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ABSTRACT

Monitoring of dioxygen levels is of utmost importance from the view-point of
life processes, medical diagnostics, nutrition and chemical industries. In all these
measurements both low and high levels of this element are important. The common
methods for the determination of dioxygen are the Winkler method, Clark electrode
and pulsoxymeters. A new, already strong field of research can be now recognized
- the development of miniaturized biosensors of dioxygen, characterized by short
response time, selectivity and utility in continuous monitoring of dioxygen. This
trend can be seen in all fields where analytical methods are applied. The aim is to
construct simple and, therefore, low cost devices and a good example of such device
is the enzymatic biocathode sensitive towards dioxygen. The main issue in the con-
struction of such electrodes is how to immobilize a redox enzyme on the conductive
support in a way allowing to retain its full activity and to provide efficient transfer
of charge between the electrode and the active centres of the enzymes. The difficulty
in achieving suitable electrical contact can be solved by applying suitable carbon
nanomaterials, increasing the working surface of the electrode and providing access
to the active centres of the enzyme molecules.

Keywords: determination of oxygen, dioxygen reduction, bioelectrocatalysis, oxy-
gen biosensor, laccase, carbon nanotubes

Stowa kluczowe: oznaczanie tlenu, redukcja tlenu, bioelektrokataliza, bioczujnik tle-
nowy, lakaza, nanorurki weglowe
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WPROWADZENIE

W stanie podstawowym budowa czasteczki tlenu jest trypletowa o nietypo-
wej konfiguracji elektronowej z dwoma niesparowanymi elektronami na dwoch
antywigzacych orbitalach. Jest ona energetycznie trwalsza od bardziej reaktywnego
stanu singletowego bedacego najnizszym stanem wzbudzonym ditlenu. Catkowita
czteroelektronowa redukcja tlenu prowadzi do powstania wody, natomiast produkty
niecatkowitej redukcji sg okreslone jako reaktywne formy tlenu (ROS) [1].

Do reaktywnych form tlenu zaliczamy: anionorodnik ponadtlenkowy (O,"),
rodnik wodoronadtlenkowy (HO;), nadtlenek wodoru (H,O,), rodnik hydrok-
sylowy (OH®), ozon (O,) oraz wszystkie produkty powstajace w wyniku reakcji
wymienionych form ze zwigzkami organicznymi [2]. Wiadomo réwniez, ze czas-
teczka ditlenu pod ci$nieniem > 20 GPa przechodzi w odmiang czteroatomowa
(O, — ,,czerwony” tlen) o wysokiej energii wewngtrznej.

Tlen jest pierwiastkiem biogennym, niezbednym organizmom aerobowym —
w tym cztowiekowi, do przeprowadzenia oksydacyjnej fosforylacji, bedacej w pro-
cesie oddychania najwazniejszym etapem pozyskiwania wysoce bogatego w ener-
gi¢ kwasu adenozynotrifosforowego (ATP); z drugiej strony tlen i jego zwigzki
moga uszkadza¢ sktadniki komorek. Stwierdzono, ze podwyzszone st¢zenie tlenu
wywoluje odczuwalne zaburzenia drég oddechowych oraz podnosi cisnienie krwi
i wywoluje kwasice (a nawet prowadzi do $mierci organizmow, np. ryb). Ponadto
reaktywne formy tlenu zaburzaja funkcje komorek. Prowadza miedzy innymi do
pekniec 1 uszkodzen nici DNA, degradacji rybozy, rozpadu erytrocytow, uszkodzen
chromosomdw, powstawania mutacji, stajgc si¢ przyczyng stanow chorobowych,
przede wszystkim w warunkach ostabionej ochrony antyoksydacyjnej, a takze pro-
cesOWw starzenia [3—5]. Stezenie tlenu rozpuszczonego w wodzie decyduje glow-
nie o warunkach zycia organizmoéw wodnych, procesach rozktadu w oczyszczaniu
sciekow, uzdatnianiu wody. Detekcja i oznaczanie tlenu jest wigc bardzo wazne
z punktu widzenia ochrony §rodowiska, medycyny, przemystu spozywczego i che-
micznego. Oznaczanie tlenu od stu lat wykonywano stosujagc metode Winklera [6],
natomiast dzi§, w wielu normach, uznawane sa metody wykorzystujace pomiar
elektrochemiczny.

1. METODY OZNACZANIA TLENU ROZPUSZCZONEGO W WODZIE

Tlen rozpuszczony w wodzie umozliwia zycie wodnych organizméw. Zawar-
to$¢ tlenu w wodzie jest najwazniejszym wskaznikiem jej jakosci, dlatego jego
pomiar jest istotnym elementem w uzdatnianiu wody, w hodowli ryb i oczyszczaniu
$ciekéw [5].

Ilosé¢ tlenu rozpuszczonego w wodzie zalezy od wielu czynnikéw. Pierwszym
z nich jest temperatura wody, gdyz rozpuszczalno$¢ gazéw maleje wraz z jej wzro-
stem, co opisuje rownanie Clausiusa-Clapeyrona. Obok temperatury na rozpusz-
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czalno$¢ tlenu w wodzie wplywa ci$nienie zewnetrzne — wraz z jego spadkiem
rozpuszczalnosé gazow maleje. Warto tez zaznaczy¢ wplyw zasolenia; wraz z jego
wzrostem rozpuszczalno$¢ tlenu zmniejsza sie. Z drugiej strony proces fotosyntezy
zachodzacej w wodzie stanowi zrédto tlenu, co zwigksza nasycenie gazem zbiornika
wodnego.

Do oznaczania zawarto$ci rozpuszczonego tlenu w wodzie stosuje si¢ znana
od ponad stu lat metode Winklera [6]. Do badanej probki wody dodaje si¢ nad-
miar MnSO,, a nastepnie alkalizuje, czego wynikiem jest powstanie bialego osadu
Mn(OH),. Obecny w prébce tlen utlenia Mn(II) do Mn(IV). Nastepnie zakwasza si¢
roztwor i dodaje jodku potasu KI, ktéry pod wplywem jonéw Mn(IV) wydziela jod
w ilo$ci rownowaznej zawartosci tlenu rozpuszczonego w wodzie. Kolejnym kro-
kiem jest oznaczanie tlenu przez miareczkowanie wolnego jodu tiosiarczanem sodu
wobec skrobi jako wskaznika. Omoéwione reakcje majg postac:

Mn*" + 20H - Mn(OH),
2Mn(OH),+ O, 2MnO,xH,0
MnO,xH,0 + 4H' > Mn*" + 3H,0
Mn*" + 21 > Mn™ +1,
I,+28,0,">S,0> +2[

Metoda Winklera obarczona jest szeregiem wad. W oznaczaniu tlenu przeszka-
dzaja substancje o wlasciwos$ciach utleniajacych i redukujacych zawarte w badane;j
probce wody. Ponadto metoda nie umozliwia oznaczen bardzo matych ilosci tlenu;
stosuje si¢ ja w przypadku stezen wyzszych niz 0,5 mg/l. Kolejna komplikacja
wynika ze sposobu pobierania i przechowywania probki, gdyz nie moze ona stykaé
si¢ z powietrzem.

Nowsze, komercyjne sposoby detekcji tlenu polegajg na zastosowaniu metod
kolorymetrycznych. Do oznaczania tlenu w zakresie stezen od 0,2-15 ppm uzywa
sie wskaznika indygokarminy. W formie zredukowanej wskaznik jest zotty, nato-
miast w formie utlenionej przybiera barwe niebieska, ktdrej intensywno$¢ zalezy
proporcjonalnie od stezenia rozpuszczonego tlenu. Metoda oznaczania bardzo
niskich stezen tlenu w zakresie ppb wymaga zastosowania jako wskaznika rodazyny
D. W wyniku reakcji z tlenem wytwarza si¢ barwny produkt o zabarwieniu jasno-
rézowym do intensywnie fioletowego w zalezno$ci od iloéci tlenu rozpuszczonego
w wodzie. Obie metody sg niepodatne na zmiany temperatury, obecnos¢ soli, hydra-
zyny i siarczkow [7].
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2. ELEKTROCHEMICZNE METODY OZNACZANIA TLENU
W ROZTWORZE

2.1. MEMBRANOWA ELEKTRODA TLENOWA CLARKA

Elektroda tlenowa Clarka jest amperometrycznym czujnikiem do pomiaru
stezenia tlenu w roztworze. W klasycznym zestawieniu jest uktadem dwuelektrodo-
wym. Anode stanowi elektroda chlorosrebrowa zanurzona w roztworze elektrolitu
KCl. Katodg, na ktérej zachodzi redukcja tlenu jest z reguty platyna lub ztoto. Zasad-
niczym elementem konstrukcyjnym elektrody Clarka jest potprzepuszczalna mem-
brana, ktora zabezpiecza uklad przed przenikaniem zanieczyszczen do naczynka
pomiarowego. Najczesciej wykorzystywanym materiatem do budowy membran jest
teflon lub polietylen, przez ktore tlen swobodnie przenika, w przeciwienstwie do
innych gazoéw [8]. Na anodzie zachodzi utlenianie srebra, ktore wchodzi w reak-
cje z jonami chlorkowymi elektrolitu, natomiast na katodzie tlen ulega procesowi
redukgji:

ANODA 4 Ag + 4 CI' > 4AgCl + 4e”
KATODA O, + 4H" + 4e - 2H,0

Odpowiedz chronoamperometrycznego czujnika tlenowego odczytywana jest
poprzez pomiar wzrostu pradu, zwiazanego ze wzrostem stezenia lub ci$nienia par-
cjalnego tlenu. W ostatnich latach mozna zaobserwowaé wyrazny trend zmierzajacy
do opracowania nowoczesnych, miniaturowych ukfadéw stosowanych do detekeji
tlenu. Mikroczujnik moze stuzy¢ do oznaczen w nieruchomym roztworze wodnym,
w osadach lub nawet wewnatrz tkanek roslinnych. Istotng role odgrywa tu grubos¢
i wielko$¢ stosowanej membrany; im jest ona ciensza tym ilo$¢ zuzytego tlenu jest
mniejsza, a pomiar staje si¢ niezalezny od mieszania [9]. Modyfikacja standardowej
konstrukgji elektrody Clarka moze by¢ przeznaczona do detekcji réwniez innych
gazéw np. CO, CL, H,S.

2.2. KONSTRUKCJE ELEKTRODY CLARKA

Wuiwspotpracownicy [10] skonstruowali elektrode Clarka, stuzaca do pomiaru
ilo$ci zuzytego tlenu przez komoérki HeLa. Pobierajg one tlen w celu pozyskiwania
wysoce bogatego w energie ATP, dzieki czemu mozna oszacowaé ich aktywnos¢.
Przedstawiony uklad sktada si¢ ze zbiornika zbudowanego z dimetylopolisiloksanu
(PDMS), membrany przez ktérg dyfunduje tlen (OPM) oraz szklanego podioza
z systemem trzech elektrod. Hydrofobowa powierzchnia membrany zostata dodat-
kowo zmodyfikowana grupami aminowymi w celu poprawy adhezji HeLa. Sche-
mat opisanego ukladu przedstawia Rysunek 1.
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Rysunek 1. Konstrukeja elektrody Clarka do pomiaru aktywnoéci oddychania komérek HeLa; WE — elek-
troda pracujgca, RE - elektroda referencyjna, CE - elektroda pomocnicza [10]

Figure 1. The construction of Clark electrode for measuring the respiratory activity of HeLa cells, WE -
working electrode, RE - reference electrode, CE - auxiliary electrode [10]

W zbiorniku umieszczano roztwory réznigce sie stezeniem rozpuszczonego
tlenu. Zalezno$¢ natezenia pradu od stezenia tlenu jest prostoliniowa ze wspolczyn-
nikiem korelacji r* = 0,993. Sprawdzano réwniez zuzycie tlenu przez komoérki HeLa
w réznym czasie. Otrzymane rezultaty wskazujg, ze ilo§¢ pobranego tlenu wzrasta
wraz z czasem adhezji HeLa na powierzchni PDMS OPM.

Suzuki i wspdlpracownicy [11] skonstruowali zminiaturyzowana elektrode
Clarka do pomiaru ci$nienia parcjalnego w analizowanych prébkach krwi. Uktad
zbudowany jest z katody (srebro) i anody (elektroda chlorosrebrowa), ktore two-
rzg cienki film na szklanym podlozu. Do badan wykorzystano katody réznigce si¢
rozmiarami. Ponadto warstwa silikonu utrzymuje mikropojemnik z elektrolitem na
powierzchni szkla oraz spetnia funkcje ochronne. Zasadniczym elementem struk-
turalnym elektrody Clarka jest membrana przepuszczalna dla tlenu. Opisang kon-
strukcje przedstawia rysunek ponizej (Rys. 2):

Anode (Ag/AgCl
Cathode (Ag) —2node (ApAgCh

Polyvimide —

Rysunek 2. Katoda i anoda na szklanym podlozu [11]
Figure 2. The cathode and anode on a glass substrate [11]

Wyniki uzyskane za pomocg elektrody Clarka poréwnano z warto$ciami zmie-
rzonymi analizatorem krwi. Wykorzystujac do pomiaréw uklad z mniejsza katoda
otrzymane warto$ci byly poréwnywalne do tych uzyskanych przez analizator.
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W oparciu o budowe elektrody Clarka konstruuje sie czujniki do oznaczania
réwniez innych zwigzkéw. Uzywajac dehydrogenazy alkoholowej i oksydazy alko-
holowej, ktdre zostaly unieruchomione na nylonowej membranie mozna oznaczaé
etanol w napojach alkoholowych [12]. Do detekeji zwigzkéow fenolowych wyko-
rzystuje si¢ membrany z octanu celulozy z immobilizowang tyrozynaza, enzymem
zawierajagcym w centrum aktywnym atomy miedzi. Uktad ten postuzyl do oznacza-
nia katecholu przy granicy wykrywalnosci réwnej 1 uM [13].

Elektroda Clarka wymaga zewnetrznego zasilania elektrycznego, dos¢ czestej
kalibracji i wymian membrany. Rozwigzaniem tych niedogodnosci jest stosowanie
dobrze zaprojektowanego tlenomierza Mackeretha z krotkim czasem odpowiedzi.
Katode stanowig metale szlachetne, natomiast anoda wykonana jest z Zn, Cd, Pb
(14, 15].

2.3. KATALIZATORY REDUKCJI TLENU

Proces elektroredukgji tlenu jest wieloelektronowy i sklada si¢ z kilku etapow
zaleznych od pH badanego roztworu [16, 17]:

bezposrednia czteroelektronowa redukcja tlenu do wody w $rodowisku kwa-
snym lub do jonéw hydroksylowych w srodowisku zasadowym

O,+4H" +4¢ >2H 0O
dwuelektronowa redukeja tlenu do nadtlenku wodoru
O,+2H" +2¢ -> H)0,
powstaly nadtlenek wodoru jest dalej redukowany do wody
H,0,+2H" +2¢ - 2H,0
lub jest rozktadany katalitycznie na powierzchni elektrody:
2H,0,-2H0+0,

Proces redukgji tlenu zalezy réwniez od rodzaju zastosowanej elektrody. Na
elektrodzie platynowej zachodzi redukcja ditlenu do wody, ktérej mechanizm sklada
sie z dwoch etapow. Pierwszy etap to adsorpcja czasteczki tlenu na platynie, prowa-
dzacy w konsekwencji do wytworzenia nadtlenku wodoru. Z kolei w drugim etapie
nadtlenek wodoru ulega redukcji do wody [18]. Ze wzgledu na wysoka cene oraz
wrazliwos$¢ platyny na zanieczyszczenia zaczeto stosowac inne rozwigzania. Inte-
resujagcym materialem katalitycznym do redukeji tlenu s3 makrocykliczne zwigzki
metali przejsciowych MN4. Sg to np. polaczenia porfiryn i ftalocyjanin z jonami
metali (Cr, Mn, Co). Charakteryzujg si¢ one dos¢ wysoka aktywnoscig katalityczna;
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z drugiej strony sa malo trwale i zwykle produktem redukcji nie jest woda, a nad-
tlenek wodoru. Dowiedziono, ze obrdébka termiczna materiatu poprawia jego stabil-
no$¢ i wlasciwosci katalityczne [19, 20].

Gléwna trudno$cig w praktycznym zastosowaniu procesu redukeji tlenu na
materialach weglowych, zastepujacych katalizatory zawierajace metale, jest przede
wszystkim zbyt duzy nadpotencjal oraz stosunkowo niskie wartosci gestosci pradu.
Elektrochemiczna redukeja tlenu na niemodyfikowanej elektrodzie z wegla szkli-
stego zachodzi przy potencjale -0,6 V wzgledem elektrody chlorosrebrowej. Ponadto
proces ten jest dwuelektronowy i przebiega z wytworzeniem nadtlenku wodoru
jako produktu finalnego. Modyfikacja powierzchni elektrody za pomocg nanorurek
weglowych prowadzi do przesuniecia potencjatu redukeji tlenu w strone bardziej
dodatnich wartosci. W przypadku elektrody pokrytej nanorurkami weglowymi
redukcja tlenu zachodzi przy potencjale ok. -0,1 V wzgledem elektrody chlorosre-
browej. Zastosowanie nanomaterialéw weglowych powoduje takze wzrost pradu
ze wzgledu na fakt zwigkszenia fizycznej powierzchni elektrody oraz poprawy jej
przewodnictwa. Wiasciwosci nanorurek weglowych pozwalajg na ich modyfikacje,
ktora ma na celu przytaczenie réznych grup funkcyjnych do ich powierzchni. Dzieki
temu uzyskujemy material o pozadanych wtasciwosciach fizykochemicznych. Do
funkcjonalizacji wykorzystuje si¢ obecnos¢ grup karboksylowych, wynikajacych
z defektow struktury [21]. Modyfikacja moze odbywac¢ sie na koncach nanorurek
lub na powierzchni $cian bocznych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze osiagniety poten-
cjal jest daleki od wartosci potencjalu formalnego procesu redukcji tlenu. W celu
skonstruowania optymalnej biokatody zaczeto poszukiwaé rozwigzan zapropono-
wanych przez nature czyli enzymoéw. Redukcja tlenu katalizowana enzymem naste-
puje niemal bez nadnapiecia. Najistotniejsza zaletg stosowania nanomaterialow
weglowych jest mozliwo$¢ zaobserwowania bezposredniego przeniesienia elek-
tronu pomiedzy centrum aktywnym enzymu a powierzchnig elektrody [22-27].
Najczesciej wykorzystywanymi biokatalizatorami sa oksydoreduktazy miedziowe,
zawierajace w swojej strukturze co najmniej cztery atomy miedzi. Szczegdlna uwaga
pos$wigcona jest lakazie i oksydazie bilirubiny [28-33].

W ostatnich pracach naszej grupy scharakteryzowany zostal proces redukcji
tlenu na elektrodach modyfikowanych nanorurkami weglowymi z resztami aroma-
tycznymi o zréznicowanej strukturze i z zaadsorbowang lakazg [34-38]. Wykazali-
$my, ze nanorurki modyfikowane grupami fenylowymi, naftylowymi, bifenylowymi,
antrylowymi oraz terfenylowymi skutecznie zwiekszaja ilos¢ zaadsorbowanego
enzymu oraz umozliwiaja trwale jego unieruchomienie, eliminujgc przy tym mozli-
wos¢ denaturacji. Obecnos$¢ pierscieni aromatycznych, posiadajacych uktad sprze-
zonych wigzan podwojnych, ktére z tatwoscia wnikaja do hydrofobowej kieszeni
enzymu, utatwia bezposrednig wymiane elektronéw miedzy powierzchnig elektrody
a centrum aktywnym enzymu [33].

Karaskiewicz i wspétpracownicy [39] zbadali wptyw jednosciennych nanorurek
z przylaczonymi perfluorowanymi grupami aromatycznymi i zaadsorbowang lakaza
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na proces redukcji tlenu. W przypadku zastosowania nanorurek z perfluorowanym
podstawnikiem otrzymano cztery razy wyzszy prad katalityczny w poréwnaniu
z jedno$ciennymi nanorurkami naftylowanymi (Rys. 3). Otrzymane wartosci gesto-
$ci pradu, swiadcza o duzej zdolnosci akumulowania tlenu przez zwigzki fluoru.
Fala katalityczna redukcji tlenu w kazdym ze stosowanych wariantéw nanorurek
rozpoczyna sie przy potencjale 0,6 V wzgledem elektrody chlorosrebrowej, nato-
miast potencjal potfali jest bardzo bliski potencjalowi formalnemu lakazy, a takze
formalnemu potencjalowi procesu 4e redukgji tlenu do wody.
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Rysunek 3. Poréwnanie woltamogramoéw cyklicznych dla elektrody z wegla szklistego GCE modyfikowanej
nanorurkami naftylowanymi i lakazg (krzywa czerwona) oraz GCE modyfikowanej nanorurkami
perfluorowanymi ze zwigzang lakaza (krzywa niebieska), pomiar w buforze natlenionym i odtle-
nionym Mcllvainea pH 5,3, v =1 mV/s [39]

Figure 3. Comparison of cyclic voltammograms recorded GCE modified with naphthylated carbon nanotu-
bes and adsorbed laccase (red curve) and GCE modified with perfluorophenylated carbon nano-
tubes with laccase (blue curve), the measurements were done in the oxygenated and deoxygenated
(black curve) Mcllvaine buffer solution, pH 5,3, v=1 mV/s [39]

Kolejnym etapem byto zbadanie wplywu miejsca modyfikacji nanorurek i dtu-
gosci tancucha podstawnika na warto$¢ gestosci pradu. Elektrody modyfikowano
nanorurkami perfluoro-arylowymi o réznej dltugosci podstawnika przylaczonego
do $cian bocznych lub do koncéw nanorurek (Rys. 4).
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Rysunek 4.  Woltamogramy cykliczne zarejetrowane dla elektrody pokrytej nanorurkami perfluorowanymi
(A, B, C) i lakaza w buforze Mcllvainea pH 5,3 natlenionym (krzywa czerwona) i odtlenionym
(krzywa czarna); v =1 mV [39]

Figure 4. Cyclic voltammograms recorded for the electrode covered with perfluorophenylated carbon
nanotubes (A, B, C) and adsorbed laccase in oxygenated (red curve) and deoxygenated (black
curve) Mcllvaine buffer solution, pH 5,3; v =1 mV/s [39]

Najwyzsza gesto$¢ pradu uzyskano na elektrodzie pokrytej nanorurkami
modyfikowanymi na $cianach (Rys. 4A). Z przeprowadzonych badan wynika, ze
zwiekszenie dlugosci tacznika wplywa negatywnie na warto$¢ pradu katalitycznego
ze wzgledu na utrudniony transport elektronu pomigdzy enzymem i elektroda
(Rys. 4B,C). Przedstawione powyzej rozne modyfikacje biokatod wskazuja na moz-
liwo$¢ opracowania wydajnej bioelektrody do katalitycznej redukcji tlenu i wyko-
rzystania jej w konstrukeji bioczujnikéw lub bioogniw paliwowych.

2.4. BIOCZUJNIKI TLENU

Dynamiczny rozwdj technologii, diagnostyki medycznej oraz zaostrzajace si¢
wymogi ochrony $rodowiska stwarzaja potrzebe rozwoju metod analitycznych i sys-
temow kontroli jakosci. Typowe metody analizy chemicznej pomimo wielu zalet
staja sie malo przydatne tam gdzie pozadane jest szybkie, w pelni zautomatyzowane
oznaczanie, a nawet monitorowanie. Ponadto w wiekszosci wymagajg one stoso-
wania drogiego i skomplikowanego sprzetu laboratoryjnego. Wymienione wyzej
warunki spefniajg bioczujniki ze wzgledu na szeroki wachlarz mozliwo$ci konstruk-
cyjnych. W ostatnim czasie mozna zaobserwowac silny trend zwiazany z udosko-
nalaniem i modyfikowaniem dotychczas juz znanych uktadéw poprzez poprawe
wlasciwosci, parametrow pracy i miniaturyzacj¢. Do podstawowych elementow bio-
sensora mozna zaliczy¢ warstwe receptorowg zbudowang z materiatu biologicznego,
odpowiedzialng za rozpoznanie analitu oraz element przetwornikowy. Atrakcyjnos¢
bioczujnikéw wynika z duzej selektywnosci, ktdra jest scisle okreslona przez zasto-
sowanie wlasciwych biokatalizatoréw [40]. Z medycznego punktu widzenia duzym
atutem jest mozliwo$¢ stworzenia nieinwazyjnego urzadzenia, charakteryzujacego
sie fatwos$cig obstugi, prostotg budowy, a co za tym idzie niskim kosztem produkcji.
W tym celu nalezy stosowac tanie materiaty, ktore sa rozpowszechnione i fatwe do
wytworzenia [41].
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Bioczujniki tlenowe znajduja zastosowanie w analizie probek srodowiskowych,
przemystowych oraz w diagnostyce medycznej, zapewniajac wczesne wykrywanie
problemoéw i punktéw kryzysowych.

Pita i wspdlpracownicy [42] opracowali biosensor wrazliwy na tlen w roztwo-
rze i plynach fizjologicznych. W tym celu wykorzystali zlotg elektrode dyskowsa,
pokryta nanoczastkami zlota AuNPs ze zwigzang kowalencyjnie oksydaza biliru-
biny wyizolowana z Myrothecium verrucaria. Centrum aktywne enzymu, podob-
nie jak lakazy zawiera cztery atomy miedzi. Enzym charakteryzuje si¢ niezwykla
odpornoscig na dzialanie jonéw halogenkowych, w szczegdlnosci Cl'. Przewagg
oksydazy bilirubiny nad réwnie powszechnie stosowang lakaza jest maksymalna
aktywno$¢ enzymu w srodowisku obojetnym. Otrzymano liniowg odpowiedz tak
skonstruowanego biosensora w szerokim zakresie stezen od 6-300 uM z granicg
oznaczalno$ci réwna 6 + 1 uM.

Gutierrez-Sanchez i wspotpracownicy [43] skonstruowali biosensor do moni-
torowania tlenu w roztworze. W tym celu uzyli elektrody grafitowej z kowalencyjnie
unieruchomiong lakazg Trametes hirsuta. Ztozony proces unieruchamiania enzymu
na powierzchni elektrody doprowadzil do stworzenia biosenora o duzej odtwarzal-
nosci i selektywnosci z granicg wykrywalnosci ponizej 1 uM.
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Rysunek 5. Chronoamperometryczna zalezno$¢ gestosci pradu od czasu zarejestrowana w ukladzie z katoda
pokryta naftylowanymi nanorurkami weglowymi i lakaza, dla réznych stezen tlenu w roztworze
buforu Mcllvaine’a o pH 5,3. Potencjal: 0,3 V [44]

Figure 5. Chronoamperometric current density vs time plots recorded using the cathode covered with
naphthylated carbon nanotubes and adsorbed laccase in Mcllvaine buffer solution, pH 5.3 conta-
ining different oxygen concentrations. Potential: 0.3 V [44]

Kizling i wspolpracownicy [44] skonstruowali biosensor do monitorowania
stezenia tlenu w roztworze. W tym celu zmodyfikowano elektrode GCE (0,008 cm®)
wielo$ciennymi nanorurkami weglowymi, posiadajacymi na koncach grupy naf-
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tylowe, ktére skutecznie wigzaly lakaze na elektrodzie oraz zapewnialy kontakt
elektryczny przewodzgcego podloza z centrami aktywnymi enzymu. W celu scha-
rakteryzowania ukfadu wykorzystano metode woltamperometrii cyklicznej i chro-
noamperometrii. Wielko§¢ pradu katalitycznego byla rejestrowana w funkgji czasu
dla réznych stezen tlenu przy stalym potencjale 0,3 V (Rys. 5.). Zalezno$¢ pradu od
stezenia byla liniowa w zakresie 1 uM-0.35 mM (Rys. 6.).
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Rysunek 6. Krzywa kalibrowania: zalezno$¢ pradu katalitycznego od stezenia tlenu [44]
Figure 6. Calibration plot showing the dependence of catalytic current on oxygen concentration [44]

Jako Zrédta mocy dla minipotencjostatu potgczonego z biosensorem tlenowym
uzyto bioogniwa. Jako biokatode zastosowano papier weglowy (CP) pokryty row-
niez wielo$ciennymi naftylowanymi nanorurkami weglowymi z zaadsorbowana
lakazg Trametes versicolor. Anode stanowil réwniez papier weglowy pokryty kom-
pozytem celulozy i polipirolu z dehydrogenazg fruktozy (FDH). W naszym zespole
trwajg testy ukladu oraz proby miniaturyzacji czujnika tlenowego do oznaczania
stopnia nasycenia krwi tlenem. Kontrola nasycenia tlenem jest jednym z gléwnych
badan wykonywanych u inkubowanych noworodkéw oraz pacjentéw w $piaczce
farmakologicznej Wykorzystuje si¢ w tym celu zjawisko dyfuzji tlenu przez skore,
dzieki czemu nie jest konieczne pobieranie krwi do badan. Opracowana koncepcja
biosensora ma duze szanse komercyjnego sukcesu na rynku.

Falk i wspolpracownicy [45] opracowali bioczujnik z wlasnym Zrédlem zasila-
nia i bezprzewodows transmisja sygnatu. Urzadzenie dziata jako bioczujnik weglo-
wodanow i tlenu. Sklada sie¢ ono z bezprzewodowego urzadzenia elektronicznego,
nadajnika radiowego i oddzielnych czujnikowych bioelektrod. Powyzsze elementy
sg zasilane energig elektryczng z enzymatycznego ogniwa paliwowego, dostarczaja-
cego wystarczajacg energie, i napiecie wymagane do dziatania czgsci elektronicznej.
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W Zespole Profesora Stanistawa Glgba skonstruowano szereg bioczujnikéw
potencjometrycznych, amperometrycznych oraz optycznych z wykorzystaniem
zmian barwy pod wptywem reakcji redoks. Modyfikowana oksydaza glukozy war-
stwa blekitu pruskiego postuzyta do konstrukeji optycznego czujnika glukozy [46].
Amperometryczny czujnik z warstwa kompozytowa blekitu pruskiego, pochodnej
polipirolu oraz oksydazy glukozy wykorzystano do oznaczania glukozy na podsta-
wie redukeji enzymatycznie wytworzonego nadtlenku wodoru [47]. Unierucho-
mienie enzymu na sfunkcjonalizowanym polimerze prowadzi do znacznie efektyw-
niejszej dynamiki transportu fadunku i poprawy stabilno$ci enzymu. Weze$niejsze
prace w tym zespole obejmowaly konstrukcje biosensordéw potencjometrycznych do
oznaczania analitéw na bazie elektrod z membranami jonoselektywnymi [48-52].
W czujniku na mocznik, membrang z polichlorku winylu modyfikowano grupami
aminowymi, ktore stuzyly do kowalencyjnego wigzania enzymu — ureazy [48]. Elek-
trody jonoselektywne na jon amonowy zatosowano w uktadach przeptywowych do
monitorowania procesu hemodializy [50, 51]. W zalezno$ci od badanego analitu
stosowano réwniez keratynazy i arginazy. Otrzymane biosensory charakteryzowaty
sie wysoka czuloscia, stosunkowo krétkim czasem odpowiedzi, trwaloscig i dtugim
czasem zycia (ponad 1 miesigc). Polaczenie bioczujnikéw elektrochemicznych,
ktérych przyklady podano powyzej, z bioogniwami wykorzystujacymi do zasilania
powietrze i glukoze, dostepne w ludzkim organizmie, jest obecnie jednym z wyzwan
wspolczesnej elektroanalizy dla potrzeb medycyny. Postep w dziedzinie nanotech-
nologii, biochemii i elektroniki otwiera wiele mozliwosci konstrukgji takich samo-
zasilajacych sie ukladéw biosensorowych jako kontynuacji biosensorowych prac
Profesora Stanistawa Glaba.
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