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WSTEP

Z uzyciem biosensorow mozemy przepro-
wadza¢ analize toksykologiczna substancji
chemicznych, wykrywaé¢ patogeny w bada-
nych prébach, analizowaé¢ przebieg reakcji
chemicznych 1 prowadzi¢ kontrole skladu
zywnosci. Biosensory sa rowniez szeroko
wykorzystywane do analizy oddzialywania
i toksycznosci zwiazkow chemicznych, np.
metali ciezkich w Srodowisku. Jak podaje li-
teratura, uklady te stanowia przyszlosé za-
awansowanej, spersonalizowanej diagnosty-
ki medycznej, monitoringu Srodowiska oraz
badan bezpieczenstwa i jakosci produktow
spozywczych (MATEJCZYK i wspotaut. 2017,
KozITSINA i wspotaut. 2018).

Dzialanie biosensoréw polega na detek-
cji analitu przez warstwe bioreceptorowa.
Powstaly sygnal jest wychwytywany i prze-
twarzany przez przetwornik. Nastepnie prze-
stany zostaje do systemu elektronicznego.
Ostatecznie powstaje wynik w formie zrozu-
mialej dla uzytkownika. W celu zapewnienia
jak najblizszego kontaktu czesci skladowych
biosensora, material biologiczny immobilizo-
wany (unieruchamiany) jest na powierzchni
przetwornika lub matrycy pomocniczej (DAI i
CHor 2013, BHALLA i wspoétaut. 2016). Odpo-
wiedni dla danego ukladu przetwornik (np.
elektrochemiczny, optyczny, termometrycz-
ny) powinien zosta¢ dobrany w zaleznosci
od stosowanej biologicznej warstwy recepto-

rowej (MINAEI i wspoétaut. 2015). Ze wzgledu
na wykorzystywany materiat biologiczny bio-
sensory dzieli sie na calokomoérkowe i mo-
lekularne. Pierwsze z wymienionych cechuja
sie: niskim kosztem, mozliwoscia modyfika-
cji i tatwoscig transportu (MATEJCZYK 2010).
Drugi rodzaj charakteryzuje wysoka czulos¢
pomiaru (ASAL i wspélaut. 2018).

Glownym  materialem  nieorganicznym
stosowanym w konstrukcji biosensoréw jest
krzem (VIGNESHVAR i wspotaut. 2016). Obec-
nie, popularnym staje sie¢ wbudowywanie w
uktad bioanalityczny réwniez nanomateria-
low takich jak grafen (SUVARNPHAET i PECH-
PRASARN 2017). Biosensory ulegaja miniatu-
ryzacji, dzieki czemu zmniejsza sie objetos¢
probki i koszt prowadzonych analiz. Para-
metry pomiarowe biosensora uzaleznione sa
od wykorzystanych do jego konstrukcji ma-
terialow i sposobu ich zintegrowania. Wita-
Sciwosci ukladu powinny odpowiadac¢ plano-
wanemu przeznaczeniu badawczemu (WARD
2007, GAVRILESCU i wspétaut. 2015, BHALLA
i wspotaut. 2016).

PODSTAWY BUDOWY BIOSENSOROW

Biosensory to urzadzenia pomiarowe za-
wierajace ukltad detekcji oparty na czastkach
biologicznie czynnych (VIGNESHVAR i wspol-
aut. 2016). Ich czes¢ biologiczna (biorecep-
tor) moga stanowic¢: mikroorganizmy, komor-
ki roslinne i zwierzece, organelle, enzymy,
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Ryc. 1. Schemat budowy i dziatania biosensora (DAI i CHOI 2013, BHALLA i wspoétaut. 2016)

biatka lub fragmenty DNA (NIGAM i SHUKLA
2015, BHALLA i wspélaut. 2016). Do biosen-
sorow zaliczane sa rowniez uklady wykorzy-
stujace bakteriofagi (NIYOMDECHA i wspoétaut.
2018). Bioreceptor przez stycznos¢ z badang
substancja wytwarza sygnal, ktérym moze
by¢ swiatlo, cieplo, zmiana pH czy masy.
Matryca Dbiologiczna typowego biosensora
polaczona jest z przetwornikiem. Przetwa-
rza on, do postaci mierzalnej, sygnal gene-
rowany przez material biologiczny (BHALLA i
wspotaut. 2016). Przy konstrukcji biosenso-
row stosowane sa przetworniki: fluorescen-
cyjne, luminescencyjne, kolorymetryczne,
kalorymetryczne, piezoelektryczne, termicz-
ne, konduktometryczne, potencjometryczne i
amperometryczne (LEI i wspoéotaut. 2006, NI-
GAM i SHUKLA 2015). Przeksztalcony sygnatl
trafia do systemu elektronicznego, w ktoérym
moze zajS¢ jego wzmocnienie i dalsza obrob-
ka. Ostatecznie uzytkownik otrzymuje dane
wymagajace dalszej obrobki badz gotowy
(llosciowy lub jakosciowy) wynik analitycz-
ny (GRIESHABER i wspoétaut. 2008, BHALLA i
wspotaut. 2016). Schemat dzialania i budo-
wy biosensora przedstawiono na Ryc. 1.

MATERIAY, BIOLOGICZNY TWORZACY
WARSTWE RECEPTOROWA
BIOSENSORA

Wilasciwosci biosensorow zaleza od za-
stosowanego przy ich konstrukcji materialu
biologicznego, tworzacego warstwe biorecep-
torowa. Pod tym wzgledem wyrdzniamy bio-
sensory calokomoérkowe (wykorzystujace cale
komorki) i molekularne (wykorzystujace sub-
stancje biologicznie czynne, takie jak: prze-
ciwciatla, enzymy czy material genetyczny)
(Gur i wspétaut. 2017). Zastosowanie bio-
sensorow catokomorkowych ogranicza koszt
i czas jaki trzeba by poswieci¢ na izolacje
i oczyszczenie poszczegdlnych czesci sklado-
wych komoérek (LEI i wspoétaut. 2006). Orga-

nizmy jednokomorkowe wykazuja relatywnie
szeroki zakres temperatury i pH optymal-
nych do wzrostu, a biosensory bazujace na
ich wykorzystaniu sa proste w modyfikacji.
Ponadto mozliwe jest genetyczne zaprojekto-
wanie mikroorganizmu w celu przystosowa-
nia go do pochlaniania i metabolizmu okre-
Slonych zwiazkéw chemicznych oraz emisji
pozadanego sygnalu w reakcji na bodziec.
Wsrod licznych zalet stosowania biosensorow
calokomoérkowych wymieniane sg roéwniez:
mobilnos¢, prostota stosowania i szybki czas
odpowiedzi (LEI i wspélaut. 2006, PARK i
wspoélaut. 2013, SUN i wspoétaut. 2015, HAW-
RYLIK i MATEJCZYK 2018). W poréwnaniu do
biosensoréw molekularnych, omawiane ukta-
dy cechuje jednak stosunkowo niska czu-
los¢ i selektywnos¢ pomiaru oraz dlugi czas
reakcji (Gul i wspoétaut. 2017, MARTINKOVA
i wspoélaut. 2017). Za pomoca biosensorow
calokomérkowych mozliwe jest okreslenie
wplywu stresu oksydacyjnego oraz dzialania
mutagennego i genotoksycznego substancji
na badany mikroorganizm (HAWRYLIK i MA-
TEJCZYK 2018). Ponadto, uklady te moga byc¢
stosowane do analiz prowadzonych w czasie
rzeczywistym (MATEJCZYK 2010). Jak poda-
je literatura, wykorzystanie eukariotycznych
mikroorganizmow w warstwie biorecepto-
rowej sensora zapewnia szerszy zakres po-
miarowy ukladu, jak réwniez wieksze podo-
bienstwo badanego organizmu do zwierzat,
w porownaniu do stosowania prokariontow
(GUTIERREZ i wspotaut. 2015, SUN i wspol-
aut. 2015, VINGESHVAR i wspotaut. 2016).
Komorki zwierzece lub roslinne cechuje jed-
nak nizsza stabilnos¢ w porownaniu do
bakteryjnych (MARTINKOVA i wspoétaut. 2017).
W konstrukcji biosensoréow calokomoérko-
wych stosowane bywaja przetworniki: am-
perometryczne, luminescencyjne, fluorescen-
cyjne, kalorymetryczne, potencjometryczne,
konduktometryczne i kolorymetryczne (LEI i
wspotaut. 2006, MINAEI i wspoélaut. 2015).
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Tabela 1. Dobor odpowiedniego przetwornika w zaleznosci od rodzaju materialu biologicznego tworza-

cego biosensor (Minaei i wspoétaut. 2015).

Rodzaj przetwornika

Rodzaj biosensora elektrochemiczny | optyczny | piezoelektryczny | termometryczny | masowy
Biosensor type electrochemical optical piezo-electric thermometric mass
catokomoérkowy
o (o] X X X
whole-cell
enzymatyczny
. o (o] (o] (o] o
> enzymatic
S
S 3 immunologiczny
2 3 ) ) o o o o o
T 2 immunological
o
g g genetyczny
. o (o] X X X
genetic

Stosowane w tabeli 1 symbole: O — przetwornik odpowiedni do danego typu biosensora; X — przetwornik nieodpo-

wiedni do danego typu biosensora.

W Tabeli 1 zawarto wskazéwki doboru opty-
malnego przetwornika do zastosowanego w
biosensorze materiatu biologicznego (MINAEI i
wspoélaut. 2015).

Molekularne biosensory enzymatyczne
charakteryzuje wysoka specyficznos¢ oraz
selektywnos¢ detekcji wyzsza, niz w przy-
padku wspomnianych wczesniej uktadéw
calokomérkowych. Do zalet wykorzystania
bialek biokatalitycznych zaliczana jest row-
niez ich duza réznorodnos¢ (LEI i wspol-
aut. 2006, MEHROTRA 2016, GUI i wspotaut.
2017, AsAL i wspotaut. 2018). Najczesciej
stosowanymi w konstrukcji biosensoréw en-
zymami sa oksydazy polifenoli, peroksydazy,
oksydoreduktazy i aminooksydazy (MEHRO-
TRA 1 wspoétaut. 2016). Do wad stosowania
omawianych ukladow nalezy wysoki koszt
czasochlonnego oczyszczania enzymoéow, wy-
korzystania kofaktoréw czy stosowania kilku
biokatalizatorow jednocze$nie (LEI i wspol-
aut. 2006). Enzymy sa rowniez wrazliwe
na niewlasciwe warunki przechowywania,
moga ulega¢ denaturacji i inaktywacji pod-
czas procesu immobilizacji (HOMAEI i wspo6l-
aut. 2013). Jak podaje literatura, biosenso-
ry enzymatyczne sa najbardziej odpowied-
nie do wykrywania niewielkich czasteczek,
np. mocznika czy glukozy (LUKA i wspotaut.
2015). Wtasciwosci wspomnianych ukladow
zaleza od wybranego mechanizmu detekcji
(detekcja substratu badz inhibitora enzymu)
oraz uzytego przetwornika (ASAL i wspotaut.
2018, EL HARRAD i wspétaut. 2018).

EL HARRAD i wspotaut. (2018) podkresla-
ja zalety (odpornosc¢, mobilnos¢ i ekonomicz-
nos$¢ dzialania) stosowania elektrochemicz-

nych biosensoréw enzymatycznych bazuja-
cych na procesie inhibicji biokatalizatora.
Biosensory molekularne, ktorych dzia-
lanie oparte jest na tworzeniu kompleksu
przeciwcialo-antygen okreslane sa mianem
immunosensorow. W ich przypadku element
podlegajacy immobilizacji na powierzchni
przetwornika stanowi przeciwcialo. Biosen-
sory immunologiczne moga byc¢ stosowane
do wykrywania stosunkowo duzych czaste-
czek, np. bakterii. Immunosensory cechuje
bardzo wysoka specyficznos¢ detekcji zwia-
zana z silnym powinowactwem biologiczne-
go elementu czujnikowego do wykrywanego
antygenu (LUKA i wspoélaut. 2015, SHARMA
i wspotaut. 2015, MEHROTRA 2016, ASAL i
wspotaut. 2018). Wlasciwosci biosensorow
immunologicznych zaleza od stopnia zacho-
wania aktywnosci biologicznej elementu czu-
lego poddanego immobilizacji. Do zapewnie-
nia optymalnej pracy biosensora wazny jest
rowniez stopien specyficznej adsorpcji prze-
ciwciala na stalej matrycy oraz tatwosc¢ do-
stepu unieruchomionego przeciwciata do ba-
danej substancji (KIM i HERR 2013, SHARMA
i wspoétaut. 2015). Do wad tego typu biosen-
sorow nalezy przede wszystkim wysoki koszt
zwiazany z produkcja odpowiednich immu-
noglobulin oraz ich ewentualnym znakowa-
niem (LUKA i wspétaut. 2015, MARTINKOVA
i wspotaut. 2017). W przypadku trwatego
zwiazania przeciwcial z szukana substan-
cja, uzycie immunosensoréw jest jednora-
zowe (DEBNATH i wspoétaut. 2010). Ponadto,
mozliwos¢ zastosowania wybranych przeciw-
ciat do konstrukcji biosensorow zalezy od
ich immunogennosci (MARTINKOVA i wspot-
aut. 2017). Literatura wymienia przypadki
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wykorzystania w immunosensorach prze-
twornikow optycznych, elektrochemicznych,
piezoelektrycznych, termometrycznych i ma-
sowych (MINAEI i wspoétaut. 2015, SHARMA i
wspotaut. 2015, AsSAL i wspoétaut. 2018).

Dzialanie molekularnych biosensorow ge-
netycznych opiera sie na zalozeniu, ze poje-
dyncza ni¢ kwasu nukleinowego jest w sta-
nie rozpoznacC i zwigzac¢ sie z nicia do niej
komplementarna, obecna w badanej probce
(MEHROTRA 2016). Biosensory DNA zawieraja
zazwyczaj jednoniciowe DNA, zdolne do hy-
brydyzacji z rowniez jednoniciowymi, kom-
plementarnymi czasteczkami. W celu zamia-
ny sygnatu hybrydyzacji na forme mierzal-
na, w tego typu ukladach wykorzystywane
sa przetworniki optyczne oparte na spektro-
skopii Ramana, powierzchniowym rezonansie
plazmonowym, technikach mikroskopowych
czy Swiatlowodach. W biosensorach DNA
stosowane bywaja réwniez przetworniki elek-
trochemiczne, elektryczne i piezoelektryczne
(CAGNIN i wspotaut. 2009). Gléownymi zale-
tami stosowania omawianego typu biosen-
sorow jest wysoka specyficznos¢é i szerokie
spektrum pomiarow. Do wad naleza z ko-
lei: konieczno$S¢ znakowania, czasochlonne
przygotowanie i wysoki koszt (MARTINKOVA i
wspotaut. 2017).

Waznym etapem konstrukcji biosensora
jest immobilizacja wybranego materialu bio-
logicznego na nosniku. Proces ten ma na
celu zapewnienie stabilnego transferu sygna-
tu pomiedzy warstwa bioreceptorowa a prze-
twornikiem przez maksymalne zblizenie tych
elementoéw (LEI i wspoétaut. 2006, DAI i CHOI
2013). Metody unieruchomienia elementow
biologicznych dzieli sie przede wszystkim na
immobilizacje na powierzchni nosnika, we-
wnatrz nosnika i bez zastosowania nosnika.
Pierwsza z wymienionych metod obejmuje
procesy takie jak: adhezja, adsopcja i two-
rzenie wigzan kowalencyjnych. Do technik
immobilizacji wewnatrz nosnika zaliczamy
zas kapsutkowanie i pulapkowanie. Unieru-
chomienie bez nosnika polega na wykorzy-
staniu naturalnej badz indukowanej zdolno-
§ci komoérek do agregacji (BAKULA i wspol-
aut. 2013, Dar i CHo!l 2013). Immobilizacje
bioreceptora mozna prowadzi¢ bezposrednio
na przetworniku lub wykorzystujac matryce
pomocnicza (LEI i wspotaut. 2006). Zasto-
sowana technika immobilizacji wplywa na
stabilnos¢ operacyjna i mozliwos¢ wielokrot-
nego wykorzystania biosensorow (DAl i CHOI
2013). Dobér odpowiedniej techniki immo-
bilizacji warunkowany jest rodzajem matry-
cy, na ktérej material biologiczny ma zostac
unieruchomiony oraz typem analiz, do kté-
rych zastosowany zostanie dany biosensor
(HAM i wspotaut. 2011).

Podczas procesu unieruchomienia ca-
lych komorek nalezy zwréci¢ uwage na
zachowanie ich zywotnosSci. Cel ten osia-
gna¢ mozna stosujac immobilizacje w po-
rowatych zelach takich jak: alginat, agar
czy poliakrylamid. Do immobilizacji ko-
moérek wykorzysta¢ mozna tez specyficzne
przeciwciatla wczesniej unieruchomione na
nosniku. Poddanym komercjalizacji rozwia-
zaniem jest immobilizacja komoérek w nie-
wielkim bioreaktorze polaczonym z prze-
twornikiem (BJERKETORP i wspétaut. 2006,
CLOSE i wspoétaut. 2009, MICHELINI i RODA
2011). Unieruchomienie enzymoéw nie wy-
maga metod rownie delikatnych, co proces
prowadzony z udzialem zywych komoérek
(CLosE i wspoétaut. 2009). Immobilizacja
biokatalizatorow zwieksza stabilnosS¢ bio-
sensora, jego czulos¢ i selektywnosS¢ po-
miaru. Ulatwia tez powtérne wykorzystanie
enzymow i podnosi wydajnosc¢ ich stosowa-
nia (SASSOLAS i wspétaut. 2011, MOHAMAD
i wspoétaut. 2015). Do metod immobilizacji
biokatalizatoréw, stosowanych w konstruk-
cji biosensorow, zaliczamy sieciowanie, ad-
sorpcje i unieruchomienie za pomoca wia-
zan kowalencyjnych lub przeciwcial. Enzy-
my moga by¢ réwniez immobilizowane we
wnetrzu porowatych nosnikéow (SASSOLAS i
wspotaut. 2011). Z kolei optymalna metoda
immobilizacji DNA powinna zapewniac jego
wysoka reaktywnos¢ i odpowiednia orien-
tacje. Unieruchomiony material genetycz-
ny musi posiada¢ zdolno$¢ laczenia sie w
procesie hybrydyzacji z komplementarnymi
do niego czasteczkami. Do metod immo-
bilizacji DNA literatura zalicza: adsorpcje,
unieruchomienie za pomocg wigzan kowa-
lencyjnych i reakcje awidyna-biotyna (RA-
SHID i YUSOF 2017). Jak wskazuja SHARMA
i wspoétaut. (2016), unieruchomienie prze-
ciwcial na stalym podlozu moze zachodzié
przez adsorpcje, pulapkowanie, wigzania
kowalencyjne oraz tworzenie kompleksu
awidyny z biotyna. Jedynie dwa ostatnie
sposoby sa w stanie zapewni¢ specyficz-
na orientacje immobilizowanych czasteczek
na matrycy, skutkujaca wysoka specyficz-
noscia detekcji ukladu pomiarowego (TRIL-
LING i wspoélaut. 2013, SHARMA i wspolaut.
2016).

Materiat biologiczny tworzacy warstwe
czula biosensora moze generowaé sygnat
dzieki obecnosci czasteczek markerowych
badz tez bez ich udzialtu. Pod tym wzgle-
dem wyrézniamy biosensory znakowane
i nieznakowane (ang. labeled and non-la-
beled biosensors). Przykladem pierwszego
z wymienionych typéw sa immunosenso-
ry wykorzystujace przeciwciata pierwszo-
rzedowe i drugorzedowe. Antygen wiazany
jest przez przeciwcialo pierwszorzedowe, a
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Ryc. 2. Schemat mechanizmu detekcji immunosensoréw znakowanych (A) i nieznakowanych (B) (MEH-

RABANI i wspotaut. 2014).

nastepnie znakowane przeciwcialo drugo-
rzedowe. Wykrycie przylaczenia analitu do
matrycy nastepuje dzieki sygnalowi (np.
fluorescencyjnemu) emitowanemu  przez
czasteczke markerowa. Biosensory niezna-
kowane nie wymagaja czasteczek marke-
rowych w celu uzyskania sygnalu detekcji
(MEHRABANI i wspétaut. 2014). Obecnie ist-
nieje tendencja do stosowania biosensoréow
nieznakowanych, ktére (w odroznieniu od
biosensorow znakowanych) moga by¢ wy-
korzystywane do pomiarow cigglych w cza-
sie rzeczywistym. Dodatkowo, brak etapu
znakowania znacznie zmniejsza koszt, zlo-
zonos$¢ i czas prowadzonych analiz (KILIC
i wspoélaut. 2018, LUAN i wspoétaut. 2018).
Detekcje przy udziale czasteczek markero-
wych oraz bez ich udzialu, poréwnano na
Ryc. 2.

INNE MATERIALY STOSOWANE W
KONSTRUKCJI BIOSENSOROW

Poza czujnikowym elementem biologicz-
nym, biosensor sklada sie réwniez z mate-
riatow abiotycznych budujacych matryce do
immobilizacji, elementy przewodnikowe czy
przetworniki (ASAL i wspoélaut. 2018, WALCA-
RIUS 2018). Do tego typu substancji, wyko-
rzystywanych obecnie w konstrukcji biosen-
sorow, zaliczane sa: hydrozele, zloto, kwarc,
krzem i materialy bazujace na weglu. Hy-
drozele, takie jak poliakrylamid, moga za-
pewnia¢ ochrone czasteczek biologicznych
poprzez ich tréjwymiarowa immobilizacje.
Umozliwiaja rowniez kontrolowane uwalnia-
nie materialu biologicznego i modyfikowanie
analitu. Ich wysoka przezroczystos¢ stanowi
dodatkowa zalete w przypadku biosensorow
optycznych (KHIMJI i wspotaut. 2013, Dias
i wspoétaut. 2014, VINGESHVAR i wspélaut.
2016). Krysztaly kwarcu wykorzystywane sa
z kolei w immunosensorach jako tani prze-
wodnik piezoelektryczny (FUNARI i wspoélaut.
2013, Lw i JIANG 2017). Wedlug Oct (2013),
zastosowanie aparatury opartej na biosen-
sorach kwarcowych jest rozwigzaniem, po-

zwalajacym uzyskac ultra-dokladna detekcje
bialek w plynnym Srodowisku.

Wsréd wymienionych materialow duze
znaczenie ma krzem (VIGNESHVAR i wspolaut.
2016). Jest biokompatybilny, nietoksyczny i
szeroko dostepny (PENG i wspolaut. 2014).
Bywa stosowany w strukturach przestrzen-
nych unieruchamiajacych i ostaniajacych
material biologiczny na elektrodach. Moze
rowniez stuzy¢ do budowy modyfikowanych
elektrod. Krzem wykorzystywany jest obecnie
w biosensorach elektrochemicznych, immu-
nologicznych, genetycznych oraz platformach
elektrochemiluminescencyjnych. Wedlug
WALCARIUS (2018) stosowanie mezoporowa-
tych materialow krzemionkowych umozliwia
detekcje elektrochemiczng o wysokiej czulo-
Sci. Nanomaterialy zawierajace krzem row-
niez moga by¢ wykorzystywane w biosen-
sorach. Dzieki bardzo duzemu stosunkowi
powierzchni do objetosci charakteryzuja sie
unikatowymi wlasciwosciami optycznymi, ta-
kimi jak silna fluorescencja czy fotostabil-
nos¢ (PENG i wspotaut. 2014, SHEN i wspol-
aut. 2014, VINGESHVAR i wspotaut. 2016).

Cechy korzystne z punktu widzenia kon-
strukcji biosensoréw posiadaja rowniez na-
noczasteczki ztota. Do wspomnianych wta-

Sciwosci naleza: odpornosé na utlenianie
(HUTTER i MAYSINGER 2013), biokompatybil-
nos¢ i latwosé¢ modyfikacji. Nanoczasteczki

zlota stanowia doskonaly material do sto-
sowania w biosensorach kolorymetrycznych
ze wzgledu na zmiane barwy w zaleznoSci
od wielkosci, ksztattu i formy agregacji (AL-
DEWACHI i wspoétaut. 2017). Wykorzystanie
nanomaterialéow w konstrukcji biosensorow
znaczaco wzrosto w ostatnich latach (TILMA-
CIU i MORRIS 2015, Ji i wspétaut. 2018).

Do materiatlow weglowych stosowanych
obecnie w konstrukcji biosensorow naleza:
fulereny, nanorurki weglowe, porowaty we-
giel, szklisty porowaty wegiel i grafen. Pierw-
sze dwa moga stuzy¢ za elektrochemiczne
przekazniki i stabilizatory enzymoéw. Wymie-
nione porowate formy wegla posiadajg z ko-
lei przestrzenie pozwalajace na immobilizacje
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enzymow. Charakteryzuja sie tez przewod-
noscia pozwalajaca na ich wykorzystanie w
biosensorach amperometrycznych (SOTIROPO-
ULOU i wspoétaut. 2003, ZHANG i wspolaut.
2016, AsAL i wspétaut. 2018, Luo i wspol-
aut. 2018). Z kolei zastosowanie weglowych
nanorurek w konstrukcji przetwornikow
pozwala na wzmocnienie docierajacego do
elektrody sygnatu elektrycznego, wytwarza-
nego przez enzym (ASAL i wspoétaut. 2018).
Wsréd nanomateriatow weglowych, stosowa-
nych w konstrukcji biosensoréw, czesto wy-
mieniany jest grafen, np. w formie kropek
kwantowych, tlenku grafenu czy zredukowa-
nego tlenku grafenu. Korzystne wtasciwosci
fizyczne (duza powierzchnia w stosunku do
objetosci, dwuwymiarowa struktura atomo-
wej grubosci), optyczne (fluorescencja kro-
pek kwantowych grafenu) i elektrochemicz-
ne (dobra przewodnos¢ pradu elektrycznego)
sprawiaja, ze dzieki wykorzystaniu tego ma-
terialu mozliwe jest tworzenie wysoce selek-
tywnych i ultra-czutych biosensoréw. Grafen
moze by¢ wykorzystywany do konstrukcji
matryc shizacych immobilizacji czasteczek
biologicznych. Laczenie materialu biologicz-
nego z grafenem stanowi obiecujaca metode
uzyskiwania nowych nanomaterialéw hybry-
dowych o unikatowych wlasciwosciach (LI i
wspoétaut. 2016, SUVARNPHAET i PECHPRASARN
2017). Literatura podkresla, ze laczenie roz-
nych materialow w konstrukcji biosensorow
moze przyczynia¢ sie do zwiekszenia poten-
cjalu regeneracji ukladow, rozszerzenia ich
zakresu pomiarowego oraz wzrostu specy-
ficznoSci i czulosci detekcji (VIGNESHVAR i
wspoétaut. 2016).

W celu uzyskania pozadanych wlasciwo-
§ci pomiarowych istotne jest réwniez odpo-
wiednie uformowanie i polaczenie wybranych
surowcow budulcowych w systemie bioana-
litycznym. Zmniejszenie rozmiaréw uktadu
niesie za soba korzyS¢, w postaci ogranicze-
nia ilosci prébki potrzebnej do doswiadcze-
nia. To z kolei prowadzi do redukcji kosztow
analizy. Miniaturyzacja biosensoréw pozwala
réwniez na zmniejszenie iloSci zaklécen sy-
gnalu oraz zwiekszenie specyficznosci i wy-
dajnosci detekcji (ADAMS i wspoétaut. 2008,
BHALLA i wspoétaut. 2016, YAMANAKA i wspol-
aut. 2016). Zastosowanie odpowiednich me-
tod konstrukcyjnych pozwala na tworzenie
ukladéw o niewielkich rozmiarach i wtasci-
wosciach pomiarowych dopasowanych do
pozadanej funkcji. Wsrod technik stosowa-
nych w konstrukcji biosensorow czesto wy-
mieniane sa sitodruki (SOKOLOV i wspoétaut.
2009, YAMANAKA i wspotaut. 2016, KHAN i
wspoétaut. 2019). Metoda ta polega na nano-
szeniu kolejnych warstw specjalnych tuszow
lub past na izolacyjne podloze (ISTAMBOULIE
i wspotaut. 2010). Sitodruk umozliwia pro-

dukcje miniaturowych, stabilnych, jedno-
razowych, tanich i wysoce powtarzalnych
elektrod, stosowanych w biosensorach elek-
trochemicznych (SOKOLOV i wspoétaut. 2009,
AsSHMAWY i wspoétaut. 2019). Do innych me-
tod konstrukcji uktadoéw mikrobioanalitycz-
nych zaliczy¢ mozna: formowanie wtryskowe,
drukowanie 3D, mikromaszynowanie, wytta-
czanie na goraco, miekka litografie czy tech-
niki laserowe (MILED i GREENER 2017, AwWA-
JA i wspoétaut. 2018). Czesto niezbedne jest
laczenie réznych technik w celu uzyskania
wysoce zlozonych biosensoréw. Przykladem
tego typu konstrukcji sa innowacyjne ukta-
dy mikroprzeptywowe typu Lab-on-a-chip
(LOC). Systemy te charakteryzuje obecnosé
wielu mikrokanaléw zawierajacych mate-
rial biologiczny. Uklady typu LOC cechuje
niski koszt produkcji, zdolnos¢ do analizy
bardzo niewielkich probek, stosunkowo wy-
soka czulos¢ i szybkoS¢ pomiaréw oraz mo-
bilnos¢ i prostota stosowania. Biosensory w
postaci ukladéw mikroprzeptywowych typu
LOC pozwalaja na prowadzenie pomiaréw w
czasie rzeczywistym oraz zintegrowanie du-
zej ilosci funkcjonalnych elementéw na ma-
lej powierzchni biosensora (LUKA i wspotaut.
2015, PATEL i wspoétaut. 2016, GALE i wspol-
aut. 2018).

Podstawowe wtasciwosci pomiarowe bio-
sensora to: selektywnos¢, powtarzalnosc,
stabilnos¢, czulos¢ i liniowoS¢ pomiarow.
Selektywnos¢ polega na zdolnosci biosenso-
ra do wykrywania pozadanej substancji w
mieszaninie. Czulo$§¢ definiowana jest jako
minimalne stezenie substancji badanej ja-
kie moze by¢ wykryte przez biosensor. Sta-
bilnos¢ pomiarowa oznacza odpornosc¢ bio-
sensora na zewnetrzne zaklécenia w trakcie
pomiaru. Powtarzalnos¢ definiuje uzyskiwa-
nie tych samych wynikéw w pomiarach po-
wtarzanych w identyczny sposob. Liniowosc¢
wskazuje na dokladnos¢ odpowiedzi bio-
sensora w odniesieniu do probek tej samej
substancji, o roéznych stezeniach. Zwigzany
jest z niag tzw. ,zakres liniowy” biosensora.
Jest nim przedziatl stezen danej substancji,
w ktérym pomiary biosensora zachowuja li-
niowosc¢. Najwazniejsza z wyzej wymienio-
nych wlasciwosci jest selektywnosé, jednak
wszystkie nalezy wzia¢ pod uwage przy kon-
struowaniu biosensora tak, aby moc zopty-
malizowac¢ jego dziatanie w kierunku poza-
danej funkcji (WARD 2007, BHALLA i wspol-
aut. 2016). Na przyktad, biosensory wyko-
rzystywane w badaniach zywnosci muszg
by¢ zdolne do szybkich, jednorazowych ana-
liz. Z kolei w przypadku monitorowania po-
ziomu zanieczyszczen Srodowiska, potrzebne
sa biosensory o dluzszej zywotnosci (od kil-
ku godzin do kilku dni) (VAN DORST i wspol-
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aut. 2010, GAVRILESCU
BHALLA i wspoétaut. 2016).

i wspoélaut. 2015,

ZASTOSOWANIE BIOSENSOROW W
BADANIACH BIOTECHNOLOGICZNYCH

Do dostepnych komercyjnie urzadzen,
wykorzystujacych technologie biosensoréw,
naleza testy ciazowe i glukometry. Biosen-
sory wykorzystywane sa w szeroko pojetych
badaniach biotechnologicznych zwiazanych z
bezpieczenstwem zywnosci, farmacja, medy-
cyna czy monitoringiem zanieczyszczen Sro-
dowiska (BHALLA i wspoétaut. 2016, VIGNE-
SHVAR i wspoétaut. 2016, YASMIN i wspoélaut.
2016). Oferuja wysoka selektywnos¢, prosto-
te dzialania, latwosé¢ automatyzacji pomia-
réow oraz mozliwo§¢é prowadzenia detekcji w
czasie rzeczywistym (MEHROTRA 2016).

Dzieki wykorzystaniu biosensorow mozli-
we jest okreslanie jakosci, wartosci odzyw-
czej i bezpieczenstwa zywnosci (VAN DORST
i wspotaut. 2010, BHALLA i wspoétaut. 2016).
Badania produktéw spozywczych 2z zasto-
sowaniem wspomnianych ukladow cechuje
wyzsza efektywnos$¢ i nizszy koszt od metod
klasycznych (analiz chemicznych i spektro-
skopowych). Biosensory wykorzystywane by-
waja w oznaczeniach obecnosci patogenéw
na powierzchni owocow i warzyw, badaniach
stodzikow oraz analizach toksycznosci meta-
li w zywnos$ci (MEHROTRA 2016). MALVANO i
wspolaut. (2018) opisuja konstrukcje niezna-
kowanego immunosensora do detekcji Esche-
richia coli O157:H7. Wedlug NIYOMDECHA i
wspoétaut. (2018) biosensory wykorzystujace
bakteriofagi moga z powodzeniem stuzy¢ do
oznaczania gatunku Salmonella w produk-
tach spozywczych. ALl i wspéotaut. (2018)
opisuja zas$ biosensor oparty na impedancji,
pozwalajacy wykrywac szczepy E. coli JM109
i DH5-a oraz serotyp Salmonella Typhimu-
rium. W przemysle mleczarskim biosensory
enzymatyczne stosowane sa do detekcji pe-
stycydow. Przy przetworstwie sokéw owoco-
wych i produkcji wina, w tym samym celu
wykorzystuje sie immunosensory. Biosensory
stosowane sg réwniez do precyzyjnego moni-
toringu procesow przetwoérczych (np. fermen-
tacji), w celu prowadzenia oznaczen enzy-
mow, przeciwcial, biomasy, produktow (np.
etanol, glukoza, lizyna) czy potproduktow
(MEHROTRA 2016). Omawiane uklady bio-
analityczne moga by¢ stosowane réowniez do
wykrywania alergenéow w zywnosci (GOMEZ-
-ARRIBAS i wspoélaut. 2018). Biosensory moga
by¢ réwniez stosowane do badan jakosci
produktow spozywczych na etapie trans-
portu i przechowywania. Wsrod innowacyij-
nych rozwigzan z tego zakresu wymieniane
sa biosensory wykonane z jadalnych mate-
rialéw, umieszczane na produktach spozyw-

czych lub wewnatrz ich opakowan. Przez
zmiany barwy informuja one klienta o zmia-
nach sSwiezosci produktu (CHEN i wspotaut.
2017, WANG i wspoétaut. 2018).

Biosensory wykorzystywane sa réwniez w
analizach biomedycznych, gléwnie monitorin-
gu postepu chorob, oraz procesach tworze-
nia nowych lekéw dla przemystu farmaceu-
tycznego (BHALLA i wspoétaut. 2016). Immu-
nosensor stworzony przez SANCHEZ-TIRADO i
wspotaut. (2016), stosowany jest do detekcji
w probkach moczu czynnika zwigzanego z
chorobami nerek. Biosensory bioluminescen-
cyjne moga by¢ stosowane do wykrywania
czynnikow mutagennych i nowotworowych
(MATEJCZYK 2010). Immunosensor opracowa-
ny przez YANG i wspétaut. (2016) jest przy-
kladem wukladu stluzacego do wykrywania
kancerogenéw w surowicy z ludzkiej krwi
(AsAL i wspotaut. 2018). Immunosensor wy-
korzystujacy tlenek hafnu opisywany przez
LEE i wspoélaut. (2012) moze byc¢ stosowany
do pomiaru stezenia ludzkiej interleukiny u
pacjentow po zawalach. Przykladem zasto-
sowania biosensorow w badaniach biome-
dycznych nad tworzeniem nowych lekéw sa
analizy prowadzone przez KILIC i wspotaut.
(2018). We wspomnianych badaniach uzyli
oni nieznakowanych biosensoréw do analizy
dzialania lekéw neuroleptycznych. MASSON i
PELLETIER (2015) opisuja za$ zastosowanie
nanobiosensorow do monitoringu stezenia
lekow we krwi.

Rosnaca liczba zanieczyszczenn emitowa-
nych do otaczajacego nas Swiata sprawia,
ze monitoring toksycznosci i stezenia wybra-
nych substancji w sSrodowisku obecnie jest
coraz bardziej potrzebny. Jedna z gléwnych
zalet wykorzystania biosensorow w tego typu
analizach jest mozliwo§¢ prowadzenia cia-
glych pomiaréw bezposrednio na miejscu
pobrania probki (LU i wspélaut. 2015). Im-
munosensory stosowane sa w epidemiolo-
gicznej kontroli Sciekow (YANG i wspotaut.
2015) oraz badaniach jakosci wody i gleby
(BHALLA i wspotaut. 2016). Dzieki biosen-
sorom calokomérkowym mozna prowadzic¢
detekcje substancji genotoksycznych i cyto-
toksycznych (MATEJCZYK i ROSOCHACKI 2015).
Biosensory mikrobiologiczne znajduja tez
zastosowanie w oznaczeniach w Srodowi-
sku stezen pestycydow, zanieczyszczen or-
ganicznych, metali ciezkich i lekow (GUTIER-
REZ i wspoétaut. 2015, MATEJCZYK i wspoélaut.
2017).

PODSUMOWANIE

Konstrukcja biosensora wymaga wybo-
ru odpowiedniego, receptorowego elemen-
tu biologicznego oraz kompatybilnego z nim
przetwornika. Waznym etapem projektowa-
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nia jest rowniez dobor procesu immobiliza-
cji czasteczek biologicznych na przetworniku
badz matrycy pomocniczej. Przygotowanie
ukladu moze obejmowac tez proces znako-
wania. Parametry pomiarowe ukladu dosto-
sowane powinny by¢ do zamierzonej funkcji
urzadzenia. Biosensory wykorzystywane sa w
analizach badawczych ze wzgledu na szero-
kie mozliwosci modyfikacji, wysoka czulos¢,
mobilno§¢ oraz niejednokrotnie mozliwosé
prowadzenia z ich udzialem ciaglych pomia-
row w czasie rzeczywistym. Obecnie biosen-
sory stosowane sg w badaniach biotechno-
logicznych z zakresu medycyny, farmacii,
przemyshu rolno-spozywczego czy ochrony
Srodowiska.

Streszczenie

Artykul przegladowy ma na celu przyblizenie poczat-
kujacemu uzytkownikowi tematyki konstrukcji i pracy
biosensorow. Funkcja wspomnianych ukladow jest de-
tekcja z zastosowaniem materiatu biologicznego two-
rzacego warstwe receptorowa. Pozostate elementy kon-
strukcji biosensorow, takie jak przetworniki, przewod-
niki i matryce do immobilizacji najczesciej wykonywane
sa z krzemu, kwarcu, zlota czy substancji opartych na
weglu. Dobér odpowiednich materialéw oraz procesow
(immobilizacja, znakowanie) w konstrukcji biosensorow
podyktowany jest zawsze pozadana funkcja urzadzenia.
Biosensory moga stuzy¢ do oznaczen ilosciowych i jako-
Sciowych substancji w mieszaninach oraz badan wplywu
zwiazkow chemicznych na organizmy. Dzieki temu wyko-
rzystywane sa w badaniach biotechnologicznych z zakre-
su medycyny, farmacji, ochrony srodowiska czy bezpie-
czenstwa zywnosci.
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BASICS OF BIOSENSORS DESIGN FOR APPLICATION IN BIOTECHNOLOGICAL STUDIES

Summary

The review article aims to familiarize novice users with the subject of the construction and operation of biosen-
sors. The function of these systems is detection using biological material forming a receptor layer. Other biosensor
construction elements, such as transducers, conductors and immobilization matrices are most often made of silicon,
quartz, gold or carbon-based substances. The selection of appropriate materials and processes (immobilization, la-
beling) in the construction of biosensors is always dictated by the desired function of the device. Biosensors can be
used for quantitative and qualitative determination of substances in mixtures and studies of the influence of chemi-
cal compounds on organisms. As a result, they are used in biotechnology research in medicine, pharmacy, environ-
mental protection and food safety.

Key words: biosensor, biotechnology, food, materials



