volne v prirode nevysky-
tuje, vznikd hydrolyzou $krobu, skladd sa z dvoch jednotiek
glukdzy. Je vyznamna najma v potravindrstve. Na jej stanove-
nie sa vyuil’vaimobilizéciaglukoamy]ézy (GAM, EC3.2.1.3)
s glukézaoxiddzou’', OL -glukoziddzy (GS, EC 3.2.1.20) spolu
S glul\OLaoxmla?ou%l , (12 a 23), ale aj koimobilizacia a-glu-
kozidazy (GS) s glukozadehydrogenazou a stanovenie vzni-
kajuicich proténov FET-tranzistorom™ (19) a (23).

GS.GAM ,  o-D-glukéza+ B-D-glukéza  (23)

maltéza

Maltéza moze byt stanovend aj oxiddciou P-D-glukdzy
glukézaoxiddzou za uvolnenia kyseliny glukénovej, ktora je
potom detegovand potenciometricky FET- tranzistorom - (12).

Na stanovenie maltézy bol pouzity aj enzym maltézafos-
foryldza (MP) v kombindcii s glukézaoxiddzou (/1) a (12),
ako to ukazuje nasledujica rovnica:

maltéza + fosfat —2—s (3-D-glukéza + glukéza-1-fosfat
(24)

a peroxid vodika vznikajuci oxidaciou P-D-glukézy glukéza-
oxidazou je detegovany amperometricky na Pt elektréde™”
Této reakcia by sa dala vyuzit' na stanovenie maltdzy v pritom-
nosti glukézy rovnako ako v pripade stanovenia sacharézy
sacharédzafosforylazou, pricom nie je potrebné imobilizovat
izomerazu.

Podobne ako v pripade stanovenia sacharézy bola stano-
vena aj maltéza fluorid citlivym polovodiCom 1mob1112a01ou
glukoamyldzy (23), glukézaoxiddzy aperoxndazy '(12) a (20)
a chemiluminiscenéne imobilizaciou glukoamyldzy a gluko-
zaox1dazy (12) a (23), ked peroxid vodika reaguje s lumi-
nolom'® (13).

Referaty

Malt6za bola stanoven4 aj pouZzitim mikrobidlneho bio-
senzora adsorpciou Baczllm subtzlzs na filtratny papier za
pouZitia kyslikovej elektlody a adsorpciou S. cerevzszae na
acetylcelulézovii membrénu s pouzitim CO, detektora™

Maltézovym biosenzorom bol monitorovany prlebeh fer-
menticie E. co/;”, B. subtilis”, S. cerevisiae” a pivovarskych
kvasiniek ™, i analyza muky, medu, nealkoholickych nipojov
avina

3.1.4. Laktuloza

Je disacharidom zloZzenym z galakt6zy a fruktézy. Biosen-
zorom sa d4 stanovit' po hydrolyze [B-galaktoziddzou (GAL),
rovnica (25) a oxiddciou fruktézy fruktézadehydrogenazou
(FDH) spolu s medidtorom (hexakyanozelezitan draselny),
podla rovnic (7) a (2).

laktul6éza + H,O i A D-galaktéza+ D-fruktéza (25)

Redukovany medidtor je potom oxidovany na screen-prin-
ted elektréde a priid teciici elektrodouje imerny koncentracii
laktulézy 56

3.2. Polysacharidy

Polysacharidy sa skladajii z va¢sieho po¢tu monosachari-
dovych jednotiek. NajlastejSie sa vyskytujicimi polysacha-
ridmi su celuldza, $krob a glykogén, pricom biosenzormi boli
stanovované najma Skrob, glykogén (rozvetveny ZivociSny
polysacharid) a pulluldn.

3.2.1. Skrob

Skrob sa skladd z vo vode rozpustnej zlozky amylézy
a nerozpustnej zlozky amylopektinu. Biosenzorom sa d4 sta-

T
>

D |

b+c X

D | sl

s n B b C oxjdden (c) + kyslik D
Obr. 2. Simultinne stanovenie sacharozy, laktozy a skrobu v pFitomnosti glukozy; ‘A - sacharéza, lakt6za, Skrob, B - a-D-glukdza, C -
p-p-glukéza, D - perox1d vodika, E - elektréda, a - invertdza, (3-galaktoziddza, amyloglukozidaza, b - mutarotdza, ¢ - glukdézaoxiddza, x -
celul6zova membréna®. V pripade, Ze stanovovanou l4tkou je sacharéza (pripad 3), tak A = sachardza, t4 je rozitiepend invertdzou (a) na
o-glukézu (B), ktord je izomerizovand na B-glukézu (C) mutarotdazou (b). Vznikajiica B-glukézaje oxidovand glukézaoxiddzou (c) na peroxid
vodika (D), ktory je detegovany na elektréde. Ak sa vo vzorke spolu so sachar6zou nachddza aj glukdza (o-glukéza (pripad 1) alebo B-glukéza
(ptipad 2)), t4 rovno prejde cez membranu a bude cez peroxid vodika detegovand. Sachardza bude detegovand so spozdenim sposobenymjednak
¢asom potrebnym na jej hydrolyzou, ale aj difiiziou spdsobenou usporiadanim experimentu
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novi len amyl6za. Na jej detekciu sa najcastejSie vyuziva
imobilizdcia oi-amyldazy (o-AM, EC 3.2.1.1), glukoamyldzy
(GAM), glukézaoxiddzy a mutarotazy (/1), (12), (23), (26)
a detekcia kyslikovou elektrédou™ ", pricom v praci Watana-
beho* bol $krob stanoveny simultdnne spolu s glukézou podla
obr. 2.

wAMBAM o altéza

amyléza - (26)

Koimobilizdciou troch enzymov B-amyldzy (3-AM, EC
3.2.1.2), glukoamyldzy a glukbézaoxiddzy, s detekciou vznika-
jiceho peroxidu vodika s 4-fluoroanilinom™ fluorid citlivym
polovodiCom bol tiez pripraveny biosenzor na stanovenie
§krobu, pozri rovnicu (20).

Imobilizaciou a-amyldzy, glukoamyldzy, glukézadehy-
drogendzy s mutarotéazou (77), (79), (23), (26) bol pripraveny
biosenzor so spektrofotometrickou detekciou redukovaného
NAD-u (cit.*). Tymto spésobom sa dajui stanovit aj oligosa-
charidy a maltéza.

3.2.2. Glykogén

Glykogén je polysacharid skladajici sa z rozvetvenych
jednotiek glukéz usporiadanych 1 —4 a 1 —6 vazbami. Najeho
stanovenie sa vyuZziva hydrolyza o-amyldzou na oligosacha-
ridy a maltézu (26) a ich hydrolyza na gluk6zu glukoamy ldzou
(23). Vznikajica gluk6za bola stanovend glukézadehydroge-
ndzou imobilizovanou s mutarotdzou (77) a (/9) a stanoveny
bol redukovany NAD spektrofotometricky ™.

3.2.3.  Pulluldn

Je polymérom obsahujlicim maltotriézové jednotky spo-
jené a-1,6-glykozidickymivazbami. Tento polysacharid vzni-
ka asimildciou glukézy kvasinkami Aureobasidiumpullulans
a na jeho detekciu sa vyuZivaji enzymy pullulandza (PUL,
EC 3.2.1.41), glukoamyldza (GAM) a glukézadehydrogenéza
(GDH) podla rovnic (79), (23), (27) a (28).

pullulan —X 5 o-maltotriéza (27)
o-maltotriéza —2¥€ > B-glukéza + ai-maltéza (28)

a B-glukoza je stanovend GDH a vznikajici redukovany NAD
je stanoveny spektrofotometricky™.

4. Stanovenie dalSich sacharidov

Okrem uz spominanych enzymov sa na konstrukciu sacha-
ridovych biosenzorov pouZivaju aj nespecifické enzymy: al-
dézadehydrogendza’™, oligosachariddehydrogendza (citlivd
na 16 sacharidov)’', pyranézaoxiddza (citlivd na 7 sachari-
dov)""! a hexdzaoxiddza (citliva na 13 sacharidov) . Biosen-
zor skonstruovany imobilizdciou takéhoto enzymuje vhodny
na stanovenie sacharidov v komplexnych vzorkdch, kde sa ako
vysledok pozaduje celkové mnoZstvo sacharidov, pripadne
utilizovatelnych sacharidov. Prikladmi ich vyuZitia by boli
analyza lignocelulézového hydrolyzédtu, hydrolyzatov Skrobu,
obilnin atd.

Dalsi sposob vyuzitia biosenzorov s nespecifickymi enzy-
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mami je ich spojenie s kvapalinovou chromatograiou, ked sa
pomocou HPLC jednotlivé sacharidy rozseparujui s deteguju
biosenzorom ako detektorom. Takymto spésobom bol skon-
Struovany systém pozostavajuci z kvapalinovej chromato-
grafie a biosenzora ako detektora s imobilizovanou pyrandza
oxiddzou (Phanerochaete chrysosporium) spolu s peroxidd-
zou na detekciu glukdzy, xylézy a galaktézy podas fermen-
tacie Pichiapastoris .
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J. Tkag, J. Svitel, and E. Sturdik (Department of Bioche-
mical Technology, Slovak Technical University, Bratislava,
Slovak Republic): Biosensors in the Determination of Sac-
charides

The article presents a survey of biosensors applied in the
determination of selected monosaccharides (glucose, fructose,
galactose and xylose), disaccharides (saccharose, lactose, mal-
tose and lactulose) and polysaccharides (starch, glycogen and
pullulane). A concise description of constructional details of
abiosensor is included: connection of the biological part to the
physicochemical transducer. The enzyme systems used in
detection of saccharides are described in detai 1. Attention was
directed to the application of oxidative enzymes (oxidase or
dehydrogenase) in detecting monosaecharides, further to the
construction of multienzyme biosensors for the detection of
di- and polysaecharides and to practical applications of bio-
sensors mainly in food analysis.





