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Biosenzori za pracenje teSkih metala i toksi¢nih spojeva u okoliSu

Biosensors for monitoring heavy metals and toxic compounds in environment
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Sazetak: Pracenje zagadenja okolisa bitan je zadatak u njegovom ocuvanju, a
pojednostaviljenje metodologije za pracenje polutanata imperativ. Teski metali i razliciti
toksicni spojevi posebno su opasnhi jer se tijekom vremena akumuliraju u biljkama i
Zivotinjama. Iz tog su razloga razvijene razlicite metode pomocu kojih se odreduje njihova
koncentracija u okolisu. Biosenzori danas predstavijaju brzo i pouzdano rjeSenje za pracenje
zagadenja okolisa uzrokovanog razlicitim toksicnim spojevima i metalima. Minijaturizacija
senzora omogucila je in situ mjerenja, cime se iskljucuju dugotrajna i ponekad skupa
mjerenja u laboratorijima. U radu je prikazan kratak pregled nekih biosenzora te njihova

primjena u detekciji i pracenju teskih metala i toksicnih spojeva u okolisu.
Kljuéne rije€i: biosenzori, pracenje zagadenja, teski metali, toksicni spojevi

Abstract: Monitoring pollution in our environmet is an important task in its preservation,
and simplification of methodology for monitoring pollutants presents an imperative. Heavy
metals and various toxic compounds are particularly dangerous because of their
bioacummulation. Therefore, a wide range of methods was developed for determination of
pollutant concentartion in environment. Today, biosensors have shown to be fast and reliable
solution for monitoring environmental pollution caused by heavy metals and toxic
compounds. Sensor miniaturisation has enabled in situ measurements thus excluding
longterm and sometimes expensive measurements in laboratories. In this paper, short
overwiev of some biosensors has been shown, including their application in detection and

monitoring heavy metals and toxic compounds in environment.
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1. Uvod

Kemijski senzor definiran je kao mjerni uredaj koji pretvara kemijsku informaciju o
uzorku (koncentraciju pojedinih komponenti uzorka ili njegov ukupni sastav) u analiticki
mjerljiv signal. Kemijska informacija moze doc¢i od kemijske reakcije analita ili od fizikalnih
svojstava ispitivanog sustava.

Kemijski senzor sastoji se od dvije osnovne jedinice: receptora i pretvornika. Neki senzori
koriste 1 separatore (razliCiti filteri i membrane). Receptor je odgovoran za selektivno i
osjetljivo prepoznavanje analita. U pretvorniku kemijskog senzora energija oslobodena
tijekom interakcije analita i receptora prevodi se u elektricni signal koji je pogodan za

mjerenje (Hulanicki i sur., 1991.), sto je vidljivo na Slici 1.

Slika 1. Shematski prikaz kemijskog senzora.
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Izvor: Jenelten. U. Biosensors. http://www.rpi.edu/dept/chem-eng/Biotech
Environ/BIOSEN/biosen.htm

1.1. Biosenzori

Veliku podskupinu kemijskih senzora ¢ine biosenzori. Biosenzor se prema IUPAC-u
(International Union of Pure and Applied Chemistry) definira kao samostalan integrirani
uredaj koji je sposoban davati specificne kvantitativne ili semikvantitativne informacije

koristeci bioloski element za prepoznavanje (Thévenot i sur., 1999.).



Biosenzori mogu biti podijeljeni u nekoliko grupa, ovisno o stani¢nom signaliranju ili o
principu bioloSkog prepoznavanja. Prema signalu biosenzori se kategoriziraju kao
elektrokemijski, opticki, piezoelektricni i termalni. Elektrokemijski biosenzori (izmedu
ostalog amperometrijski 1 potenciometrijski) najbolje su opisani u literaturi, dok su najcesce
koristeni opticki biosenzori. Prema principu bioloSkog raspoznavanja, biosenzori se dijele na
enzimske, imunokemijske, cjelostani¢ne i DNA biosenzore (Eggins, 2002.).

Najcesce koristeni bioloski elementi su enzimi i antitijela. Enzimi su biokatalizatori koji
kataliziraju kemijske reakcije. Njihov je zadatak karakteristicnu tvar (supstrat) pretvoriti u
produkt. Enzimi su visoko selektivni prema odredenom supstratu $to ih ¢ini pogodnim
senzorskim materijalom. Antitijela su proteini koje proizvodi imunoloski sustav kao odgovor
na neku stranu supstancu u tijelu. Glavna razlika izmedu enzima i antitijela je ta Sto se
antitijela ¢vrsto vezu za antigene pri ¢emu dolazi do stvaranja kompleksa.

Osijetljivost i selektivnost biosenzora ovisi 0 svojstvima elementa za prepoznavanje na
kojeg se veze analit. Pomocu genetickog inzenjerstva moguce je dobiti neograni¢en broj
razlicitih elemenata za biolosko prepoznavanje, ali i izmjenjivati svojstva postoje¢ima u svrhu

poboljsanja njihovih svojstava (Hock i sur., 2002.).

2. Biosenzori u praéenju okolisa

Biosenzori nalaze primjenu u razli¢itim podrucjima, od agrikulture, kontrole kvalitete
namirnica, u medicini, vojsci i kontroli razli¢itih procesa u okoliSu. Za kontrolu i pracenje
okoliSa biosenzori mogu pruziti brzu informaciju o mjestu zagadenja. Osim toga, prednost
biosenzora nad drugim analitickim metodama jest 1 u prenosivosti S§to znanstvenicima
omogucava mjerenje koncentracije polutanata in situ te u mogucnosti mjerenja bez dodatnih
priprema uzoraka. Takoder, uz odredivanje specificnih spojeva mogu dati informaciju o
njihovom bioloskom ucinku (npr. toksi¢nost nekog spoja) (Salgado i sur., 2011.). Najcesce
koristeni biosenzori u prac¢enju okoliSa su enzimski biosenzori, imunosenzori i senzori sa

specifi¢nim reporter genima.
2.1. Enzimski biosenzori
Enzimski biosenzori Kkoriste princip enzima kao organskih katalizatora. Jednostavni i

selektivni enzimski biosenzori prate enzimske aktivnosti izravno u prisutnosti supstrata. Neki

enzimski biosenzori bazirani su na aktivaciji enzima uslijed interakcije s ciljnim analitom.



Primjer su teski metali u obliku anorganskih iona koji se vezanjem i aktivacijom enzima,
mogu detektirati s obzirom na svoj sastav. Kao elementi za prepoznavanje teskih metala
najéescée se koriste metaloenzimi poput alkalne fosfataze, karboanhidraze, askorbat oksidaze i
glutamin sintetaze. Biosenzori mogu ukljucivati i neenzimske proteine ili peptide kao
elemente za prepoznavanje (Eggins, 2002.).

Enzimski biosenzori ponekad mogu unakrsno reagirati s nekoliko razli¢itih metala.
Takoder, na njih mogu utjecati neki okoli$ni ¢imbenici, poput temperature, pH vrijednosti i

koncentracije otopljenog Kisika.

2.2. Biosenzori s reporter genom

Reporter gen je gen dodan ve¢ postojecoj sekvenci drugog gena u svrhu prepoznavanja
odredene tvari. Kodiran je za mehanizam koji uzrokuje stani¢ni odgovor kojeg je moguce
detektirati. Gen mora imati izrazeno svojstvo ili aktivnost koje je mjerljivo i koje se moze
jednostavno analizirati i reflektirati koli¢inu kemikalije ili fizikalnu promjenu, a biosenzor ne
smije sadrzavati sli¢an ekspresivan gen ili aktivnost kako bi se izbjegli krivi rezultati
mjerenja. Najcesce koriSteni reporter gen je iz krijesnice Photinus pyralis koji ucinkovito
pretvara kemijsku energiju u svjetlost.

Mikroorganizmi su razvili sustav za detoksikaciju i izlu¢ivanje otrovnih tvari. Ti se
sustavi mogu koristiti kao komponente sa senzorima za kontaminaciju detekcijom tvari za
koju su dizajnirani za detoksikaciju i izlu¢ivanje. Takva komponenta u kombinaciji s reporter
genima stvara biosenzore koji mogu identificirati otrovne tvari do vrlo niskih razina

(Tauriainen i sur., 1998.).

2.3. Imunosenzori

Imunosenzori su biosenzori koji koriste antitijela kao elemente prepoznavanja. Antitijela
predstavljaju ucinkovite detektore oneciS¢enja okolisa, pogotovo zbog napretka tehnologije.
Snazno ciljaju analite $to im je ujedno i glavni nedostatak, jer se analit nakon mjerenja ne
moze jednostavno osloboditi iz antitijela. Takoder, sinteza antitijela i daljnje testiranje Cesto je
dug, naporan i skup proces, moze do¢i do pojave krizne reaktivnosti s viSe analita, a na

antigenu reaktivnost mogu utjecati pH vrijednost i temperatura.



3. Detektiranje teskih metala i toksi¢nih spojeva

3.1. Pesticidi

Siroka upotreba pesticida i herbicida u poljoprivredi uzrok je njihove prisutnosti u okoligu.
Zabrinutost oko njihove toksi¢nosti pokrenula je inicijativu za postavljanje grani¢nih
koncentracija pesticida u razli¢itim tipovima voda. Europska Unija izdala je direktivu
98/83/EC 0 kvaliteti vode za konzumaciju u kojoj su granice za pesticide 0.1 pg/l za
pojedinacne pesticide i 0.5 pg/l za ukupnu koncentraciju pesticida.

Za detekciju pesticida najcesce koriSteni su enzimski biosenzori. U literature se nalaze
brojni senzori bazirani na inhibiciji enzima acetil kolinesteraze koji detektiraju razlicite
organofosforne i karbamatne pesticide. lako su osjetljivi, nisu dovoljno selektivni za
koristenje u svrhu kvantificiranja ili odredivanja vrste pesticida (Andres i Narayanaswamy,
1997.).

Jedan od zanimljivih indikatora toksi¢nog djelovanja odredenih spojeva je i inhibicija
fotosinteze. Zato su razvijeni biosenzori temeljeni na fotosistemu Il koji mogu detektirati
herbicide u okolisu. Oko 30% herbicida, medu kojima su fenilurea, triazin i fenolni herbicidi
inhibiraju fotosintetski tok elektrona $to dovodi do promjene u fluorescenciji klorofila
(Vedrine i sur., 2003.).

3.2. Poliklorirani spojevi

Poliklorirani bifenili sveprisutni su polutanti zbog Siroke primjene u industriji. Visoka
toksi¢nost nekih bifenila predstavlja rizik za zdravlje ljudi, pogotovo zato Sto su, iako je
njihova upotraba zadnjih godina znacajno smanjena, jo§ uvijek prisutni u okoliSu. U skladu s
time, razvijeni su biosenzori za njihovu detekciju, koji ukljuCuju razlicite imunosenzore s
fluorescencijskom i elektrokemijskom detekcijom (Salgado i sur., 2011.).

Osim polikloriranih bifenila veliki polutanti su i drugi poliklorirani spojevi poput dioksina.
Oni se u okoli$ ispustaju kao nusproizvodi u raznim kemijskim procesima koji ukljucuju klor.

Za njihovu detekciju razvijeni su razliciti imunoeseji.



3.3. Aromatski spojevi

Zagadenjem tla i vode s razli¢itim naftnim derivatima u okoli§ dolaze mnogi Stetni
aromatski spojevi. To predstavlja ozbiljan zdravstveni problem jer su neki od njih topljivi u
vodi (benzen, toluen, etilbenzen, ksileni). Biorazgradivi su, ali ¢esto zaostaju u prirodi. Zeleno
fluoresciraju¢i Pseudomonas fluorescens soj posluzio je za konstrukciju biosenzora zbog
mogucnosti mjerenja benzena, toluena i etilbenzena u vodenim otopinama (Stiner i Halverson,
2002.).

3.4. Metali

Teski metali polutanti su koji predstavljaju najveéi problem za okolis. Nisu biorazgradivi
tako da 1 u malim koncentracijama predstavljaju prijetnju za okolis 1 Covjeka. Sveprisutni su u
biosferi, mogu se u okoliSu naci prirodno i djelovanjem covjeka i visoko su toksi¢ni. Metali
koji su najcesce praceni U okoliSu su olovo, krom, cink, ziva, kobalt, kadmij i bakar (Verma i
Singh, 2005.). Detekcija teskih metala u okolisu, posebno bakra, kadmija, Zive i cinka, vazna
je 1zbog njihove sposobnosti akumulacije u Zivim organizmima.

Uobicajene analiticke metode za detekciju teSkih metala ukljucuju ionsku kromatografiju,
induktivno spregnutu plazmu i polarografiju. Teski se metali mogu odredivati I pomocu insko
selektivnih elektroda. Iako uéinkovite, ove metode ne mogu praviti razliku izmedu dostupnih i
nedostupnih frakcija metala za bioloske sustave. U tome prednost imaju cjelostaniéni
biosenzori u kojima stanice reagiraju samo s dostupnim frakcijama metala koje su za njih
Stetne (Rodriguez-Mozaz i sur., 2004.).

Za analizu teSkih metala u uzorcima iz okoliSa razvijeni su cjelostani¢ni bakterijski
biosenzori koji koriste specificne gene odgovorne za bakterijsku otpornost na traZene
elemente. Otpornost gena na metale pokre¢e se tek nakon prodiranja metala u citoplazmu
bakterije. Pojedini specificni gena kodiraju bioluminescentne protein kao $to je luciferin. U
sluaju prisutnosti teSkog metala dolazi do pojave luminescencije koja se moZe mjeriti
fotometrima.

Za detekciju metalnih iona koriste se i enzimski biosenzori koji se baziraju na Sirokom
spektru enzima koje specifi¢no inhibiraju niske koncentracije odredenih metala (Salgado i

sur., 2011.).



4, Zakljucak

Detekcija i pracenje polutanata u okoliSu osnovni su parameter zastite okolisa. Pritom se
veliki znacaj daje detekciji teSkih metala i drugih toksi¢nih spojeva. Stoga su godinama
razvijane i1 poboljSavane metode za njihovo pouzdano odredivanje. Veliki broj tih metoda je
dugotrajan, skup i zahtijeva dodatnu obradu uzoraka $to je mana. Upotreba biosenzora u
detekciji 1 pracenju polutanata pokazuje se kao pun pogodak, jer zaobilazi mane drugih
metoda 1 znanstvenicima omoguc¢ava dobivanje informacija o stanju zagadenja u okoliSu na
licu mjesta. Buduci da se baziraju na bioloskim komponentama, biosenzori mogu pruzati uvid
I u utjecaj polutanata na zivi organizam. Napretkom tehnologije, posebno genetskog
inzinjerstva, poboljSavaju se svojstva bioloskih elemenata za raspoznavanje, zbog Cega se, uz

postojece prednosti, biosenzori mogu sve vise ocekivati u pra¢enju polutanata u okoliSu.
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