
Molekularna biotehnologija: 
okoljske aplikacije 



Biosenzorji 
 
Biosenzor je analitska naprava, ki združuje biološki element za prepoznavanje tarčne snovi in fizikalni prenašalec 
(transducer), s katerim generiramo merljiv signal, ki je proporcionalen koncentraciji analita.  Signal zaznavamo 
elektrokemijsko , optično, akustično, mehansko, kalorimetrično ali elektronsko, vrednost pa koreliramo s 
koncentracijo preiskovane snovi. Prvi tak senzor je bil za določanje koncentracije glukoze (Clarkov glukozni senzor; 
zasnova 1962). Aplikacije biosenzorjev segajo na področja javnega zdravja, monitoringa okolja, prehranske varnosti in 
državne varnosti. 



Brezcelični in celični biosenzorji 
 
Biološki prepoznavni elementi so lahko kofaktorji, encimi, protitelesa, mikroorganizmi, organeli, celice višjih 
evkariontov, tkiva. Najpogosteje uporabljamo encime zaradi visoke specifičnosti in občutljivosti, vendar je izolacija 
čistih encimov zamuden in drag postopek, njihova uporaba in vitro pa lahko zmanjša aktivnost. Zato imajo prednost 
pred izoliranimi encimi mikrobne celice, saj take senzorske elemente ‚proizvajamo‘ preprosto z gojenjem. V 
primerjavi s celicami višjih evkariontov imajo prednost v tem, da omogočajo lažje genetsko spreminjanje, hkrati pa so 
bolj stabilne in dalj preživijo v pogojih poskusa. V celice lahko vgradimo več encimov / kofaktorjev in s tem pripravimo 
kombinirane detektorje za več snovi. 



http://packagingtech.net/34-biosensor-technology-for-food-packaging-applications.html 



Biosenzorji: vezava na prenašalne elemente 
 
Povezava s prenašalcem mora biti čimbolj tesna, kar dosežemo z imobilizacijo celic na prenašalec (adsorpcija, 
enkapsulacija, kovalentna vezava, zajem v matriks (entrapment), navzkrižno povezovanje (cross-linking)). Razvili so 
tudi kombinirane metode (npr. imobilizacija na prevodne polimere) in nove pristope (npr. mikrofluidika) z izboljšanimi 
lastnostmi senzorjev. 
 

http://packagingtech.net/34-biosensor-technology-for-food-packaging-applications.html 



Schematic of the microfabricated, implantable, 
amperometric biochip device 

http://www.clemson.edu/c3b/inVivoOperation.html 



Enzyme Biosensors. In: Methods in Biotechnology, Vol. 17: Microbial Enzymes and Biotransformations (2005)  



https://nanohub.org/resources/16947/watch?resid=17076 



Zaznavanje z elektrokemijskimi tehnikami 
 
Zaznavamo lahko: 
- Tok: pri danem potencialu in napetosti med referenčno in delovno elektrodo  - merimo spremembe v prisotnosti 

tarčne snovi. Signal zaznavamo zaradi redukcije ali oksidacije elektroaktivnega metabolita ali intermediata na 
površini delovne elektrode. Občutljivost do ravni pA (ultraobčutljivi biosenzorji) 

- Prevodnost: merimo spremembo prevodnosti v raztopini, kar je posledica proizvodnje ali porabe ionske zvrsti. 
Meritev je zelo hitra in ne zahteva referenčne elektrode, zato je primerna za miniaturizacijo. Slabost: nizka 
specifičnost (ne vemo, koncentracija katerega iona se je spremenila). 

- Potencial: merimo spremembo potenciala  med delovno in referenčno elektrodo.  
Prenašalec je največkrat selektivna elektroda (za plin ali ion), kar zagotavlja visoko  
občutljivost in selektivnost, vendar zahteva stabilno in natančno referenčno  
elektrodo. 

- Napetost: spremljamo tok in potencial, zato je raven šuma nizka, zato je  
občutljivost visoka. Zaznavamo lahko različne snovi z različnimi vrhovi potencialov.  

- Električno energijo, ki jo proizvede mikrobna gorivna celica. Metabolična aktivnost  
se po dodatku analita poveča (porabljanje) ali zmanjša (inhibitor metabolizma),  
s tem pa se spremeni izhodna energija. 

 

http://www1.lsbu.ac.uk/water/enztech/potentiometric.html 

A simple potentiometric biosensor. A semi-permeable membrane (a) surrounds the 
biocatalyst (b) entrapped next to the active glass membrane (c) of a pH probe (d). 
The electrical potential (e) is generated between the internal Ag/AgCl electrode (f) 
bathed in dilute HCl (g) and an external reference electrode (h). 



http://www.thevoltreport.com/microbial-fuel-cell-to-clean-water-while-making-clean-energy/ 



Zaznavanje z optičnimi tehnikami 
 
Ob stiku mikroorganizma (največkrat GSO) z analitom pride do od doze odvisne spremembe signala, ki ga zaznavamo 
kot fluorescenco, svetlobo (luminiscenca), barvo (kolorimetrija). Največkrat delujejo na principu reporterskega gena, 
ki ga regulira inducibilni promotor. Optične tehnike so zelo primerne za visokozmogljive presejalne analize. 
 
Fluorescenčni biosenzorji so uporabni in vivo (celica proizvaja fluorescirajočo molekulo) ali in vitro (fluorescirajoče 
molekule dodamo in spremljamo njihovo intenziteto po delovanju analita). 
 
Kolorimetrične tehnike zahtevajo uporabo kromogenega substrata, ki se zaradi metabolične aktivnosti mikroba pretv 
ori v obarvano spojino. 
 
Bioluminiscenčni biosenzorji temeljijo na delovanju luciferaz (npr. geni lux pri bakterijah). 
  
 

https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Bioluminescent_Bacteria_in_Human_Settings 

Bioluminescence reactions in bacteria. Oxygen is used by 
luciferase to reduce long-chain aldehyde and reduced 
flavine mononucleotide to emit blue-green light.  



http://packagingtech.net/34-biosensor-technology-for-food-packaging-applications.html 



Mikrobni biosenzorji 
 
Za mikrobne biosenzorje uporabimo celice, ki so žive, ali pa so permeabilizirane in s tem neviabilne.  
Pri živih celicah spremljamo spremembe v metabolizmu, pri čemer je analit substrat ali inhibitor. 
Permeabilizirane celice so cenejši nadomestek izoliranih encimov. GS mikroorganizmi imajo uvedene gene za 
luminiscenco ali za fluorescirajoče proteine. 
 
Celotne celice uporabljamo predvsem takrat, ko analit prehaja v notranjost in tam deluje na respiracijske 
procese (asimilacija – npr. vitamini, hranila, kisik,...  ali inhibicija – okoljski polutanti).  V primerjavi z encimskimi 
senzorji lahko pri mikrobnih ozko grlo predstavlja prenos snovi skozi membrano.  Zato imajo permeabilizirane 
celice lahko prednost pred živimi. Permeabilizacijo dosežemo s fizikalnimi (zamrzovanje in tajanje), kemijskimi 
(organska topila ali detergenti) ali encimskimi (lizocim, papain) pristopi. 
 
Celice lahko uporabimo brez permeabilizacije, če so encimi  
periplazemski (invertaza in katalaza pri kvasovkah, ureaza  
in fosfataze pri bakterijah). Z genskim inženirstvom lahko  
dosežemo, da se nek citoplazemski encim usmeri na drugo  
mesto v celici (periplazma ali na membrani). 
 
Problem mikrobnih biosenzorjev je njihova nižja specifičnost  
v primerjavi z encimskimi, saj so v celici lahko prisotni številni  
encimi, ki lahko delujejo na iste ali podobne substrate.  
Pri permeabiliziranih celicah je problem lahko odsotnost  
nizkomolekularnih efektorjev, ki so se zaradi naluknjanja  
membran sprostili iz celice. 



BOD = biological / biochemical oxygen demand 

(biološka / biokemijska potreba po kisiku, BPK) 

Količina kisika, potrebna za zadostitev biokemične oksidacije v  

določenem deležu vode pri dani temperaturi in časovnem obdobju.  

BPK je indeks deleža organskega onesnaženja v vodi. (Vir: LBC) 





Senzorski organizmi 
 
Potencialno nevarne snovi v okolju je mogoče zaznavati brez drage tehnološke opreme. Detekcijo lahko opravimo z 
ustrezno prilagojenimi (mikro)organizmi, npr. z bioluminiscečnimi bakterijami, kakršna je morska bakterija Vibrio 
fischeri. Za delo s sladko vodo so prenesli gene za bioluminiscenco (luxCDABE) prenesli v genom talne bakterije 
Pseudomonas fluorescens. Prenesli so jih brez promotorja, zato so luminiscenco opazili samo v primerih, ko je do 
vključitve prišlo tik za nekim dovolj močnim promotorjem. Izbrali so tiste, ki so kazale normalno rast in ki so močno 
luminiscirale. Testirali so jih na različne polutante (inkubacija 15 min v raztopinah organskih spojin ali kovin, nato 
meritev na luminometru).  
 







Monitoring okolja 
 
Spremljanje parametrov okolja vključuje tako fizikalne (npr. temperatura, vlaga, sevanje), kemijske (npr. konc. O2, 
prisotnost kontaminantov) in biološke značilnosti (mikrobi, višji organizmi). Določamo trenutni status ali ugotavljamo 
trende kakovosti.  
 
Okoljske vzorce lahko pregledujemo sistematično, da bi odkrili morebitna prikrita mesta kontaminacije, ali pa 
natančneje spremljamo samo določena mesta, kjer sumimo, da so za okolje nevarne snovi že prisotne. Uporaba 
mikrobov je možna in situ ali v laboratoriju, uporaba rastlin pa je predvsem primerna v naravi. Rastline, ki zaznajo 
prisotnost nevarnih snovi, lahko te tudi razgrajujejo (fitomonitoring in fitoremediacija). Primer nevarnih snovi: 
pesticidi, ki jih uporabljajo v kmetijstvu, hormonski motilci. 
 
Monitoring se začne z izdelavo načrta, ki je odvisen od namena monitoringa. Sledi odvzem vzorcev (različne tehnike, 
tudi oddaljeno vzorčenje in meritve) in njihova analiza, sporočanje rezultatov itd. 
 



Bioremediacija 
 
Bioremediacija: biološki načini zmanjševanja strupenih odpadkov iz okolja. 
Za okolje nevarne organske snovi odstranjujejo predvsem s sežiganjem, kar pa je drago, vprašljivo pa je tudi, ali pri 
sežigu ne nastajajo drugi okolju nevarni produkti. Ksenobiotiki: okolju tuje, sintetične in potencialno nevarne snovi. 
Primeri so: herbicidi, pesticidi, hladilne tekočine, topila,…  
 
Okoli 1965 so odkrili, da naravni talni mikrobi lahko razgrajujejo nekatere tipe organskih molekul. Najbolj zmogljive so 
se izkazale bakterije iz rodu Pseudomonas, skupaj več kot 100 različnih organskih molekul, od tega nekateri sevi več 
podobnih spojin, iz katerih črpajo ogljik (edini vir C). 
 
Metabolične poti, ki omogočajo razgradnjo organskih molekul, so zapisane bodisi na kromosomu, bodisi na plazmidu 
(enem ali več), kar je pogosteje. Na spekter tarčnih molekul lahko vplivamo s tem, da med seboj parimo seve s 
posameznimi lastnostmi oz. izoliramo in prenašamo ustrezne plazmide. 
  




















