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1. UVOD

U danasnje vrijeme kada potreba za strogo kontroliranim proizvodnim procesima raste, postoji
potraznja za uredajima koji su u mogucnosti otkriti postojanje i odrediti koli¢inu Stetnih organskih
utjecaja na sam proizvodni proces. Takvim uredajima nastoji se zastititi kupac, a i proizvodac.
Biosenzori su uredaji koji su se prvi puta pojavili 1962. godine na ideju Leland C. Clark-a. Clark je
iskoristio postoje¢i elektrokemijski senzor i na njegovu povrsinu imoblizirao enzim. Ovakvim
postupkom omogucio je senzoru otkrivanje prisutnosti analita na temelju organskog selektivnog
elementa. Biosenzori se osim u proizvodnom procesu mogu Kkoristiti u zdravstvenoj skrbi,

biomedicini, prac¢enju okoliSa, agrikulturi, protuterorizmu i dr.

Podjela biosenzora nije Siroka, te se oni mogu razvrstati po mjerenoj veli¢ini, odnosno tipu pretvorbe

signala 1 prema kori§tenom bioreceptoru.

Prema bioreceptoru, biosenzori se dijele na enzimske i imunosenzore, dok se prema mjerenoj veli¢ini,

odnosno tipu pretvorbe signala biosenzori mogu razvrstati na:
a) elektrokemijske,

b) opticke,

c) temperaturne,

d) i biosenzore mase.

U ovom radu je kroz pet poglavlja opisan princip rada i podjela biosenzora na temelju pretvorbe
signala, te su obradeni najc¢esce koriSteni bioelementi. U zadnjem poglavlju je na temelju razmatanja

1 stecenih znanja prilikom izrade rada objasnjen princip rada najceSc¢e koriStenog biosenzora.

1.1. Zadatak zavrSnog rada

Zadatak zavr$nog rada je napraviti pregled naj¢esS¢e koriStenih biosenzora i bioreceptora te objasniti

njihov princip rada koji je promatran s inZenjerskog stajalista.



2. SENZORI FIZIKALNIH VELICINA

Materija i energija osnovni su gradivni elementi svih zivih bi¢a i njihove okoline. Mjerljiva promjena
navedenih elemenata moze se opisati pomocu njihovih svojstava, odnosno fizikalnim veli¢inama.
Fizikalne veli¢ine mogu biti npr. masa, temperatura, jakost svjetlosti, naboj i jakost elektri¢ne struje
a oznacavaju se standardiziranim mjernim jedinicama. Mjerne jedinice iskazuju broj¢anu vrijednost
odredene fizikalne veli¢ine. Pri odredivanju vrijednost fizikalne veli¢ine, potrebno je fizikalnu
veli¢inu usporediti sa standardom, odnosno etalonom fizikalne veli¢ine. Etalon se moze objasniti kao
usporedbena tvar koja je odredena normom, zakonima ili dogovorom, a predstavlja odredenu
vrijednost fizikalne veli¢ine ili utjelovljenje odredene mjerne veli¢ine. Postupak usporedbe s etalonom
moze biti izravan ili neizravan. Iskazivanje vrijednosti odredene fizikalne veli¢ine izravnom
usporedbom moze se prikazati pomocu vage ako se zeli utvrditi masa predmeta mjerenja, na nacin da
se masa predmeta usporedi s masom etalona (utega). U danasnje vrijeme je uobicajeno da se fizikalna
veli¢ina pretvara u elektri¢ni signal. Postupak usporedbe se tako vrsi neizravno, 0dnosno mjerni
uredaj pomocu kojega se mjeri fizikalna veli¢ina potrebno je umjeriti etalonom fizikalne veli¢ine koja
je predmet mjerenja. Postupak pretvorbe fizikalne veli¢ine u elektri¢ni signal prikazan je na ilustraciji

2.1., te se moze objasniti kroz sljedece korake:

a) Mjerenu fizikalnu veli¢inu potrebno je koriStenjem senzora ili drugih mjernih osjetila

,»osjetiti 1 pretvoriti u elektri¢ni analogni signal. Takvi uredaji nazivaju se mjerni pretvornici.

b) Analogni elektri¢ni signal fizikalne veli¢ine u pravilu je rijetko moguce izravno pretvoriti u
digitalni signal. Zbog toga se zahtijeva koriStenje raznih elektronickih sklopova kao $to su pojacala ili

elektri¢ni filtri pri ¢emu se dobije modificirani analogni signal.

€) Modificirani analogni elektri¢ni signal analogno-digitalnim pretvornikom pretvara se u

digitalni signal koji predstavlja binarnu vrijednost uzoraka analognog signala po jedinici vremena.

d) Digitalni signal zatim se pohranjuje na digitalnu memoriju racunala ili mjernog uredaja te
mu se moze pristupiti i analizirati ga. Analiza signala na racunalu odvija se koriStenjem posebno

razvijenih sucelja Ciji je zadatak interpetirati covjeku dobivene rezultate na njemu razumljiv nacin.

e) Zadnji korak ukljucuje prikaz rezultata mjerenja na zaslonu racunala ili mjernog uredaja.



Mjerena fizikalna veli¢ina

Senzor ili drugo

mjerno osjetilo

Analogni elektri¢ni signal

Pojacalo, elektri¢ni

filtar, itd.

Modificirani analogni elektri¢ni signal

A\ 4
Analogno-digitalni

pretvornik

Digitalni signal

\4

Racunalo, pohranjivanje,
pristupanje i analiza

podataka

Prikaz rezultata

mjerenja

lustracija 2.1. Postupak pretvaranja fizikalne velicine u elektricni signal

Senzor se moze definirati kao uredaj koji je sposoban ,,0sjetiti* mjerenu veli¢inu i pretvoriti ju u
elektri¢ni signal. Do pretvaranja fizikalne veli¢ine u elektri¢ni signal moZze do¢i uslijed kontakta
fizikalne veli¢ine sa senzorom ili drugim mjernim osjetilima (npr. elektrode) ili pod utjecajem druge
fizikalne veli¢ine. Druga fizikalna veli¢ina moze izazvati odredenu promjenu na mjernom osjetilu sto

kao posljedicu ima pretvorbu mjerene veli¢ine u elektri¢ni signal.



U danasnje vrijeme senzori se koriste svakodnevno, u gotovo svim dijelovima ljudskog Zivota, poput
automobila, elektroni¢kih uredaja, industrijskoj proizvodnji, medicini, agrikulturi i dr. Razvoj
tehnologija doveo je do smanjenja dimenzija senzora $to ih ¢ini pogodnima za masovnu proizvodnju
te su kao posljedica tome i jeftiniji. Primjeri senzora u automobilima i medicini prikazani su na

fotografijama 2.2. 1 2.3.

Fotografija 2.2. Primjer ultrazvucnog senzora u automobilu [2]

Fotografija 2.3. Primjer senzora u medicini [3]



Senzori se mogu podijeliti u tri velike skupine:
a) Senzori fizikalnih veli¢ina,
b) Kemijski senzori,

c) Biosenzori.

Do razvoja kemijskih senzora i biosenzora dosSlo je zato Sto senzori fizikalnih veliina nisu u
mogucnosti osjetiti kemijske i biokemijske promjene te na njih djelovati u smislu stvaranja prikladnog
odzivnog signala. Senzori fizikalnih veli¢ina nisu predmet istraZivanja zavr§nog rada te se nece

detaljnije obradivati.

Kemijski senzori i biosenzori su pojmovi koji se ponekad u literaturi isprepli¢u zbog njihovih sli¢nosti,
ali ih je potrebno razlikovati. Kemijski senzori svoj rad temelje na kemijski osjetljivom elementu,
dok se rad biosenzora temelji na biokemijskim reakcijama s analitom pri ¢emu se za razliku od
kemijskih senzora koristi organski element kao mehanizam prepoznavanja. Biosenzori su podgrupa

kemijskih senzora te je princip rada samih biosenzora usko vezan za kemijske senzore.



3. BIOSENZORI

Biosenzor se moze definirati kao uredaj koji povezuje selektivni bioloski element i pretvornik u jednu
cjelinu. Njegov zadatak je biokemijsku reakciju pretvoriti u elektri¢ni analogni signal koji se zatim
moze obradivati, analizirati i dr. Do pojave prvog biosenzora doslo je 1962. godine na ideju Leland
C. Clark-a. Leland C. Clark je smatrao da se osjetljivost elektrokemijskog senzora moze povecati
imobilizacijom tankog sloja enzima na povrsinu radne elektrode uredaja $to oznacava pocetak razvoja

biosenzora.

>
O OO KEMIJSKA o
Ao O :rlllzmAmA & Elektricni signal
o — PROMJENA
o]

vV I
< / Pretvornik
Element za \/

prepoznavanje Biosenzor

llustracija 3.1. Funkcionalni dijelovi biosenzora [8]

Osnovni elementi biosenzora u prakti¢noj primjeni su pretvornik i bioreceptor kao sto je prikazano na
ilustraciji 3.1. Bioreceptor je selektivni osjetljivi dio biosenzora koji predstavlja mehanizam za
prepoznavanje analita. Selektivnost biosenzora zasnovana je na samim mehanizmima za
prepoznavanje. Mehanizmi za prepoznavanje mogu biti antitijela, enzimi, bakterije, organska tkiva,
organele 1 drugi bioloski elementi koji su u stanju selektivno djelovati na odredeni analit i1 izazvati
mjerljivu reakciju. Biosenzori se temelje na interakciji bioreceptor-analit u odredenoj matrici, pri

¢emu je matrica svaki element uzorka mjerenja koji nije analit, dok je analit predmet mjerenja.

Pretvornik (engl. Transducer) je zaduzen za pretvaranje odzivnog signala biokemijske reakcije u

elektri¢ni signal. Pretvornici mogu biti senzori, elektrode ili drugi osjetilni elementi.



Razvoj modernih biosenzora ponajprije je usmjeren prema zastiti ¢ovjekovog zdravlja i poboljsanju
kvalitete zivota. Primjena biosenzora je Siroka te se koriste u multidisciplinarnim djelatnostima u

komercijalne ili istrazivacke svrhe.

Mogu se Koristiti u:

a) Zdravstvenoj skrbi i biomedicini,

b) pracenju okolisa, agrikulturi i protuterorizmu,
¢) kontroli industrijskog proizvodnog procesa,

d) kontroli kvalitete namirnica i dr.

Jednostavan primjer primjene biosenzora u zdravstvenoj skrbi i biomedicini je glukometar.
Glukometar ocitava koli¢inu glukoze u krvi osoba oboljelih od metabolickog poremecaja Secerne
bolesti na temelju ¢ega si pacijent ubrizgava tocno odredenu koli¢inu inzulina. Glukometar se moze
koristiti kao sustav umjetne guSterace s povratnom petljom. Sustav umjetne gusterace ¢ine glukometar
I automatska inzulinska pumpa koja je postavljena izravno na kozu ¢ovjeka. Na temelju izmjerene
vrijednosti, glukometar bezi¢nim putem pruza informaciju inzulinskoj pumpi koja pacijentu ubrizgava
tocnu koli¢inu inzulina Sto predstavlja zatvorenu povratnu petlju zbog stalnog medudjelovanja

glukometra i inzulinske pumpe.

ACCU-CHEX ™
Aviva Combo

Fotografija 3.2. Sustav umjetne gusterace [4]



U pracenju okoliSa, protuterorizmu i agrikulturi biosenzori daju povratnu informaciju o razini
zagadenja vode, zraka, tla i poljoprivrednih dobara. Prednost biosenzora u ovim, a i ostalim
djelatnostima je njihova prenosivost, $to ih ¢ini pogodnima za mjerenje in situ. In situ mjerenje je

mjerenje izravno na mjestu dogadaja.

Biosenzori u kontroli kvalitete hrane i industrijskog proizvodnog procesa mogu se Koristiti za
detektiranje neZeljenih isparavanja plinova prilikom procesa proizvodnje koji ukazuju na moguce
kvarenje sirovina. Za analizu hrane najceS¢e se koriste optiCcki imunosenzori za otkrivanje
toksina,bakterija, patogena i dr. Primjenom biosenzora u ovim djelatnostima direktno se §titi kupac
od utjecaja zaraze i mogucih oboljenja te je osigurana isporuka strogo kontroliranih proizvoda,

pogotovo hrane.

Biosenzori se mogu podijeliti prema koristenom bioreceptoru i po tipu pretvorbe signala. Prema
bioreceptoru biosenzori se dijele na enzimske biosenzore i imunosenzore koji kao bioloski aktivni
element koriste antitijela. Prema tipu pretvorbe signala biosenzori se dijele na elektrokemijske,

opticke, piezoelekti¢ne, masene i temperaturne.

3.1. Bioreceptori

Bioreceptori su selektivni organski dijelovi biosenzora koji su u stanju prepoznati i djelovati na to¢no
odredeni analit. Bioreceptori mogu biti antitijela, enzimi, bakterije, DNK, organele ili bilo koji

organski element koji je sposoban selektivno djelovati na odredeni analit i izazvati mjerljivu reakciju.
Najcesce koristeni bioreceptori su:

a) enzimi,

b) antitijela

U nastavku rada objasnjen je princip selektivnog djelovanja enzima 1 antitijela te su obradeni

biosenzori usko vezani za navedene bioreceptore.

3.1.1. Enzimi

Enzimi su molekule, najcesce proteina a mogu biti i molekule RNA (Ribonucleic acid ), koje svojim

biokatalizatorskim djelovanjem pomazu u pretvaranju odredenog supstrata(analita) u produkt.
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Supstrat je molekula na koju djeluje enzim, dok je produkt proizvod kataliticke reakcije. Enzimi
ubrzavaju kemijske reakcije u kojima sami ne sudjeluju, smanjujuci energiju aktivacije. Energija
aktivacije je najmanji iznos energije koju molekula mora posjedovati kako bi doslo do kemijske
reakcije. Koenzim je aktivni dio enzima koji sudjeluje u katalitickim reakcijama, odnosno enzimi
nisu sposobni kataliticki djelovati na analit ako u svom sastavu nemaju koenzim. Apoenzim je enzim

bez kofaktora, dok se enzim koji je sposoban kataliticki djelovati na analit naziva holoenzim.

Enzimi se kao bioloski element koriste u elektrokemijskim, piezoelektri¢nim, poluvodickim (EnFET),
optickim i temperaturnim biosenzorima. Mogu se koristiti u ¢istom obliku ili moZe biti prisutan u
odredenim mikroorganizmima te u organskom tkivu. Enzimski biosenzori mogu mjeriti koli¢inu
proizvedenog produkta, potrosnju supstrata ili enzimsku aktivnost tijekom interakcije s analitom kao

Sto je otpustanje topline prilikom kataliticke reakcije.

Prednosti koriStenja enzima u biosenzorima je visoka selektivnost na ciljani analit i relativno brzi
rezultati analize. Nedostatak enzima je njihova cijena, potreba za strogo kontroliranim uvjetima kao

Sto su temperatura i pH vrijednost te ograni¢eno vrijeme trajanja.

Supstrat na koji ¢e djelovati enzim mora biti to¢no odredena vrsta molekule ina¢e ne dolazi do

kataliticke reakcije.

Selektivnost enzima temelji se na modelu klju¢ u bravu i modelu pobudene prilagodbe koji su
prikazani na ilustracijama 3.3. i 3.4.

Key-to-lock model (model kljué¢ u bravu):
Model klju¢ u bravu jedan je od dva nacina na koje enzim ostvaruje visoku razinu selektivnosti. Bravu

predstavlja enzim, dok klju¢ predstavlja supstrat. Do katalitickog djelovanja dolazi samo ako u uzorku

postoji analit to¢no odredenog oblika.



aktivno mjesto

.‘- . o™ cﬁmm

llustracija 3.3. Model kljuc-u-bravu [5]

Induced-fit-model (model pobudene prilagodbe):

Model pobudene prilagodbe temelji se na pretpostavcei da samo odredeni supstrat moze pobuditi enzim

pri ¢emu se aktivno mjesto u potpunosti prilagodava obliku ciljanog supstrata.

Produkti

#

Enzim prilagodava
Supstrat oblik aktivhog mjesta

Aktivno mjesto

llustracija 3.4. Model pobudene prilagodbe [6]

3.1.2. Antitijela

Antitijelo je prirodni mehanizam obrane organizma. Mogu se definiriti kao proteini (bjelancevine)
koje reagiraju na pojavu antigena. Antigen je svaka strana molekula koja izaziva imunu reakciju
organizma, odnosno stvaranje antitijela. Svako stvoreno antitijelo reagira samo na odredeni tip
antigena pri ¢emu se ne prilagodava obliku antigena nego obliku epitopa. Epitop je karakteristi¢an dio

antigena na koje se vezuje antitijelo, a pacifratop je mjesto kojim se atitijelo vezuje na epitop.
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Antitijela 1 enzimi razlikuju se prema nacinu interakcije s antigenom odnosno supstratom. Za razliku
od enzima, antitijelo se veze za analit (antigen) Sto organizam prepoznaje i zapocinje s

odstranjivanjem. Prilikom vezivanja antitijela za antigen ne dolazi do kataliticke reakcije.

Prednosti biosenzora koji koriste antitijela kao bioreceptore su visoka selektivnost i brzi rezultati, u
pravilu nekoliko minuta nakon interakcije. Jednom kada se antitijelo veze za antigen ne postoji nacin
njihovog razdvajanja, Sto znaci da se antitijela nakon jedne interakcije s antigenom ne mogu vise
koristiti Sto je predstavlja veliki nedostatak. Jedno antitijelo obi¢no stupa u interakciju s dva antigena,
a najvise deset. llustracija 3.5. prikazuje nacin vezivanja antigena i antitijela te su oznaéeni epitopi i

pacifratopi.

Antitijela

4\ Razliciti pacifratopi

Antigen

Epitopi

lustracija 3.5. Princip vezivanja antigena i antitijela [7]

3.1.3. Metode imobilizacije bioreceptora

Jedan od vaznih problema koje treba rijesiti prilikom dizajniranja biosenzora je kako imobilizirati
bioreceptor na osjetilni element, a pritom zadrZati selektivna svojstva koriStenog organskog materijala
nepromijenjenim. Ilustracija 3.6. prikazuje nacine imobilizacije bioreceptora fizickom adsorpcijom,

uklapanjem u gel i kovalentnim vezivanjem.

Organski materijal moze se fizicki ili kemijski imobilizirati na samu povrsinu osjetilnog elementa.
Jedan od osnovnih postupaka imobilizacije je adsorpcija. Adsorpcija moze biti fizicka i kemijska.
Temelj fizicke adsorpcije je stvaranje van der Waalsovih sila izmedu dipolnih molekula, odnosno sile

koja veze suprotne polove adsorbensa i bioreceptora. Absorbens je tvar koja je sposobna vezivati,

11



odnosno privlaciti drugu tvar,u ovom slucaju bioreceptor prema svojoj povrsini. Za adsorpciju enzima
mogu se Koristiti ¢vrste podloge od stakla i kvarca. Zbog karakteristike van der Waalsove sile koja je
relativno slaba, ovakav nacin imobilizacije rijetko se koristi. Kemijskom adsorpcijom stvaraju se
kovalentne veze izmedu bioreceptora i adsorbensa, odnosno adsorbens i bioreceptor medusobno se
vezuju zajednickim elektronima. Biosenzori koji kao tehniku imobilizacije koriste adsorpciju smatraju
se potrosnima te je njihov vijek trajanja rijetko iznad jednog dana zbog osjetljivosti na promjene

temperature i pH vrijednosti uzorka.

SUPSTRAT & [ " . .. .
. . . . b .
hd . ¢ Cestice " . .
. . o ugljena L] * L *
ENZIM . L
PRODUKT, ,__< ] “u . .
\\b Py . - . . . . .
: o0 o . o
14 . & o 8 o A .
. . o 3 o *
- : A\ERHA
3 &
Pretvornik Pretvornik Pretvornik
a) b) c)

llustracija 3.6. Nacini imobilizacije bioreceptora a) Fizicka adsorbcija, b) uklapanje u gel, c) kovalentno vezivanje [13]

Bolji nacin imobilizacije bioreceptora je enkapsulacija pomoc¢u polupropusnih membrana.
Polupropusnim membranama se bioreceptor ucvrsti za povrsinu osjetilnog elementa $to sprjecava
rasipanje organske tvari u okolinu. Pore polupropusnih membrana omogucuju prolazak ciljanog
analita prema bioreceptoru, ali onemogucuju prolaz bioreceptorima u okolinu. Metoda imobilizacije
enkapsulacijom smatra se izrazito pouzdanom jer se odrzava visoka razina selektivnosti analita te su

otporne na promjenu temperature i pH vrijednosti otopine uzorka.

Tehnika uklapanjem u gel je unaprijedena metoda enkapsulacije. Tehnika enkapsulacije i uklapanje u
gel predstavljaju fizicku metodu imobilizacije organskog elementa, ali uklapanje u gel smatra se
dugotrajnijim rjeSenjem. Proces uklapanja u gel najces¢e ukljucuje homogenu smjesu enzima i
monomera. Takva homogena smjesa, odnosno gel se zatim polimerizira odredenim pripravcima.

Polimerizacija je proces, odnosno kemijska reakcija povezivanja monomera u polimere, pri ¢emu su
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monomeri medusobno vezani Cvrstim kovalentnim vezama. Dobivenu polimeriziranu smjesu
potrebno je filtrirati i osusiti. Problem pri koriStenju ove metode predstavlja interakcija enzima i
pripravaka za polimeriziranje. Polimeriziraju¢i pripravci mogu negativno djelovati na enzim, pri cemu

moze doé¢i do promjene svojstava enzima ¢ime se ugrozava Visoka razina enzimske selektivnosti.

Kovalentno vezivanje je metoda imobilizacije koja pruza najduzi vijek trajanja biosenzoru, izmedu 4-
14 mjeseci. Kovalentno vezivanje je kemijska metoda imobilizacije a temelji se na kovalentnoj vezi
izmedu enzima 1 Cvrste podloge izradene od polimera. NajceS¢e koristeni polimer je polipirol.
Polipirolu ili nekom drugom polimeru se pod utjecajem odredenih kemijskih sredstava mijenjaju

svojstva na nacin da je u moguénosti ostvariti snaznu kovalentnu vezu s enzimom.
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4. ELEKTROKEMIJSKI BIOSENZORI

Elektrokemijski biosenzori proizvode odzivni signal na temelju interakcije bioloskog elementa i
ciljanog analita, pri ¢emu je odzivni signal napon, struja ili vodljivost. Bioloski element naj¢esce se

imobilizira na povrSinu elektrode jednom od tehnika imobilizacije opisanom u prethodnom poglavlju.
Elektrokemijski biosenzori se mogu podijeliti na:

1. Potenciometrijske biosenzore,

2. Amperometrijske biosenzore,

3. Konduktometrijske biosenzore

Razlika izmedu navedenih elektrokemijskih biosenzora je u mjerenoj veliini, pa se tako
potenciometrijskim biosenzorima mjeri razlika potencijala izmedu koriStenih elektroda,
amperometrijski biosenzori se koriste za mjerenje razlike u elektri¢noj struji, dok konduktometrijski

mjere elektriénu vodljivost na temelju biokemijske reakcije.

Elektrokemijski biosenzori se najcesce koriste. Razlog tome su visoka osjetljivost i selektivnost na
odredeni analit, niska cijena, jednostavna laboratorijska mjerna oprema, siroko dinamicko i podrucje
primjene. Ipak, uz sve navedene prednosti, nedostatak je troSenje bioloskog elementa te osjetljivost
na elektromagnetske smetnje. Najcesce koristeni bioloski element u elektrokemijskim biosenzorima

su enzimi.

4.1. Potenciometrijski biosenzori

Sama rije¢ ,potenciometrijski®“ biosenzori govori da se rad ovakvih biosenzora temelji na
potenciometriji. Potenciometrija je elektrokemijska analitiCka metoda koja se zasniva na mjerenju
razlike potencijala izmedu dvije elektrode od kojih je jedna presvucena bioloski aktivnim elementom,

najcesce enzimom.

Razlika potencijala mjeri se pod ravnoteznim uvjetima bez toka struje kroz elektrode biosenzora ili
moze teci struja tako male vrijednosti da ne dovodi do poremecaja ravnoteznih uvjeta. Za mjerenje

razlike potencijala koriste se potenciometri ili voltmetri spojeni na krajeve elektroda.
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Potenciometrijski bosenzori najcesc¢e koriste dvije elektrode, referentnu i indikatorsku (radnu), iako
postoje slucajevi kada se koriste tri elektrode. Potencijal referentne elektrode ne ovisi o koncentraciji

analita u uzorku za razliku od indikatorske elektrode.

Galvanski ¢lanak
Referentna l Indikatorska
elektroda ! elektroda

Otopina analita

llustracija 4.1. Radna i indikatorska elektroda elektrokemijskih senzora [8]

Elektrode potenciometrijskih biosenzora predstavljaju galvanske poluclanke, dok oba poluc¢lanka
zajedno cine jedan galvanski ¢lanak kao $to je prikazano na ilustraciji 4.1. Galvanski ¢lanak se moze
definirati kao ¢lanak koji spontano pretvara kemijsku energiju u elektri¢nu, pri ¢emu su poluclanci,
odnosno elektrode uronjene u otopinu s analitom. U potenciometrijskim biosenzorima dolazi do
stvaranja elektromotorne sile u galvanskim celijama koje su postavljene u elektrolitsku otopinu.
Elektrolit je otopina koja sadrzi ione koji su sposobni prenositi elektricni naboj. Molekula iona

posjeduje elektri¢énu komponentu koja se moze iskazati sljede¢om relacijom[20] :

fi = u, + RTlna, + zFg (4-1)

Gdje su: {i- elektrokemijski potencijal
u;- kemijski potencijal ionske vrste
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a;- aktivitet ionske vrste

z- nabojni broj ionske vrste
¢- galvanijev potencijal faze
F- Faradayeva konstanta

R- opc¢a plinska konstanta
T- temperatura

Radna elektroda potenciometrijskih biosenzora najc¢esce je lon-selektivna (osjetljiva) elektroda. Kada
se na lon-selektivnu elektrodu imobilizira enzim, tada se naziva enzimska potenciometrijska
elektroda. lon-selektivna elektroda je osjetilna naprava posebno napravljena tako da njen potencijal
ovisi o koncentraciji odredene tvari u elektrolitu. Kada enzim kataliticki djeluje na odredeni supstrat
dolazi do stvaranja produkta. Uslijed biokemijske reakcije kod potenciometrijskih biosenzora za
mjerenje pH vrijednosti mijenja se koli¢ina vodikovih iona u elektrolitu nakon biokemijske reakcije
Sto rezultira razlikom potencijala izmedu lon-selektivne i referentne elektrode koji se moze iskazati
Nicolsky-Einsmanovom relacijom[20]:

ZA

2,303RT zg
log(as + X5=1Kap * ay’) (4-2)

ZpF

E = konst. +

Gdje su: E- razlika potencijala iskazana prema referentnoj elektrodi
z,4- naboj iona na koji je elektroda selektivna
a4- koncentracija iona na koji je elektroda selektivna
K, p- koeficijent selektivnosti elektrode za ion B u odnosu na ion A
ag- koncentracija iona B

zp- naboj iona B
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Promjenjivi predznak u jednadzbi (4-2) se u slucaju pozitivnog predznaka odnosi na Kkatione, a u
slu¢aju negativnog predznaka se odnosi na anione. Anioni su negativno nabijeni ioni, dok su kationi

pozitivno nabijeni.

Prve enzimske elektrode koriStene su za mjerenje koncentracije karambida, odnosno mokraéne
kiseline. Kao bioreceptor koristen je enzim ureaza koji u katalitickoj reakciji s mokra¢nom kiselinom
stvara produkt. Koncentracija novo stvorenog produkta mjeri se indikatorskom elektrodom koja je
selektivno osjetljiva na to¢no odredeni produkt koji proizlazi iz katalitickog djelovanja enzima na

supstrat.

U nekim sluc¢ajevima moze do¢i do pogreske prilikom kataliticke reakcije gdje enzim moze stvoriti

drugaciji produkt. Takav pogresno stvoreni produkt ne utjece na rad biosenzora.

Staklena
>
-~ elektroda

_Sloj gela
s enzimom

llustracija 4.2. Enzimska indikatorska elektroda [13]

Za mjerenje koncentracije mokraéne kiseline, povrsina elektrode premazuje se polimernim gelom kao
Sto prikazuje ilustracija 4.2., koji u sebi sadrzava bioreceptor enzim ureazu. Zatim se polimerni gel

prekriva papirom za dijalizu ili mreZicom koja sprijecava mijeSanje enzima 1 uzorka ispitivanja.

Kada se elektrode urone u uzorak, mokra¢na kiselina prodire u polimerni gel radne elektrode uslijed
¢ega dolazi do kataliticke reakcije izmedu enzima 1 supstrata. Uslijed kataliticke reakcije dolazi do
stvaranja produkta, odnosno promjene ionske vrste na koju je indikatorska elektroda osjetljiva i

reagira na njega promjenom potencijala.
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4.1.1. Enzimski potenciometrijski biosenzori zasnovani na FET tranzistorima

Tranzistori su poluvodic¢ki elementi koji se upotrebljavaju kao pojacala elektricnog signala u
analognim ili kao sklopke u digitalnim sklopovima. FET (Field-Effect-Transistor) tranzistori se
nazivaju unipolarni ili tranzistori s efektom polja. Naziv unipolarni su dobili po ¢injenici da struju €ini
samo jedan tip nosioca naboja. Nosioci kod N-kanalnog FET-a su elektroni dok su Supljine nosioci
kod P-kanalnog FET-a. Naziv efekt polja su dobili zbog toga $to se osiromasena podruc¢ja u kanalu

stvaraju pod djelovanjem elektri¢nog polja inverzno polariziranog PN spoja.

FET tranzistori se sastoje od tri elektrode: uvod(Source), odvod(Drain) i upravljacka elektroda (Gate).
U potenciometrijskim biosenzorima FET tranzistori se koriste zato $to su naponski upravljivi i imaju

veliku ulaznu impedanciju te su dimenzijama mali §to pruza moguénost masovne proizvodnje.

Ovisno o poluvodickom materijalu koji povezuje uvod i odvod odreduje se tip kanala. Postoje P-
kanalni i N-kanalni FET tranzistori. Najée$¢i poluvodi¢ki materijal za konstrukciju FET tranzistora je

silicij. Postoji 1 izvedba gdje se kombiniraju germanij 1 silicij §to dovodi do povecanja brzine rada.

Unipolarni tranzistori mogu se podijeliti prema tipu konstrukcije na: JFET (Junction-Field-
EffectTransistor) i MOSFET (Metal-Oxide-Semiconductor-Field-Effect-Transistor).

Fotografija 4.3. P-kanalni MOSFET [10]

MOSFET tranzistor je tip FET tranzistora u kojemu je upravljacka elektroda izolirana od kanala
slojem silicijevog dioksida (Si02). MOSFET isto kao i FET moze biti N-kanalni ili P-kanalni kao $to
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je prikazano na fotografiji 4.3. MOSFET tranzistor je naponski upravljan $to znaci da se protokom

struje koja prolazi kroz upravljacki sklop upravlja naponom koji je doveden na upravljacku elektrodu.

Izmedu sloja silicijevog dioksida napravljeni su otvori prema N ili P podrucju te su izvedeni metalni
prikljuéci za izvor i odvod. Izmedu izvora i odvoda nalazi se metalna ploCica koja predstavlja

upravljacku elektrodu (Gate). Dijelovi MOSFET-a su prikazani na ilustraciji 4.4.

2 / 1zolacijski sloj

1: Uvod

2: Upravljacka elektroda
3 3: Odvod

4:Tijelo

llustracija 4.4. Dijelovi MOSFET-a [12]

Ako se radi o P-kanalnom MOSFETU, potrebno je dovesti napon negativnhog predznaka na
upravljacku elektrodu za ispravan rad tranzistora. Ukoliko se radi o N-kanalnom MOSFETU, dovodi
se pozitivan napon na upravljacku elektrodu. Ulazni otpor MOSFET-a moze biti i do 1015 puta veci

od FET tranzistora.

Kada se na MOSFET tranzistor umjesto metalne plocice koja predstavlja upravljacku elektrodu stavi
ion-selektivna membrana dobije se ISFET (lon-Selective-Field-Effect-Transistor). 1970. godine Peter
Bergveld izradio je prvi ISFET tranzistor koji je sluzio za mjerenje pH koncentracije u otopini uzorka.
ISFET je poluvodicki uredaj u kojemu se strujom izmedu uvoda i odvoda upravlja pomocu napona
dovedenog na upravljacku elektrodu koja je ion-osjetljiva. Usporedba MOSFET i ISFET tranzistora

prikazana je na ilustraciji 4.5.
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Upravljacka elektroda
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Uvod Odvod Uvod Odvod
MOSFET ISFET

lustracija 4.5. Usporedba MOSFET-a i ISFET-a [13]

Promjena aktivnosti iona u ispitivanom uzorku uzrokuje promjenu potencijala na upravljackoj
elektrodi. Problem kod ion-osjetljivih elektroda je pojava Suma kao posljedica visoke impedancije
ion-osjetljive membrane. Zice koje povezuju indikatorsku elektrodu i pojacalo reagiraju na svaku
promjenu u elektromagnetskom polju (efekt antene). Rjesenje tog problema pronalazi se u skracivanju

zica 1/ili se zice oklopljuju kako bi se smanjio utjecaj smetnje na signal.

ISFET tranzistori ucinkovito rjeSavaju ovakve probleme s obzirom da nemaju kablove, odnosno
ionselektivna membrana postavljena je direktno na upravljacku elektrodu. Nisko-impedancijski izlaz
ISFET tranzistora moze se spojiti na pojacalo, neovisno o duljini zZice te ne postoji potreba za
oklopljenjem tih Zica. Ion-osjetljive membrane koje se koriste u ISFET tranzistorima Kkoriste se i u
ion-osjetljivim elektrodama. lon-osjetljiva membrana propusta to¢no odredene ione sve dok potencijal

na membrani de dosegne maksimalan iznos koji je dovoljan da zaustavi to kretanje.

ENFET (Enzyme FET) tranzistori baziraju se na ISFET tranzistorima gdje se na ion-osjetljivu
membranu dodaje sloj imobiliziranog enzima. Do razlike potencijala dolazi uslijed enzimske
kataliticke reakcije u membrani, nakon ¢ega produkti stvaraju elektri¢no polje koje se ocitava pomocu

ENFET-a. ENFETa tranzistori su minijaturni biosenzori.

Kada je enzimska membrana primjenjena na potenciometrijskoj elektrodi, tada se potencijal mjeri
pomocu kruga koji ima veéu ulaznu impedanciju od impedancije membrane. Kod ENFET senzora

elektrolit 1 unutrasnja elektroda zamjenjuju se kanalom FET-a koji je poluvodicki kontakt na kojemu
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se nalazi bioloski aktivan element, membrana. Kanal FET-a ima malu impedanciju i spojen je na
odgovaraju¢i mjerni krug koji mjeri potencijal.
4.2. Amperometrijski biosenzori

Amperometrijski biosenzori temelje se na mjerenju jacine struje koja tece kroz elektrokemijsku ¢eliju,

odnosno elektrode. Amperometrijski biosenzor prikazan je na ilustraciji 4.6.

Uzorak Sepzor
~ “kemdjski'signal analiticki signal
Analit Pl =
‘ Receptor
Pretvormik

lHustracija 4.6. Amperometrijski biosenzor [15]

U amperometrijskim biosenzorima se kao bioreceptori u pravilu koriste enzimi koji su imobilizirani
na povrsinu radne elektrode. Kao i kod potenciometrijskih biosenzora enzimi se mogu Koristiti u

svom ,,¢istom obliku“ ili se mogu pojaviti u tragovima organskog tkiva.

Za razliku od potenciometrijskih biosenzora kod kojih se koriste ion osjetljive elekrode,
amperometrijski biosenzori koriste kovinske elektrode koje su osjetljive na redoks reakciju. Redoks
reakcija je kemijska reakcija pri kojoj dolazi do pojave oksidacije i redukcije. Oksidant otpusta

elektrone, dok ih reducirana Cestica prima.

Na radnu elektrodu dovodi se istosmjerni napon koji mora biti konstantanog iznosa, a odzivna struja
mora biti proporcionalna koncentraciji oksidiranih ili reduciranih ¢estica na radnoj elektrodi. Temelj
amperometrije je elektroaktivnost produkta, odnosno da je on sposoban reducirati ili oksidirati, dok

je uloga enzima pretvoriti supstrat koji nije elektroaktivan u elektroaktivan produkt.
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Kako bi doslo do redoks reakcije potrebno je postaviti ¢elije u otopinu (elektrolit). Ako je npr. enzim
uklopljen u gel, do smanjenja koncentracije elektroaktivne vrste (produkta) dolazi unutar sloja gela
kao posljedica redoks reakcije. Grani¢na struja, odnosno odzivni signal biosenzora ovisi o koli¢ini
supstrata na koji reagira enzim. Pa se tako koli¢ina analita moze odrediti na temelju struje redukcije
ili oksidacije produkta biokemijske reakcije. U slucaju da je razlika potencijala radne elektrode i
redoks sustava otopine elektrolita velika, do oksidacije ili redukcije dolazi gotovo trenuta¢no ¢emu se
1 tezi prilikom dizajniranja ovakvih biosenzora. Grani¢na struja se u tom slucaju naziva difuzijska
struja jer struja redukcije (oksidacije) vise ne ovisi 0 samom potencijalu elektrode, ve¢ je uvjetovana

brzinom difuzije.

Difuzijska struja ra¢una se prema izrazu[20] :

C -
la = zFAD (4-3)

Gdje su: 14- difuzijska struja
z- maksimalni protok produkta
F- molarni naboj
A- povrsina elektrode
co- koncentracija elektroaktivnog produkta
&- debljina difuzijskog sloja(membrane)

Biosenzori za glukozu su najraSireniji amperometrijski biosenzori. Koriste se za mjerenje

koncentracije glukoze u krvi osoba oboljelih od Secerne bolesti 1 nazivaju se glukometri.

Glukometar se sastoji od dvije elektrode. Na povrsinu jedne od elektroda imobilizira se enzim koji
smanjuje razinu kisika u dodiru s glukozom S§to uzrokuje smanjenje struje. Druga elektroda je
referentna elektroda koja ima konstantni iznos struje neovisno o koncentraciji glukoze u krvi. Kada
se na obje elektrode stavi kapljica krvi, prilikom enzimske reakcije prva elektroda ¢e imati manji iznos
struje od druge elektrode. Razlika struje je direktno proporcionalna potrosenom kisiku prilikom

enzimske reakcije.
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4.3. Konduktometrijski biosenzori

Konduktometrijski biosenzori se temelje na mjerenju elektricne vodljivosti kao posljedica
biokemijske reakcije. Bioreceptori koristeni u ovakvim biosenzorima su iskljucivo enzimi. Vodljivost
se moze definirati kao omjer elektri¢ne struje i napona te je obrnuto proporcionalna otporu. Elektri¢na

provodnost, odnosno vodljivost se kod konduktometrijskih biosenzora ra¢una jednadzbom[23] :

z (4-4)

Gdje su: A- poprecni presjek podrucja uzorka
I- duzina uzorka
R- otpor

Konduktometrijski biosenzori se za mjerenje vodljivosti koriste elektrokemijskim ¢elijama prikazane
na ilustraciji 4.7. Elektrokemijske ¢elije su u ovom sluéaju dvije metalne plo¢ice medusobno odvojene

nekoliko centimetara dok je na njihovu povrSinu imobiliziran enzim.

Elektrokemijske
celije

[mobilizirani
bioreceptor

Dodir s telucmom

llustracija 4.7. Elektrokemijske celije za mjerenje vodljivosti [20]

Uslijed dodira elektrokemijskih celija i otopine s analitom dolazi do biokemijske reakcije koja za
posljedicu ima promjenu vodljivosti elektrokemijskih celija. Za mjerenje vodljivosti koristi se

Wheatstoneov most. Wheatstoneov most je elektronicki sklop koji sluzi za precizno mjerenje
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promjene nepoznatog otpora na temelju tri poznata otpora, a jednu granu zamjenjuju elektrokemijske

¢elije kao Sto prikazuje ilustracija 4.8..

“+
ﬁ

llustracija 4.8. : Neuravnotezeni Wheatstoneov most [16]
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5. OPTICKI BIOSENZORI

Opticki biosenzori su senzori koji se baziraju na emitiranju svjetlosti u produkt biokemijske reakcije.
Biokemijskom reakcijom bioreceptora i analita dolazi do promjene karakteristike analita kojemu se
moze primjenom razli¢itth metoda (apsorpcija, fluorescencija, rasprSenje svjetlosti,

bioluminiscencija) utvrditi postojanje i koli¢ina.

Kao izvor svjetlosti u biosenzorima koristi se svjetleca ili LED (Light-Emitting-Diode) dioda, opticko
vlakno sluzi za prijenos svjetlosti dok se kao detektori svjetlosti koriste uglavnom CCD

(ChargeCoupled-Device) senzori ili fotootpornici.

Bioloski element se moze imobilizirati direktno na povrSinu optic¢kog vlakna ili u njegovoj

neposrednoj blizini. Naj¢esce koriSteni bioreceptori su enzimi i antitijela.

5.1. Apsorpcija

Apsorpcija je proces u kojemu produkt enzimske reakcije upija dio elektromagnetskog zracenja koji
prolazi kroz njega. Elektromagnetsko zraCenje moze biti u obliku svjetlosti te infracrvenog ili

ultraljibi¢astog zracenja.

Pobudm Otopina analita
snop '

Sloj imobilizaronog U detektor
reagensa u kontaktu

s otopinom analita

(opti¢ki aktivni sloj)

lustracija 5.1. Propagacija svjetlosti prilikom apsorpcije [20]

Svjetlo se putem optickog vlakna prenosi do otopine s analitom na ¢ijoj je membrani imobiliziran

bioloski aktivan element pri ¢emu je membrana opticki propusna kao §to je prikazano na ilustraciji
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5.1. Nakon §to svjetlo prode kroz propusnu membranu i otopinu s analitom, drugo opti¢ko vlakno

prihvaca tu svjetlost i prenosi ju do detektora svjetlosti.

Razina apsorpcije koja se mjeri naziva se apsorpcijski spektar. Apsorpcijski spektar je drugaciji za
svaku vrstu mjerenog analita te direktno ovisi o valnoj duljini svjetlosti. Mjerenjem ciljanog

apsorpcijskog spektra osigurava se visoka razina selektivnosti te se odreduje koncentracija analita.

Apsorpcija svjetla opisuje se Lambert-Beerovim zakonom koji govori da se apsorpcija svjetla moze
iskazati u ovisnosti sa svojstvima molekula koje apsorbiraju svjetlo te se iskazuje sljedecom

relacijom[20] :
log ! -
A= 0810 _ (5-1)

l
] &c

Gdje su: A- apsorbancija
€- molarni apsorpcijski koeficijent

c- koncentracija molekulske vrste koja apsorbira svjetlo

[- opticki put

5.2. Fluorescencija

Fluorescencija je proces u kojemu se elektromagnetskim zracenjem pobuduje molekula koja zatim

emitira fotone uslijed prijelaza iz pobudenog u normalno (osnovno) stanje.

Za fluorescenciju je karakteristicno da se pobudene molekule medusobno sudaraju, Sto uzrokuje
prijelaz u stanje s energijom vibracije. Prijelaz iz jednog u drugo stanje traje jako kratko, otprilike
10-8s . Prijelaz iz stanja vibracije u osnovno stanje traje oko 103ns nakon gaSenja izvora
elektromagnetskog zracenja te za vrijeme tog prijelaznog stanja molekula, emitira fotone. Emitiranje

fotona naziva se fluorescencija.

U fluorescenciji se za biolosko prepoznavanje naj¢es¢e upotrebljavaju antitijela. Antitijelo se veZe za

antigen (analit) od interesa pri cemu ga antitijelo oznacava te se moze mjeriti fluorescentni otisak koji
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je karakteristi¢an za vezu odredenog antigena i antitijela. Intenzitet zraCenja fotona moze se iskazati

sljede¢om relacijom[20] :

Gdje su:

Iz = yQelc

I- Intenzitet zracenja fotona

y- efikasnost sabiranja

Q- kvantna efikasnost

€- molarni koeficijent apsorpcije

c- koncentracija molekula fluora

(5-2)
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6. BIOSENZORI MASE

Biosenzor mase ili piezoelektri¢ni biosenzor je uredaj koji sluzi za mjerenje mase na temelju
rezonantne frekvencije piezoelektricnog materijala i1 interakcije izmedu bioreceptora i analita.

Najcesce koristeni bioreceptor je antitijelo.

Piezoelektricni efekt otkriven je 1880. godine, a otkrili su ga braca Paul i Jacques Curie.
Piezoelektricni efekt predstavlja pojavu naboja odnosno suprotne polarizacije na suprotnim
povrsinama piezoelektricnog materijala (dielektrika), a posljedica je deformacija materijala.
Dielektrik je materijal koji loSe provodi elektricitet, a posljedi¢no tome je sposoban podnositi velike
iznose elektri¢nog napona. Naj¢esce koristeni piezoelektri¢ni materijali su kvarc, topaz, keramika,
kristal i turmalin iako je daleko najznacajniji i najkoriSteniji materijal kvarc. Prilikom polarizacije

materijala dolazi do pojave direktnog ili inverznog piezoelektri¢nog efekta.

llustracija 6.1. Direktni piezoelektricni efekt [17]

Direktni piezoelektri¢ni efekt predstavlja pretvorbu mehani¢ke u elektricnu energiju uslijed
naprezanja piezoelektriénog materijala. Smanjivanjem i povecavanjem debljine piezoelektricnog

materijala dolazi do promjene polarizacije piezoelektriénog materijala $to rezultira nastankom napona.

Inverzni piezoelektri¢ni efekt s druge strane oznacava pretvaranje elektriéne u mehani¢ku energiju.
Na piezoelektricni element djeluje napon doveden elektrodama §to uzrokuje oscilacije samog

materijala.
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llustracija 6.2. Inverzni piezoelektricni efekt [17]

Najcesce koristeni piezoelektri¢ni biosenzori su kvarcna mikrovaga koja se u stru¢noj literaturi ¢esto
naziva i QCM (engl. Quartz crystal microbalances) te SAW (povrsinski aukusti¢ni val, engl. Surface

acoustic wave) biosenzor.

llustracija 6.3. AT-rezani kvarc [24]

Kvarcna mikrovaga u pravilu sadrzi AT-rezani kvarc. AT-rezani kvarc znaci da je kvarc rezan pod

kutem od 35° 15' u odnosu na z-0s kao $to prikazuje ilustracija 6.3.
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llustracija 6.4. Kvarcna mikrovaga [19]

Kod kvarcne mikrovage, kvarc je izrezan u disk debljine 0.1-0.2mm te su na njega postavljene
elektrode 1 drzaCi Sto se moze vidjeti na ilustraciji 6.4. Promjena rezonantne frekvencije
proporcionalna je nakupljenim naslagama analita na piezoelektricnom materijalu te se moze iskazati

sljede¢om relacijom[19] :

Af (6-1)

Gdje su: Af- razlika u promjeni rezonantne frekvencije f,
Am- ukupna promjena mase piezoelektricnog materijala

Relacija (6-1) primjenjiva je samo u slu¢aju kada se analit nakuplja na biosenzoru zra¢nim putem, za
slucaj kada se mjeri promjena rezonantne frekvencije u otopinama koje sadrzavaju analit, moze se
primjenjivati sljedeca relacija:

6-2
.| Am pLN (6-2)

Af = — +
\ajup,  |fomupq
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Gdje su: A- povrsina elektrode
u- modul smicnosti
pq- gustoca kvarca
pL- gustoca otopine

u- viskoznost otopine

Interdigitne elektrode . A .

e digit © clekl ode . Piezoelektriéni materijal

piezoelektriénih pretvornika
— T—

™ = . £
t -

- Fd
Povriinski akusticki J Pogled odozgo
val

Selektivni sloj
—_—

oA “eee

R A ===~ Pogled sa strane

— ava

lustracija 6.5. SAW biosenzor [20]

lustracija 6.5. prikazuje piezoelektricni SAW biosenzor. Na povrsinu piezoelektri¢nog materijala
postavljene su dvije interdigitne elektrode izmedu kojih se nalazi tanak sloj imobiliziranog
bioreceptora. Jedna od interdigitnih elektroda ponasa se kao odasilja¢, a druga kao prijamnik.
Akustiéni val koji generira i odasilje prva elektroda prolazi preko povrSine selektivnog
bioreceptorskog elementa. Kao i kod piezoelektri¢nog biosenzora mase, kod SAW biosenzora analit
se talozi na povrSinu bioloskog elementa te utjeCe na promjenu rezonantne frekvencije, a samim time
1 na brzinu akusti¢nog vala. Uloga prijamnicke elektrode je akusti¢ni val pretvoriti u elektric¢ni signal.
Pretvoreni elektricni signal zatim pobuduje piezoelektriéni materijal. Promjena rezonantne

frekvencije moze se iskazati relacijom[19] :
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Af = (kg + k) 'fo2 “Alpp, - d) (6-3)

Gdje su : A(p,, - d)- promjena mase po jedinici duljine
d- debljina piezoelektricnog materijala

k, 1 k,- konstante materijala

Uobicajeno je da SAW biosenzori imaju vecu rezonantnu frekvenciju piezoelektri¢nog materijala Sto
u pravilu olakSava mjerenje ukupne promjene mase. Dimenzije SAW biosenzora su manje te su

jeftiniji, ali su osjetljivi na temperaturu i vlagu.
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7. TEMPERATURNI BIOSENZORI

Biosenzori koji mjere disipaciju (otpustanje) topline, odnosno promjenu entalpije kao rezultat
biokemijske reakcije nazivaju se kalorimetrijski ili temperaturni biosenzori. Entalpija je ¢est pojam u

termodinamici a moze se definirati kao mjera ravnoteZnog stanja sustava, opisuje se relacijom[19] :
H=U+pV (7-1)
Gdje su: H- entalpija
U- unutrasnja energija
p- tlak
V- volumen

Za mjerenje razlike temperature u kalorimetru se u pravilu koriste termistori. Kalorimetar je uredaj
kojim se mjeri koli¢ina oslobodene topline uslijed kemijske, 0dnosno u ovom slu¢aju biokemijske
reakcije. Termistori su poluvodicki termootpornici ¢iji otpor se mijenja proporcionalno s promjenom

temperature. Izgled termistora prikazan je na fotografiji 7.1.

Fotografija 7.1. Termistor [18]
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NajceS¢e koristeni bioreceptori u ovakvim sustavima su enzimi zbog karakteristicno visokog
toplinskog ucinka, odnosno visokog iznosa otpustene topline prilikom katalitickog djelovanja enzima
uslijed pretvorbe supstrata u produkt. Tako je npr. molarna entalpija enzima kolesterol oksidaze (engl.

Cholestgerol oxidase) koji reagira na supstrat (analit) kolesterol AH = —53 kJ /mol.

llustracija 7.2. Kalorimetrijski biosenzor [19]
1- ulaz, 2- izmjenjivac topline, 3- termoizolacija, 4- aluminijska kutija, 5- termistori, 6- spremnik s

enzimom, 7- izlaz.

llustracija 7.2. prikazuje jednostavan kalorimetrijski biosenzor. Uzorak supstrata u teku¢em stanju
dovodi se na ulaz kalorimetra te prolazi kroz izmjenjiva¢ topline i spremnik s enzimom nakon ¢ega
otopina s produktom izlazi iz sustava. Do biokemijske reakcije dolazi uslijed prolaza otopine sa
supstratom kroz spremnik s enzimom. Enzim moze biti imobiliziran na samu povrSinu termistora, ali
se ¢eSce koriste spremnici s enzimom, odnosno enzimski reaktori. U enzimskim reaktorima, enzimi
Su obi¢no smjeSteni unutar polupropusnih membranskih cijevCica koje dopustaju difundiranje
supstrata prema enzimu, odnosno difundiranje produkta nakon biokemijske reakcije nazad u otopinu.
Krajevi termistora spojeni su tako da se moZe zabiljeziti temperatura prije i nakon biokemijske

reakcije. Za mjerenje promjene otpora termistora koristi se Wheatstoneov most ¢iji je princip rada

opisan u poglavlju 3.5. Temperaturna promjena sustava moze se prikazati sljede¢om relacijom[19] :
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AH v (7-2)

AT =
C

Gdje su: AT- ukupna promjena temperature
AH- molarna entalpija produkta
v- stehiometrijski koeficijent
C- toplinski kapacitet promatranog sustava

Promjena vrijednosti otpora R termistora moze se prikazati Seinhart-Hart-ovom jednadzbom i njenim

izvodima[19] :
1 -
T=A+B(lnR)+C(lnR)3 (7-3)
Gdje su: T- temperatura u Kelvinima
A,B i C- Steinhart-Hart-ove konstante
R- otpor

Ako se uzme u obzir da se radi o malim promjenama temperature, relacija (7-3) se moze zapisati kao

eksponencijalna funkcija[19] :
Ryy (1 1 (7-4)
n (RZ) =B <T1 Tz)

Gdje su: R,i R, vrijednosti otpora pri temperaturama T; i T,.

Dodatnim pojednostavljivanjem relacije (7-4), dobije se[19] :

k- l-3)

Ako se uzme u obzir da je e* = 1+x, onda se relacija (7-5) moze zapisati kao[19] :
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R, = R, [1 +B (TZH_T})] (7-6)

Dodatnim pojednostavljivanjem izraza (7-6) izjednacavaju se vrijednosti temperatura T; i T,[19] :

2 )

. : . AR . : : . .
U ovom slucaju, promjena otpora termistora — direktno je proporcionalna temperaturnoj promjeni

AT iz jednadzbe (7-2).

36



8. MODERNI GLUKOMETRI

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji WHO (engl. World Health Organization), procjenjuje se
da 422 milijuna ljudi u svijetu imaju Secernu bolest(dijabetes). Od 422 milijuna, otprilike 5% ljudi
ima dijabetes tipa 1 koji zahtijeva svakodnevnu kontrolu Secera glukoze u krvi pomocu glukometra.
Glukometar je amperometrijski biosenzor koji se zbog raSirenosti dijabetesa u danaSnje vrijeme
masovno proizvodi i koristi. Veéina glukometara temelji se na redoks reakciji enzima glukoza
oksidaze (GOD) i glukoze uz prisutnost kisika, ali sve viSe modernih glukometara dizajnira se na
temelju djelovanju koenzima NAD zbog vece selektivnosti i osjetljivosti u odnosu na prethodne

generacije glukometara.

Koenzim NAD (Nikotinamid-adenin-dinukleotid) ima reducirani oblik NADH i oksidirani oblik
NAD™*. Uz koenzim mora biti prisutan i enzim, a to su naj¢e$¢e enzimi iz grupe oksidoreduktaze.
Oksidoreduktaze kataliziraju kemijske reakcije oksidacije i redukcije, pri ¢emu je supstrat, odnosno
analit sam koenzim. Oksidoreduktaze mogu biti dehidrogenaze i oksidaze. Oksidaze kataliziraju
kemijske reakcije u kojima kao rezultat kisik prima elektrone, dok dehidrogenaze iz organskog spoja

uklanjaju jednu ili viSe molekula vodika.

Uslijed biokemijske reakcije enzima i supstrata dolazi do stvaranja novog produkta, ali i do oksidacije

ili redukcije koenzima. Jedna od takvih reakcija moze se objasniti izrazom[20] :

supstrat + NAD* —» produkt + NADH + H* (8-1)

Prema relaciji (8-1) supstrat uslijed katalitiCkog djelovanja enzima dehidrogenaze postaje produkt,
dok koenzim NAD® reducira u NADH. Supstrat u ovom slufaju predstavlja glukozu ¢&ija se
koncentracija odreduje na temelju koncentracije reduciranog ili oksidiranog koenzima. NajceSce se
mjeri koncentracija reduciranog koenzima NADH jer u slucaju oksidacije samog NADH dolazi do
velikog prenapona reakcije §to onemogucuje dizaniranje i izradu obnovljivog biosenzora. Sam

prenapon reakcije moze se smanjiti modifikacijom povrSine grafitne elektrode.
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Povrsina grafitne elektrode kemijski se modificira spojem (Medola plava) koji je kemijski vezan na
samu povrsinu elektrode te je u mogucnosti izmjenjivati elektrone s koenzimom Sto kao posljedicu

ima visoku elektrokemijsku razinu, odnosno reaktivnost koenzima.

Uslijed biokemijske reakcije glukoze, vode i NAD* pod utjecajem enzima glukoza dehidrogenaze

nastaje glukonska kiselina(produkt) i reducirani oblik NADH kao $to to prikazuje izraz[20] (8-2).
glukoza + NAD* + H,0 — glukonska kiselina + NADH (8-2)

Zbog modifikacije grafitne elektrode moguce je mjeriti koncentraciju NADH koenzima putem
njegove oksidacije. Struja odziva, pri konstantnom potencijalu elektroda, proporcionalna je
koncentraciji glukoze u krvi. U modernim biosenzorima koenzim i enzim su imobilizirani na povrsinu
grafitne elektrode ion-selektivnom membranom ili kovalentnim vezivanjem enzima i koenzima za

povrsine elektrode.

Kapilarni kanal za

\ uzorak

Smjer postavljanja
. trakice u glhikometar

y . Radna i referentna
/ SN elektroda

Imobilizirani
reagens

Mjesto unosa
uzorka krvi

llustracija 8.1. Testne trakice [25]
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Radna i referentna elektroda ugradene su na testne trakice koje se postavljaju u glukometar. Od
korisnika se zahtijeva da kapljicu krvi postavi na predvideno mjesto testne trake. Postavljanjem testnih
trakica s uzorkom krvi u uredaj, na elektrode se dovodi istosmjerni napon konstantnog iznosa pri cemu

je moguce mjeriti biokemijsku reakciju enzima i supstrata u obliku jakosti elektricne struje.

Fotografija 8.2. Primjer modernog glukometra [27]

Odzivna struja biokemijske reakcije mora biti proporcionalna koncentraciji oksidiranih ili reduciranih

Cestica koenzima NAD na radnoj elektrodi.
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9. ZAKLJUCAK

Biosenzori se mogu definirati kao uredaji koji na temelju biokemijske reakcije proizvode odzivni
signal koji je moguée myjeriti, analizirati, pohraniti na racunalo i pristupiti mu u svakom trenutku.
Biosenzori predstavljaju veliku podskupinu kemijskih senzora. Princip rada kemijskih senzora
izravno se primjenjuje na rad biosenzora. Podruéje primjene biosenzora je Siroko te se Koriste u
medicini, agrikulturi, industrijskim procesima vezanim za kontrolu kvalitete namirnica,
protuterorizmu i dr. Veliki problem biosenzora predstavlja njihov radni vijek. Radni vijek biosenzora
je ograniCen zbog selektivnih organskih elemenata koji se prilikom koriStenja troSe. Imunosenzori su
senzori koji kao bioloski element koriste antitijela. Antitijela se prilikom vezanja s antigenom od njega
vise ne mogu odvojiti, zbog ¢ega se ovakvi biosenzori mogu koristiti samo jednom. Napredak u ovom

podrudju predstavljaju enzimski senzori €iji radni vijek koriStenjem metode kovalentnog vezivanja za

povrsinu osjetilnog elementa moze biti povecan na 4-14 mjeseci[19].

Najcesce koristen biosenzor je glukometar. Glukometar je amperometrijski biosenzor koji sluzi za
mjerenje koncentracije glukoze u krvi. Procjena je da se u 2017. godini trziSte ovakvih biosenzora
kretalo u vrijednosti od 10,71 milijardi dolara[26] te se predvida da ¢e do 2022. godine trziSte
ostvarivati godi$nji rast od 5.4%. Glukometri ¢ine 85% ukupnog trziSta biosenzora[26]. Njihova
velika prednost je moguénost koriStenja na licu mjesta (lat. In situ) zbog cega oboljeli ne moraju
svakodnevno odlaziti lije¢niku. Moze se pretpostaviti da ¢e barem u idu¢ih nekoliko godina
glukometar biti najbolje rjeSenje za mjerenje glukoze u krvi, jer trenutno bolje alternative nema. U
prilog mu ide i Cinjenica da se razvojem tehnologije razvijaju pametni uredaji koji mogu putem
bezi¢ne veze komunicirati s mobilnim uredajima ili prenositi zabiljeZena mjerenja u bazu podataka

lije€nika.
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SAZETAK
Biosenzori

Biosenzor je uredaj koji biokemijsku reakciju pretvara u elektri¢ni analogni signal koji se moze
obradivati, analizirati, pohranjivati i dr. Biosenzor se sastoji od pretvornika i bioreceptora. Pretvornik
moze biti senzor, elektroda ili drugi osjetilni element. Bioreceptor je temelj selektivnosti biosenzora
a predstavlja element organskog podrijetla koji je sposoban djelovati na odredeni analit i izazvati
mjerljivu reakciju. Najces¢e koriSteni bioreceptori su enzimi i antitijela koji su opisani u ovom radu.
Biosenzori se uz podjelu prema bioreceptorima mogu razvrstati i po tipu odzivnog signala na
elektrokemijske, piezoelektri¢ne, opticke i temperaturne biosenzore. Najcesce koristeni biosenzor je
glukometar. Glukometar je amperometrijski biosenzor koji ¢ini 85% danasnjeg trziSta biosenzora.
Ovaj rad sadrzava podjelu biosenzora prema tipu odzivnog signala, njihov princip rada te najcesce

koriSteni bioreceptori.

Klju¢ne rije¢i: biosenzor, bioreceptor, pretvornik, analit, glukometar

ABSTRACT
Biosensors

Biosensor is a device that transforms the biochemical reaction into an electrical analog signal that can
be processed, analyzed, stored, etc. The biosensor consists of transducers and bioreceptors. The
transducer can be a sensor, electrodes or other sensory element. Bioreceptor is the basis of biosensor
selectivity and is an element of organic origin capable of acting on a particular analyte and causing a
measurable reaction. The most commonly used bioreceptors are the enzymes and antibodies described
in this paper. Biosensors can be classified by type of response signal to electrochemical, piezoelectric,
optical and temperature biosensors. The most commonly used biosensor is a glucose meter. The gauge
is an amperometric biosensor that makes up 85% of today's biosensor market. This paper contains a
biosensor division according to the type of response signal, their principle of operation, and the most

commonly used bioreceptors.

Key words: biosensor, bioreceptor, transducer, analyte, glucose meter
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