
        
            
                
            
        

    
	Κεφάλαιο 7: Βιοαισθητήρες

	 

	Στέλλα Γηρούση

	 

	Σύνοψη

	Σ’ αυτό το κεφάλαιο παρουσιάζονται έννοιες, ιστορικά ορόσημα και ορισμοί που αφορούν στους βιοαισθητήρες. Αναπτύσσονται διάφορες κατηγορίες βιοαισθητήρων αναφορικά με τα διάφορα Βιοσυστατικά (πρωτεΐνες, ένζυμα, νουκλεϊνικά οξέα, αντισώματα) καθώς και τις ιδιότητες των βιοσυστατικών (οπτικές, ηλεκτροχημικές κλπ.). Επιπλέον, αναπτύσσονται οι διάφορες κατηγορίες μεταλλακτών σήματος και οι αναλυτικές τεχνικές ανίχνευσης που εφαρμόζονται στους βιοαισθητήρες. Γίνεται ακόμη αναφορά στις γενικές αρχές των ηλεκτροχημικών τεχνικών και ιδιαίτερα της βολταμμετρίας και αναπτύσσονται οι εφαρμογές των ηλεκτροχημικών τεχνικών στη διερεύνηση της δομής του DNA και των βιοαισθητήρων στην ανίχνευση καρκινικών δεικτών καθώς και σε εφαρμογές φροντίδας σημείου. 

	 

	Προαπαιτούμενη Γνώση

	Πριν την ανάγνωση του κεφαλαίου, χρήσιμη γνώση για τον αναγνώστη μπορεί να βρεθεί σε συγγράμματα Ενόργανης Ανάλυσης, Ηλεκτροχημείας, Βιολογίας, Βιοχημείας και Ενζυμολογίας. Επιπλέον πληροφορίες μπορούν να αναζητηθούν σε σχετικά συγγράμματα: Κοκκινίδης Γ.Ι.(1992) «Αρχές και μέθοδοι μελέτης ηλεκτροδιακών δράσεων» Εκδόσεις Γιαχούδη-Γιαπούλη, Θεσσαλονίκη, Μουμτζής Ι.Α, Σαζού Δ,(1997) Ηλεκτροχημεία, Εκδόσεις Ζήτη, Θεσσαλονίκη, Προδρομίδης Μ.(2010) Ηλεκτροχημικοί αισθητήρες & βιοαισθητήρες, Διδακτικές σημειώσεις, Ιωάννινα.

	 

	7.1. Εισαγωγή

	 

	Η λέξη “sensor” (αισθητήρας) προέρχεται από τη λατινική λέξη sentire, η οποία σημαίνει “αισθάνομαι”. Ένας αισθητήρας είναι μια διάταξη που αποκρίνεται σε μια φυσική ή χημική διέγερση, όπως θερμότητα, φως, ήχος, πίεση, μαγνητισμός, ή μια συγκεκριμένη κίνηση και μεταδίδει το αποτέλεσμα το οποίο προκύπτει με τη μορφή ώσης. Ένας αισθητήρας, συνεπώς, μπορεί να αναγνωρίσει ένα εσωτερικό σήμα (ή ενέργεια) και να το μετατρέψει στο κατάλληλο εξωτερικό σήμα (ή άλλη μορφή ενέργειας). 

	Οι Clark και Lyons υπήρξαν πρωτοπόροι στη σύλληψη της έννοιας των βιοαισθητήρων με μία δημοσίευσή τους το 1962. Ειδικότερα, έκαναν αναφορά σε ένα ‘ενζυμικό ηλεκτρόδιο’ αποτελούμενο από ένα ακινητοποιημένο ένζυμο σε έναν ηλεκτροχημικό ανιχνευτή. Έτσι παρήγαγαν έναν αισθητήρα που ανταποκρινόταν στο υπόστρωμα του ενζύμου. Από τότε οι βιοαισθητήρες εξελίχθηκαν σημαντικά χάρη στην πρόοδο που πραγματοποιήθηκε στις τεχνολογίες ανίχνευσης και μετασχηματισμού σήματος. Στη σημερινή εποχή διατίθεται ένα ευρύ φάσμα βιολογικών και συνθετικών δεκτών και μεταλλακτών σήματος. Η συνηθέστερη προσέγγιση βασίζεται αρχικά στην επιλογή του προς ανάλυση στόχου (ή την προς ανάλυση ουσία) και στη συνέχεια του μορίου-δέκτη που έχει την απαιτούμενη συγγένεια και εκλεκτικότητα με την προς ανάλυση ουσία. Στον Πίνακα 7.1 παρουσιάζεται μια ιστορική αναδρομή στην εξέλιξη των βιοαισθητήρων.

	Η ανάπτυξη των βιοαισθητήρων, κατά κύριο λόγο, υπαγορεύτηκε από τις ανάγκες της ιατρικής διάγνωσης καθώς και η ταχεία ανάλυση των κλινικών δειγμάτων η οποία παρέχει τη δυνατότητα για παροχή καλύτερης φροντίδας στον ασθενή (point of care detection). Οι βιοαισθητήρες, όμως, μπορεί να αξιοποιηθούν με επιτυχία και σε άλλους τομείς, όπως η κτηνιατρική, η αναπαραγωγή των ζώων, ο έλεγχος των τροφίμων και η προστασία του περιβάλλοντος. Στην αρχή, οι προσπάθειες επικεντρώθηκαν σε βιοαισθητήρες για την υγρή φάση, ωστόσο πρόσφατα άρχισαν να μελετώνται και περισσότερο ελκυστικά περιβάλλοντα, όπως η αέρια φάση και οι οργανικοί διαλύτες. Η βιομηχανία διαγνωστικών μέσων είναι πολυποίκιλη και εξυπηρετεί αγορές με απαιτήσεις για διαφορετικά προϊόντα. Οι κύριες παράμετροι που επηρεάζουν την αγορά είναι: η τιμή του εξοπλισμού και των αναλώσιμων για την εφαρμογή της μεθόδου, η ακρίβεια, η ευαισθησία, ο αριθμός των απαιτούμενων παραμέτρων για τη διενέργεια της μέτρησης, η ταχύτητα και η φορητότητα του εξοπλισμού. Έως σήμερα έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία πολλές έρευνες σε σχέση με τους βιοαισθητήρες με διαφορετικές προσεγγίσεις στο θέμα της κατασκευής τους. 

	Παρόλα αυτά εξαιτίας του σημερινού περιβάλλοντος και τρόπου ζωής υπάρχει μια αυξανόμενη ανάγκη για περισσότερο εύχρηστες, σταθερές, γρήγορες και σχετικά οικονομικές τεχνολογίες. Οι τεχνολογίες αυτές θα διευκόλυναν την ανάλυση δειγμάτων πεδίου (‘on-site’ ανάλυση), με αποτέλεσμα τον περιορισμό του αριθμού των δειγμάτων που θα αποστελλόταν για περαιτέρω ανάλυση στο εργαστήριο. Συνεπώς, υπάρχει σαφής ανάγκη για απλούστερα, εναλλακτικά συστήματα ανάλυσης που επιτρέπουν την καταγραφή αποτελεσμάτων πραγματικού χρόνου (real-time) και στην κατηγορία αυτή ανήκουν οι βιοαισθητήρες. 

	 

	
		
				Έτος

				Σημείωση σε σχέση με την εξέλιξη των βιοαισθητήρων

		

		
				1916

				Πρώτη αναφορά στην ακινητοποίηση πρωτεϊνών.

		

		
				1922

				Ηλεκτρόδιο υάλου για τη μέτρηση του pH

		

		
				1956

				Hλεκτρόδιο του οξυγόνου (από τον Clark)

		

		
				1962

				Πρώτη περιγραφή βιοαισθητήρα: αμπερομετρικό ενζυμικό ηλεκτρόδιο για τη γλυκόζη

		

		
				1969

				Ποτενσιομετρικός βιοαισθητήρας: ακινητοποίηση ενζύμου σε ηλεκτρόδιο αμμωνίας για την ανίχνευση ουρίας

		

		
				1970

				Εύρεση Ion – Selective Field – Effect Transistor (ISFET)

		

		
				1972 / 1975

				Εμπορικός βιοαισθητήρας (Yellow Spring Instrument): Βιοαισθητήρας γλυκόζης

		

		
				1980

				Αισθητήρας pH για in vivo μετρήσεις αερίων αίματος 

		

		
				1982

				Βιοαισθητήρας γλυκόζης (με οπτικές ίνες)

		

		
				1983

				Πρώτος ανοσοαισθητήρας SPR

		

		
				1984

				Αμπερομετρικός βιοαισθητήρας: οξειδάση γλυκόζης και φεροκενίου για την ανίχνευση γλυκόζης 

		

		
				1987

				MediSense ExacTech: Βιοαισθητήρας ανίχνευσης γλυκόζης αίματος 

		

		
				1990

				Εμπορικά διαθέσιμος βιοαισθητήρας του οίκου Pharmacia Biacore SRP

		

		
				1992

				i-STAT φορητός αναλυτής αίματος 

		

		
				1998

				Βιοαισθητήρας γλυκόζης αίματος FastTake (LifeScan)

		

		
				1999-σήμερα

				Quantum dots, Νανουλικά (νανοσωματίδια, νανοσωλήνες κλπ.)

		

	

	 

	Πίνακας 7.1. Εξέλιξη βιοαισθητήρων

	 

	7.2. Ορισμός 

	 

	Οι βιοαισθητήρες είναι αναλυτικές διατάξεις (analytical devices) οι οποίες αξιοποιούν είτε ένα βιολογικό υλικό (βιοσυστατικό) είτε ένα υλικό ‘βιομιμητή’ (biomimic) ως μόριο αναγνώρισης τo οποίo είτε συνδέεται είτε ενσωματώνεται σε ένα φυσικοχημικό μεταλλάκτη σήματος (Σχήμα 7.1). Ο συνήθης στόχος είναι η παραγωγή ενός ψηφιακού ηλεκτρονικού σήματος (Σχήμα 7.1), το οποίο είναι ανάλογο της συγκέντρωσης του συγκεκριμένου προς ανάλυση στοιχείου. 
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	Σχήμα 7.1. Σχηματική απεικόνιση ενός βιοαισθητήρα

	 

	Το σήμα μπορεί να είναι αποτέλεσμα μεταβολής της συγκέντρωσης των πρωτονίων, της πρόσληψης ή απελευθέρωσης αερίων όπως το οξυγόνο και η αμμωνία, της εκπομπής φωτός, ανάκλασης ή απορρόφησης, θερμικής εκπομπής ή άλλων μηχανισμών που απορρέουν από τη δράση των μορίων-αισθητήρων. Αυτό το σήμα μπορεί στη συνέχεια να μετατραπεί από ένα μεταλλάκτη σήματος σε ένα μετρήσιμο φυσικοχημικό μέγεθος. Και το βιολογικό και το ηλεκτρικό σήμα μπορούν στη συνέχεια να αξιοποιηθούν περαιτέρω με ενίσχυση ή προώθηση. 

	Η ικανότητα ανάλυσης που παρέχουν οι βιοαισθητήρες έχει αυξηθεί περαιτέρω μέσω της ελάττωσης του μεγέθους τους και της βελτίωσης των δυνατοτήτων της μικροηλεκτρονικής. Διαφορετικές φόρμες βιοαισθητήρων έχουν αναπτυχθεί για την ανάλυση ενός στόχου αλλά και για την καταγραφή μετρήσεων σε ευρύ φάσμα. Από αυτόν τον ορισμό είναι φανερό ότι ένας αριθμός διαφορετικών βιοαισθητήρων είτε ήδη υπάρχει είτε είναι θεωρητικά δυνατός.

	 

	7.3. Ακινητοποίηση Βιομορίων

	 

	Ακινητοποίηση βιομορίων σε μια επιφάνεια ονομάζεται η διαδικασία της σύνδεσης ενός βιομορίου σε κάποιο υπόστρωμα. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση ή την απώλεια της κινητικότητάς του. Για την καθήλωση μιας βιολογικής οντότητας σε μια επιφάνεια, είναι απαραίτητη η σύνδεση μιας ομάδας της βιολογικής ουσίας με μια ομάδα της επιφάνειας. 

	Η επιλεκτική ακινητοποίηση βιομορίων αποτελεί τεχνολογία που βρίσκει εφαρμογές σε κλάδους της βιοτεχνολογίας και της βιοϊατρικής. Έτσι, καθίσταται δυνατή η δημιουργία βιοαναλυτικών διατάξεων με εφαρμογές που εκτείνονται από τη βασική βιολογική έρευνα μέχρι τη διαγνωστική. Σημαντική παράμετρος είναι η δημιουργία κατάλληλα τροποποιημένων επιφανειών μέσω της ακινητοποίησης βιομορίων με τέτοιο τρόπο, ώστε να επιτευχθούν η ευαισθησία, η επιλεκτικότητα και η διάρκεια ζωής.

	Η τροποποίηση επιφανειών μέσω της ακινητοποίησης βιομορίων, βρίσκει εφαρμογές σε πολλούς κλάδους, όπως η βιοϊατρική, η βιοχημεία και η ανοσοχημεία. Βιομόρια που έχουν ενδιαφέρον και επιλέγονται συχνά για καθήλωση σε μια επιφάνεια περιλαμβάνουν ένζυμα, νουκλεϊκά οξέα, αντιγόνα/αντισώματα, κύτταρα, πρωτεΐνες κ.ά.).

	Για την ακινητοποίηση βιομορίων σε μια επιφάνεια είναι σημαντικό να αναπτυχθούν τεχνικές που να συνδυάζουν χαρακτηριστικά τα οποία θα κάνουν δυνατή την εφαρμογή τους σε μεγάλη κλίμακα και όχι μόνο σε εργαστηριακή. Έτσι οι τεχνικές χρειάζεται να είναι απλές, δηλαδή να εμφανίζουν μικρό αριθμό βημάτων, ώστε να είναι γρήγορες, να μην απαιτούν ειδική προετοιμασία των δειγμάτων ή των επιφανειών και να μην απαιτούν ειδικό περιβάλλον για την τροποποίηση της επιφάνειας π.χ. υψηλό κενό, που θα αύξανε σημαντικά και το κόστος για την εφαρμογή μιας τέτοιας τεχνικής. Η ακινητοποίηση των βιομορίων θα πρέπει να εμφανίζει μεγάλη διάρκεια ζωής, ώστε οι επιφάνειες να μπορούν να χρησιμοποιηθούν αρκετό καιρό μετά την τροποποίησή τους. Επίσης, η ακινητοποίηση των βιολογικών ουσιών θα πρέπει να γίνει με τέτοιο τρόπο, ώστε να μη χάνεται η λειτουργικότητά τους. Η ακινητοποίηση μπορεί να προκαλέσει δομικές αλλαγές στο βιομόριο οι οποίες ενδέχεται να το απενεργοποιήσουν κατά ένα ποσοστό. Το βιομόριο μπορεί να ακινητοποιηθεί με λάθος προσανατολισμό με αποτέλεσμα το ενεργό κέντρο του να δεσμευτεί ή “κρυφτεί” από το υλικό στήριξης και οι αναλύτες προς ανίχνευση να μην έχουν πλέον πρόσβαση σε αυτό.

	Φυσικά θα πρέπει τα αποτελέσματα από την τροποποίηση να είναι επαναλήψιμα και να εμφανίζουν σταθερότητα. Τέλος, σε μερικές εφαρμογές είναι επιθυμητό να επιτύχουμε συγκεκριμένη διάταξη των ακινητοποιημένων βιομορίων. Σε τέτοιες περιπτώσεις η δυνατότητα χρήσης τεχνικών που θα μας επιτρέπουν την ελεγχόμενη ακινητοποίηση των βιομορίων σε μια επιφάνεια είναι σημαντική.

	Οι τεχνικές που έχουν αναπτυχθεί και εφαρμόζονται, ευρέως, για την τροποποίηση επιφανειών με βιολογικά ενεργές ουσίες, διακρίνονται σε τρεις κύριες κατηγορίες με βάση το είδος της αλληλεπίδρασης μεταξύ των βιολογικών ουσιών και της επιφάνειας:

	 

	
		Μέθοδος της φυσικής προσρόφησης,

		Μέθοδος της χημικής σύνδεσης ή χημικής προσρόφησης,

		Σύνδεση συγγένειας.



	 

	Συνήθως, κατά την τροποποίηση μιας επιφάνειας χρησιμοποιείται συνδυασμός των παραπάνω τεχνικών.

	 

	7.4. Τεχνικές Ακινητοποίησης 

	 

	Ένα πολύ σημαντικό στοιχείο της επιτυχίας ενός βιοαισθητήρα είναι η επιλογή του κατάλληλου υλικού στήριξης για την ακινητοποίηση των βιομορίων. Το βιομόριο πρέπει να συνδεθεί και να σταθεροποιηθεί στο υλικό με τέτοιο τρόπο, ώστε να διατηρήσει της φυσικοχημικές και καταλυτικές του ιδιότητες στο μέγιστο δυνατό βαθμό. Είναι απαραίτητη η όσο το δυνατόν καλύτερη εγγύτητα μεταξύ του βιομορίου και της επιφάνειας στήριξης / μεταλλάκτη σήματος, η δομική του σταθερότητα καθώς και η δυνατότητα επαναχρησιμοποίησης. 

	Τα βιομόρια ακινητοποιούνται στην επιφάνεια του εκάστοτε ηλεκτροδίου, τόσο φυσικά όσο και χημικά. Επιπλέον, η ακινητοποίηση μπορεί να πραγματοποιηθεί τόσο ομοιοπολικά όσο και μη ομοιοπολικά. Οι κυριότεροι τρόποι ακινητοποίησης των βιομορίων είναι η προσρόφηση, η παγίδευση, η ομοιοπολική δέσμευση, ο εγκλωβισμός, η διαμοριακή σύνδεση και η δημιουργία αυτοσυγκροτούμενων μονομοριακών στοιβάδων (self assembled monolayer, SAMs).

	Η ακινητοποίηση επιτυγχάνεται με προσρόφηση στο στερεό υλικό του ηλεκτροδίου, εφόσον υπάρχει αγχιστεία μεταξύ του υλικού του ηλεκτροδίου και του βιομορίου. Το βιομόριο είτε ακινητοποιείται απευθείας στην ηλεκτροδιακή επιφάνεια είτε με τη βοήθεια ενός βοηθητικού υλικού. Η προσρόφηση (Σχήμα 2α) διακρίνεται στη φυσιορρόφηση, η οποία λαμβάνει χώρα μέσω ασθενών van der Waals αλληλεπιδράσεων, δεσμών υδρογόνου ή υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων και τη χημειορρόφηση, που λαμβάνει χώρα μέσω χημικών δεσμών. Το μειονέκτημα αυτής της διαδικασίας είναι ότι, συνήθως, η δέσμευση είναι ασθενής και το βιομόριο είναι εκτεθειμένο σε αλλαγές του pH, της θερμοκρασίας και της ιοντικής ισχύος. 
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	Σχήμα 7.2. Μέθοδοι ακινητοποίησης βιομορίων στους βιοαισθητήρες. (α) Προσρόφηση, (β) παγίδευση, (γ) ομοιοπολική δέσμευση, (δ) εγκλωβισμός, (ε) διαμοριακή σύνδεση και (στ) δημιουργία αυτοσυγκροτούμενων μονομοριακών στρωμάτων (SAMs).

	 

	Μια άλλη στρατηγική ακινητοποίησης είναι η παγίδευση των βιομορίων (Σχήμα 7.2β). Σύμφωνα με την τεχνική αυτή, ένα λεπτό φιλμ βιομορίου τοποθετείται στην ηλεκτροδιακή επιφάνεια με τη βοήθεια κάποιου πολυμερικού υλικού (οξική κυτταρίνη, κολλαγόνο, Teflon και πολυουρεθάνη) διαπερατού στην προσδιοριζόμενη ουσία. Η μέθοδος αυτή εφαρμόστηκε στις πρώτες κατασκευές βιοαισθητήρων και έχει το πλεονέκτημα ότι περιορίζει την επιμόλυνση των βιομορίων από συστατικά του δείγματος. Το κυριότερο μειονέκτημά της είναι η χαμηλή σταθερότητα.

	Κατά τη διαδικασία της ομοιοπολικής δέσμευσης (Σχήμα 7.2γ), τα βιομόρια προσδένονται πάνω στην ηλεκτροδιακή επιφάνεια με ομοιοπολικούς δεσμούς οι οποίοι σχηματίζονται μεταξύ των δραστικών ομάδων της επιφάνειας του ηλεκτροδίου και των δραστικών ομάδων των κατάλοιπων αμινοξέων του βιομορίου. Η διαδικασία αυτή ευνοεί την ακινητοποίηση βιομορίων με ελεγχόμενο προσανατολισμό. Τα βιομόρια διατηρούνται σε στενή επαφή με το ηλεκτρόδιο, ευνοώντας τη γρήγορη μεταφορά ηλεκτρονίων και επιπλέον δεν υπάρχουν εμπόδια στη διάχυση του υποστρώματος. Η συγκεκριμένη μέθοδος, όμως, δημιουργεί βιοαισθητήρες με χαμηλή μηχανική σταθερότητα και απαιτείται προσοχή, ώστε η πρόσδεση του βιομορίου να γίνει μέσω των αμινοξέων.

	Ο εγκλωβισμός (Σχήμα 7.2δ) αποτελεί μια επιπλέον τεχνική ακινητοποίησης βιομορίων σε ηλεκτροδιακές επιφάνειες. Στην τεχνική αυτή τα βιομόρια αναμιγνύονται με διαλύματα μονομερών, τα οποία στη συνέχεια πολυμερίζονται και εγκλωβίζουν το βιομόριο. Πολυμερή υλικά που χρησιμοποιούνται είναι, συνήθως, το πολυακρυδονιτρίλιο και οι πυριτικές πηκτές. Τελευταία χρησιμοποιούνται και τα αγώγιμα πολυμερή, ώστε να επιτευχθεί ταχύτερη μεταφορά ηλεκτρονίων από το βιομόριο στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου. Τα κυριότερα μειονεκτήματα της διαδικασίας αυτής είναι ο μεγάλος χρόνος απόκρισης, εξαιτίας της αργής διάχυσης του υποστρώματος μέσα από το πολυμερές και ο μικρός χρόνος ζωής, ο οποίος καθορίζεται από τη σταθερότητα του πλέγματος του πολυμερούς. 

	Η διαμοριακή σύνδεση (Σχήμα 7.2ε), από την άλλη, συνίσταται στην πρόσδεση των βιομορίων στην ηλεκτροδιακή επιφάνεια ή του υλικού στήριξης με τη βοήθεια διαδραστικών αντιδραστηρίων, όπως είναι γλουταριναλδεΰδη και το καρβοδιιμίδιο. Τα βιομόρια συνδέονται είτε μεταξύ τους είτε με άλλα μη δραστικά βιομόρια σχηματίζοντας διαμοριακούς δεσμούς. Το βασικό μειονέκτημα της μεθοδολογίας αυτής είναι η απώλεια της ενεργότητας του βιομορίου, λόγω της χρήσης χημικών αντιδραστηρίων και οργανικών διαλυτών. 

	Τέλος, η δημιουργία αυτοσυγκροτούμενων μονομοριακών στρωμάτων (SAMs) (σχήμα στ) στηρίζεται στην αυθόρμητη οργάνωση μικρότερων μορίων σε μακρομοριακές οργανωμένες δομές. Σ’ αντίθεση με την κλασική οργανική σύνθεση, όπου τα διάφορα στάδια της σύνθεσης περιλαμβάνουν τη δημιουργία και λύση δεσμών και πραγματοποιούνται κάτω από κινητικό έλεγχο, η δημιουργία των SAMs βασίζεται στην ανάπτυξη ασθενών δεσμών (δεσμοί υδρογόνου, van der Waals αλληλεπιδράσεις και άλλα) και η διαδικασία ελέγχεται θερμοδυναμικά. 

	Γενικά, δεν υπάρχει κάποια καθολική μέθοδος ακινητοποίησης βιομορίων η οποία να εφαρμόζεται σ’ όλα τα βιομόρια και σ’ όλα τα υλικά στήριξης. Τα κυριότερα προβλήματα που προκύπτουν, αφορούν τη σταθερότητα του βιοαισθητήρα και την επαναληψιμότητα των μετρήσεων. Για καθένα βιομόριο επιλέγεται η κατάλληλη μέθοδος ακινητοποίησης.

	 

	7.5. Αισθητηριακά Συστήματα σε Βιοαισθητήρες (δέκτες)  

	 

	α) Φυσικοί δέκτες. Υπάρχει ένα ευρύ φάσμα από φυσικά παραγόμενα μόρια από φυτά, ζώα και μικροοργανισμούς που μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως δέκτες σε βιοαισθητήρες. Αυτά τα μόρια μπορούν να διαιρεθούν σε δύο ομάδες: 1. τη βιοκαταλυτική ομάδα (ένζυμα, ολόκληρα κύτταρα, μιτοχόνδρια, ιστός) και 2. την ομάδα αντίδρασης συγγένειας (νουκλεϊκά οξέα, αντισώματα, κυτταρικοί υποδοχείς). Σε κάθε περίπτωση, ο βιοαισθητήρας αξιοποιεί τη δυνατότητα εκλεκτικής σύνδεσης που έχουν τα βιομόρια. Στον Πίνακα 2 παρουσιάζονται τα συνηθέστερα χρησιμοποιούμενα μόρια-δέκτες και οι αντίστοιχες ουσίες προς ανάλυση.

	 

	
		
				Αισθητήριο μόριο

				Προσδιοριζόμενη ουσία

		

		
				Ένζυμο 

				Ανάλογο υπόστρωμα, αναστολέας, συμπαράγοντας, χρώμα, μέταλλο chelates

		

		
				Αντίσωμα 

				Αντιγόνο, ιός, κύτταρο 

		

		
				Νουκλεϊκό οξύ 

				Συμπληρωματική αλληλουχία βάσεων, νουκλεϊκού οξέος: πολυμεράση, ιστόνη, πρωτεΐνη σύνδεσης

		

		
				Κύτταρο

				Ειδική κυτταρική επιφανειακή πρωτεΐνη, λεκτίνη 

		

		
				Δέκτης, μεταφορέας πρωτεΐνης 

				Ορμόνες, βιταμίνες

		

	

	 

	Πίνακας 7.2. Βιολογικά συστήματα που χρησιμοποιούνται περισσότερο στην κατασκευή των βιοαισθητήρων και τα αντίστοιχα υποστρώματα σύνδεσής τους.

	 

	β) Στους καταλυτικούς αισθητήρες η αλλαγή στη συγκέντρωση ενός συστατικού η οποία προκύπτει από μία καταλυτική αντίδραση, είναι η παράμετρος που ανιχνεύεται. Στην περίπτωση των αισθητήρων συγγένειας καταγράφεται το γεγονός της σύνδεσης ανάμεσα στο δέκτη και τον προς ανάλυση στόχο. 

	Λόγω της ειδικότητας και των καταλυτικών ιδιοτήτων τους, τα ένζυμα έχουν βρει ευρεία εφαρμογή στους βιοαισθητήρες (ενζυμικοί βιοαισθητήρες). Έχει σημειωθεί μεγάλη εξέλιξη στις εφαρμογές των ενζυμικών βιοαισθητήρων που αφορούν ένα ευρύ φάσμα υποστρωμάτων, από την εποχή δημιουργίας του πρώτου ανιχνευτή γλυκόζης, ο οποίος βασιζόταν στην ακινητοποίηση της οξειδάσης της γλυκόζης πάνω σε ένα ηλεκτρόδιο ανίχνευσης οξυγόνο (Πίνακας 7.1). Πολλά ένζυμα που ανήκουν στις οξειδοαναγωγάσες, υδρολάσες και λυάσες έχουν ακινητοποιηθεί σε διάφορους μεταλλάκτες με στόχο τη δημιουργία βιοαισθητήρων με εφαρμογές στην ιατρική, την κτηνιατρική, τη βιομηχανία τροφίμων, την περιβαλλοντική μελέτη και την άμυνα. Η πιο σημαντική ομάδα είναι οι οξειδοαναγωγάσες, καταλύοντας την οξείδωση ή αναγωγή, χρησιμοποιώντας είτε το οξυγόνο είτε συμπαράγοντες. Τα ένζυμα μπορούν να χρησιμοποιηθούν είτε μόνα τους, όπως στους καταλυτικούς βιοαισθητήρες, είτε σε σύζευξη με άλλα συστατικά, όπως είναι τα αντισώματα ως δείκτες σήμανσης.

	Ολόκληρα κύτταρα ζώντων οργανισμών όπως τα βακτήρια, οι μύκητες, φυτικά και ζωικά κύτταρα ή ακόμη και ιστοί έχουν χρησιμοποιηθεί ως δέκτες σε βιοαισθητήρες. Η αρχή της μεθόδου, συνήθως, βασίζεται στη διερεύνηση της γενικής μεταβολικής κατάστασης των κυττάρων μέσω της ανίχνευσης της κατανάλωσης του οξυγόνου ή του υποστρώματος, της παραγωγής διοξειδίου του άνθρακα ή μεταβολιτών, του φθορισμού των βακτηρίων ή της μεταφοράς ηλεκτρονίων κατά μήκος της οξειδοαναγωγικής αλυσίδας. Μία ομάδα από ολόκληρα κύτταρα (whole-cell) ή μικροβιακούς αισθητήρες έχει κατασκευαστεί για την ανίχνευση τοξικών και ρυπογόνων στοιχείων. Το ενδιαφέρον για αυτού του τύπου τις διατάξεις με στόχο την καταγραφή των συνθηκών περιβάλλοντος και της τοξικότητας αυξάνεται εξαιτίας της ικανότητάς τους να καταγράφουν άμεσα τις βιολογικές επιδράσεις σε αντίθεση με το να παρέχουν απλώς και μόνο μία χημική ανάλυση. 

	Αντιδράσεις αντιγόνου-αντισώματος χρησιμοποιούνται, κυρίως, σε αισθητήρες συγγενείας. Παρόλα αυτά και άλλα βιολογικά συστατικά, όπως είναι οι υποδοχείς κυττάρων, η μονή έλικα του DNA (που θα συνδεθεί και θα ανιχνεύσει τη συμπληρωματική της ακολουθία) και οι λεκτίνες (πρωτεΐνες φυτών που χρησιμοποιούνται για τη δέσμευση υδρογονανθράκων) έχουν χρησιμοποιηθεί. Συνδυασμοί των παραπάνω βιολογικών συστατικών έχουν χρησιμοποιηθεί, για να παρέχουν νέες ή βελτιωμένες αναλυτικές δυνατότητες. Οι βελτιώσεις των πολυκλωνικών αντισωμάτων και η τεράστια πρόοδος στον τομέα των μονοκλωνικών αντισωμάτων και στην παραγωγή ανασυνδυασμένων αντισωμάτων, έχουν δώσει μία τεράστια ώθηση στην αγορά διαγνωστικών προϊόντων. Τα αντισώματα έχουν, ευρέως, χρησιμοποιηθεί σε μία ποικιλία συσκευών που χρησιμοποιούν ταχείες χημικές μεθόδους, όπως είναι τα ανοσολογικά kits, τα stick εμβάπτισης και οι βιοαισθητήρες. Η χρησιμοποίηση τμημάτων των αντισωμάτων και μοριακά σχεδιασμένων αντισωμάτων είναι το πεδίο μελλοντικής ανάπτυξης για τους ανοσοαισθητήρες. Μία νέα ερευνητική προσέγγιση είναι να χρησιμοποιηθούν τα γονίδια που κωδικοποιούν χρήσιμα αντισώματα, να εκφραστούν σε βακτήρια ή φυτά, να αναπτυχθούν τρισδιάστατα δομικά μοντέλα και να προκύψουν βελτιωμένα στοιχεία από άμεση ή συνδυασμένη μεταλλαξιογένεση. Η συγγένεια και η εκλεκτικότητα των ανασυνδυασμένων αντισωμάτων είναι τα σπουδαιότερα προς αξιοποίηση στοιχεία.

	Το κύριο μειονέκτημα της χρησιμοποίησης βιολογικών μορίων είναι η αστάθειά τους, η οποία συχνά αποτρέπει την ευρύτερη εμπορική τους χρήση. Η έρευνα στη βελτίωση της σταθερότητας αυτών των συστατικών επεκτείνεται. Ένας τρόπος για να ξεπεράσουμε το πρόβλημα της αστάθειας των βιολογικών μορίων, είναι να τα αντικαταστήσουμε με τεχνητούς δέκτες ή βιομιμητές (biomimics).

	 

	γ) Ανοσοαισθητήρες. Πρόκειται για ένα είδος βιοαισθητήρα ο οποίος χρησιμοποιεί τη σύνδεση αντιγόνου-αντισώματος. Η ειδική φύση της αλληλεπίδρασης αντισώματος-αντιγόνου είναι ανάλογη με αυτήν του κλειδιού με την κλειδαριά. Έτσι εξασφαλίζεται ότι το αντιγόνο θα δεσμευτεί μόνο στο αντίσωμα, εάν έχει τη σωστή διαμόρφωση. Η σύνδεση αυτή οδηγεί σε μια φυσικοχημική μεταβολή, η οποία σε συνδυασμό με έναν ιχνηθέτη, όπως φθορίζοντα μόρια, ένζυμα ή ραδιοϊσότοπα, μπορεί να δημιουργήσει ένα σήμα. Η αλληλεπίδραση αντισώματος-αντιγόνου είναι γενικά μη αναστρέψιμη. Ωστόσο, έχει δειχθεί ότι η σύνδεση μπορεί να ανασταλεί με τη χρήση οργανικών διαλυτών ή ακόμη και υπερηχητική ακτινοβολία.

	Με βάση την αρχή λειτουργίας του ανοσο-βιοαισθητήρα γίνεται αντιληπτό ότι αυτός μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε μια ποικιλία εφαρμογών όπως:

	 

	
		Διάγνωση λοιμώξεων,

		Παθογένεια ποικίλων νοσημάτων,

		Διάγνωση καρκίνου και στοχευόμενη θεραπεία,

		Εκτίμηση αποτελεσματικότητας θεραπευτικής μεθόδου,

		Ανίχνευση επιπέδων φαρμάκων,

		Μικροβιολογία: Ανίχνευση ιών και βακτηρίων,

		Παραγωγή και τον ποιοτικό έλεγχο των τροφίμων,

		Κτηνιατρική διάγνωση,

		Έλεγχος βιομηχανικών αποβλήτων,

		Προσδιορισμός βιομηχανικών (τοξικών) αερίων,

		Έλεγχος της ρύπανσης του περιβάλλοντος,

		Στρατιωτικές εφαρμογές: Ανίχνευση ουσιών χημικού / βιολογικού πολέμου.



	 

	Οι ανοσοαισθητήρες ταξινομούνται με βάση:

	
		τη χρήση ή μη ιχνηθέτη,

		τον τύπο του ανοσοπροσδιορισμού,

		το υλικό κατασκευής του στερεού φορέα,

		τη χημεία πρόσδεσης του βιομορίου αναγνώρισης στο στερεό φορέα,

		τη φυσικοχημική παράμετρο.



	 

	Συμπερασματικά, οι ανοσοαισθητήρες αναμένεται να διαδραματίσουν σημαντικό ρόλο τόσο στη διάγνωση και πρόληψη πολλών νοσημάτων όσο και σε πολλά άλλα πεδία της ανοσολογίας. Επίσης, φαίνεται ότι χρησιμοποιούν φτηνή οργανολογία, εμφανίζουν σημαντική ταχύτητα και έχουν σαφή εκλεκτικότητα. Στα πλεονεκτήματά τους, τέλος, εμπεριέχεται η σημαντική ευαισθησία την οποία φαίνεται να παρουσιάζουν, αλλά και το γεγονός ότι απαιτούν μικρούς όγκους δειγμάτων για τον προσδιορισμό μεταβολών.

	 

	δ) Αισθητήρες γονιδίων (Genosensors). Ο σχηματισμός και ο μηχανισμός των αισθητήρων γονιδίων (genosensors) βασίζεται στον υβριδισμό του DNA. Οι περισσότερες εφαρμογές των αισθητήρων γονιδίων βασίζονται στο υβριδισμό ενός μονόκλωνου DNA-ανιχνευτή με ένα μόριο DNA-στόχο για την ανίχνευση μιας συγκεκριμένης γονιδιακής αλληλουχίας μέσω του υβριδισμού του DNA. Ουσιαστικά, η αναγνώριση μιας ειδικής αλληλουχίας DNA βασίζεται, κυρίως, στους δεσμούς υδρογόνου και στις ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις.

	Αναλυτικότερα, ο υβριδισμός DNA είναι μια διαδικασία κατά την οποία οι κλώνοι του DNA, οι οποίοι διαθέτουν μια εξειδικευμένη οργάνωση των νουκλεοτιδίων, εμφανίζουν συμπληρωματικότητα μεταξύ τους κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες αντίδρασης, και σχηματίζουν κατά αυτόν τον τρόπο μια σταθερή δομή διπλής έλικας. Αυτό το φαινόμενο είναι δυνατό εξαιτίας της βιοχημικής ιδιότητας της συμπληρωματικότητας των βάσεων, και επιτρέπει σε τμήματα γνωστής αλληλουχίας να βρίσκουν συμπληρωματικές αλληλουχίες σε ένα άγνωστο δείγμα DNA. Πιο συγκεκριμένα, τα πειραματικά στάδια έχουν ως εξής:

	 

	
		Aκινητοποίηση μιας μικρής αλληλουχίας 20-40 βάσεων ενός συνθετικού ολιγονουκλεοτιδίου, του οποίου η αλληλουχία είναι συμπληρωματική ως προς το «στόχο» ολιγονουκλεοτίδιο.

		Έκθεση του αισθητήρα σε δείγμα το οποίο περιέχει το «στόχο», καταλήγει στο σχηματισμό του υβριδίου στην επιφάνεια του αισθητήρα.

		Ηλεκτροχημικός έλεγχος του σχηματισμού της διπλής έλικας οδηγεί στην παραγωγή ενός χρήσιμου αναλυτικού σήματος.



	 

	Η βασική αρχή λειτουργίας φαίνεται στο Σχήμα 7.3.

	 

	[image: Image]

	 

	Σχήμα 7.3. Βασική αρχή λειτουργίας DNA υβριδισμού      

	 

	Οι βιοαισθητήρες DNA υβριδισμού είναι δυνατό να χρησιμοποιηθούν στην έγκαιρη και γρήγορη διάγνωση λοιμωδών και κληρονομικών ασθενειών (κυστική ίνωση, αχονδροπλασία, ιός HΒV). Είναι, επίσης, δυνατό να αξιοποιηθούν στην παρακολούθηση της αλληλουχίας εξειδικευμένων παραγόντων είτε άμεσα είτε με ενώσεις που παρεμβάλλονται στη διπλή έλικα του DNA (συμπλόκων, αντιβιοτικών κλπ.) και οι οποίες σχηματίζουν σύμπλοκα με τις αζωτούχες βάσεις του DNA. Οι βιοαισθητήρες προσφέρουν μια ενδιαφέρουσα οδό για τη μετατροπή του υβριδισμού σε χρήσιμο αναλυτικό σήμα.

	Η ανάπτυξη βιοαισθητήρων DNA υβριδισμού υπόσχεται πολλά αναφορικά με την απόκτηση πληροφοριών που αφορούν στη διευκρίνιση της αλληλουχίας του DNA και η οποία θα ήταν χρήσιμη σε κλινικές, περιβαλλοντικές καθώς και εγκληματολογικές έρευνες.

	 

	7.6. Τεχνητοί Δέκτες-Βιομιμητές (Biomimics)

	

	Οι νεότερες εξελίξεις, όπως η ανάπτυξη τεχνητών δεκτών με τη χρήση υπολογιστικής μοντελοποίησης (computer modeling) και μοριακής αποτύπωσης των πολυμερών (molecularly imprinted polymers) ή συνδυασμένης σύνθεσης, έχουν αυξήσει την ποικιλία των δεκτών οι οποίοι μπορούν να χρησιμοποιηθούν στους βιοαισθητήρες. Η μοριακή μοντελοποίηση (molecular modeling) είναι ένα χρήσιμο εργαλείο για τη μελέτη της μοριακής αναγνώρισης, δηλαδή της ειδικής αλληλεπίδρασης ανάμεσα στο υπόστρωμα και το δέκτη. Οι αντιδράσεις συγγένειας ανάμεσα στους συνθετικούς δέκτες και τους στόχους προς ανάλυση περιλαμβάνουν υδρογονικούς δεσμούς, αλληλεπιδράσεις Van Der Waals και ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις. Για να σχεδιάσουμε τεχνητούς υποδοχείς, η υπολογιστική μοντελοποίηση έχει χρησιμοποιηθεί προκειμένου να παρέχει πληροφορίες για τη δομή του στόχου προς ανάλυση∙ οι πληροφορίες αυτές μπορούν στη συνέχεια να χρησιμοποιηθούν για το σχεδιασμό των τεχνητών υποδοχέων. Η μοριακή μοντελοποίηση επιτρέπει την πρόβλεψη των συνδετών οι οποίοι αναμένεται να συνδεθούν ισχυρά με περιοχές-κλειδιά βιολογικά σημαντικών μορίων γνωστής τρισδιάστατης δομής, έτσι ώστε να αναστέλλουν ή να διαφοροποιούν τη δράση τους. 

	Η μοριακή αποτύπωση των πολυμερών (molecular imprinting polymerization) αποτελεί τελευταία αντικείμενο έντονου ερευνητικού ενδιαφέροντος και χρησιμοποιείται σε ένα ευρύ φάσμα εφαρμογών, όπως είναι η προετοιμασία υλικών εκλεκτικού διαχωρισμού, συνθετικών αντισωμάτων, συνθετικών ενζύμων καθώς και η μοριακή αναγνώριση. Η μοριακή αποτύπωση (molecular imprinting) βασίζεται στην παρουσία συμπληρωματικών αλληλεπιδράσεων ανάμεσα σε περιοχές του πρότυπου μορίου-φόρμας και του λειτουργικού μονομερούς το οποίο χρησιμοποιείται στη διαδικασία πολυμερισμού. Το λειτουργικό μονομερές είναι ένα εργαλείο-κλειδί στη διαδικασία της αποτύπωσης, άρα αποτελεί ένα σχετικά μικρό τμήμα του προκύπτοντος μοριακά αποτυπωμένου πολυμερούς. Η συμμετοχή του πρότυπου μορίου πριν και κατά τη διάρκεια του πολυμερισμού, προκειμένου να σχηματιστούν οι θέσεις συμπληρωματικής σύνδεσης, αποτελεί την κεντρική ιδέα της μοριακής αποτύπωσης.

	Η συνδυαστική χημεία (combinatorial chemistry) είναι ένας γρήγορα αναπτυσσόμενος τομέας σε σχέση με την ανάπτυξη τεχνητών δεκτών και χρησιμοποιείται ευρέως στη βιομηχανία φαρμάκων (Σχήμα 7.2). Ένα παράδειγμα εφαρμογής της είναι η βελτιστοποίηση ενός αντικαταθλιπτικού φαρμάκου, της βενζοδιαζεπίνης. Οι βιβλιοθήκες ανασυνδυασμού αποτελούνται από μια σειρά διαφορετικών μορίων που δημιουργούνται από τη συστηματική και επαναλαμβανόμενη ομοιοπολική σύνδεση μιας ομάδας διαφορετικών δομικών στοιχείων. Ο αριθμός των πιθανών συστατικών (n) που δημιουργείται από μία βιβλιοθήκη, μπορεί να βρεθεί με την παρακάτω σχέση 1.

	 

	n=bx       (1)

	 

	όπου

	b: ο αριθμός των δομικών στοιχείων σε κάθε βήμα και 

	x: ο αριθμός των συνθετικών βημάτων

	 

	Τεράστια προσπάθεια έχει καταβληθεί για την ανάπτυξη πεπτιδικών και μη πεπτιδικών βιβλιοθηκών. Ένας μεγάλος αριθμός συστατικών μπορεί να δημιουργηθεί σε σύντομο χρόνο με τη χρήση τεχνικών συνδυαστικών βιβλιοθηκών, γεγονός σχεδόν αδύνατο στην περίπτωση χρήσης μεθόδων κλασικής οργανικής σύνθεσης. Η συνδυαστική χημεία χρησιμοποιείται σε συνδυασμό με τη μοριακή μοντελοποίηση (molecular modeling) προκειμένου να επιτευχθεί η ανακάλυψη νέων καλύτερων τεχνητών δεκτών∙έχει επίσης χρησιμοποιηθεί για τη δημιουργία συνδετών συγγένειας οι οποίοι μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε διατάξεις βιοαισθητήρων. 

	Η ερευνητική δραστηριότητα στον τομέα της ανάπτυξης τεχνητών δεκτών έχει αυξηθεί τα τελευταία χρόνια, ιδιαίτερα για ιατρικές και περιβαλλοντικές εφαρμογές. Η ανάπτυξη τεχνητών δεκτών για διάφορες χρήσεις παραμένει μία σημαντική πρόκληση. Η συνδυαστική σύνθεση και τα μοριακά αποτυπωμένα πολυμερή είναι δύο από τις πιο συναρπαστικές και ταχέως αναπτυσσόμενες μεθόδους προκειμένου να ξεπεραστούν τα προβλήματα σταθερότητας των φυσικών συνδετών. Η πρόκληση είναι να παράγουμε δέκτες που ανταγωνίζονται τα φυσικά μόρια σε ευαισθησία και σταθερότητα.

	 

	7.7. Ανιχνευτές ή Μεταλλάκτες Σήματος

	

	Το τμήμα του μεταλλάκτη σήματος ενός βιοαισθητήρα πρέπει να είναι ικανό να μετατρέπει μία ειδική βιολογική απάντηση σε ένα ποσοτικό σήμα. Οι μεταλλάκτες πρέπει να είναι κατάλληλοι για ακινητοποίηση των δεκτών στην επιφάνεια ή κοντά σ’ αυτήν. Ορισμένοι από τους μεταλλάκτες σήματος που χρησιμοποιούνται στην κατασκευή βιοαισθητήρων, παρουσιάζονται στον Πίνακα 7.3.
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	Πίνακας 7.3. Μεταλλάκτες σήματος με εφαρμογές σε βιοαισθητήρες

	 

	Σημαντική προσπάθεια έχει καταβληθεί με στόχο τη βελτίωση των μεταλλακτών σήματος μέσω της χρήσης διάφορων τεχνολογιών. 

	 

	7.8. Ηλεκτροχημικοί Μεταλλάκτες Σήματος

	 

	Οι ηλεκτροχημικοί μεταλλάκτες σήματος βασίζονται στις φυσικοχημικές αρχές οι οποίες διέπουν τις ηλεκτροχημικές τεχνικές ανάλυσης. Οι ηλεκτροχημικές τεχνικές ανάλυσης περιλαμβάνουν μία μεγάλη ποικιλία τεχνικών, καθεμία από τις οποίες βασίζεται σε ένα ιδιαίτερο φαινόμενο το οποίο πραγματοποιείται σε ένα ηλεκτροχημικό στοιχείο. Το πειραματικό ηλεκτροχημικό σύστημα αποτελείται από τον ηλεκτρολύτη, που άγει το ρεύμα, τα ηλεκτρόδια καθώς και από το κύκλωμα μετρήσεως ή το εξωτερικό κύκλωμα το οποίο χρησιμοποιείται για την εφαρμογή και μέτρηση ηλεκτρικών σημάτων. Μετρώνται διάφορα ηλεκτρικά μεγέθη, όπως π.χ. ένταση ρεύματος, δυναμικό, αντίσταση (αγωγιμότητα), μόνα ή σε συνδυασμούς, και με βάση τις μετρούμενες τιμές επιτελείται ποσοτική ή ποιοτική ανάλυση. Σε μία ηλεκτροχημική ανάλυση, είτε καθορίζεται η σχέση μεταξύ μεγέθους ηλεκτρικού σήματος και ενεργότητας (συγκεντρώσεως) είτε το ηλεκτρικό σήμα χρησιμοποιείται για τον καθορισμό του τελικού σημείου μίας τιτλομέτρησης είτε το ηλεκτρικό ρεύμα μετατρέπει την προσδιοριζόμενη χημική οντότητα σε μία καθορισμένη μορφή∙ η μορφή αυτή προσδιορίζεται είτε σταθμικά είτε από την ποσότητα του ηλεκτρικού φορτίου που καταναλώθηκε.

	Οι ηλεκτροχημικές τεχνικές χαρακτηρίζονται από ευρύτατη περιοχή ευαισθησίας (mg – ng) και ακρίβειας (0,1 - 10%), και από μικρό σχετικά κόστος των χρησιμοποιούμενων αναλυτικών οργάνων.

	Ταξινόμηση ηλεκτροχημικών τεχνικών αναλύσεως. Οι κυριότερες ηλεκτροχημικές τεχνικές αναλύσεως παρέχονται στον Πίνακα 7.4. Κάθε τεχνική απαιτεί τον άμεσο έλεγχο τουλάχιστον μίας από τις τρεις βασικές παραμέτρους: ένταση ρεύματος I, δυναμικό Ε, χρόνος t-.
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	i = ένταση ρεύματος, Ε = τάση, V = όγκος τιτλοδότη, t = χρόνος, AC = εναλλασσόμενο ρεύμα, 1/R = αγωγιμότητα

	 

	Πίνακας 7.4. Ηλεκτροχημικές τεχνικές ανάλυσης

	 

	7.9. Ορισμοί

	 

	Τα ηλεκτρόδια του ηλεκτροχημικού στοιχείου αποτελούν την άνοδο και την κάθοδο του στοιχείου. Ανεξάρτητα από το είδος του στοιχείου, στην κάθοδο πραγματοποιούνται πάντοτε αντιδράσεις αναγωγής και στην άνοδο αντιδράσεις οξείδωσης. Ηλεκτρόδιο εργασίας (working electrode) είναι το ηλεκτρόδιο στο οποίο πραγματοποιείται η ελεγχόμενη ή παρακολουθούμενη ηλεκτροδιακή αντίδραση. Ηλεκτρόδιο αναφοράς (reference electrode) είναι το ηλεκτρόδιο το οποίοεμφανίζει σταθερό και επαναλήψιμο δυναμικό, ανεξάρτητο από τη σύσταση του διαλύματος και τις μεταβολές στην ένταση του ρεύματος και βοηθητικό ή αντίθετο ηλεκτρόδιο (counter electrode) είναι αυτό το οποίο αποτελείται από ένα αδρανές μέταλλο, διαμέσου του οποίου διέρχεται το ρεύμα, ώστε να αποφεύγεται η διέλευση ρεύματος από το ηλεκτρόδιο αναφοράς.

	 

	7.10. Ηλεκτροδιακές Διεργασίες ή Δράσεις

	 

	Στα ηλεκτρόδια πραγματοποιούνται δύο τύποι διεργασιών: φαρανταϊκές (faradaic processes) και μη φαρανταϊκές (non faradaic processes). Στις φαρανταϊκές διεργασίες ή δράσεις, που διέπονται από το νόμο του Faraday (σύμφωνα με τον οποίο η ποσότητα της ουσίας που οξειδώνεται ή ανάγεται, είναι ανάλογη της ποσότητας του ηλεκτρισμού που διέρχεται από το διάλυμα), γίνεται μεταφορά ηλεκτρονίων διαμέσου της διεπιφάνειας (μεσόφαση) ηλεκτροδίου – διαλύματος και επομένως λαμβάνει χώρα οξείδωση ή αναγωγή, γιατί δεν είναι δυνατόν να επιβιώσει ελεύθερο ηλεκτρόνιο στο διάλυμα. Τα ηλεκτρόδια στις φαρανταϊκές διεργασίες ονομάζονται ηλεκτρόδια μεταφοράς φορτίου και το παρατηρούμενο ρεύμα ονομάζεται φαρανταϊκό ρεύμα (faradaic current), iF. Στις μη φαρανταϊκές διεργασίες δε γίνεται μεταφορά ηλεκτρονίων διαμέσου της διεπιφάνειας ηλεκτροδίου – διαλύματος, γιατί δεν ευνοείται κινητικά ή θερμοδυναμικά. Τέτοιες διεργασίες είναι η προσρόφηση και η εκρόφηση ουσιών στο ηλεκτρόδιο και η αλλαγή ιδιοτήτων της διεπιφάνειας κατά τις αλλαγές του δυναμικού του ηλεκτροδίου ή της συστάσεως του διαλύματος. Παρόλο, όμως, που δε διακινούνται ηλεκτρόνια στις μη φαρανταϊκές διεργασίες, εντούτοις μπορεί να παρατηρηθεί διέλευση ρεύματος, έστω και παροδικά, όταν αλλάζει το δυναμικό ή η επιφάνεια του ηλεκτροδίου ή η σύσταση του διαλύματος. Το ρεύμα αυτό ονομάζεται χωρητικό ρεύμα (capacitive current), ic. Ένα ενδιαφέρον παράδειγμα μη φαρανταϊκής διεργασίας είναι η φόρτιση ενός ηλεκτροδίου, κατά την οποία το χωρητικό ρεύμα φορτίζει την ηλεκτρική διπλοστοιβάδα η οποία υπάρχει στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου, στην τιμή ισορροπίας, που αντιστοιχεί στο δυναμικό του ηλεκτροδίου. 

	Η πρώτη βολταμμετρική τεχνική η οποία αναπτύχθηκε ιστορικά, το 1922 από τον Τσέχο ηλεκτροχημικό Jaroslav Heyrovsky ήταν η πολαρογραφία που περιελάμβανε δύο ηλεκτρόδια: το ηλεκτρόδιο εργασίας (σταγονικό ηλεκτρόδιο υδραργύρου, DME Dropping Mercury Electrode) και το ηλεκτρόδιο αναφοράς∙ η τεχνική αυτή εξελίχτηκε σε ηλεκτροχημική τεχνική τριών ηλεκτροδίων (συμπεριλαμβανομένου και του βοηθητικού ή αντίθετου ηλεκτροδίου). Το σταγονικό ηλεκτρόδιο του υδραργύρου αντικαταστάθηκε από το ηλεκτρόδιο κρεμάμενης σταγόνας υδραργύρου (HMDE) (ηλεκτρόδιο Kemula, επονομαζόμενου προς τιμήν του Πολωνού ηλεκτροχημικού Wiktor Kemula) ενώ η τεχνική απέκτησε την ευρύτερη ονομασία βολταμμετρία.

	 

	7.11. Βολτ – αμπέρ – μετρώ, Βολταμμετρία 

	 

	Η βολταμμετρία είναι μια ηλεκτροαναλυτική τεχνική κατά την οποία το ρεύμα στο ηλεκτρόδιο εργασίας μετράται ως συνάρτηση του εφαρμοζόμενου δυναμικού. Ο όρος ηλεκτρόδιο εργασίας αποδίδεται στο ηλεκτρόδιο εκείνο στο οποίο συμβαίνει η οξειδοαναγωγική αντίδραση του συστήματος που μελετάται. Το ηλεκτροδιακό δυναμικό αποτελεί την ελεγχόμενη παράμετρο η οποία αναγκάζει τα μόρια ή τα ιόντα που βρίσκονται στο διάλυμα, να αναχθούν ή να οξειδωθούν πάνω στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου εργασίας. Το δυναμικό μπορεί να εφαρμοστεί κατά διάφορους συστηματικούς τρόπους, όπως γραμμική, παλμική, εναλλασσόμενη, κλιμακωτή ή άλλη μεταβολή σε σχέση με το χρόνο.

	      

	7.12. Κυκλική Βολταμμετρία

	 

	Χρησιμοποιείται, κυρίως, για τη μελέτη του μηχανισμού οξειδοαναγωγικών αντιδράσεων και το χαρακτηρισμό των οξειδοαναγωγικών ιδιοτήτων των διάφορων ενώσεων. Συχνά αποτελεί το πρώτο πείραμα το οποίο εκτελείται σε μια ηλεκτροχημική μελέτη.

	Στην κυκλική βολταμμετρία εφαρμόζεται επί του ηλεκτροδίου εργασίας τριγωνικό κύμα δυναμικού, πρώτα προς μία διεύθυνση και ύστερα συμμετρικά στην αντίθετη διεύθυνση (σχήμα), αυτό το κύμα δυναμικού επαναλαμβάνεται ταχέως. Το δυναμικό σαρώνεται στην καθοδική κατεύθυνση, στη διαδικασία αναγωγής και στη συνέχεια αντίστροφα στην ανοδική κατεύθυνση μετά τον τερματισμό του κύματος αναγωγής. Το δυναμικό είναι δυνατό να σαρώνεται σαν απλός ή σαν πολλαπλός κύκλος και η ταχύτητα σάρωσης του δυναμικού μπορεί να φτάσει και τα 100 Vs-1. 

	Το τυπικό κυκλικό βολταμμογράφημα για ένα αντιστρεπτό σύστημα αναγωγής φαίνεται στο Σχήμα 7.5. Σε χαμηλές συγκεντρώσεις ηλεκτροδραστικών ουσιών το ρεύμα φόρτισης γίνεται μεγαλύτερο από το φαρανταιϊκό και είναι απαραίτητο να χρησιμοποιηθούν πιο ευαίσθητες τεχνικές, όπως είναι οι παλμικές τεχνικές. 
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Σχήμα 7.4. Εφαρμογή της κυματομορφής του δυναμικού στην κυκλική βολταμμετρία σε συνάρτηση με το χρόνο

				 
Σχήμα 7.5. Τυπικό αντιστρεπτό κυκλικό βολταμμογράφημα

		

	

	 

	7.13. Τεχνικές Σάρωσης του Δυναμικού

	 

	7.13.1. Βολταμμετρία γραμμικής σάρωσης του δυναμικού

	 

	Στην τεχνική αυτή το δυναμικό μεταβάλλεται γραμμικά σε σχέση με το χρόνο. Η κορυφή του ρεύματος μπορεί να αυξηθεί με ταχύτερη σάρωση του δυναμικού. Το χωρητικό ρεύμα, όμως, που φορτίζει το ηλεκτρόδιο στο εφαρμοζόμενο δυναμικό, είναι επίσης ανάλογο της ταχύτητας σάρωσης του δυναμικού. Έτσι, αύξηση της ταχύτητας σάρωσης του δυναμικού έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση του ρεύματος φόρτισης, δηλαδή το χωρητικό ρεύμα περιορίζει το όριο ανίχνευσης. 

	 

	7.13.2. Παλμική βολταμμετρία

	 

	Με την παλμική βολταμμετρία (pulse voltammetry) προκαλείται σημαντική μείωση του ανεπιθύμητου χωρητικού ρεύματος και βελτίωση της ευαισθησίας των αναλυτικών προσδιορισμών. Η τεχνική στηρίζεται στην εφαρμογή παλμού σε σταθερό ή αυξανόμενο δυναμικό επάνω στο ηλεκτρόδιο εργασίας και διακρίνεται σε κανονική και διαφορική παλμική. Μετά την εφαρμογή του παλμού, το χωρητικό ρεύμα φθίνει ταχέως, ενώ το φαρανταιϊκό βραδύτερα (Σχήμα 7.6). Εξετάζοντας το ρεύμα στα τελευταία χιλιοστοδευτερόλεπτα της διάρκειας του παλμού, το ρεύμα είναι σχεδόν φαρανταιϊκό. Η ευαισθησία αυξάνεται πέντε έως επτά φορές συγκρινόμενη με αυτήν της κλασικής πολαρογραφίας.      
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	Σχήμα 7.6. Δυναμικό και ρεύμα κατά τη διάρκεια του παλμού

	 

	7.13.3. Διαφορική παλμική βολταμμετρία 

	

	Στη διαφορική παλμική βολταμμετρία (differential pulse voltammetry, DPV) οι παλμοί είναι σταθερού πλάτους και υπερτίθενται σε γραμμικώς μεταβαλλόμενο δυναμικό. Η μέτρηση του ρεύματος γίνεται δύο φορές: πριν την εφαρμογή και αμέσως μετά το τέλος του παλμού (Σχήμα 7.6). Το μέγεθος του πρώτου ρεύματος αφαιρείται αυτόματα από το μέγεθος του δευτέρου και αυτή η διαφορά του ρεύματος παριστάνεται γραφικά σε σχέση με το εφαρμοζόμενο δυναμικό.

	 

	7.13.4. Βολταμμετρία τετραγωνικού παλμού 

	 

	Μια ακόμη βολταμμετρική τεχνική παλμών και η βολταμμετρία τετραγωνικού παλμού (square wave voltammetry, SWV) απεικονίζεται στο Σχήμα 7.7. Ένα πλεονέκτημα της βολταμμετρίας τετραγωνικού παλμού είναι ότι το τ μπορεί να γίνει πολύ μικρό, ίσως και να φτάνει τα 5 ms σε σχέση με το 1 ms των άλλων τεχνικών και η αύξηση του δυναμικού (βήμα) είναι τυπικά της τάξης των 2 mV, γεγονός που μικραίνει δραματικά το χρόνο ανάλυσης.

	Η σάρωση του δυναμικού στη βολταμμετρία τετραγωνικού παλμού γίνεται με την πρόσθεση ενός τετραγωνικού παλμού σε μια βαθμιδωτή μεταβολή του δυναμικού. Το ύψος του παλμού είναι, συνήθως, της τάξης των 50 mV. Η ένταση του ρεύματος λαμβάνεται στο τελευταίο διάστημα του παλμού ορθής φοράς και στο τελευταίο διάστημα του παλμού αντίστροφης φοράς και η διαφορά μεταξύ των δύο εντάσεων ρεύματος καταγράφεται ως απόκριση ρεύματος.

	 

	7.14. Τεχνικές Αναδιάλυσης

	 

	Οι τεχνικές αναδιάλυσης είναι συνδυαστικές πολυσταδιακές τεχνικές, με το χαρακτηριστικό ότι ο προσδιορισμός στηρίζεται αρχικά στην προσυγκέντρωση της αναλυόμενης χημικής οντότητας επάνω στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου εργασίας με ηλεκτρόλυση. Ακολουθεί ηλεκτροχημική αναδιάλυση της ουσίας και το παραγόμενο ρεύμα είναι ανάλογο της ηλεκτροχημικά δραστικής ουσίας. Η αναδιάλυση των προσυγκεντρωμένων συστατικών πραγματοποιείται με εφαρμογή βολταμμετρίας συνεχούς ή εναλλασσόμενου ρεύματος, βολταμμετρίας τετραγωνικού παλμού καθώς και με διαφορική παλμική βολταμμετρία. Έχουν επιτευχθεί όρια ανίχνευσης μέχρι και 10-9 Μ.
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	Σχήμα 7.7. Σήματα διέγερσης (α) δυναμικού και (β) βολταμμογραφήματα για τη βολταμμετρία τετραγωνικού παλμού. Το ρεύμα μετράται δειγματοληπτικά στα χρονικά διαστήματα που συμβολίζονται με τα μαύρα ορθογώνια σχήματα. Όταν μετράται μια μεταβολή στο ρεύμα ΔI, τότε το ρεύμα στο σημείο 1 αφαιρείται από το ρεύμα στο σημείο 2. Τα σύμβολα έχουν την εξής σημασία: τ είναι ο χρόνος του κύκλου, ΔEp είναι ένας σταθερός ή μεταβαλλόμενος παλμός, ΔEp είναι η σταθερή μεταβολή στο δυναμικό ανά κύκλο και το tp είναι ο χρόνος του παλμού.

	 

	Αναδιαλυτική βολταμμετρία 

	 

	Η αναδιαλυτική βολταμμετρία είναι μία τεχνική δύο σταδίων, του σταδίου της προσυγκέντρωσης και του σταδίου της αναδιάλυσης. Στο πρώτο στάδιο προσυγκεντρώνεται η προς μελέτη ένωση από το διάλυμα του δείγματος επάνω στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου εργασίας είτε με ηλεκτρόλυση (με εφαρμογή κατάλληλου δυναμικού προσυγκέντρωσης) είτε με προσρόφηση (σχηματισμός συμπλόκου). Στο δεύτερο στάδιο επιτυγχάνεται η ηλεκτροχημική αναδιάλυση της ένωσης που έχει προσυγκεντρωθεί στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου εργασίας.

	 

	Χαρακτηριστικά αναδιαλυτικής βολταμμετρίας

	 

	Η τεχνική μπορεί να εφαρμοστεί σε χημικές οντότητες που είναι ηλεκτροενεργές ή που μπορούν να μετατραπούν σε μια ηλεκτροενεργή μορφή∙ χαρακτηρίζεται από χαμηλά όρια ανίχνευσης, φθηνό αναλυτικό εξοπλισμό, ταχύτητα και δυνατότητα μορφοειδικών προσδιορισμών (speciation). Τέλος, σημειώνεται ότι δεν αποτελεί τεχνική πολυστοιχειακής χημικής ανάλυσης. 

	 

	 α) Ανοδική αναδιαλυτική βολταμμετρία. Η ανοδική αναδιαλυτική βολταμμετρία (Anodic stripping voltammetry, ASV) είναι η πιο διαδεδομένη τεχνική αναδιάλυσης. Σε αυτήν την περίπτωση η προς ανάλυση χημική οντότητα (αναλύτης) προσυγκεντρώνεται (αφού προηγηθεί η αναγωγή της) στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου εργασίας (ηλεκτροστατικά) και στο στάδιο της αναδιάλυσης το δυναμικό σαρώνεται ανοδικά, (προς θετικότερες του δυναμικού προσυγκέντρωσης, τιμές) ενώ ο αναλύτης αναδιαλύεται με επαναοξείδωση και επιστρέφει στο ηλεκτρολυτικό διάλυμα (φέρων ηλεκτρολύτης) με τη μορφή κατιόντος. Ακολουθούν οι χημικές αντιδράσεις που πραγματοποιούνται σε ηλεκτρόδιο υδραργύρου.
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	Όπου Μ είναι το μέταλλο, Μn+ είναι το κατιόν του μετάλλου, ne- είναι το πλήθος των ηλεκτρονίων και Μ(Ηg) είναι το αμάλγαμα υδραργύρου. Η τεχνική εφαρμόζεται, κατά κύριο λόγο, στον προσδιορισμό κατιόντων (π.χ βαρέα μέταλλα).

	 

	 β) Καθοδική αναδιαλυτική βολταμμετρία. Κατά την καθοδική αναδιαλυτική βολταμμετρία (Cathodic stripping voltammetry, CSV) ο αναλύτης προσυγκεντρώνεται στην οξειδωμένη ηλεκτροδιακή επιφάνεια και ακολουθεί αναδιάλυση του σχηματιζόμενου δυσδιάλυτου άλατος με καθοδική σάρωση (προς αρνητικότερες του δυναμικού προσυγκέντρωσης τιμές). Ακολουθούν οι χημικές αντιδράσεις που πραγματοποιούνται σε ηλεκτρόδιο υδραργύρου.

	 

	Στάδιο προσυγκέντρωσης: 2Hg →Hg22++ 2e-

	 

	Hg22++ 2A- → Hg2A2 ↓

	 

	Στάδιο αναδιάλυσης:  Hg2A2+ 2e-→2Hg + 2A-

	 

	Όπου Αn- είναι το ανιόν, HgA είναι ένα δυσδιάλυτο άλας του υδραργύρου. Η τεχνική εφαρμόζεται στον προσδιορισμό ανιόντων (αλογονοιόντων, θειούχων κλπ.).

	 

	γ) Προσροφητική αναδιαλυτική βολταμμετρία (AdSV). Στην προσροφητική αναδιαλυτική βολταμμετρία (Adsorptive Stripping Voltammetry), κατά το στάδιο της προσυγκέντρωσης, λαμβάνει χώρα προσρόφηση του αναλύτη στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου εργασίας. Στη συνέχεια ακολουθεί το στάδιο αναδιάλυσης, όπου το δυναμικό σαρώνεται ανοδικά ή καθοδικά, ανάλογα με τη φύση της προς ανάλυση χημικής οντότητας που μελετάται.

	 

	Προσροφητική βολταμμετρία αλλαγής μέσου 

	 

	Η βολταμμετρία αλλαγής μέσου ενδείκνυται σε περιπτώσεις όπου είναι απαραίτητη η αποφυγή παρεμποδίσεων. Έτσι, είναι δυνατή η παρακολούθηση διεργασιών που λαμβάνουν χώρα μόνον πάνω στην ηλεκτροδιακή επιφάνεια. Στην περίπτωση ανάπτυξης των ηλεκτροχημικών βιοαισθητήρων είναι απαραίτητη η αλλαγή μέσου, καθώς ενδιαφέρει η διαμόρφωση βιομορίων πάνω στην ηλεκτροδιακή επιφάνεια χωρίς την ύπαρξη παρεμποδίζουσων συστατικών.

	 

	7.15. Ηλεκτροδραστικότητα DNA

	 

	7.15.1. Δομή και ιδιότητες του DNA 

	 

	Οι Watson και Crick τo 1953, στηριζόμενοι κυρίως σε κρυσταλλογραφικές μελέτες που έκαναν οι ίδιοι και ο Wilkins σε ίνες DNA, δημοσίευσαν ένα μοντέλο DNA του οποίου το μόριο αποτελείται από μια διπλή έλικα. Η ραχοκοκαλιά του καθενός από τους δύο κλώνους της έλικας αποτελείται από αλληλοδιάδοχα μόρια φωσφορικού οξέος και δεοξυριβόζης, ενώ προς το εσωτερικό του μορφώματος προεξέχουν οι αζωτούχες βάσεις κατά τέτοιο τρόπο, ώστε απέναντι από κάθε μόριο αδενίνης να βρίσκεται ένα μόριο θυμίνης και απέναντι από κάθε μόριο γουανίνης ένα μόριο κυτοσίνης. Μεταξύ των βάσεων κάθε ζεύγους αναπτύσσονται δεσμοί υδρογόνου και ειδικότερα δύο στο ζεύγος αδενίνης-θυμίνης και τρεις στο ζεύγος γουανίνης – κυτοσίνης. Οι βάσεις αδενίνης (Α) και θυμίνης (Τ) είναι συμπληρωματικές, όπως και οι βάσεις γουανίνης (G) και κυτοσίνη (C). επίσης, συμπληρωματικοί είναι ο ένας προς τον άλλο και οι κλώνοι του DNA, οι οποίοι είναι και αντιπαράλληλοι δηλαδή η 3΄→5΄κατεύθυνση των φωσφοδιεστερικών δεσμών είναι αντίθετη στους δύο κλώνους. Το παραπάνω μοντέλο περιγράφει τη Β-δομή της διπλής έλικας του DNA.

	Τα ηλεκτροενεργά τμήματα στα νουκλεϊνικά οξέα είναι οι βάσεις τους. Συγκεκριμένα, η αδενίνη (A) και η γουανίνη (G) οξειδώνονται σε ηλεκτρόδια γραφίτη, ενώ η αδενίνη (A) και η κυτοσίνη (C) ανάγονται σε ηλεκτρόδια υδραργύρου. Οι οξειδωμένες περιοχές δεν αποτελούν τμήμα των δεσμών υδρογόνου και γι’ αυτό οι διαφορές στη βολταμμετρική συμπεριφορά του δίκλωνου από το μονόκλωνο DNA καθορίζονται, κυρίως, από τις διαφορές στην ευκαμψία των δύο μορφών του DNA. Έτσι, το μονόκλωνο που είναι σχετικά πιο ευλύγιστο, κατά την προσρόφηση στο ηλεκτρόδιο γραφίτη παίρνει θέση προς την επιφάνεια με αποτέλεσμα να είναι προσβάσιμες περισσότερες βάσεις αδενίνης και γουανίνης, απ’ ότι στο δίκλωνο DNA το οποίο έχει πιο άκαμπτη δομή, οπότε εμφανίζονται και αυξημένα ρεύματα κορυφής. 

	Οι αναγόμενες, όμως, περιοχές των A και C αποτελούν τμήμα του συστήματος των δεσμών υδρογόνου, οπότε ένας παράγοντας που παίζει ρόλο στην αναγωγή των A και C είναι η πρωτονίωσή τους, η οποία μπορεί να λάβει χώρα σε ουδέτερο pH, αρκεί το άζωτο της θέσης 1 της αδενίνης ή αυτό στη θέση 3 της κυτοσίνης να μπορούν να δεχθούν πρωτόνιο.
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	Σχήμα 7.8. Θέσεις οξείδωσης και αναγωγής των βάσεων. Οι κύκλοι υποδηλώνουν θέσεις που μπορούν να αναχθούν σε ηλεκτρόδια υδραργύρου και τα τετράγωνα δείχνουν τις θέσεις οξείδωσης στα ηλεκτρόδια γραφίτη.

	 

	Αλλαγές στην ηλεκτροχημική συμπεριφορά του DNA εμφανίζονται και λόγω της διαμόρφωσης της έλικας. Με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται διαχωρισμός των ανοιχτών δομών (open coiled-ocDNA) από τις υπερελικωμένες περιοχές (super coiled-scDNA).

	 

	7.15.2. Χρήση Ηλεκτροαναλυτικών Τεχνικών για τη Διερεύνηση της Δομής του DNA

	 

	Η χρήση της προσροφητικής βολταμμετρίας εναλλασσόμενου ρεύματος (ACV) σε ηλεκτρόδιο υδραργύρου έδωσε τη δυνατότητα προσδιορισμού ποσοτήτων DNA κάτω από το 1μg/mL και έκανε εφικτό το διαχωρισμό των τριών μορφών DNA σε αλκαλικό pH. Στo σχήμα 9, παρουσιάζονται οι εικόνες των τριών μορφών: πλασμιδιακού, δίκλωνου και μονόκλωνου DNA, όπου η κορυφή 1 (στα -1,2 V) οφείλεται στον προσανατολισμό των ελικοειδών περιοχών που προσροφώνται, κυρίως, μέσω των φωσφοδιεστερικών δεσμών, η κορυφή 2 (στα -1,3 V περίπου) είναι χαρακτηριστική μόνο του δίκλωνου DNA και οφείλεται στις ανοιχτές περιοχές του και η κορυφή 3 (στα -1,4 V) οφείλεται στην προσρόφηση των τμημάτων του DNA μέσω των βάσεων. Στο σχήμα δίνονται οι αλλαγές στην ηλεκτροχημική συμπεριφορά του DNA, εξαιτίας της διαμόρφωσής του. Όπως φαίνεται, λοιπόν, από το σχήμα, το πλασμιδιακό DNA δεν παρουσιάζει την κορυφή 3 και η εμφάνισή της λόγω παρουσίας άλλων παραγόντων μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως κριτήριο για τη μετατροπή του σε χαλαρωμένο (oc-DNA). Το σύστημα αυτό χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά στον προσδιορισμό των αλλαγών στη δομή του πλασμιδιακού DNA λόγω φυσικών ή χημικών παραγόντων, όπως οι ρίζες ΟΗ που προκύπτουν από μίγμα αντίδρασης Fe(II)/EDTA. Επίσης, χρησιμοποιήθηκε και για τον προσδιορισμό ουρανίου σε περιβαλλοντικά δείγματα, όπου μελετήθηκαν οι αλλαγές στη δομή του πλασμιδιακού DNΑ. Γύρω στο 2000 άρχισαν να γίνονται οι πρώτες μελέτες για τον προσδιορισμό της αλληλεπίδρασης των διαφόρων μορφών του DNA και ενώσεων όπως η χλωροκινόνη, η ντοξορουμπισίνη, το [Co(phen)3]3+ και το [Ru (bipy)3]2+, καθώς και γνωστών παρεμβόλιμων ουσιών, όπως το πορτοκαλόχρουν της ακριδίνης, το βρωμιούχο αιθίδιο και η ακτινομυκίνη D, .

	Διαφορές στην ηλεκτροχημική συμπεριφορά λόγω της διαμόρφωσης του DNA.

	 

	1. Εκρόφηση ελικοειδών περιοχών που έχουν προσροφηθεί μέσω των φωσφοδιεστερικών δεσμών

	2. Εκρόφηση των ανοιχτών τμημάτων 

	3. Εκρόφηση περιοχών που έχουν προσροφηθεί μέσω των βάσεων

	 

	[image: Image]

	 

	Σχήμα 7.9. Βολταμμογραφήματα εναλλασσόμενου ρεύματος του πλασμιδιακού υπερελικωμένου scDNA (a,d), του δίκλωνου dsDNA (b,e) και του μονόκλωνου ssDNA (c,f).(a)-(c) πλήρης κάλυψη της ηλεκτροδιακής επιφάνειας HMDE με scDNA 150 mg/L,dsDNA 80 mg/L, ssDNA 40mg/L, (d)-(f) μερική κάλυψη της επιφάνειας HMDE. Φέρων ηλεκτρολύτης 0,2Μ NaCl+50mM ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών, συχνότητα 230Hz, ταχύτητα σάρωσης 20mV/s.

	 

	Ωστόσο, περισσότερες πληροφορίες λαμβάνονται όταν τα αποτελέσματα της ACV συνδυάζονται με τα αποτελέσματα των παλμικών τεχνικών, όπως της DPV και της SWV. Συγκεκριμένα, το DNA εμφανίζει με DPV με ηλεκτρόδιο πάστας άνθρακα και κατά την ανοδική σάρωση, χαρακτηριστική κορυφή στα +1.0V (κορυφή G) η οποία οφείλεται στην οξείδωση την γουανίνης.
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	Σχήμα 7.10. Διαφορές στην ηλεκτροχημική συμπεριφορά λόγω της διαμόρφωσης του DNA

	 

	Κατά την εφαρμογή της SWV σε ηλεκτρόδια υδραργύρου εμφανίζονται δύο κορυφές ρεύματος. Μία πρώτη χαρακτηριστική κορυφή στα -1.4V που οφείλεται στην αναγωγή των βάσεων αδενίνης-κυτοσίνης (κορυφή CA), δεδομένου ότι η αδενίνη μπορεί να πρωτονιωθεί στη θέση N-1 και η κυτοσίνη στη θέση N-3 και μία δεύτερη κορυφή στα -1.2V (κορυφή Β), η οποία έχει αποδοθεί στο ξεδίπλωμα της δίκλωνης έλικας πάνω στην ηλεκτροδιακή επιφάνεια). Αυτό το άνοιγμα της δίκλωνης έλικας οφείλεται στη δυνατή απώθηση των αρνητικά φορτισμένων φωσφορικών ομάδων του DNA από την επιφάνεια του ηλεκτροδίου υδραργύρου. Στην ηλεκτροδιακή επιφάνεια υδραργύρου, το DNA προσροφάται μέσω των υδρόφοβων βάσεων. Η δεύτερη αυτή κορυφή ελαχιστοποιείται όταν υπάρχει η δυνατότητα αύξησης της ταχύτητας σάρωσης. 
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	Σχήμα 7.11. α) Δείγμα μη καρκινικού DNA, που απομονώθηκε από παρακείμενο μακροσκοπικά υγιή πνευμονικό ιστό. β) Δείγμα καρκινικού DNA που απομονώθηκε από καρκινικό πνευμονικό ιστό, μετά από την αφαίρεση της βασικής γραμμής. 

	 

	7.16. Βιοαισθητήρες/Μεταλλάκτες σήματος

	 

	7.16.1. Ηλεκτροχημικοί βιοαισθητήρες/ Ηλεκτροχημικοί μεταλλάκτες σήματος

	 

	Οι ηλεκτροχημικοί βιοαισθητήρες, συνήθως, καταγράφουν το ρεύμα κατά την εφαρμογή ενός σταθερού δυναμικού (αμπερομετρία), το δυναμικό σε μηδενικό ρεύμα (ποτενσιομετρία), την αγωγιμότητα ή αλλαγές στην αντίσταση. 

	Οι αμπερομετρικοί βιοαισθητήρες παρακολουθούν τα φαρανταιικά ρεύματα τα οποία προκύπτουν όταν συμβαίνει μεταφορά ηλεκτρονίων μεταξύ του βιολογικού συστήματος και του ηλεκτροδίου στο οποίο εφαρμόζεται ένα κατάλληλο σταθερό δυναμικό. Πρόκειται για τον πρώτο τύπο βιοαισθητήρων που αναπτύχθηκε και χρησιμοποιούνται ως βιοαισθητήρες γλυκόζης για πάνω από 35 χρόνια. Αυτές οι διατάξεις συνεχίζουν να είναι οι πιο δημοφιλείς, κυρίως, λόγω της απλότητας στη χρήση, της ευκολίας στην κατασκευή και του χαμηλού κόστους. Το σήμα στις αμπερομετρικές συσκευές εξαρτάται από το ρυθμό της μεταφοράς μάζας στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου. Οι πιο κοινά χρησιμοποιούμενες συσκευές καταγράφουν τη συγκέντρωση του στοιχείου προς ανάλυση μέσω της μέτρησης της πτώσης της πίεσης του οξυγόνου, της παραγωγής υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) ή της παρακολούθησης της αντίδρασης επαναοξείδωσης ενός ενδιάμεσου μορίου (mediator). 

	Οι ποτενσιομετρικοί βιοαισθητήρες βασίζονται σε εκλεκτικές, σε ιόντα, μεμβράνες οι οποίες, όταν βρίσκονται σε επαφή με το διάλυμα της αναλυόμενης ουσίας, μεταβάλλουν την πυκνότητα φορτίου στη διεπιφάνεια και η μεταβολή αυτή έχει ως συνέπεια τη μεταβολή στο δυναμικό της μεμβράνης.

	Ο ποτενσιομετρικός βιοαισθητήρας λειτουργεί σε συνθήκες ρεύματος κοντά στο μηδέν και μετρά τη διαφορά δυναμικού μεταξύ του ηλεκτροδίου εργασίας και του ηλεκτροδίου αναφοράς. Ιοντοεκλεκτικά ηλεκτρόδια, από τα οποία το pH ηλεκτρόδιο αποτελεί ένα γνωστό παράδειγμα, είναι τα πιο σημαντικά από αυτήν την κατηγορία των μεταλλακτών. Η ειδικότητα παρέχεται από εκλεκτικές σε ιόντα μεμβράνες, οι οποίες μπορούν να σχηματιστούν από άλατα μετάλλων, ή μεμβράνες πολυμερών που περιέχουν ιοντοανταλλάκτες ή ουδέτερους φορείς. Σήμερα υπάρχει μία ποικιλία εμπορικά διαθέσιμων ιοντοανταλλακτικών ηλεκτροδίων για την ανίχνευση συγκεκριμένων ιόντων. Στην κατηγορία αυτή ανήκουν και τα ηλεκτρόδια ανίχνευσης αερίων, τα οποία είναι ιοντοανταλλακτικά ηλεκτρόδια τροποποιημένα με τη χρήση μιας διαπερατής σε αέρια μεμβράνης, και τα χημικά ευαίσθητα transistor (FETs). Πρόκειται για ημιαγωγικές συσκευές οι οποίες ανταποκρίνονται στην επιφανειακή ηλεκτρική βαθμίδωση του ηλεκτροδίου πύλης. Τελευταία, έχουν κατασκευαστεί ποτενσιομετρικοί αισθητήρες που επηρεάζονται από το φως βασισμένοι στην τεχνολογία του πυριτίου. Μια χημική αντίδραση στην επιφάνεια της ψηφίδας (chip) πυριτίου μπορεί να αλλάξει το δυναμικό επιφανείας και, συνεπώς, να επηρεάσει το ρεύμα επιτρέποντας την καταγραφή του ρυθμού της αντίδρασης. 

	Οι αγωγιμομετρικοί βιοαισθητήρες βασίζονται στο γεγονός της μεταβολής της αγωγιμότητας λόγω μεταβολής της συγκέντρωσης ιονικών ενώσεων. Οι αγωγιμομετρικοί βιοαισθητήρες βασίζονται στη μέτρηση της χρονικά εξαρτώμενης μεταβολής της αγωγιμότητας, ως αποτέλεσμα της αναγνώρισης του συμπληρωματικού προς το δέκτη στοιχείου προς ανάλυση. 

	Τέλος, υπάρχουν και οι βιοαισθητήρες που βασίζονται στη μέτρηση των μεταβολών της ηλεκτρικής αντίστασης, κατά τη διέλευση ενός μεταβαλλόμενου ρεύματος από συγκεκριμένο μέσο. Κατά τη διάρκεια της μέτρησης, η αντίσταση ελαττώνεται με παράλληλη αύξηση της αγωγιμότητας. 

	 

	7.16.2. Οπτικοί Μεταλλάκτες Σήματος

	

	Οι οπτικοί μεταλλάκτες σήματος βασίζονται σε διάφορες αρχές, όπως είναι η επίδραση μιας βιολογικής μεταβολής στην απορρόφηση του φωτός, το φθορισμό / φωσφορισμό, το δείκτη ανάκλασης ή άλλες οπτικές παραμέτρους. Αυτός ο τύπος των μεταλλακτών έχει γίνει εξαιρετικά δημοφιλής τα τελευταία χρόνια και, πλέον, πολλές διατάξεις είναι εμπορικά διαθέσιμες. Οι πρώτοι οπτικοί βιοαισθητήρες χρησιμοποιούσαν την αλλαγή χρώματος που συνέβαινε σε δείκτες ευαίσθητους στις μεταβολές του pH λόγω της δράσης ενός ενζύμου που δημιουργούσε ή κατανάλωνε πρωτόνια. 

	Οι πιο πρόσφατες εξελίξεις σχετικά με τους οπτικούς βιοαισθητήρες έχει επικεντρωθεί στη χρήση της τεχνολογίας παροδικού κύματος. Όταν το φως υφίσταται ολική ανάκλαση, όπως κατά τη διάρκεια της μετάδοσης μέσω ενός οδηγού οπτικού κύματος, ένα μικρό μέρος της ενέργειας διαδίδεται πέρα από την οπτική διεπιφάνεια. Το γεγονός αυτό μπορεί να συνδυαστεί με τη χρήση φθοριζόντων δεικτών κοντά στην οπτική διεπιφάνεια, ως αποτέλεσμα για παράδειγμα αλληλεπιδράσεων αντιγόνου-αντισώματος. Εναλλακτικά, ένας άμεσος ανοσοαισθητήρας, ο οποίος δεν απαιτεί τη χρήση δεικτών, μπορεί να κατασκευαστεί μετρώντας την αλλαγή στο δείκτη ανάκλασης, χάρη στην αλληλεπίδραση του δέκτη με το στόχο προς ανάλυση. 

	Τα τελευταία χρόνια ιδιαίτερο ενδιαφέρον συγκεντρώνει η τεχνική του συντονισµού επιφανειακών πλασµονίων (Surface Plasmon Resonance, SPR) και δημιουργεί τη βάση για έναν εμπορικά επιτυχημένο εξοπλισμό∙ αποτελεί µια ευαίσθητη οπτική τεχνική που χρησιμοποιείται για τη μελέτη επιφανειακών φαινομένων πάνω σε ένα λεπτό στρώμα ενός μετάλλου. Η προαναφερόμενη τεχνική βασίζεται στην ύπαρξη ενός παροδικού ηλεκτρομαγνητικού πεδίου πάνω στην επιφάνεια του μετάλλου και στη μέτρηση της μεταβολής του δείκτη διάθλασης του διαλύτη κοντά σε μεταλλική επιφάνεια, λόγω π.χ. της σύνδεσης ενός αντιγόνου µε το ειδικό προς αυτό αντίσωµα, το οποίο βρίσκεται ακινητοποιημένο στη μεταλλική επιφάνεια.

	Η τεχνολογία αυτή βασίζεται στη διέγερση του πλάσματος ηλεκτρονίων (πλάσματος επιφανείας) ενός λεπτού μεταλλικού υμενίου που καλύπτει την επιφάνεια του οδηγού κύματος. Η αλλαγή στη γωνία του προσπίπτοντος φωτός ή το ελάχιστο ανάκλασης, εξαιτίας της αλλαγής στο δείκτη ανάκλασης στην περιοχή της μεταλλικής επιφάνειας, μπορούν να καταγραφούν.

	Τέλος, σε αναλυτές οι οποίοι χρησιμοποιούν οπτικές ίνες, αντί της γωνίας πρόσπτωσης, μεταβάλλεται το μήκος κύματος της προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το φαινόμενο SPR παρατηρείται σε μέταλλα των οποίων τα ηλεκτρόνια συμπεριφέρονται σαν αέριο ελεύθερων ηλεκτρονίων (plasma), δηλαδή οι κινήσεις τους είναι ανεξάρτητες του φορτίου τους. Αυτό περιορίζει την επιλογή του μετάλλου σε υλικά όπως ο χρυσός, ο χαλκός, ο άργυρος, το παλλάδιο και το αλουμίνιο. Το πάχος του μεταλλικού στρώματος εξαρτάται από τις οπτικές σταθερές του υλικού και από το μήκος κύματος της προσπίπτουσας ακτινοβολίας.

	Στους περισσότερους αναλυτές SPR, το μήκος κύματος της προσπίπτουσας ακτινοβολίας είναι 670 nm και το βέλτιστο πάχος της μεταλλικής επιφάνειας περίπου 50 nm. Υπάρχει µια γραμμική σχέση ανάμεσα στην ποσότητα της δεσμευόμενης πρωτεΐνης και της μεταβολής στη γωνία συντονισµού. Η ευαισθησία της μεθόδου σε ένα συγκεκριμένο διαλύτη εξαρτάται από την ευαισθησία του οργάνου στον υπολογισμό της μεταβολής της γωνίας συντονισµού. Ενδεικτικά, η δέσμευση 1 ng πρωτεΐνης σε επιφάνεια 1 mm2 χρυσού προκαλεί μεταβολή της γωνίας συντονισµού κατά 0.12 µοίρες ή αντίστοιχα µεταβολή του δείκτη διάθλασης του διαλύµατος κατά 0.001. 

	Η ευαισθησία της µεθόδου εξαρτάται, επίσης, από το µοριακό βάρος (όγκο) του αναλύτη. Αν το µοριακό βάρος του αναλύτη είναι µικρότερο από 5 kDa, τότε η αλλαγή στο δείκτη διάθλασης και κατ΄ επέκταση η µεταβολή της γωνίας συντονισµού είναι πολύ µικρή και δεν µπορεί να µετρηθεί µε ακρίβεια. Το βάθος διείσδυσης του παροδικού κύµατος 300-400 nm καθορίζει, επίσης, το µέγεθος των µορίων που µπορούν να µελετηθούν. Για µόρια µεγαλύτερα από 400 nm είναι δυνατή µόνον η ποιοτική παρακολούθηση της αλληλεπίδρασης µε την επιφάνεια του αισθητήρα.

	 

	7.16.3. Εφαρμογές: Πλεονεκτήματα, Μειονεκτήματα

	 

	Η τεχνική SPR μας επιτρέπει να αντιληφθούμε ποια μόρια αλληλεπιδρούν μεταξύ τους (σχέση ligand-analyte) και πόσο ισχυρή είναι η αλληλεπίδραση. Υπολογίζοντας ακόμη και τη σταθερά k της αντίδρασης μπορούμε να δούμε πόσο γρήγορα αντιδρούν τα μόρια μεταξύ τους.

	Έτσι μπορεί να γίνει μέτρηση της ισορροπίας της αντίδρασης καθώς και μετρήσεις που αφορούν στην κινητικότητα και ανάλυση των αλληλεπιδρουσών πρωτεϊνών. Άλλα πλεονεκτήματα αφορούν στο γεγονός ότι γίνεται μελέτη αλληλεπιδράσεων σε πραγματικό χρόνο (real-time) και ότι δεν αποτελεί καταστρεπτική τεχνική.

	Τα μειονεκτήματα από την άλλη έχουν να κάνουν με το ότι μια τέτοια αναλυτική διάταξη είναι εξαιρετικά ακριβή (55.000€), και ότι δεν μπορούμε να αντλήσουμε πληροφορίες για μεγάλα μόρια, αφού η έκταση του πεδίου είναι μέχρι 400 nm. Τέλος, με τη μέθοδο αυτή δεν μπορούμε να πάρουμε πληροφορίες για την τρισδιάστατη δομή των μορίων. 

	 

	7.16.4. Πιεζοηλεκτρικοί Μεταλλάκτες Σήματος

	 

	Μια κατηγορία βιοαισθητήρων μάζας είναι οι αισθητήρες που βασίζονται στο πιεζοηλεκτρικό φαινόμενο και χρησιμοποιούν την αλλαγή στη συχνότητα συντονισμού ενός κύματος διάδοσης μέσω ενός πιεζοηλεκτρικού υλικού. Βασιζόμενοι σ’ αυτήν την αρχή είναι δυνατό να χρησιμοποιηθούν για να μετρήσουν μάζα, ιξώδες ή αλλαγές στην πυκνότητα στην επιφάνεια του αισθητήρα. Αυτές οι συσκευές μπορούν να δημιουργήσουν και να μεταδώσουν ακουστικά κύματα με έναν τρόπο εξαρτώμενο από τη συχνότητα. 

	Το θεωρητικό υπόβαθρο για τη χρήση του πιεζοηλεκτρισμού τέθηκε για πρώτη φορά από τον Rayleigh [1885], όμως, η πρώτη εμπεριστατωμένη έρευνα έγινε από τους Jacques και Pierre Curie το 1880 [Curie and Curie, 1880]. Το πιεζοηλεκτρικό φαινόμενο αναφέρεται στη μετατροπή της ηλεκτρικής ενέργειας, σε ένα κρύσταλλο, σε μηχανική και αντίστροφα. 

	Τα πιεζοηλεκτρικά υλικά εμφανίζουν παραμόρφωση, αν εφαρμοστεί σ’ αυτά ηλεκτρικό πεδίο και αντίστροφα. Το φαινόμενο αυτό παρατηρείται από τη στιγμή που ένας κρύσταλλος ενός πιεζοηλεκτρικού υλικού κατέχει έναν πολικό άξονα, εξαιτίας των δίπολων που σχετίζονται με τη διευθέτηση των ατόμων στο κρυσταλλικό πλέγμα. Υπό την εφαρμοζόμενη μηχανική τάση (αντίστροφο πιεζοηλεκτρικό φαινόμενο), παρατηρείται φυσική μετατόπιση των ατόμων, δηλαδή ταλάντωση αυτών γύρω από μία θέση ισορροπίας, οπότε λαμβάνει χώρα η αντίστοιχη μεταβολή στο δίκτυο των στιγμιαίων δίπολων και αυτό έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή φορτίου στον κρύσταλλο (Σχήμα 7.12).

	Οι διατάξεις αυτού του είδους λειτουργούν με τη διάδοση ενός κύματος από τη μία πλευρά του κρυστάλλου στην άλλη όσο το επιφανειακό ακουστικό κύμα μεταδίδεται με κύματα κατά μήκος μίας κρυσταλλικής επιφάνειας.

	Μία τέτοια παραμόρφωση ονομάζεται «ακουστικό κύμα». Επομένως, τα ακουστικά κύματα είναι αρμονικές ελαστικές παραμορφώσεις, που μπορούν να παραχθούν σε στερεά, όταν οι αποστάσεις μεταξύ των ατόμων μεταβάλλονται εξαιτίας της άσκησης μίας εξωτερικής δύναμης.

	Εξαιτίας του φαινομένου του ακουστικού κύματος προκύπτει μια ενδιαφέρουσα κατηγορία αισθητήρων που ονομάζονται ακουστικοί αισθητήρες. Η τεχνολογία των ακουστικών βιοαισθητήρων αξιοποιεί ένα εναλλασσόµενο ηλεκτρικό πεδίο για τη δηµιουργία του ακουστικού (µηχανικού) κύµατος, το οποίο διαδίδεται στο υπόστρωµα και µετατρέπεται σε ηλεκτρικό σήµα. Βασική προϋπόθεση για τη λειτουργία των ακουστικών βιοαισθητήρων είναι η χρήση πιεζοηλεκτρικών υλικών, για τη δηµιουργία ακουστικών κυµάτων.

	Η διάταξη περιλαμβάνει το πιεζοηλεκτρικό υλικό και ηλεκτρόδια. Τα ηλεκτρόδια χρησιμοποιούνται για την εφαρμογή του ηλεκτρικού πεδίου, του επαρκούς για την παραγωγή του ακουστικού κύματος, ενώ ταυτόχρονα χρησιμεύουν και στην ανίχνευση του κύματος αυτού. Τα πιεζοηλεκτρικά υλικά που χρησιµοποιούνται είναι, κυρίως, ο χαλαζίας (SiO2), το οξείδιο λιθίου τανταλίου (LiTaO3) και το οξείδιο λιθίου-νιοβίου (LiNbO3). 
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	Σχήμα 7.12. Σχηματική αναπαράσταση του πιεζοηλεκτρικού φαινομένου

	 

	Ανάλογα με τον τρόπο διάδοσης του ακουστικού κύματος μέσα στο πιεζοηλεκτρικό υλικό, διακρίνονται δύο τύποι ακουστικών βιοαισθητήρων:

	 

	
		Οι αισθητήρες επιφανειακού ακουστικού κύματος (Surface Acoustic Wave, SAW), όπου το ακουστικό κύμα διαδίδεται στην επιφάνεια του βιοαισθητήρα. 

		Οι αισθητήρες ακουστικού κύματος όγκου (Bulk Acoustic Wave, BAW), όπου το ακουστικό κύμα διαδίδεται σε όλο τον όγκο του πιεζοηλεκτρικού υλικού. Στην κατηγορία αυτή ανήκει και ο μικροζυγός κρυστάλλου χαλαζία.



	 

	Ο μικροζυγός κρυστάλλου χαλαζία (Quartz Crystal Microbalance, QCM) είναι μία διάταξη ανίχνευσης μάζας, που έχει τη δυνατότητα να μετρά πολύ μικρές μεταβολές μάζας πάνω σε έναν κρύσταλλο χαλαζία, ο οποίος βρίσκεται σε κατάσταση συντονισμού. Η ευαισθησία του QCM είναι περίπου 100 φορές μεγαλύτερη από έναν ηλεκτρονικό ζυγό ακριβείας με ευαισθησία 0.1 mg. Αυτό σημαίνει ότι οι QCM είναι ικανοί να μετρήσουν μεταβολές μάζας, όσο ένα τμήμα μίας μονοστιβάδας ή απλής στιβάδας ατόμων. Η υψηλή ευαισθησία και η πραγματικού χρόνου παρακολούθηση των μεταβολών μάζας στον ανιχνευτή κρυστάλλου καθιστούν το QCM μία ελκυστική τεχνική για ένα ευρύ φάσμα εφαρμογών.

	 

	7.16.5. Θερμικοί Μεταλλάκτες Σήματος

	

	Οι Θερμομετρικές συσκευές λειτουργούν μετρώντας μεταβολές της ενθαλπίας κατά τη διάρκεια βιολογικών αντιδράσεων με τη χρήση μιας ποικιλίας από θερμόμετρα ή θερμίστορες. Η ανίχνευση της θερμότητας κατά τη διάρκεια της ενζυμικής κατάλυσης μπορεί να χρησιμοποιηθεί στην παρασκευή θερμικών-ενζυμικών βιοαιασθητήρων. Από τη στιγμή που θερμότητα είτε παράγεται είτε καταναλώνεται στις πιο πολλές αντιδράσεις, η μεταβολή αυτή μπορεί να μετατραπεί σε αναλυτικό σήμα για την καταγραφή των συγκεντρώσεων του στοιχείου προς ανάλυση.

	 

	7.16.6. Μαγνητικοί Μεταλλάκτες Σήματος

	 

	Τελευταία, έχουν γίνει λίγες δημοσιεύσεις αναφορικά με βιοαισθητήρες που βασίζονται σε μαγνητικό μετασχηματισμό. Άλλωστε, οι εφαρμογές αυτών των βιοαισθητήρων είναι ακόμα περιορισμένες.

	 

	7.17. Εφαρμογές Βιοαισθητήρων 

	 

	Oι βιοαισθητήρες βρίσκουν πολλές κλινικές εφαρμογές, όπως η ηλεκτροχημική μέτρηση της συγκέντρωσης της γλυκόζης του αίματος, της λακτάσης, της ουρίας και της κερατίνης, της χοληστερόλης, του ουρικού οξέος∙ εφαρμογές, επίσης, βρίσκουν στην ανίχνευση καρδιολογικών ασθενειών και ορμονών όπως τα στεροιδή, η κορτιζόλη, κ.ά. 

	 

	7.17.1. Ανίχνευση Καρκινικών Δεικτών    

	 

	Τα τελευταία χρόνια η τεχνολογία των βιοαισθητήρων βρίσκει εφαρμογές και στην ανίχνευση καρκινικών δεικτών. Με τον αυξανόμενο αριθμό περιπτώσεων καρκίνου παγκοσμίως αλλά και με το υψηλό ποσοστό θνησιμότητας λόγω του καρκίνου, ο έγκαιρος εντοπισμός του είναι υψίστης σημασίας. Η εφαρμογή των βιοαισθητήτων στην ανίχνευση του καρκίνου πλεονεκτεί έναντι άλλων τεχνικών, αφού προσφέρει ταχύτητα, ευελιξία, αυτοματοποίηση, μειωμένο κόστος και δυνατότητα πολλαπλής ανάλυσης. Η ταχεία και σε πραγματικό χρόνο ανάλυση μπορεί να μας παρέχει άμεσα και διαδραστικά πληροφορίες για την πορεία της νόσου. Η ανίχνευση του καρκίνου με τη χρήση βιοαισθητήρων παρέχει επιπρόσθετα και τη δυνατότητα αναπαράστασης και οπτικοποίησης του καρκίνου, αυξάνοντας τα ποσοστά έγκαιρου εντοπισμού και προηγμένης πρόγνωσης. επίσης, οι βιοαισθητήρες μπορούν να εντοπίσουν ταυτόχρονα πολλά είδη καρκινικών δεικτών. Αυτό είναι ιδιαίτερα σημαντικό, αφού για πολλά είδη καρκίνου αντιστοιχούν περισσότερα από ένα είδη καρκινικών δεικτών. 

	Καρκινικοί δείκτες ονομάζονται οι πρωτεΐνες που παράγονται από τα καρκινικά κύτταρα ή από υγιή κύτταρα ως απάντηση στη παρουσία ενός όγκου και μπορούν να μετρηθούν ποσοτικά, παρέχοντας πληροφορίες που συμβάλλουν στη καλύτερη πρόγνωση, διάγνωση, και παρακολούθηση της θεραπευτικής αγωγής της νόσου. Σε κάθε είδος καρκίνου απαντάται ένα σύνολο καρκινικών δεικτών, το οποίο αν επιλεγεί σωστά κατά την ανάλυση μπορεί να οδηγήσει στη θεραπεία της νόσου.

	 

	
		
				Είδος καρκίνου

				Καρκινικός δείκτης

		

		
				Καρκίνος του προστάτη

				PSA, PAP

		

		
				Καρκίνος του μαστού

				CA15-3, CA125, CA27.29, CEABRCA1, BRCA2,

		

		
				Καρκίνος του παχέος εντέρου

				MUC-1, CEA, NY-BR-1, ING-1
BAT, FDP, NMP22, HA-Hase, BLCA-4, CYFRA 21-1

		

		
				Καρκίνος των πευμόνων 

				NY-ESO-1, CEA, CA19-9, SCC, CYFRA21-1, NSE

		

		
				Λευχαιμία 

				Χρωμοσωμικές ανωμαλίες

		

		
				Μελάνωμα

				Τυροσινάση, NY-ESO-1

		

	

	 

	Πίνακας 7.5. Οι κυριότεροι καρκινικοί δείκτες ανάλογα με το είδος του καρκίνου

	 

	α) Ανίχνευση με ηλεκτροχημικούς βιοαισθητήρες. Με τη χρήση ηλεκτροχημικών βιοαισθητήρων είναι δυνατό να ανιχνευθούν γονιδιακές μεταλλάξεις. Συγκεκριμένα, ένας μονός κλώνος DNA αλληλουχίας ακινητοποιείται στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου και όταν ο υβριδισμός του DNA λαμβάνει χώρα, διεξάγεται η ανίχνευση. Για τον εντοπισμό της σημειακής μετάλλαξης αναπτύχθηκε μια τεχνολογία, σύμφωνα με την οποία, οι ηλεκτροδιακές επιφάνειες επικαλύπτονται με νανοσωλήνες άνθρακα, ρουθηνίου (ΙΙ) και τρις-(διπυριδίνης), και στη συνέχεια καλύπτονται από πολυπυρρόλη για την ακινητοποίηση των ssDNA, η οποία θα μπορούσε να αναγνωρίσει το νανοσωματιδία χρυσού (AUNP) με το επισημασμένο γονίδιο, παράγοντας το κατάλληλο σήμα. Τα τελευταία χρόνια χρησιμοποιούνται και μαγνητικά σωματίδια στους ηλεκτροχημικούς βιοαισθητήρες για την ενίσχυση των σημάτων τους. 

	 

	β) Ανίχνευση μέσω βιοαισθητήρων μάζας. Επειδή πολλές χημικές διεργασίες συνδέονται με τη μεταβολή μάζας, οι βιοαισθητήρες αυτού του τύπου βρίσκουν πολλές εφαρμογές. Ο QCM είναι ένας αισθητήρας που περιλαμβάνει ένα λεπτό δισκοειδές ηλεκτρόδιο από κρύσταλλο χαλαζία επικαλυμμένο με χρυσό. Ένα ταλαντούμενο ηλεκτρικό πεδίο εφαρμόζεται σε όλη τη συσκευή, επάγοντας ένα ακουστικό κύμα που διαδίδεται μέσω του κρυστάλλου. Η μάζα ενός λεπτού στρώματος που συνδέεται με την επιφάνεια του κρυστάλλου μπορεί να υπολογιστεί από τη μετρούμενη μεταβολή της συχνότητας συντονισμού της διάταξης. Η συχνότητα συντονισμού έχει αποδειχθεί πως μειώνεται γραμμικά με την αύξηση της μάζας επί του ηλεκτροδίου QCM σε επίπεδο νανογραμμαρίων.

	Με τη χρήση αντισωμάτων στη θέση του κρυστάλλου, οι άνοσο- αισθητήρες είναι δυνατό να χρησιμοποιηθούν στην ανίχνευση πρωτεϊνικών δεικτών. Έτσι, η μέθοδος αυτή βρίσκει εφαρμογές και στην ανίχνευση μια σημειακής μετάλλαξης στο γονίδιο TP53, υπεύθυνης για το καρκίνου των πνευμόνων. Σε πειράματα που έγιναν, ανιχνεύθηκαν συγκεντρώσεις εύρους 0,03 με 2 μΜ, ενώ τα αποτελέσματα βρέθηκαν ίδια και σε μελέτη με βιοαισθητήρες SPR (βιοαισθητήρες με μεταλλάκτες σήματος). 

	 

	γ) Ανίχνευση μέσω βιοαισθητήρων με οπτικούς μεταλλάκτες σήματος. Για την έγκαιρη ανίχνευση του καρκίνου των πνευμόνων με αυτό το είδος βιοαισθητήρων, χρησιμοποιείται ένα τσιπ από γυαλί το οποίο επικαλύπτεται με ένα φιλμ χρωμίου ή τιτάνιου (πάχος, 2 nm) και ένα φιλμ χρυσού (πάχος, 45-60 nm). Τα μόρια δέσμευσης ακινητοποιούνται στην επίχρυση επιφάνεια και έπειτα προστίθεται ο επισημασμένος αναλύτης. Ο δείκτης διάθλασης αλλάζει στη διεπαφή χρυσού-τσιπ όταν τα βιομόρια αλληλεπιδρούν με τον ακινητοποιημένο παράγοντα δέσμευσης, και ανιχνεύεται μέσω μεταβολών της γωνίας μιας ανακλώμενης δέσμης λέιζερ, η οποία σχετίζεται άμεσα με την ποσότητα των επιφανειακά δεσμευμένων βιομορίων. Ο αισθητήρας SPR είναι ένα πραγματικά ευέλικτο εργαλείο, αλλά απαιτεί μεγάλη ποσότητα δειγμάτων για την ανάλυση σε κάθε πείραμα.

	 

	7.18.1. Χρήση Βιοαισθητήρων σε Εφαρμογές Φροντίδας Σημείου (point of care, POC)

	 

	Ένα ακόμα πλεονέκτημα (δυνατότητα) των βιοαισθητήρων είναι η ικανότητα τους να λειτουργήσουν ως συστήματα POC, (point of care), τα συστήματα αυτά, παρέχουν τον κλινικό την δυνατότητα πρόσβασης σε ένα πλήθος μοριακών πληροφοριών, μια τεχνολογία που θα μεταφέρει την ανάλυση υψηλού επιπέδου και ευαισθησίας στο γραφείο του γιατρού κάνοντας την προσβάσιμη σε ένα μεγάλο αριθμό ασθενών και μη.

	Στην εποχή μας η τεχνολογική εξέλιξη προοδεύει με τέτοιο επιταχυνόμενο ρυθμό ώστε να επηρεάζει κάθε έκφανση της ζωής μας. Κάτι τέτοιο είναι ιδιαίτερα αισθητό στον τομέα της ιατρικής και της παροχής υπηρεσιών υγειονομικής περίθαλψης. Παρόλο που η ιατρική επιστήμη έχει μακρά ιστορία, η εξέλιξη ενός τεχνολογικά βασισμένου συστήματος υγειονομικής περίθαλψης ικανού να προσφέρει μιας ευρείας κλίμακας αποτελεσματική διαγνωστική και θεραπευτική αγωγή είναι ένα σχετικά νέο φαινόμενο. Ιδιαίτερη σημασία στην εξελικτική αυτή διαδικασία έχει η καθιέρωση του μοντέρνου νοσοκομείου ως το κέντρο ενός τέτοιου τεχνολογικά εξελιγμένου συστήματος υγειονομικής περίθαλψης.

	Ο δραματικός αντίκτυπος της τεχνολογίας στην ιατρική περίθαλψη ώθησε επαγγελματίες μηχανικούς να ασχοληθούν στενά με πολλά ιατρικά ζητήματα. Ως αποτέλεσμα, η υιοθέτηση της βιοϊατρικής μηχανικής αναδείχτηκε ως μέσον ενοποίησης για δύο επαγγέλματα, την ιατρική και τη μηχανική, και βοήθησε στον αγώνα ενάντια στις παθήσεις και τις ασθένειες προσφέροντας εργαλεία που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για έρευνα, διάγνωση και θεραπεία από επαγγελματίες της υγειονομικής περίθαλψης.

	Τέτοια εργαλεία που πλέον είναι αναπόσπαστα στοιχεία ενός σύγχρονου νοσοκομείου και είναι προϊόντα της βιοϊατρικής μηχανικής είναι τα βιοϋλικά, οι βιοϊατρικοί αισθητήρες, η ανάλυση και επεξεργασία βιοσημάτων, τα βιοηλεκτρικά φαινόμενα, η μοντελοποίηση της ανθρώπινης φυσιολογίας, η γονιδιωματική , η βιοπληροφορική, η ακτινοδιαγνωστική, η ιατρική απεικόνιση, η μέθοδος υπολογιστικής κυτταρικής βιολογίας και πολυπλοκότητας. Κάνοντας χρήση τέτοιων εργαλείων αναπτύχθηκε η τεχνολογία του ιατρικού εξοπλισμού και έγινε εφικτή η δημιουργία συστημάτων παρακολούθηση ασθενών.

	Τα Point of Care συστήματα χρησιμοποιούνται για διαγνωστικές εξετάσεις στο περιβάλλον του ασθενούς, αντικαθιστώντας κάποιες από τις παραδοσιακές διαγνωστικές μεθόδους που γίνονται σε μικροβιολογικά εργαστήρια και νοσοκομειακούς χώρους.      

	Μία συσκευή POC είναι χρήσιμη στον τομέα της υγειονομικής περίθαλψης καθώς μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την επιβεβαίωση της διάγνωσης για έναν ασθενή ο οποίος βρίσκεται στο ιατρείο. Η ταχεία επιβεβαίωση μιας κλινικής διάγνωσης με την εφαρμογή μιας δοκιμής ποσοτικοποίησης, είναι σημαντικό εάν η ασθένεια είναι μεταδοτική ή εάν ο ασθενής χρειάζεται άμεση θεραπεία. Για παράδειγμα οι εξετάσεις για την ανίχνευση των σεξουαλικώς μεταδιδόμενων νοσημάτων τυπικά διαρκούν 2-14 μέρες μέχρι την λήψη των αποτελεσμάτων, ενώ ένα τεστ POC αναμένεται στα 5 min. Μια πρότυπη συσκευή POC θα απαιτούσε ένα μόνο δείγμα δοκιμής και ένα μόνο άτομο για την επεξεργασία και την ανάλυση του δείγματος σε περίπτωση που απαιτούνταν εξετάσεις αίματος ή ούρων του ασθενή. Αυτά τα πλεονεκτήματα μπορούν να αυξήσουν την πιθανότητα για έναν ασθενή να ακολουθήσει κατευθείαν μια αγωγή ή να μάθει τα αποτελέσματα μιας εξέτασης, βελτιώνοντας έτσι το επίπεδο της παρεχόμενης φροντίδας. Στην κλινική πρακτική, ο προσδιορισμός της παρουσίας βιοδεικτών απαιτεί μια ποικιλία εργαστηριακών δοκιμών και εξοπλισμό που χρησιμοποιεί τεχνολογίες διαφόρων τύπων. Για μία μόνο διάγνωση, μπορεί να χρειαστεί η συμμετοχή πολλών εργαστηρίων και προσωπικού για την διεξαγωγή της κάθε εξέτασης. Όσο περισσότερα εργαστήρια και προσωπικό απαιτούνται για την ανάλυση δειγμάτων, τόσο αυξάνεται η αβεβαιότητα των αποτελεσμάτων. Τυπικές δοκιμασίες όπως η ELISA ( enzyme-linked immunosorbent assay) επιτρέπουν την ανίχνευση ενός αναλύτη, ενώ συσκευές POC μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την ανίχνευση πολλών βιοδεικτών ταυτόχρονα, χρησιμοποιώντας μία ομοιόμορφη μέθοδο δοκιμής, επιτρέποντας έτσι μια καλύτερη συνοχή για τα δεδομένα που λαμβάνονται για κάθε αναλύτη. Επιπλέον, ο προσδιορισμός της σχέσης μεταξύ των βιοδεικτών είναι ευκολότερος και πιο αξιόπιστος όταν χρησιμοποιείται η ίδια μέθοδος δοκιμής και το ίδιο δείγμα, όπως σε μια σύνθετη συσκευή POC. Η πολυπλοκότητα της συσκευής αυξάνει την ταχύτητα της ανίχνευσης και η ποσοτικοποίηση είναι πιο απλή γιατί τα σήματα από τα δείγματα μπορούν άμεσα να συγκριθούν από συστήματα ελέγχου που βρίσκονται στην ίδια συσκευή. Αναλύσεις με πολύπλοκες συσκευές POC απαιτούν λιγότερο χρόνο, λιγότερα χρήματα, λιγότερο προσωπικό και μικρότερο μέγεθος δείγματος. Το μέγεθος του δείγματος είναι συχνά ανεξάρτητο από τον αριθμό των αναλυτών που θα εξετασθούν και εξαρτάται μόνο από την τεχνική ανίχνευσης που θα χρησιμοποιηθεί.  

	 Στο παρελθόν έχουν σχεδιαστεί βιοαισθητήρες για μόρια όπως η γλυκόζη, το ασκορβικό οξύ, το ουρικό οξύ, για πρωτεΐνες, για DNA κλπ. Μέχρι στιγμής δεν έχει αναφερθεί κανένας ηλεκτροχημικός βιοαισθητήρας που θα διευκόλυνε τη γρήγορη εξέταση και διάγνωση ατόμων που βρίσκονται σε ‘υψηλό’ κίνδυνο για την εμφάνιση καρδιαγγειακών ασθενειών. Η καινοτομία του συγκεκριμένου προϊόντος βασίζεται στην ευκολία κατασκευής του και στη μέθοδο ανίχνευσης που χρησιμοποιείται.

	 

	7.18.2. Βιοαισθητήρες για Μετρήσεις Γλυκόζης in vivo

	 

	Ο συνεχώς αυξανόμενος αριθμός διαβητικών σε όλο τον κόσμο που συνδέεται με τον εντυπωσιακά αυξανόμενο αριθμό επιπλοκών του διαβήτη τα τελευταία περίπου 20 έτη, οδήγησε στην ανάπτυξη της τεχνικής βιοαισθητήρων, η οποία στοχεύει στη συνεχή μέτρηση της συγκέντρωσης γλυκόζης του αίματος. Σαν πρώτο βήμα αναπτύχθηκαν και εφαρμόστηκαν συσκευές κοντά στον ασθενή που ήταν σε θέση να υπολογίσουν τη συγκέντρωση γλυκόζης αίματος περιοδικά υπό κλινικές συνθήκες. Κατασκευάστηκαν αφενός ως συσκευές ανάλυσης ροής και αφετέρου ως συσκευές εφαρμογής ενζυμικών ηλεκτροχημικών βιοαισθητήρων μέσα σε ένα σύστημα ροής.

	Η ανάπτυξη τέτοιων ειδικών βιοαισθητήρων για ιατρική χρήση θα μπορούσε να ωφεληθεί από ένα αυξανόμενο γενικό ενδιαφέρον για τους βιοαισθητήρες σε διάφορες εφαρμογές που άρχισαν στις αρχές της δεκαετίας του '80 και που συνεχίζονται μέχρι σήμερα. Η απαίτηση για εμφυτεύσιμους αισθητήρες γλυκόζης υποστηρίχθηκε πρόσθετα από μεγάλο αριθμό ασθενών-διαβητικών που θέλησαν να βελτιστοποιήσουν την καθημερινή θεραπεία ινσουλίνης τους ,βάσει συχνά μετρώμενων τιμών συγκέντρωσης γλυκόζης καθώς και από τη βιομηχανία λόγω της ταυτόχρονης ανάπτυξης των προγραμματιζόμενων αντλιών ινσουλίνης. Εντούτοις, κατά τη διάρκεια της πρώτης δεκαετίας έρευνας αισθητήρων γλυκόζης, η κύρια ιδέα ήταν να αποκατασταθούν τα διαταραγμένα φυσιολογικά επίπεδα και οι σχέσεις γλυκόζης-ινσουλίνης στους διαβητικούς με τη βοήθεια ενός τεχνητού κλειστού βρόχου που αποτελείται από τον αισθητήρα ως συσκευή αποστολής σημάτων και την αντλία ως οδηγό η οποία συνδέεται με έναν ειδικό υπολογιστή που ουσιαστικά πραγματοποιεί τη μαθηματική σχέση γλυκόζης/ινσουλίνης αποκαλούμενη και ως, "τεχνητό ενδοκρινές πάγκρεας" ή "τεχνητό βήτα-κύτταρο", αντίστοιχα.

	Μεταξύ των διάφορων αρχών για τη μέτρηση της γλυκόζης, οι περισσότερες από τις εξελίξεις είναι βασισμένες στους ενζυμικούς αμπερομετρικούς αισθητήρες γλυκόζης. Σε αυτόν τον τύπο βιοαισθητήρων η γλυκόζη οξειδώνεται συγκεκριμένα με καταλύτη την οξειδάση ενζυμικής γλυκόζης και το υπεροξείδιο υδρογόνου (H2O2) το οποίο προκύπτει ως αποτέλεσμα αυτής της αντίδρασης ανίχνευσης και οξειδώνεται ηλεκτροχημικά σε δυναμικό + 700 mV από ένα χημικά μορφοποιημένο ηλεκτρόδιο.

	 

	7.18.3. Άλλες Εφαρμογές των Βιοαισθητήρων

	 

	Μια ακόμη εφαρμογή των βιοαισθητήρων είναι και ο ηλεκτροχημικός βιοαισθητήρας που βασίζεται στο οξείδιο του γραφενίου για την ανίχνευση μικροσωματιδίων τα οποία προέρχονται από αιμοπετάλια (platelet- derived microparticles, PMPs.. Η τεχνολογία αυτή μπορεί να αποτελέσει πιθανό εργαλείο για τον εντοπισμό πιθανού κινδύνου θρόμβωσης. Τα μικροσωματίδια αυτά αποτελούν σημαντικό παράγοντα κινδύνου για αρτηριακές προ-θρομβωτικές παθολογίες, όπως το οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου και το εγκεφαλικό επεισόδιο. Τα ηλεκτρόδια που χρησιμοποιήθηκαν, κατασκευάστηκαν με ακινητοποιημένα στρώματα οξειδίου του γραφενίου και με ένα ειδικό αντίσωμα στοχευμένο κατά της δραστικής διαμόρφωσης της ιντεγκρίνης αΙΙbβ3 σε επιφάνειες PMP. Τα αποτελέσματα έδειξαν μια προοδευτική αύξηση της αντίστασης με την αύξηση του αριθμού των PMP στον αναλύτη. Ο αισθητήρας ήταν πολύ ειδικός για τα PMPs και δεν ανίχνευσε μικροσωματίδια που προέρχονται από άλλα κύτταρα. Το αίμα που λήφθηκε από ασθενείς οι οποίοι είχαν διαγνωστεί με οξύ έμφραγμα του μυοκαρδίου, εμφάνισε υψηλότερες τιμές αντίστασης σε συμφωνία με το μεγαλύτερο αριθμό κυκλοφορούμενων PMPs σε αυτούς τους ασθενείς, σε σύγκριση με τα δείγματα από υγιή άτομα, επικυρώνοντας έτσι το βιοαισθητήρα ως ειδικό, ευαίσθητο, οικονομικό και αποτελεσματικό εργαλείο για την ταχεία ανίχνευση PMPs σε εφαρμογές φροντίδας σημείου.

	Μια ακόμη αξιόλογη εφαρμογή των βιοαισθητήρων είναι και η κατασκευή μιας απλής συσκευής «έξυπνου τηλεφώνου» (smartphone) για ποσοτική ανοσολογική δοκιμή πλευρικής ροής, με στόχο την ανίχνευση κορτιζόλης στο σάλιο, βασιζόμενης στη χημειοφωταύγεια. Έτσι, αναπτύχθηκε ένας απλός και ακριβής βιοαισθητήρας ο οποίος βασίζεται σε μια ανοσολογική μέθοδο χημειοφωταύγειας ενσωματωμένης σ’ ένα smartphone, για να γίνει ποσοτική ανίχνευση της κορτιζόλης στο σάλιο. Ο βιοαισθητήρας βασίζεται σε μια άμεσα ανταγωνιστική ανοσοδοκιμασία χρησιμοποιώντας το συζυγές υπεροξειδάσης-κορτιζόλης το οποίο ανιχνεύεται με την προσθήκη υποστρώματος που έχει χημειοφωταύγεια. Η κάμερα του smartphone χρησιμοποιείται ως ανιχνευτής φωτός για την απόκτηση της εικόνας και για το χειρισμό των δεδομένων μέσω μιας συγκεκριμένης εφαρμογής όπου εκτυπώθηκαν τρισδιάστατα απλά εξαρτήματα για την προσαρμογή του smartphone. Η μέθοδος είναι απλή και γρήγορη με χαμηλά όρια ανίχνευσης∙ παρέχει ποσοτική ανίχνευση κορτιζόλης στο σάλιο, σε κλινικό επίπεδο. Θα μπορούσε, επομένως, να βρει εφαρμογή στην αναπτυσσόμενη τεχνολογία για τη διάγνωση κατ’ οίκον, για την παρακολούθηση κλινικών βιοδεικτών, ώστε να ξεπεραστούν οι υπάρχουσες δυσκολίες αναφορικά με την απόκτηση ευαίσθητων και ποσοτικών πληροφοριών με τα συμβατικά συστήματα.

	Επίσης, ο ηλεκτρικός βιοαισθητήρας αποτελεί εφαρμογή για την ειδική ανίχνευση των βήτα ολιγομερών- αμυλοειδών της νόσου του Αλτσχάιμερ. Η νόσος του Αλτσχάιμερ (AD) είναι η πιο κοινή μορφή άνοιας, με πάνω από 37 εκατομμύρια πάσχοντες. Δεν υπάρχει μέχρι στιγμής θεραπεία για τη νόσο και καμία αξιόπιστη μέθοδος διάγνωσης, πέρα από τη μεταθανάτια εξέταση του εγκεφάλου. Η ανάπτυξη ενός τεστ για το Αλτσχάιμερ που να έχει εφαρμογή στη φροντίδα σημείου, είναι μια επείγουσα απαίτηση με σκοπό την παροχή μιας έγκαιρης διάγνωσης. Στην εργασία αυτή παρουσιάζεται ένας βιοαισθητήρας για την ειδική ανίχνευση των αμυλοειδών- βήτα ολιγομερών , τα οποία είναι τα κύρια νευροτοξικά είδη στη νόσο και έχουν προταθεί ως οι καλύτεροι βιοδείκτες για τη νόσο του Αλτσχάιμερ. Το στοιχείο του βιοαισθητήρα που πραγματοποιεί την ανίχνευση, είναι ένα τμήμα της κυτταρικής πρωτεΐνης prion (PrPC), μία πρωτεΐνη που εκφράζεται έντονα και μεσολαβεί της νευρωνικής δέσμευσης. Κατά τη κατασκευή του αισθητήρα, η PrPc συνδέθηκε μέσω μιας γέφυρας σε πολυμερικά ηλεκτρόδια χρυσού. 

	Επιπλέον, πρόσφατα χρησιμοποιήθηκε μια συσκευή ολοκληρωμένου πολύ-πυριτικού βιοαισθητήρα σε τσιπ (ψηφίδα), για τη βελτίωση της απόδοσης των βιομοριακών αναλυτών σε δείγματα ορού αίματος. Η ικανότητα ανίχνευσης των περισσότερων βιοαισθητήρων POC για την επί τόπου διάγνωση βιομορίων είναι περιορισμένη λόγω παρεμπόδισης από την ανίχνευση άλλων πρωτεϊνών σε δείγματα αίματος από ασθενείς, αλλά και σε άλλα πιο περίπλοκα δείγματα. Για να ξεπεραστεί αυτό το εμπόδιο, η παρούσα εργασία παρουσιάζει ένα ολοκληρωμένο πολύ-πυριτικό σύστημα ( βιοαισθητήρα με νανο-ίνες σε τσιπ,/ψηφίδα , για την ενίσχυση της απόδοσης της ανίχνευσης των επιπέδων συγκέντρωσης της ειδικής καρδιακής τροπονίνης- Ι (cTnI ) σε δείγματα ορού αίματος.

	Αξιοσημείωτος είναι και ο ευαίσθητος, ομοιοπολικός και λειτουργικός βιοαισθητήρας πυριτίου με νανο-ίνες για την ανίχνευση βιοδεικτών αναφορικά με τον κίνδυνο εμφάνισης καρκίνου. Μια ηλεκτροχημική μέθοδος χρησιμοποιήθηκε για να εμβολιαστούν αντισώματα στοχευμένα κατά των βιοδεικτών για τον κίνδυνο εμφάνισης καρκίνου (8 – hydroxydeoxyguanosine) 8-OHdG σε επιφάνειες πυριτίου με νανο-ίνες . Ο βιοαισθητήρας χρησιμοποιήθηκε για να ανιχνεύσει τη δέσμευση του βιοδείκτη 8-OHdG στην επιφάνεια του βιοαισθητήρα εντός λίγων δευτερολέπτων από την έκθεσή του σε αυτά. 

	Η βασική παρατήρηση που προκύπτει, είναι το γεγονός ότι με τη συνεχόμενη ανάπτυξη της τεχνολογίας είναι δυνατός ο σχεδιασμός και η υλοποίηση συστημάτων βιοαισθητήρων τα οποία είναι ικανά να πραγματοποιήσουν ανιχνεύσεις με ιδιαίτερη σημασία στην κλινική διαγνωστική. Σημαντικά βήματα φαίνεται να πραγματοποιούνται σχετικά με την έγκαιρη διάγνωση ασθενειών που απαιτούν άμεση φροντίδα και θεραπεία, με στόχο τη βελτίωση της υγείας των ανθρώπων που νοσούν. 

	Σε σύγκριση με τις υπάρχουσες μεθόδους ανάλυσης, οι βιοαισθητήρες προσφέρουν αρκετά πλεονεκτήματα, όπως είναι η συνεχής λειτουργία, η δυνατότητα ταυτόχρονου προσδιορισμού διαφορετικών ουσιών στο ίδιο δείγμα, η χαμηλότερη κατανάλωση αντιδραστηρίων και δείγματος, ο μικρότερος χρόνος ανάλυσης, το χαμηλότερο κόστος, η δυνατότητα κατασκευής φορητών διατάξεων, η εξαιρετική απλότητα στην εκτέλεσή τους, και το γεγονός ότι για την εκτέλεση των αναλύσεων δεν απαιτείται εξειδικευμένο προσωπικό. Από αναλυτική άποψη, οι βιοαισθητήρες δεν εμφανίζουν μειονεκτήματα ως προς τις υπάρχουσες μεθόδους ανάλυσης. Αυτό που περιορίζει, προς το παρόν, την ευρεία εφαρμογή τους στην κλινική πράξη είναι η έλλειψη προτυποποίησης, γεγονός που αναμένεται να αποτελέσει αντικείμενο μελλοντικών ερευνών. 

	 

	7.18.4. Υπάρχουσες Τεχνολογίες

	 

	Κατά τη διάρκεια των τελευταίων ετών, η έρευνα και η ανάπτυξη ευφυών φορητών συστημάτων που αποσκοπούν στη συνεχή παρακολούθηση της υγείας, παρουσιάζει πρόοδο που οφείλεται, κυρίως, στη συνεχή δημόσια και ιδιωτική χρηματοδότηση. Τα θέματα που εξετάζονται αφορούν, κυρίως, το σχεδιασμό, την ανάπτυξη, την ενσωμάτωση και αξιολόγηση εξοπλισμού, λογισμικού και νέων υπηρεσιών υγείας. Ωστόσο, προκειμένου οι υπάρχουσες τεχνολογίες να αξιοποιηθούν εμπορικά, απαιτείται να επιλυθούν ζητήματα που αφορούν τους βιοαισθητήρες, σημαντικότατο τμήμα της τεχνολογίας των φορητών συστημάτων υγείας, καθώς και να βρεθούν κατάλληλοι αλγόριθμοι κλινικών αποφάσεων. Ακόμη, η μετάδοση προσωπικών δεδομένων με αξιοπιστία και ασφάλεια αλλά και το θέμα του φιλικού προς το χρήστη περιβάλλοντος είναι σημαντικά θέματα. Γενικά, εκτιμάται ότι απτά αποτελέσματα θα προκύψουν με το σημερινό ρυθμό έρευνας και ανάπτυξης σε τρία έως πέντε χρόνια. 

	Σήμερα, στην παγκόσμια αγορά διατίθεται ένα περιορισμένο πλήθος τεχνολογιών που αφορούν ευφυή φορητά βιοϊατρικά συστήματα. Παρακάτω θα αναφερθούν και αναλυθούν τα κυριότερα από τα συστήματα αυτά καθώς και ορισμένες τεχνολογίες που βρίσκονται αρκετά κοντά στην εμπορική διάθεσή τους.

	 

	Ηλεκτροκαρδιογράφημα

	

	Ο ηλεκτροκαρδιογράφος είναι στην ουσία ένα πολύ ευαίσθητο βολτόμετρο το οποίο καταγράφει μέσω ηλεκτροδίων τις διαφορές δυναμικού στην επιφάνεια του σώματος, οι οποίες προκύπτουν κατά τη λειτουργία της καρδιάς. Η θέση κι ο αριθμός των ηλεκτροδίων (απαγωγές) είναι συγκεκριμένος. Η καμπύλη που λαμβάνεται με αυτόν τον τρόπο ονομάζεται ηλεκτροκαρδιογράφημα. 

	Σήμερα στην αγορά υπάρχουν ήδη mini-ηλεκτροκαρδιογράφοι (τσέπης) οι οποίοι λειτουργούν πολύ απλά, είναι γρήγοροι (σε 10 sec δίνουν αποτελέσματα που αφορούν τις κύριες παραμέτρους του ECG) και δίνουν οπτικό σήμα (σε οθόνη), το οποίο ενημερώνει και για πιθανές αποκλίσεις από τα κανονικά όρια.

	 

	Υπερηχογράφημα

	 

	Η λήψη υπερηχογραφήματος αποτελεί πολύ χρήσιμη μέτρηση τόσο κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης όσο και για τη διάγνωση και έλεγχο πολλών άλλων παθήσεων, για παράδειγμα υπέρηχοι νεφρών, ήπατος, στομάχου, καρδιάς κλπ. Το υπερηχογράφημα βασίζεται στην εκπομπή και λήψη υπερήχων από ειδικές συσκευές, τους μετατροπείς. Ο μετατροπέας (transducer) μετατρέπει ηλεκτρικά σήματα σε κύματα πίεσης τα οποία διαδίδονται μέσα στο μέσο διάδοσης (δημιουργία υπερήχων) και παράγει το ηλεκτρικό αντίστοιχο οποιασδήποτε λαμβανόμενης ακουστικής κυματομορφής (λήψη υπερήχου).

	Στις μέρες μας, είναι πλέον διαθέσιμα φορητά συστήματα λήψης υπερηχογραφημάτων, τα οποία με την ανάλογη εξέλιξη και προσαρμογή μπορούν να προσαρτηθούν και σε ένα φορετό βιοϊατρικό σύστημα.

	 

	Μέτρηση Αρτηριακής πίεσης

	 

	Η αρτηριακή πίεση μπορεί να μετρηθεί μη επεμβατικά με τρεις κυρίως μεθόδους:

	 

	-Η κλασική μέθοδος έμμεσης μέτρησης πίεσης αίματος γίνεται με τη χρήση ενός σφυγμομανόμετρου. (Μέθοδος Riva – Rocci).

	-Με τη χρήση υπερήχων, όπου ένας Doppler αισθητήρας ανιχνεύει την κίνηση των αγγειακών τοιχωμάτων σε διάφορες καταστάσεις αποκλεισμού της αρτηρίας.

	-Τέλος, υπάρχει η μέθοδος Penaz, η οποία χρησιμοποιεί έναν φωτοηλεκτρικό πληθυσμογράφο και ένα μανικέτι που φουσκώνει με αέρα γύρω από ένα δάχτυλο χεριού. Καθορίζεται το σημείο στο οποίο η εξωτερική πίεση, η οποία ασκείται στο δάχτυλο έτσι ώστε να μεταδίδεται στα υποκείμενα αγγεία και προσεγγίζει την εσωτερική πίεση, και στη συνέχεια μια γρήγορα αποκρινόμενη αντλία διατηρεί την πίεση στο μανικέτι έτσι ώστε η διαφορά τάσης μεταξύ του εσωτερικού και του εξωτερικού αρτηριακού τοιχώματος να παραμένει μηδέν. Οι πιέσεις μανικετιού αντιπροσωπεύουν τη συνολική, μέση και διαστολική πίεση.

	 

	Με τη συνεισφορά του Wesseling et al. οι οποίοι υλοποίησαν τη μέθοδο Penaz στην Finapres (FINger Arterial Presure) έχει γίνει πλέον δυνατή η μέτρηση συνεχούς αρτηριακής πίεσης μη επεμβατικά.

	 

	Μέτρηση καρδιακής συχνότητας

	 

	Το καρδιοσυχνόμετρο ή παλμογράφος είναι ένας φορητός μετρητής της καρδιακής συχνότητας σε χτύπους ανά λεπτό. Αποτελείται από ένα ρολόι χειρός (που λειτουργεί ως δέκτης) και από έναν πομπό-ζώνη, ο οποίος τοποθετείται κατάσαρκα γύρω από το στήθος. Τα ηλεκτρόδια στον πομπό λαμβάνουν σήματα από την καρδιά, και αφού καταγράφονται, στέλνονται ασύρματα στο δέκτη. Αυτά τα σήματα εμφανίζονται συνέχεια στην οθόνη του δέκτη με τη μορφή χτύπων ανά λεπτό (bpm).

	 

	Οξυμετρία

	 

	Είναι μια αναίμακτη μέθοδος όπου μετράται ο κορεσμός του Οξυγόνου του αρτηριακού αίματος κι έτσι ελέγχουμε έμμεσα αν υπάρχει υποξυγοναιμία ή αναπνευστική ανεπάρκεια. Συγκεκριμένα, η παλμική οξυμετρία είναι μια απλή μη επεμβατική μέθοδος, η οποία παρά τους περιορισμούς της συμβατικής μορφής της, αποτελεί τη σημαντικότερη καινοτομία στη συνεχή παρακολούθηση της οξυγόνωσης του αρτηριακού αίματος, υπολογίζοντας το ποσοστό της αιμοσφαιρίνης (Hb) που είναι κορεσμένη με οξυγόνο. 

	 

	Μέτρηση αναπνοών

	 

	Η χρήση πιεζοηλεκτρικών αισθητήρων τοποθετημένων σε κατάλληλα σημεία στο θώρακα και στο διάφραγμα μπορεί να δώσει μια αρκετά ακριβή εικόνα του ρυθμού των αναπνοών και έχει, ήδη, εφαρμοστεί από διάφορα φορητά βιοϊατρικά συστήματα. 
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