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			Streszczenie: W prezentowanej pracy została opisana budowa i zasada działania biosensorów. Podano przykłady analitów oraz substancji biologicznych stosowanych w warstwach receptorowych. Przedstawiono zastosowanie biosensorów w medycynie, przemyśle spożywczym, ochronie środowiska, przemyśle obronnym oraz w badaniach biofarmaceutycznych. Opisano trendy i perspektywy rozwoju tego typu urządzeń. 
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			1. Wprowadzenie

			Rozwój technologiczny i cywilizacyjny, zwiększające się wymogi dotyczące ochrony środowiska oraz konieczność stawiania szybkiej, precyzyjnej i trafnej diagnozy, przyczyniły się do intensyfikacji prac badawczych i konstruktorskich nad nową generacją czujników zwanych biosensorami. Urządzenie te łączą ze sobą czułość i selektywność klasycznych metod analizy z bogatym spektrum rozwiązań konstrukcyjnych dostosowanych do określonego przeznaczenia.

			Terminem biosensor określany jest rodzaj czujnika chemicznego, który zawiera w swej budowie element biologiczny. 

			Według definicji przyjętej przez IUPAC (International Union of Pure Applied Chemistry), biosensor jest samowystarczalnym, zintegrowanym urządzeniem, które dostarcza specyficznych ilościowych lub półilościowych informacji analitycznych za pomocą składników umieszczonych w bezpośrednim kontakcie z elementem przetwarzającym [1].

			Biosensory ze względu na szeroki wachlarz zastosowań mogą być stosowane w ochronie środowiska do detekcji szkodliwych substancji takich jak fenole [2], metale ciężkie [3], gazy (do określenia toksyczności atmosfery) [4], pestycydy [5]. Znajdują również zastosowanie w przemyśle, wszędzie tam, gdzie potrzebny jest monitoring reakcji chemicznych, a także w medycynie, gdzie za pomocą biosensorów wykrywane są markery chorobotwórcze, np. markery choroby nowotworowej [6].

			Pierwsze biosensory opracowano w drugiej połowie XX wieku (1956 r.), kiedy to C. Clark Jr. wynalazł pierwszy sensor – elektrodę tlenową. On też opisał pierwszy sensor enzymatyczny dla glukozy [7]. Z biegiem czasu pojawił się pierwszy sensor amperometryczny (1962 r.), a w ślad za nim (1969 r.), dzięki pracom Guilbauta i Montalvo, pierwszy sensor potencjometryczny. W latach 70. zaczęto koncentrować wysiłki nad komercjalizacją urządzeń oraz wprowadzaniu ich na rynek. Ogromny sukces ekonomiczny biosensorów glukozy przyczynił się do zwiększonego zainteresowania tematem biosensorów wśród firm farmaceutycznych oraz zainwestowania ogromnych środków finansowych w badania i rozwój.

			Obecnie rynek biosensorów rozwija się bardzo dynamicznie. Rosną możliwości aplikacyjne i konstruktorskie. Według opublikowanego przez Transparency Market Research raportu szacuje się, że jego wielkość cały czas rośnie i osiągnie w 2018 r. wartość 18,9 biliona USD [8]. O ogromnym potencjale biosensorów świadczy również wzrastająca liczba publikacji naukowych, która na podstawie naukowej bazy danych Web of Science, na przestrzeni ostatnich 20 lat, wzrosła niemalże 10-krotnie. 

			Biosensory to urządzenia, w konstrukcji których wykorzystywane są najnowsze osiągnięcia nauki i techniki z wielu dziedzin takich jak: chemia, fizyka, biologia, elektronika, inżynieria. Dlatego też, coraz częściej zespoły badawcze i konstruktorskie skupiają fachowców o różnorodnych polach badawczych, ale jednocześnie o wspólnym zainteresowaniu naukowym.

			Mimo ogromnego sukcesu, biosensory stanowią w dalszym ciągu duże pole dla konstruktorów i naukowców. Obecnie wysiłki koncentrują się na poprawie parametrów biosensorów, uzyskaniu specjalistycznych, tanich, prostych w obsłudze, niewielkich rozmiarów urządzeń. Jednocześnie dokładnych, dzięki wysokiej selektywności i czułości oraz zdolnych do wielokrotnego użycia.

			2. Budowa i zasada działania biosensorów

			W skład budowy biosensora wchodzi selektywna części receptorowa oraz część przetwornikowa. Warstwa receptorowa jest najistotniejszym elementem biosensora, decydującym o jego selektywności, czasie odpowiedzi oraz czasie życia [9]. Na jej powierzchni znajdują się receptory (zazwyczaj molekuły biologiczne), które są odpowiedzialne za wychwycenie badanej cząsteczki (analitu). W części przetwornikowej następuje zamiana wyniku biologicznego oddziaływania między molekułami receptora a molekułami badanymi na sygnał elektryczny, chemiczny lub inny.

			W dużym uproszczeniu można porównać biosensor składający się z części receptorowej i przetwornikowej do zamka, a cząsteczkę, która podlega detekcji (analit) do klucza. W przypadku odpowiedniego doboru zamka i klucza, czyli zgodności analitu z bioreceptorem, powstaje sygnał charakterystyczny dla zjawiska biologicznego, który jest przetwarzany w części przetwornikowej, a następnie mierzony za pomocą odpowiednich metod w zależności od jego rodzaju [10].
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			Rys. 1. Schemat budowy biosensora wraz z przykładowymi analitami i substancjami biologicznymi w warstwie receptorowej oraz zasada działania bioczujnika

			Fig. 1. Diagram of biosensor with sample analytes and biological substances in receptor layer, operating principle of the biosensor

			Anality to składniki wykrywane przez selektywną warstwę receptorową. Mogą nimi być m.in.: Fe+2, Hg+2, Ca+2, Pb+2, Zn+2, NH3, CO2, glukoza, mocznik [9-12]. Anality dyfundują z medium na powierzchnię biosensora, reagują specyficznie i efektywnie z warstwą receptorową, w której może znajdować się element biologiczny, np. enzym, antygen, kwas nukleinowy, organelle komórkowe, komórki, białka, porfiryny.

			W wyniku oddziaływania, po transformacji zjawiska w sygnał w warstwie przetwornikowej, następuje jego detekcja. Sygnał może być termiczny, elektrochemiczny, optyczny, piezoelektryczny. W zależności od natury sygnału dobiera się odpowiednie metody pomiarowe, np. w przypadku sygnału optycznego stosuje się spektrofluorymetrię wykorzystującą emisję promieniowania [12], spektroskopię UV/Vis [13] bazującą na zjawisku absorpcji, czy też spektometrię odbiciową [14]. Końcowym etapem jest wizualizacja.

			Schemat biosensora oraz zasadę jego działania ilustruje rys. 1.

			Zarówno rodzaj przetwornika, jak i rodzaj materiału biologicznego użytego w warstwie receptorowej, są podstawą klasyfikacji biosensorów. Powszechnie klasyfikacja ta obejmuje podział biosensorów ze względu na rodzaj receptora wpływającego na bioselektywność czujnika oraz na rodzaj przetwornika mającego wpływ na czułość biosensora.

			Biorąc pod uwagę podział ze względu na rodzaj receptora, a uściślając biologiczny element rozpoznawczy biosensory można podzielić na biosensory bazujące na enzymach, biosensory wykorzystujące wirusy, antyciała, antygeny, proteiny, kwasy nukleinowe.

			Ze względu na sposób generacji sygnału, biosensory można podzielić na:

			–	biosensory elektrochemiczne, które dzielą się dalej na biosensory potencjometryczne, amperometryczne, kalorymetryczne;

			–	biosensory optyczne, które dalej sklasyfikować można ze względu na wykorzystane zjawisko fizyczne i metody detekcji: 

			–	luminescencyjne, 

			–	fluorescencyjne, 

			–	absorpcyjne UV-Vis, 

			–	biosensory wykorzystujące metodą powierzchniowego rezonansu plazmowego;

			–	biosensory piezoelektryczne;

			–	biosensory termiczne [37].

			3. Zastosowanie biosensorów

			Biosensory powszechnie stosowane są w wielu dziedzinach takich jak medycyna, gdzie biosensory wykorzystywane są do monitorowania poziomu glukozy we krwi [15], wykrywania choroby nowotworowej [6, 7, 35] między innymi w celu wykrywania nowotworów płuca, zapalenia wątroby [17], czy też wirusa HIV (ang. human immunodeficiency virus) [16]. Prowadzone są również prace nad śledzeniem procesu gojenia się ran [36]. Wykorzystując biosensory piezoelektryczne [32] i fluorescencyjne [34] podejmowano próby detekcji toksyny cholery. W przemyśle spożywczym biosensory stosowane są do wykrywania obecności komponentów alergicznych [18], detekcji patogenów w produktach spożywczych [18, 21], wykrywania pestycydów [18, 20] lub detekcji bakterii [19, 21]. 

			W ochronie środowiska biosensory stosowane są do oceny jakości czystości wody [5], detekcji toksycznych gazów [4] czy też wykrywania jonów metali ciężkich: Hg2+, Cd2+, Pb2+, Cu2+, Zn2+ [22]. W przemyśle obronnym biosensory wykorzystywane są w celu wykrywania zagrożeń spowodowanych bronią biologiczną [23] lub detekcji środków bojowych [24]. Przykładem są prace prowadzone przez rząd Stanów Zjednoczonych w ramach walki z terroryzmem, których celem jest wykrywanie toksyny botulinowej (zwanej jadem kiełbasianym) wytwarzanej przez bakterie Clostridium botulinum i powoduje paraliż mięśni [34].

			Tabela 1. Przykłady zastosowań biosensorów w medycynie, przemyśle spożywczym, ochronie środowiska, przemyśle obronnym oraz w badaniach biofarmaceutycznych
Table 1. Examples of biosensors applications in medicine, food industry, environmental protection, defense industry and bio-pharmaceutical research
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			Biosensory coraz częściej znajdują również zastosowania w badaniach bio-farmaceutycznych, gdzie wykorzystywane są do badania biomolekuł i ich oddziaływań [27], jak również do badania farmakokinetyki i farmakodynamiki nowych leków [25, 26]. 

			4. Perspektywy

			Mimo zwiększającej się liczby badań naukowych oraz postępów konstruktorskich, cały czas istnieje potrzeba doskonalenia istniejących urządzeń, w cela tym samym poprawienia ich parametrów pracy takich jak: selektywność, czułość, powtarzalność oraz niezawodność pomiarów. W tym celu wykorzystywane są najnowsze osiągnięcia techniki oraz nowe technologie. Wśród nich z pewnością można wyróżnić nanotechnologie, które stosuje się w celu poprawy jakości biodetekcji oraz możliwości analizy na poziomie molekularnym. Nanotechnologie stanowią ogniwo łączące dwie dziedziny naukowe – naukę o materiałach (na poziomie nanoskali) oraz biochemię. Przykładem wykorzystania nanotechnologii są amperometryczne immunosensory [28, 29]. 

			Wyraźny trend stanowią biosensory, które mogłyby dokonywać jednoczesnej detekcji kilku analitów. Urządzenia te mogłyby być stosowane w ochronie środowiska przy detekcji zanieczyszczeń oraz w medycynie do wykrywania czynników chorobotwórczych. Zastosowanie tego typu biosensorów skracałoby czas detekcji (w  porównaniu z czasem wykrywanie pojedynczych analitów) oraz minimalizowałoby rozmiar potrzebnej do analizy próbki. Prace nad rozwojem multianalitowych immunosensorów prowadzone były między innymi przez Gonzaleza-Martineza [30, 28]. Obecnie powszechnie stosowane są również aptamery pełniące rolę elementów czułych w warstwie bioreceptorowej. Aptamerami mogą być sztuczne oligonukleotydy, fragmenty kwasów nukleinowych, które oznaczają się wysoką selektywnością [37]. Wśród obserwowanych trendów wyjątkowo duży potencjał prezentuje zastosowanie grafenu w biosensorach [7]. Grafen, w porównaniu z innymi nanomateriałami, charakteryzuje się większą przewodnością elektryczną, elastycznością, stabilnością chemiczną i termiczną oraz umożliwia pokrycie nim dużych powierzchni. Zastosowaniom grafenu w konstrukcjach biosensometrycznych poświęca się coraz więcej miejsca [31].

			5. Podsumowanie

			Na podstawie przeprowadzonych analiz, biorąc pod uwagę różnorodność zastosowań biosensorów można jasno stwierdzić, że czujniki mające w warstwie receptorowej element biologiczny należą do zagadnień rozwojowych. Mimo bardzo dużej liczby wykonanych w tym zakresie prac, biosensory w dalszym ciągu stanowią ogromne pole badawcze.
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			Biosensors

			Abstract: This paper describes design and operation of biosensors. The examples of analytes and biological substances used in bioreceptor layer have been given. Biosensors application in medicine, food, environmental and defence industry as well as in biopharmaceutical research have been presented. Trends and prospects of the development this type of sensors have been shown.
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