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REZIME

Vodljivi polimeri, narocito polianilin i njegovi derivati, zbog svojih izuzetnih svojstava elektricne i
ionske vodljivosti, fleksibilnosti, biokompatibilnosti i svoje nano strukture, privukli su zadnjih godina
ogromnu paznju u izradi vrlo osjetljivih biosenzora za kontrolu kvalitete hrane, okoline i medicinske
dijagnostike. Biosenzori su analiticki uredaji koji spajaju bioreceptore sa elektricnim transduktorima,
pri cemu se interakcija bioreceptora i ciljanih molekula, proteina, ili DNK fragmenata direktno
pretvara u elektricni signal.

Cilj rada je da se napravi pregled upotrebe polianilinskih biosenzora u industriji hrane, koja je
njihovom primjenom dobila mogucnost bolje i brze kontrole proizvodnje, veéu kvalitetu proizvoda, uz
smanjenu cijenu analiticke kontrole.

Kljuéne rijeci: Vodljivi polimeri, polianilin, biosenzori, kvalitet hrane

ABSTRACT

In the recent years, conducting polymers, especially polyaniline and its derivates, because of their
extraordinary properties: electrical and ionic conductivity, flexibility, biocompatibility and its nano
structure, attract enormous attention in making very sensitive biosensors for food and environment
quality control and for medical diagnostics. Biosensors are analytical devices which combine
bioreceptors with electrical transducers, making interaction between bioreceptor and target
molecules, proteins, or DNA fragments directly converting it in electrical signal.

The aim of this paper is to make a review of using polyaniline based biosensors in the food industry,
which using them has got possibility for better and faster production control, higher product quality,
with decreasing price of analytical control.

Key words: Conductive polymers, polyaniline, biosenzori, quality food
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1. UVOD

Sa narastanjem spoznaje o vaznosti zdrave prehrane, paznja kupaca 1 proizvodaca je
usmjerena prema poboljSanju kvalitete hrane i njene sigurnosti, koja se odreduje testiranjem
njenog ukusa, arome, sastava i spoljasnjeg izgleda. Ocjenjivanje mnogih od ovih osobina
kvalitete hrane Cesto zahtijeva sofisticirane klasicne analiticke tehnike, kao S§to su tecna i
plinska kromatografija, koje nisu jeftine, a za njihovo izvodenje je potrebno dosta vremena.
Savremena industrija hrane danas ima zadatak da razvije 1 unaprijedi brze i nedestruktivne
metode 1 tehnologije za procjenu kvalitete 1 sigurnosti hrane u toku marketinSkog lanaca.
Razvoj biosenzora nudi alternativni pristup ovom problemu.

1.1. Neki patogeni uzrocnici u hrani

Uzroci bolesti povezani sa hranom najces¢e su izazvani bakterijama, virusima, parazitima,
gljivicama, toksinima i metalima, sa simptomima koji variraju od blagog gastroenteritisa pa
sve do smrtno opasnih neuroloskih, hepatiti¢nih i renalnih problema. ViSe od 200 poznatih
bolesti prenosi se samo preko hrane 1 pic¢a. Procjenjuje se da bolesti izazvane hranom svake
godine prouzrokuju u SAD priblizno 76 miliona oboljelih, od ¢ega je 325 000 registrirano u
bolnicama, sa 5000 smrtnih slucajeva[l]. NajceS¢i uzrocnici bolesti koji se javljaju u
proizvodnji i obradi hrane su: bakterije (E. coli O157:H7, Salmonella Typhimurium,
S.Enteritidis, Helicobacter pylori, Mycobacterium avium paratubeculosis (MAP) ) 1 virusi
(Bovine viral diarrhea virus(BVDV), Adenoviruses (HAdV 40/41), Avian influenza virus ).
Prema podacima Zavoda za javno zdravstvo Federacije Bosne i Hercegovine u 2007. 1 2008.
godini broj oboljelih od Salmonele je bio po 531, dok je morbiditet (broj oboljelih na 100000
stanovnika) bio 22,8 u 2007. godini, a 22,82 u 2008. godini.

2. BIOSENZORI

Pod pojmom biosenzori se najces¢e podrazumijevaju senzori kod kojih je detekcija odredenog
ciljanog jedinjenja bazirana na specifi¢noj interakciji tog jedinjenja sa bio-prepoznatljivom
molekulom, koja moze biti enzim, antitijelo, mikroorganizam, ili ¢ak i Citava ¢elija. U nekim
od znajcajnih znanstvenih Casopisa iz ove oblasti, kao Sto su: “Biosensors” 1 “Elsevier
Applied Science”, biosenzorima se smatraju i uredaji u kojima se ne nalaze bioreceptori, ali se
koriste za detekciju molekula bioloskog porijekla (miris voca i sl.). Ovu prosirenu definicija
biosenzora smo koristili u ovom preglednom ¢lanku [2].

U biosenzorima koji posjeduju bioreceptor, bioloski element senzora se nalazi u
transduktoru(pretvaracu), ili je u bliskom kontaktu sa povr§inom transduktora. Postoji veliki
broj transduktora (elektrohemijski, opticki, termalni i maseni) koji mogu detektovati
interakciju izmedu analita i bioprepoznatljive molekule, pretvarajuci je u elektri¢ni signal.
Iako pokretacka snaga za razvoj biosenzora dolazi od industrije za zaStitu zdravlja, postoji
mnogo razloga za primjenu biosenzora u preradi hrane i poljoprivrednih proizvoda, te zastiti
okoline. Npr. biosenzori imaju veliki potencijal za monitoring sastava hrane (karbohidrata i
organskih kiselina), monitoring svjezine proizvoda (riba, voca, povrca), isto kao i za on-line
proces kontrole fermentacijskih procesa, te brzu detekciju patogenih organizama, pesticida,
mikroorganizama 1 toksina. Pokazuje se da postoji mogucnost dizajniranja biosenzora
uzimajuci za kriterij osnovno trazeno svojstvo, kao npr. osjetljivost, detekcija 1 kvantitativno
odrdivanje limita, selektivnost, pouzdanost, vrijeme odgovora, reproducibilnost, stabilnost i
zivotni vijek biosenzora.
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I pored velikog potencijala koji posjeduju biosenzori, do danas se nije pojavilo mnogo
biosenzora koji su dosegli tacku komercijalizacije, zbog faktora kao §to su: stabilnost
(ogranicen zivotni vijek bioloskih komponenti), proizvodnja i skladiStenje.

Prednosti biosenzora u odnosu na klasi¢ne analitiCke tehnike kontrole kvalitete hrane su:
kra¢e vrijeme detekcije (ranije potrebno vrijeme od 2-5 dana je skrac¢eno na period od 6
minuta do 12 sati, pa se odgovaraju¢im brzim mjerenjima mogu eliminirati izvori infekcije,
osigurati kvalitetnija zaStita, visoka osjetljivost 1 specificiranost), smanjena mogucnost
kontakta kupaca sa nosiocima zaraze, kompatibilnost sa savremenim tehnologijama za obradu
podataka 1 skradeno vrijeme rengeneracije biosenzora, Sto utice da proizvodaci mogu
isporuciti kontrolirano zdravu i sigurnu hranu, a time se smanjuje rizik incidencije
oboljevanja kod potrosaca.

Vecina savremenih biosenzora sacinjeni su od cCetiri dijela: bioreceptor (antitijela, nukleinske
kiseline, enzimi i cijele ¢elije), transduktor, pojacivac i prikupljeni analiticki podaci.
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Slika 1. Shematski prikaz tipicnog biosenzora.

Biosenzore mozemo podijeliti po vrsti bioloski senzitivnog elementa (bioreceptora) na:
enzimske biosenzore, DNK biosenzore, na antitijelu bazirane biosenzore, na antigenu
bazirane biosenzore i dr., a po tipu transdukcije koja se primjenjuje u biosenzoru, dijelimo ih
na: elektrohemijske, opticke, rezonantne, termalne, ISFET (ion-osjetljivi tranzistor sa efektom
polja) biosenzore, itd.

Pokazuju se da se kao imobilizacijiski materijali (matrice) mogu koristiti razlicite vrste
polimera, ali daleko najbolje rezultate u primjeni su pokazali vodljivi polimeri, od kojih
najvise polianilin sa svojim jedinstvenim svojstvima. Treba re¢i da potpuna teorija elektro-
optickog ponaSanja polianilina (vodljivih polimera) nije jo§ do kraja zaokruzena [3], Sto
nagovjestava da ¢e nas vodljivi polimeri, jo§ iznenadivati svojim novim izuzetnim svojstvima
1 neocekivanim primjenama.

Imobilizacija bioreceptora se izvodi preko jedne od sljedecih tehnika: fizikalne, hemijske i
elektrostaticke adsorpcije; adsorpcije iza koje dolazi unakrsno vezivanje(cross-linking);
dopiranjem ionskom izmjenom; kovalentnim povezivanjem 1 postavljanjem klopke
(entrapment).

3. POLIANILIN I NJEGOVI DERIVATI

Vodljivi polimeri predstavljaju nevjerovatno raznoliku vrstu materijala koji posjeduju elektricna i
opticka svojstva metala i poluprovodnika, a istovremeno zadrzavaju mehanicka svojstva polimera
i prednosti njihove jednostavne obrade.

Fizakalno-hemijske karakteristike polianilina koje su doprinijele njegovoj Sirokoj, gotovo
neograni¢enoj primjeni su: mogucnost laganih i raznovrsnih hemijskih i elektrohemijskih
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sintetskih procedura, elektrohemijska polimerizacija na povrSini bilo kojeg tipa elektrode,
stabilnost u te¢nom stanju 1 na sobnoj temperaturi, pH senzitivnost, nizak redoks potencijal,
moze se reverzibilno (nakon sinteze) dopirati i deprotonirati koristec¢i elektrohemijske tehnike
pri ¢emu se polianilinu mijenjaju mehanicka, elektri¢na i spektroskopska svojstva. Polianilin
ima fleksibilnu trodimenzionalnu elektronsku struktura i pokazuje dobru trodimenzionalnu
elektricnu vodljivost u svojoj protoniziranoj formi. Cijena izrade mu je relativno niska [4].
Polianilin je biokompatibilan tj. pokazuje afinitet prema jakim biomolekularnim
interakcijama. Struktura polianilina se moze modificirati tako da se ostvari moguénost
vezivanja molekula razliitih proteina (antitijela) sa njegovim ki¢menim stubom [5]. Za
vrijeme polimerizacije razli¢ite bioloSke molekule (enzimi, antitijela i dr.) mogu biti dopirane
unutar polianilinske matrice [6] i imobilizirane na povrSini elektroda [7]. Pri elektrohemijskoj
polimerizaciji moguce je kontrolirati prostornu raspodjelu biomolekula imobiliziranih unutar
polimerske membrane, dok se kontrolira njena debljina. Polianilin je hemijski inertan pri
imobilizaciji tj. ne mijenja reaktivnost i snagu interakcije imobiliziranog bioreceptora, a
njegova poroznost (otvorena geometrija) omogucava bolji kontakt sa analitom. Reakcija
bioreceptora i analita rezultira strukturnim promjenama polianilinskog filma §to moze dovesti
do mjerljivih promjena u elektrohemijskim ili optickim svojstvima filma i ta osobina
polianilinu i drugim vodljivim polimerima, upravo daje svojstvo transdukcije [8].

Polianilin se moze sintetizirati razlic¢itim metodama, a metode oksidacione hemijske sinteze i
elektropolimerizacije su najpogodnije za biosenzoreske aplikacije. Zbog svojih izuzetnih
svojstava polianilin je nasao primjene u izradi: hemijskih senzora, biosenzora [9], svjetlo
emituju¢ih dioda [10], molekularnih uredaja [11], vodljivih fotootpornika [12], optickih
prekidaca [13], pametnih prozora [14], tranzistora [15], baterija [16], itd. Hemicari Alan G.
MacDiarmid i1 Hideki Shirakawa, te fizicar Alan J. Heeger su 2000. godine dobili Nobelovu
nagradu za hemiju zbog doprinosa u razvoju vodljivih polimera [17].

Metalne nanocestice srebra [18], zlata 1 bakra se mogu dodavati polianilinu, stvarajuci
kompozite polianilina, pobolj$avajuc¢i mu elektri¢na i opticka svojstva, kao i osjetljivost. Tako
se dobija moguénost dizajniranja novih materijala sa specifi¢nim, kako organskim, tako i
neorganskim svojstvima.

3.2. Samodopirani (self-doped) polianilin

Otkri¢e polimera dopiranog sa kamforsulfonskom kiselinom privuklo je znacajnu pazZnju
zbog moguce primjene u izradi biosenzora. Ova vrsta polianilina pokazuje redoks aktivnost
¢ak 1 u rastvorima sa neutralnom pH vrijedno$¢u, gdje je izvodenje vecine biokatalitickih 1
imunoloskih reakcija optimalno [19]. Za razliku od klasi¢nog polianilina, samodopirani
polianilin ima nagativno naelektrisane funkcionalne grupe vezane za kicmu polimerskog
lanca, djeluju¢i kao unutras$nji dopant aniona, pa za vrijeme oksidacije i redukcije nisu
potrebne anionske ili elektronske izmjene izmedu polimera 1 rastvora koji ga okruzuje. Otud i
nosi naziv samodopirani (self-doped) polianilin.

3.3. Ugljikove nanotube i polianilin

Inkorporiranje karbonskih nanotuba (CNT) u vodljive polimere je dovelo je do povetanja
elektroaktivnih i1 strukturnih svojstava vodljivih polimera, kao i do mogué¢ih poboljsanja
karakteristika biosenzora [20].

Pokazalo se da se enzimi i antitijela mogu apsorbovati na povrsini CNT cestica [21].

3.4. Primjena elektrohemijskih biosenzora u industriji hrane

Od velikog broja biosenzora baziranih na polianilinu najSiru primjenu u industriji hrane nasli
su eleketrohemijski i opticki biosenzori. Za elektrohemijske sisteme bioloski transduktor je
inkorporiran na takav nacin da pretvaranje signala rezultira pojavom mjerljive struje.
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Elektrohemijski biosenzori bazirani na vodljivim polimerima nude mnoge prednosti pri
detektovanju bioloski znacajnih jedinjenja. Prema vrsti transdukcije se dijele na:

a.) amperometrijske elektrohemijske biosenzore koji mjere promjenu jacine struje ili koli¢inu
naelektrisanja proizvedene izmedu elektrode i elektrolita, primjenjuéi konstantnu vrijednost
potencijala. Najvazniji faktor koji utiCe na funkcionisanje amperometrijskih biosenzora je
transfer elektrona izmedu kataliticke molekule i povrSine elektrode, koji najéesc¢e ukljucuje
medijator ili vodljivi polimer [22]. Ovaj tip biosenzora, umjesto elektroaktivnih svojstava
vodljivih polimera, koristi njihovu osobinu pH osjetljivosti.

Koriste se za mjerenje glukoze i mokraéne kiseline sa enzimom uricazom kao bioreceptorom.

b.) konduktometrijske elektrohemijske biosenzore koji mjere promjenu elektri¢éne provodnosti
G ili promjenu njegove recipro¢ne vrijednosti tj. elektricnog otpora R. Koriste se za mjerenje
penicilina [23], triglicerida, lipida i hemoglobulina sa enzimima lipazom i pepsinom kao
bioreceptorima [24], bakterija [25], glukoze i uree [26].

c.) impedometrijske biosenzore koji mjere promjene vrijednosti elektricnog kapaciteta sloja
izmedu elektroda pri vezanju bioloskog elementa na svoj receptor. Koriste se za detekciju
cijelih bakterijskih ¢elija [27], enzima [28] i oligonukleotida [29].

Elektrohemijski biosenzori bazirani na polianilinu se prema vrsti imobiliziranog bioreceptora

mogu podijeliti na:

a.) enzimske senzore (glukozni i vitaminski biosenzori), kod kojih se kao bioreceptori koriste
enzimi: glukoz oksidaza i holesterol oksidaza [30],

b.) DNK senzore [31] 1

c.) imunosenzore, kod kojih se kao biosenzor koristi odgovarajuce antitijelo.

3.5. Primjena elektrohemijskih konduktometrijskih biosenzora baziranih na polianilinu
za detekciju pategonih uzrocnika u hrani

Konduktometrijski biosenzori se koriste za mjerenje promjena u vodljivosti prije i poslije
prepoznavanja bioloSkog dogadaja, opazaju¢i Cinjenicu da se ionska koncentracija/sastav
mijenja, $to dovodi do promjene u konac¢noj elektri¢noj vodljivosti.

Smatralo se ranije da konduktometrijske metode u sluaju biosenzora imaju slabiju
osjetljivost u odnosu na ostale elektrohemijske metode. Medutim noviji radovi Alocilje i
saradnika [33,35] su pokazali da su konduktometrijski biosenzori osjetljivi uredaji i mogu se
koristiti za brzu detekciju veoma malih koli¢ina patogena koji poti¢u iz hrane, kao $to je
bovine viral diarrhea virus (BVDV).

Konduktometrijski biosenzori bazirani na polianilinu mogu se koristiti za detekciju: mirisa, C
vitamina, pesticida i iona teSkih metala [32], bakterija E. coli O157:H7 [33] i Bacillus cereus
[34], Bovine viral diarrhea virusa [35] u vodi, u mlijeku, u raznim osvjezavajuéim picima,
vocu (jagode), povréu (salata, paradajz), pri pakovanju izrezanih suhomesnatih proizvoda,
kuhanoj hrani (riza, kukuruz), itd.

Nalaze primjenu i pri obradi i pakovanju svjezeg voca i povréa, pri pakovanju mesa,
inspekciji hrane i vode, u restoranima, u trgovinama hranom na veliko i na malo, na farmama,
a koriste ga carinske sluzbe, policija, vojska i kosmonauti, te pojedinci u svojim domovima.
Konduktometrijski biosenzori bazirani na polianilinu u vodljivoj formi, namijenjeni za
detekciju patogena u hrani, najéeS¢e su imunosenzori [36], koji ostvaruje antitijelo-antigen
vezivanje i povezani su elektronskim sistemom za obradu podataka.

Polianilin je izabran za izradu transduktora, jer je pokazano da moZe poboljsati osjetljivost,
stabilnost 1 reproducibilnost biosenzora. Poznato je da odgovor senzora baziranih na
polimerima uveliko ovisi od samog postupka polimerizacije, koncentracije monomera i
ionskih nosilaca naelektrisanja koriStenih za vrijeme polimerizacije. Mijenjanje ovih
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parametara omoguc¢ava modifikaciju povrSinskih parametara biosenzora. Ova osobina se
moze koristiti pri optimizaciji transduktorskog signala.

Dodatnu kvalitetu ove vrste biosenzora Cini i mogucnost koriStenja nekoliko razliCitih
antitijela, $to dovodi do viSestruke detekcije razli¢itih analita (patogena, proteina i drugih
bioloskih materijala koji se nalaze u ispitivanim uzorcima hrane, vode, kao 1 u ispitivanim
uzorcima uzetim iz okoline) sa niskim koncentracijama za manje od 6 minuta.

Ova vrsta biosenzora je znacajna za patogene, kao §to su E.coli O157:H7 1 Salmonela, koji,
zbog svoje zaraznosti 1 patogenosti, imaju prag tolerancije prisustva nula. Ovi biosenzori se
mogu koristiti 1 u medicinskoj dijagnostici.

3.6. Biosenzori za detekciju mirisa u hrani

Biosenzori za detekciju razli¢itih mirisa u lancu proizvodnje, prerade i prodaje hrane imaju u
osnovi iste elemente, ali princip detekcije je specifican za svaki pojedinacni slucaj analize.
Biosenzori za detekciju mirisa zvanih elektronski nos (electronic nose systems) baziranih na
vodljivim polimerima, prvi je nacinio Pope 1995. godine [37] a danas se primjenjuju u
nedestruktivnim testiranjima kvalitete hrane.

Jednostavne su izrade, mogu se proizvesti sa vrlo velikim stepenom reproducibilnosti i imaju
najveci opseg selektivnosti i senzitivnosti u odnosu na sve ostale vrste biosenzora. Formiraju
se elektrohemijski na silikonskom ili ugljicnom supstratu, §to rezultira polimerom u
oksidiranoj formi koji ima kationske poloZzaje i anione koji potic¢u od elektrolita.

Glavne biohemijske i fizioloske promjene koje se javljaju pri dozrijevanju voca i povrca, kao
Sto su: metabolizam Sec€era 1 kiseline, hidroliza skroba, biosinteza isparavanja, oStecenje zida
¢elije 1 proizvodnja etilena, imaju veliki uticaj na miris voca i povrca.

Karakterizacija proizvedene hrane pomocu arome i mirisa se pokazuje kao kljucan faktor
uspjeha hrane na trziStu. Miris je rezultat fizikalnih i hemijskih reakcija koje se javljaju
izmedu isparavaju¢ih hemikalija 1 nosa. Ova isparavaju¢a jedinjenja koja se javljaju u
industriji hrane su primarno organskog porijekla i sastoje se od aldehida, ketona i estera.
Biosenzori nacinjeni od polimera, baziranih na heteroaromatskim jedinjenjima kao Sto je
polianilin, pokazuju osjetljivost na veliki broj jedinjenja (mirisa) koja isparavaju.

Biosenzori za detekciju mirisa u industriji proizvodnje hrane se koriste za utvrdivanje:
zrelosti jabuke [38], mikrobioloske kvalitete govedine [39], mirisa pokvarene plijesni kod
kruha [40], varijacija arome ljeSnika [41], pokvarenosti i mikrobioloske kvalitete mlijeka
[42,43], uzeglosti i izdvajanje razli¢itih tipova maslinovog ulja [44,45], izostanka mirisa
kikirikija [46], pokvarenosti ljubiCastog lososa [47], degradacije kvalitete za vrijeme
skladistenja sirovog i kuhanog bakalara [48] i mikrobioloske kvalitete tunjevine [49].

4. ZAKLJUCAK

Moze se na kraju re¢i da biosenzori bazirani na vodljivim polimerima, a posebno na
polianilinu, daju moguénost za razvoj i komercijalizaciju novih uredaja u industriji hrane, u
medicini, u oblasti bioenergije i zaStitite okoline, koji ¢e trebati puno manje vremena za
analizu, $to se pokazuje kao najvazniji faktor za prevenciju, zastitu i osiguranje kvaliteta. Ova
vrsta biosenzora pokazuje izuzetnu osjetljivost i moguénost specificiranosti, te spajanja u vece
uredaje za brzu detekciju. Moze se sa sigurnoséu tvrditi da ¢e biosenzori ubrzo postati
neophodno sredstvo za detekciju i ocjenu kvalitete hrane, kako u laboratoriji, tako i van nje.
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